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Proteinas

Definicéo:

Composto de elevado peso molecular, formado por aminoacidos ligados atraveés
de ligacOes peptidicas. Descobertas por Jons Jakob Berzelius em 1838.

Fazem parte dos constituintes primarios de organismos vivos, juntamente com:

- Lipidos;
- Glicidos;

- Acidos nucleicos.
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Proteinas

Do DNA a proteina:
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Proteinas - Estrutura

Estrutura Primaria
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Proteinas - Estrutura
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Proteinas — Glicosilacao

Residuos de asparagina,
trionina ou serina.
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Bactérias ndo glicosilam proteinas.
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Proteinas - Funcao

Funcdo biologica:

- Estrutural ou mecanica;
- Enzimatica (enzimas ou subunidades de enzimas);

- Respostas imunologicas;

- Armazenamento ou transporte de ligandos;

- Nutricdo (aminoacidos essenciais e ndo essenciais).

Participam praticamente em todas as funcoes celulares, incluindo a regulacao
das mesmas.
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Proteinas - Importancia

Porgue devem ser feitas proteinas???

- Corrigir deficiéncias na regulacéo (diabetes);

- Substituir uma proteina inactivada (ADA por SCID); g"tunu ,,

- Elevar doses para tratamento (GM-CSF); ?‘E‘n‘ét‘%fh;’% .
- Aumentar respostas imunitérias (interferdes); \' \%%:vﬁ?ﬂ

- Dissolver coagulos de sangue (tPA); ?ﬁi«-&wﬁa 5;" )

- Encontrar células tumorais (e elimina-las).
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Proteinas — Fonte

Factores a ter em conta na escolha da fonte:

- Caracteristicas técnicas da proteina desejada;
- Disponibilidade da fonte;

- Nivel de producéo;

- Seguranca;

- Limitac0es de regulacao;

- QuestOes de patente;

- Percepcéo do consumidor.
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Proteinas Nao recombinantes

- Obtidas a partir de microorganismos (GRAS), plantas e animais.

Tecnologia de DNA Recombinante

Desenvolvimento de uma estratégia noval!
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Proteinas Recombinantes

Definicao
Proteina produzida utilizando Tecnologia de DNA Recombinante

d

A introducdo de uma sequéncia de DNA de um organismo noutro, permite a
producdo de uma proteina por outro organismo atraves da insercao da sequéncia
de DNA que codifica essa proteina.

\

Proteina Heterdloga

Isolamento e recombinacdo de um gene ou cDNA de uma espécie e producdo do
produto do gene num individuo da mesma espécie.

\

Proteina Homoéloga
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Proteinas Recombinantes

Proteinas ndo-recombinantes Vs. Proteinas recombinantes

Tecnologia de DNA recombinante permitiu:

1) Ultrapassar problemas de disponibilidade reduzida de proteinas pois estas
sdo expressas pelo organismo produtor em concentracoes muito baixas;

2) Ultrapassar problemas de seguranca da fonte, evitando contaminantes
toxicos ou patogéenicos no produto final;

3) Facilitar a modificacédo dirigida de uma sequéncia de aminoacidos na
proteina.
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Proteinas Recombinantes — Producao

- : Processamento
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Proteinas Recombinantes — Producao

Células recombinantes
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Proteinas Recombinantes — Producao

Bactérias
Fungos
Microorganismos J
Leveduras

Transgeénicos

—ew 1<
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Transgénicos

Animais < :
Cultivo celular

Proteinas recombinantes: Producéo e Aplicacdes
Biologia Marinha e Pescas, Universidade do Algarve
Faculdade de Ciéncias do Mar e do Ambiente




Proteinas recombinantes — Obtidas a partir de microorganismos

Bactérias:

- Insulina;
- Hormona do crescimento bovina e humana;

Escherichia COll | me— o orses.

Genética bem conhecida, econdmica... no entanto...

Corpos de incluséo, auséncia de modificacOes pos-traducionais.
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Proteinas Recombinantes - Locais de expressao

Advantages \ Disadvantages\
_ Simple purification _ Signal does not always
intracelular | Proteolysis is less extensive facilitate export
Improved folding Inclusion bodies may form

N-termius authenticity

periplasm
Inclusion bodies Inclusion bodies
easy pl_Jrlﬂcatlon protein folding
cytoplasm protection from protease denaturaticn\refolding

inactive protein (non-toxic) | N-terminal extension
Higher protein yield

\ Simpler plasmid construct /

v

Least extensive proteolysis Usually no secretion
extracellular | Simple purification Cell lysis
Improved folding

N-terminal authenticity
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Proteinas Recombinantes — Obtidas a partir de microorganismos

|_eveduras (fungos):

Saccharomyces cerevisiae |

- Antigene da hepatite B;
- Insulina;

- Anticorpos;

- Interferdes;

- Hormona do crescimento humana.

Maioria GRAS, fermentacao conhecida, modificagcbes pos-traducionais.

Expressas em niveis baixos, retencdo de proteinas no periplasma,
modificacOes pos-traducao ndo sdo equivalentes a de animais
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Proteinas Recombinantes — Obtidas a partir de microorganismos

Outros Funqgos (filamentosos):

Aspergillus oryzae e VW conze

Aspergillus niger

- Interferdes humanos;
- Lipase de triglicéridos;

- Lactoferrina.
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Proteinas Recombinantes — Obtidas a partir de microorganismos

Possuem as mesmas vantagens das leveduras, no entanto algumas
conseguem sintetizar e libertar elevadas quantidades de proteina para 0 meio
de cultura

A quantidade de proteina resultante pode variar de algumas centenas de
miligramas a mais de uma grama por litro

Actividade proteolitica muito elevada!
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Proteinas — Obtidas a partir de plantas

Plantas:
Proteinas recombinantes
Proteinas heterologas Proteinas homologas
~ / Utilizacdo directa do
- tecido
Plantas transgénicas >
- Extraccao a partir do
Cultivo celular tecido
Morfina - Baixos custos, consumo directo, facil ‘scale-up’,
Papain (protease-cisteina) cultivo.
Fitase
Interferdo p - Baixa expressao, falta de experiéncia, crescimento
sazonal.
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Proteinas — Obtidas a partir de animais

Animais:
Proteinas recombinantes
Proteinas heterdlogas Proteinas homologas
\ / Expressao em tecidos
— — especificos
Animais transgénicos >
- Remocéao a partir do sistema
Cultivo celular circulatério
- Insulina;

- Anticorpos policlonais;
- Eritropoietina;

- Quimosina;

- FSH;

- Factor VIII;

- Factor IX.
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Proteinas Recombinantes — Células animais Vs. Células bacterianas

A Cuter , . -
Chromosome membrane - Bactérias produzem mais

proteina e o seu crescimento
é mais facil e barato;

. e - Em bactérias todos os
Ribosomes passos do processamento das
proteinas ocorrem no
Plasma membrane -
citoplasma;

- Em bactérias ocorre
Ll Ol frequentemente formacao de
corpos de inclusao;

G - Células animais possuem
compartimentos e sinais
especificos para as proteinas
segregadas.

Cytoplasm Mitochondrion
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Proteinas Recombinantes

" (N&o recombinantes)

Microorganismos Homélogas

Recombinantes ,
\ Heterologas

" (N&o recombinantes)

Plantas e 9 Homol | i
omologas Cultivo celular

Recombinantes ) s
Heterdlogas Transgénicos

\

Insectos (através de baculovirus) — pouco usados, mas de crescente interesse.
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