Aula 14 - Sistemas de Expressao
Eucarioticos: Vantagens e Desafios

No vasto universo da biotecnologia, a capacidade de produzir proteinas especificas € um pilar fundamental. Seja
para desenvolver novos medicamentos, enzimas industriais ou vacinas, a engenharia genética nos permite inserir

genes de interesse em organismos hospedeiros para que eles atuem como "fabricas" bioldgicas. Contudo, essa
jornada nem sempre é simples. Se vocé ja se perguntou por que algumas proteinas sao tao dificeis de produzir em
larga escala, ou por que certas terapias sao tao caras, a resposta muitas vezes reside na complexidade do sistema
de expressao escolhido.

Esta aula foi cuidadosamente elaborada para desvendar os mistérios por tras dos sistemas de expressao
eucarioticos, explorando suas notaveis vantagens e os desafios inerentes que os pesquisadores e a industria
enfrentam. Ao final deste modulo, vocé sera capaz de discernir as caracteristicas de cada sistema, entender suas
aplicacdes ideais e, crucialmente, identificar os fatores que levam a escolha de um sistema em detrimento de
outro. Prepare-se para uma imersao que conectara a teoria a pratica, preparando vocé para os desafios e
inovagoes do campo da biotecnologia moderna.



A Necessidade de Sistemas Eucarioticos

Além das Bactérias

Quando pensamos em produzir proteinas recombinantes, a
primeira imagem que muitos de nds temos € a de bactérias,
como a Escherichia coli, trabalhando incansavelmente. Elas
sao baratas, crescem rapido e sao relativamente faceis de
manipular geneticamente. No entanto, essa "fabrica"
bacteriana, apesar de eficiente, tem suas limitacdes. Imagine
que vocé precisa montar um carro de luxo com
componentes eletrénicos complexos e acabamentos finos.
Uma linha de montagem simples, projetada para carros
populares, pode nao ter as ferramentas ou a expertise para
lidar com essas especificacdes avancadas.

Da mesma forma, muitas proteinas de interesse,
especialmente as de origem humana ou animal, exigem
modificacdes pos-traducionais complexas para serem
funcionais. Isso inclui a adicao de acucares (glicosilacao), a
formacao de pontes dissulfeto, o dobramento correto da
proteina e a clivagem de precursores. As bactérias, sendo

procariotos, ndo possuem a maquinaria celular necessaria
para realizar essas modificacdes. E aqui que os sistemas de
expressao eucarioticos entram em cena, oferecendo um
ambiente mais sofisticado e biologicamente compativel para
a producao de proteinas complexas.

Leveduras como Fabricas de Proteinas: O Melhor dos Dois Mundos

As leveduras representam um ponto de equilibrio fascinante no espectro dos sistemas de expressao. Elas sao
organismos eucarioéticos unicelulares, o que significa que possuem organelas como reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi, capazes de realizar muitas das modificacdes pds-traducionais que as bactérias nao
conseguem. Ao mesmo tempo, elas sao relativamente faceis de cultivar em larga escala, com taxas de crescimento
rapidas e requisitos nutricionais simples, lembrando a praticidade das bactérias. E como ter uma pequena fabrica
especializada que ainda é muito eficiente e de baixo custo operacional.

Entre as leveduras mais utilizadas, destacam-se a Saccharomyces cerevisiae (a levedura de padeiro e cervejeiro) e
a Pichia pastoris. A Saccharomyces é bem compreendida e segura, mas sua glicosilacao pode ser um pouco
diferente daquela encontrada em mamiferos, o que pode afetar a funcionalidade ou imunogenicidade de algumas
proteinas terapéuticas. Ja a Pichia pastoris € conhecida por sua capacidade de produzir proteinas em altissimas
concentracoes e por realizar um tipo de glicosilacao mais "humana-like", tornando-a uma escolha popular para
muitas aplicacdes biotecnoldgicas.



Modificacoes Pos-Traducionais em Foco

Glicosilacao Pontes Dissulfeto

A adicao de cadeias de acucares a proteina, Ligacdes quimicas entre residuos de cisteina que
crucial para estabilidade, solubilidade e estabilizam a estrutura tridimensional da proteina e
reconhecimento celular de proteinas terapéuticas sao0 essenciais para sua funcao.

como anticorpos e hormanios.

Dobramento Correto Clivagem de Precursores

O processo pelo qual a cadeia polipeptidica A remocao de sequéncias sinalizadoras ou
assume sua conformacao tridimensional funcional, peptideos de ativacao que transformam proteinas
frequentemente assistido por chaperonas inativas em suas formas funcionais maduras.
moleculares.

A grande vantagem das leveduras, como mencionado, reside na sua capacidade de realizar modificacoes pos-
traducionais. Imagine que uma proteina € como um bolo recém-assado. Para que ele seja realmente delicioso e
apresentavel, ele precisa de cobertura, recheio e talvez algumas decoracdes. As modificacdes pos-traducionais
sao exatamente isso: os "acabamentos" que tornam a proteina funcional e estavel. Sem elas, a proteina pode nao

se dobrar corretamente, ndo interagir com outras moléculas ou ser rapidamente degradada pelo organismo.

A glicosilacao, por exemplo, é a adicao de cadeias de acucares a proteina, um processo crucial para a estabilidade,
solubilidade e reconhecimento celular de muitas proteinas terapéuticas, como anticorpos e horménios. Enquanto a
Saccharomyces cerevisiae realiza uma glicosilacao do tipo "manose-rica", que pode ser imunogénica em
humanos, a Pichia pastoris oferece um perfil de glicosilagao mais proximo ao humano, embora ainda nao idéntico.
Essa diferenca é vital na escolha do sistema, especialmente quando a proteina se destina a uso farmacéutico. A
otimizacao desses processos em leveduras é um campo ativo de pesquisa, buscando "humanizar" ainda mais suas
capacidades de modificacao.

O Sistema de Baculovirus: Insetos como Biofabricas

Quando as leveduras nao sao suficientes para as complexidades de uma proteina, o olhar se volta para sistemas
mais avangados. O sistema de baculovirus para expressao em células de inseto surge como uma alternativa
poderosa, especialmente para a producao de proteinas virais, vacinas e proteinas que exigem dobramento e
modificacdes pds-traducionais mais elaboradas do que as que as leveduras podem oferecer. Pense nisso como
uma estratégia de "cavalo de Troia": um virus (o baculovirus) € modificado para carregar o gene de interesse e, ao
infectar células de inseto, ele as reprograma para produzir a proteina desejada em grandes quantidades.

As células de inseto, como as de Spodoptera frugiperda (Sf9 ou Sf21) ou Trichoplusia ni (High Five), sao
eucarioticas e possuem a maquinaria necessaria para realizar muitas das modificacdes pdés-traducionais
encontradas em células de mamiferos, incluindo a formacao de pontes dissulfeto e glicosilacao. Embora a
glicosilacao em insetos nao seja idéntica a de mamiferos, ela € geralmente mais complexa e "humana-like" do que
a de leveduras, tornando este sistema ideal para proteinas que requerem um nivel intermediario de sofisticacao.
Além disso, as células de inseto podem ser cultivadas em suspensao e em grandes volumes, o que facilita a
producdo em escala industrial.



Baculovirus: Estrategia Viral para Alta
Expressao

O Mecanismo Engenhoso

A beleza do sistema de baculovirus reside na sua
engenhosidade. O baculovirus € um virus que
naturalmente infecta insetos e possui um promotor
muito forte, chamado poliedrina, que normalmente
direciona a producao de uma proteina viral em
altissimas quantidades. Os cientistas aprenderam a =
substituir o gene da poliedrina pelo gene da proteina ¢ & , X
de interesse. Quando o baculovirus recombinante | | .
infecta as células de inseto, ele as forca a produzir a - g ' = , ! e u/
proteina recombinante em vez da poliedrina, ' s
transformando a célula em uma verdadeira fabrica de
proteinas.
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Este sistema é particularmente eficaz para a producao de proteinas multiproteicas complexas, como
receptores de membrana ou componentes de virus, que precisam ser montadas corretamente para
serem funcionais.

A capacidade de expressar multiplas proteinas simultaneamente a partir de um unico virus recombinante (co-
infeccao) é uma vantagem significativa, permitindo a montagem de complexos proteicos ou a producao de
proteinas que requerem chaperonas para seu dobramento. A robustez e a seguranca do sistema (baculovirus nao
infectam células de mamiferos) o tornam uma escolha atraente para muitas aplicacdes biotecnolégicas e na
producao de vacinas.

Expressao em Células de Mamiferos: O Padrao Ouro

Quando a maxima fidelidade biologica € imperativa, especialmente para proteinas terapéuticas destinadas a
humanos, os sistemas de expressao em células de mamiferos sdo a escolha preferencial. Imagine que vocé
precisa de uma peca de reposi¢cao para um motor de altissima precisao. Vocé nao usaria uma peca generica; vocé
buscaria a peca original, feita com os mesmos materiais e processos do fabricante. As células de mamiferos
oferecem exatamente isso: um ambiente de producao que mimetiza o mais fielmente possivel o ambiente natural
da proteina.

A principal vantagem reside na sua capacidade de realizar as modificacdes pds-traducionais mais complexas e
biologicamente relevantes, incluindo a glicosilacao "humana-like" exata, a formacao correta de pontes dissulfeto e
o dobramento preciso da proteina. Isso € crucial para garantir a atividade bioldgica, a estabilidade e, mais
importante, a baixa imunogenicidade da proteina quando administrada em humanos. Proteinas como anticorpos
monoclonais, horménios recombinantes e fatores de coagulacdo sao rotineiramente produzidas em células de
mamiferos.



Celulas de Mamiferos: Producao e Desafios

Cultivo Complexo Alto Custo

Crescimento lento e sensivel a variagoes Significativamente mais caro do que leveduras ou
ambientais, requerendo meios sofisticados e células de inseto em todas as etapas

estéreis

Tempo Prolongado Produtividade Variavel
Processos mais demorados desde o cultivo até a Menor produtividade por célula, exigindo grandes
obtencao do produto final volumes de cultura

Apesar de serem o "padrao ouro" para muitas proteinas terapéuticas, a expressao em células de mamiferos vem
com seu proprio conjunto de desafios. O cultivo dessas células é significativamente mais complexo, demorado e
caro do que o de leveduras ou células de inseto. Elas crescem mais lentamente, sdo mais sensiveis a variacoes
ambientais e requerem meios de cultura sofisticados e estéreis. Além disso, a produtividade por célula pode ser
menor, exigindo grandes volumes de cultura para atingir as quantidades necessarias de proteina.

Linhagens Celulares Principais

e Células CHO (Ovario de Hamster Chinés): Amplamente utilizadas para anticorpos monoclonais devido a sua
capacidade de glicosilacao e aprovacao regulatéria estabelecida

o Células HEK293 (Embrionarias Renais Humanas): Excelentes para producao de proteinas virais e terapias
genéticas

e Células NSO (Mieloma de Camundongo): Utilizadas para producao de anticorpos e proteinas terapéuticas
especificas

Cada uma possui caracteristicas especificas que as tornam mais adequadas para diferentes tipos de proteinas. A
engenharia genética avancada, incluindo a edicao gendmica de precisao com CRISPR-Cas9, esta sendo utilizada
para otimizar essas linhagens celulares, aumentando a produtividade e melhorando a qualidade das proteinas.



Comparacao entre Sistemas de Expressao

A escolha do sistema de expressao € uma decisao critica que impacta diretamente a viabilidade e o sucesso de um
projeto de biotecnologia. Nao existe um sistema "melhor" universal; existe o sistema mais adequado para uma
proteina especifica e sua aplicacado. E como escolher a ferramenta certa para um trabalho: vocé nao usaria uma
chave de fenda para martelar um prego, nem um martelo para apertar um parafuso. Cada sistema tem suas forcas
e fraquezas, e entender essas nuances € fundamental.

A decisao geralmente envolve um balanco entre a complexidade da proteina (especialmente suas necessidades de
modificacdes pos-traducionais), o custo de producao, o tempo necessario para obter o produto e os requisitos
regulatorios para a aplicacao final. Para proteinas simples e nao glicosiladas, bactérias podem ser suficientes. Para
proteinas que exigem glicosilacao, mas nao precisam ser idénticas as humanas, leveduras ou células de inseto
podem ser excelentes opcoes. E para as proteinas mais complexas e terapéuticas, as células de mamiferos sao
frequentemente indispensaveis, apesar dos custos e desafios.

Tabela Comparativa Detalhada

Caracteristica Principal Leveduras Células de Inseto Células de Mamiferos
(Saccharomyces, (Baculovirus) (CHO, HEK293)
Pichia)

Media-Alta
(dobramento, pontes S-

Complexidade Proteica Média (dobramento, Alta (dobramento,

pontes S-S, glicosilacao pontes S-S, glicosilacao

simples) S, glicosilacao humana-like)
complexa)
Custo de Producao Baixo a Médio Medio Alto
Velocidade de Rapida Média Lenta

Producao

Glicosilacao

Aplicacoes Tipicas

Escalabilidade

Manose-rica
(Saccharomyces), mais
"humana-like" (Pichia)

Enzimas industriais,
vacinas, proteinas de
pesquisa

Alta
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Complexa, mas nao
idéntica a humana

Vacinas virais, proteinas
de pesquisa, complexos
proteicos

Alta

Altamente similar a
humana

Anticorpos
monoclonais,
hormonios, fatores de
coagulacao

Meédia a Alta

Essa tabela serve como um guia rapido, mas a escolha final sempre envolverd uma analise aprofundada
das necessidades especificas do projeto. A biologia sintética e a engenharia de proteinas estao

constantemente expandindo as capacidades de cada um desses sistemas, tornando as fronteiras entre

eles cada vez mais fluidas.



Desafios e Tendencias Futuras

O campo dos sistemas de expressao eucarioticos estd em constante evolugao, impulsionado pela busca por maior
eficiéncia, menor custo e maior fidelidade bioldgica. Um dos desafios persistentes € a otimizacao da glicosilacao,
especialmente em leveduras e células de inseto, para que as proteinas produzidas sejam indistinguiveis das
proteinas humanas nativas. Isso € crucial para evitar respostas imunoldgicas indesejadas e garantir a eficacia
terapéutica.
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Edicao Genomica de Biologia Sintética Sequenciamento NGS
Precisao Projeto de circuitos genéticos Caracterizacao e otimizacao de
CRISPR-Cas9 revoluciona a complexos para controle preciso linhagens de alta produtividade

otimizacao de células

hospedeiras

Edicao Genomica de Precisao

A tecnologia CRISPR-Cas9 esta revolucionando a forma
como otimizamos as células hospedeiras. Podemos, por
exemplo, editar genes em células de levedura para
"humanizar" seus caminhos de glicosilacao, ou modificar
linhagens de células de mamiferos para aumentar a
produtividade ou a qualidade da proteina. Isso abre portas
para a criacao de "super-fabricas" celulares, projetadas sob
medida para proteinas especificas.

O Impacto da Biologia Sintética e NGS

A Biologia Sintética complementa a edicao gendmica ao permitir o projeto e a construcao de novos sistemas
bioldgicos ou a reprogramacao de sistemas existentes. No contexto dos sistemas de expressao, isso significa a
capacidade de projetar circuitos genéticos complexos para controlar a expressao de proteinas de forma mais
precisa, ou até mesmo criar organismos sintéticos com capacidades de producao aprimoradas. Imagine projetar
uma levedura do zero para produzir uma proteina com um perfil de glicosilacao especifico e em altissima
quantidade.

O Sequenciamento de Nova Geracao (NGS), por sua vez, desempenha um papel crucial na caracterizacao e
otimizacao desses sistemas. Ao sequenciar o genoma de linhagens celulares de alta produtividade, podemos
identificar mutacdes ou variacdes genéticas que conferem vantagens na producao de proteinas. Isso nos permite
selecionar as melhores linhagens ou até mesmo replicar essas caracteristicas em outras células atraveés da
engenharia genética. A combinacao dessas tecnologias esta pavimentando o caminho para uma era de producao
de proteinas recombinantes mais eficiente, personalizada e acessivel, superando muitos dos desafios atuais.



O Futuro da Producao de Proteinas

Presente Médio Prazo

Sistemas tradicionais com limitacdes Organismos sintéticos projetados para
em glicosilacao e custos elevados proteinas especificas

Curto Prazo Longo Prazo

Humanizacao de leveduras e células de Producao personalizada, rapida e
inseto via CRISPR acessivel de qualquer proteina
terapéutica

A convergéncia dessas tecnologias — edicao gendmica, biologia sintética e NGS — esta transformando os sistemas
de expressao eucariéticos. Estamos caminhando para um futuro onde a producao de proteinas complexas sera
mais rapida, mais barata e mais precisa. Isso terd um impacto profundo na medicina, permitindo o desenvolvimento
de novas terapias genéticas, vacinas mais eficazes e medicamentos personalizados. A capacidade de "humanizar"
sistemas como leveduras e células de inseto, ou de otimizar ainda mais as células de mamiferos, € uma fronteira
emocionante da biotecnologia.
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D 1 Responsabilidade e Etica

No entanto, com grandes avancos vém grandes responsabilidades. A engenharia de sistemas bioldgicos
complexos requer uma compreensao aprofundada da biologia celular e molecular, bem como
consideracdes éticas e regulatorias. A pesquisa continua é essencial para garantir que essas tecnologias
sejam aplicadas de forma segura e eficaz, maximizando seus beneficios para a saude humana e o meio
ambiente.

A jornada para dominar a producao de proteinas recombinantes € um testemunho da engenhosidade humana e da
nossa capacidade de manipular a vida em seu nivel mais fundamental.



Consolidacao: A Arte de Escolher a Fabrica
Certa

Chegamos ao fim de nossa jornada pelos sistemas de /‘ Autoavaliagéo

expressao eucarioticos. Vimos que a escolha do

sistema ideal & uma arte que combina conhecimento 1. Qual das seguintes caracteristicas € uma vantagem
cientifico, analise de custos e requisitos de aplicacao. primaria dos sistemas de expressao eucarioticos
Desde as versateis leveduras, passando pelas em comparagao com os procarioticos para a
eficientes células de inseto via baculovirus, até as producao de proteinas terapéuticas humanas?
sofisticadas células de mamiferos, cada sistema a) Menor custo de cultivo.

oferece um conjunto Unico de vantagens e desafios. A b) Maior velocidade de crescimento celular.
capacidade de realizar modificacdes pos-traducionais c) Capacidade de realizar modificagdes pos-

é o fio condutor que une esses sistemas, traducionais complexas.

diferenciando-os dos procariotos e permitindo a d) Simplicidade na manipulagao genética.
producao de proteinas complexas e funcionais. 2. A Pichia pastoris é frequentemente preferida a

Saccharomyces cerevisiae para a producao de
certas proteinas terapéuticas devido a qual

[J g8 Em Pratica

caracteristica?

Ao se deparar com um projeto de producao a) Sua incapacidade de realizar glicosilacao.

de proteina recombinante, comece avaliando b) Seu perfil de glicosilagcdo mais préximo ao

a complexidade da proteina e suas humano.

necessidades de modificacdes pods- c) Sua menor taxa de crescimento.

traducionais. Considere o volume de d) Sua resisténcia a antibioticos.

produgao necessario, o0 orgamento 3. O sistema de baculovirus para expressao em
disponivel'e o prazo. Lembre-se gue as células de inseto é particularmente adequado para
tecnologias emergentes como CRISPR-Cas9 a producao de:

e Biologia Sintetica estao constantemente a) Proteinas simples n&o glicosiladas.
expandindo as possibilidades, permitindo b) Proteinas que requerem glicosilacdo idéntica a
otimizacdes que antes eram impensaveis. A humana

escolha inteligente do sisiema de expressdo c) Complexos proteicos multiproteicos e vacinas
€ um passo crucial para o sucesso em virais.

biotecnologia. d) Proteinas com alta toxicidade para células

eucarioticas.

4. Qual das seguintes tecnologias tem o potencial de
"humanizar" a glicosilagao em sistemas de
expressao como leveduras ou células de inseto?
a) Cromatografia de afinidade.

b) Eletroforese em gel.
c) Edicao Gendmica de Precisao (CRISPR-Cas9).
d) Espectrometria de massa.

5. Explique por que a escolha de um sistema de
expressao em células de mamiferos é
frequentemente considerada o "padrao ouro" para
a producao de proteinas terapéuticas complexas
destinadas a uso humano, apesar de seus custos e

desafios.
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| _| Recursos Adicionais

e Artigos Cientificos Recentes: Para aprofundar-se nas inovacdes em engenharia de linhagens celulares.
e Protocolos de Laboratorio: Para entender as etapas praticas da expressao em diferentes sistemas.

o Webinars de Empresas Biotecnholdgicas: Para conhecer as aplicacdes industriais e as tendéncias de mercado.

NOTA IMPORTANTE: As informacdes regulatérias/legais/técnicas desta aula estdo atualizadas até 2025.
Consulte sempre fontes oficiais para verificar alteracodes.




