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consegue realizar, então reconheço claramente que o espírito humano é obra de 

Deus, e a mais notável.” (Galileu Galilei) 



RESUMO 

 

A transferência gênica é uma ferramenta biotecnológica amplamente utilizada em 

estudos de biologia celular e molecular. A metodologia se baseia na introdução de 

genes exógenos em células alvo, usando como mediadores vetores que carregam 

este material genético. Devido ao fato de que a eficiência de transformação celular 

não atinge a totalidade das células, é necessário que as células transformadas sejam 

separadas daquelas não transformadas, utilizando como base suas características 

físicas, químicas ou biológicas. Na atualidade, dois mecanismos são utilizados para a 

realização de tais processos, sendo um deles a seleção por antibióticos.  No entanto, 

este procedimento é demorado, dificultando o uso da metodologia como técnica de 

seleção acessível. A outra metodologia está baseada no uso de genes repórteres 

fluorescentes e posterior isolamento das células pela técnica de sorting utilizando 

citometria de fluxo. Porém, nem todos os laboratórios dispõem deste equipamento, 

devido seu elevado custo. O gene repórter desenvolvido no presente trabalho, 

batizado pelo nosso grupo como L7, codifica uma proteína quimérica formada por um 

domínio de transmembrana e um domínio extracelular de nove aminoácidos que tem 

alta afinidade pela streptavidina. O gene assim formado tem um tamanho aproximado 

de 300 pb que fornece a este gene um amplo potencial de uso em experimentos de 

transferência gênica.  

Palavras-chave: Streptavidina. Gene repórter. Superposição de oligonucleotídeos. 

Streptag. Seleção Celular. Biologia sintética 

 

 

  



ABSTRACT 

 

Gene transfer is a biotechnological tool widely used in cell and molecular biology 

studies. This methodology is based on the introduction of exogenous genes into target 

cells, using vectors carrying this genetic material as mediators. Because cellular 

transformation does not reach all the cells, it is necessary to separate the transformed 

cells from those not transformed, using their physical, chemical or biological 

characteristics. Currently, two mechanisms are used to carry out such processes, one 

of them is the selection by antibiotics resitance. However, this procedure is time 

consuming, difficult to use the methodology as affordable selection of technics. The 

other method is based on the use of fluorescent reporter genes and subsequent 

isolation by cells sorting technique using flow cytometry. However, not all laboratories 

have this equipment, due to its high cost. The reporter gene developed in the present 

work, named as L7, encodes a chimeric protein formed by a protein transmembrane 

domain and a nine amino acid extracellular domain with high affinity for streptavidin. 

The gene thus formed has an approximate size of 300 pb providing a large potential 

for use in gene transfer experiments. 

 

Keywords: Streptavidin. Gene reporter. Oligonucleotide superposition. Streptag. Cell 

selection. Synthetic biology. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Transferência Gênica 

 

 Naturalmente, a transferência gênica é a troca de material genético entre 

células de uma mesma ou de diferentes espécies. (BROWN, 2003). A transmissão 

pode ser horizontal quando a troca ocorre entre espécies diferentes, ou seja, quando 

o receptor não é seu descendente, ou transferência vertical, quando o organismo 

recebe material genético do seu antecessor. Este processo ocorre quando material 

genético exógeno, DNA ou RNA, são introduzidos em uma célula alvo (KLUG et. al, 

2010).  O processo de transferência genica é uma técnica importante para o estudo e 

desenvolvimento da terapia gênica e as tecnologias de DNA recombinante. A 

transferência gênica depende em grande parte da eficiência de introduzir o material 

genético nas células alvo. Tal processo é mediado por vetores que “transportam” o 

material gênico para o interior celular.  Estes vetores são selecionados de acordo com 

características essenciais para realizar o carreamento dos genes (BEYER, TEIXEIRA, 

SILVA, 2002).   

  Os vetores possuem algumas propriedades relevantes que influenciam na sua 

escolha. Algumas características dos principais vetores de transferência são a 

capacidade de acomodação do gene, expressão estável do transgene, baixa 

citotoxidade, capacidade de adentrar na célula (BEYER, TEIXEIRA, SILVA, 2002). Os 

vetores atualmente disponíveis não são perfeitos, ou seja, não possuem todas essas 

características, portanto são selecionados de acordo com a necessidade de cada 

evento. 

  Tais vetores podem ser sintéticos, como os lipossomos, ou advir de natureza 

biológica, como as partículas virais que possuem sua natureza modificada, evitando 

assim que se repliquem no hospedeiro causando algum efeito adverso no processo 

de transferência gênica. Os primeiros vetores virais usados foram os bacteriófagos, 

capazes de usar de seus mecanismos naturais de infecção para inserir e transportar 

mais eficientemente as sequências para o interior da célula (STEPHENS et. al 2009). 

  Os plasmídeos são moléculas de DNA circulares que são encontrados em 

bactérias, no entanto, tem replicação independente do genoma desses 

microrganismos. São formados por DNA de fita dupla circular e possuem os elementos 
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essenciais para sua replicação. Seu tamanho varia de 1 a 250 kpb, podendo ser de 

cópia única ou múltipla dependendo da célula em que se encontram. São 

considerados uma ferramenta básica da engenharia genética e das tecnologias de 

DNA recombinante. Um bom plasmídeo é definido pela presença de dois ou mais 

sítios de clivagem, uma origem de replicação na célula hospedeira, possuir um gene 

que codifica um produto que distingue a célula transformada da célula não 

transformada, dentre outras caracteristicas.  (SANTOS, 2013). 

 

1.2 Construção do DNA recombinante    

 

  O início do processo envolve a obtenção do DNA a ser clonado e transferido a 

uma nova célula. Os métodos mais comuns para obtenção de moléculas de DNA 

recombinante são baseados na utilização de clonagem de sequências exógenas pelo 

método que envolve enzimas de restrição e DNA ligase (YOLOV & SHABAROVA, 

1990).  

  A reação em cadeia de polimerase, conhecida como PCR, foi desenvolvida em 

1983 por Kary Mullis (BARTLETT & STIRLING, 2003) e também pode ser utilizada 

para fundir fragmentos com precisão e rapidez, tendo em vista que os métodos 

anteriores ofereciam algumas limitações para esse tipo de reação (SHEVCHUK et. al.  

2004). Novos ensaios revelaram métodos para realizar a fusão de fragmentos mais 

longos e com maior flexibilidade. No ensaio, o termociclador aquece e arrefece os 

tubos de reação para alcançar as temperaturas desejadas em cada passo da reação 

(RAHMAN.et al., 2013). Neste processo rápido ocorre a amplificação enzimática in 

vitro de um segmento específico de DNA. Na presença de enzima, dNTPs e 

oligonucleotídeos que hibridizam especificamente com a sequência, a molécula a ser 

amplificada é desnaturada por aquecimento a fim de começar a síntese de uma nova 

molécula (AUSUBEL et.al., 2003). 

  A técnica de clonagem por PCR recebe vários nomes, dentre eles PCR circular. 

A PCR circular consiste em usar oligonucleotídeos que irão se fusionar durante a PCR 

pela superposição de bases nas suas extremidades. Esta é uma técnica livre de 

endonucleases e ligase e vem se mostrando muito eficiente (QUAN & TIAN,2009). 

 

1.3 Seleção Celular 
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  O evento de transformação na transferência celular não atinge a totalidade das 

células, desta forma torna-se necessário que as células transformadas sejam 

separadas daquelas não transformadas. Os métodos para seleção celular baseiam-

se nas características da própria célula, sejam elas adquiridas ou não. Alguns tipos 

celulares são suficientemente diferentes para permitir a separação baseada nas suas 

características físicas, aderência, massa, entre outras. Leucócitos e hemácias, por 

exemplo, podem ser separados por centrifugação em gradiente de densidade por 

equilíbrio, já que apresentam densidades diferentes (LODISH et. al 2014).  

 Atualmente os mecanismos mais utilizados para a seleção de células 

transformadas são a resistência a antibióticos e a metodologia que se baseia em 

transformação com genes repórteres fluorescentes e posterior separação com 

citômetro de fluxo dotado com sistema de cell sorting. 

  A técnica de seleção por resistência a antibiótico consiste em transformar as 

células com um marcador selecionável, alguma característica que permita diferencia-

las das demais células. Tendo em vista que os plasmídeos são capazes de portar 

genes responsáveis por diversas características, são introduzidos genes 

responsáveis pela resistência a antibióticos. A escolha deste marcador varia de 

acordo com cada experimento; no entanto, todo o processo depende da inserção do 

material genético nas células alvo, o que pode o tornar mais demorado e até inviável, 

dependendo do sistema usado. 

  A citometria de fluxo pode ser definida como uma ferramenta para estudo de 

células com a capacidade de avaliar e diferenciar diversas características celulares 

como receptores de superfície, conteúdo de DNA e RNA, além de permitir a separação 

das células por características físicas e biológicas (BACAL & FAULHABER, 2003). A 

separação rápida e purificada das células é feita em uma suspensão heterogênea de 

material, por um processo denominado sorting. 

   O fundamento básico desta metodologia resume-se na capacidade de 

mensurar propriedades de células individuais, com emprego de  laser atuando sob 

substâncias celulares que emitem luz num comprimento de onda diferente ao recebido 

e que será captado por um sensor do tipo PMT (fotomultiplicador), permitindo 

interpolar as informações biológicas, químicas e/ou moleculares do material 

(FERRAZ, 2007). A luz captada é convertida em sinais eletrônicos, onde os recursos 

de informática realizam a análise dos resultados por meio de software especifico. O 
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resultado é emitido em forma de gráficos de acordo com a fluorescência emitida, que 

é então comparado com as características particulares das células, permitindo avaliar 

os mais diversos tipos celulares, que vão desde células humanas até células 

bacterianas. 

  O sorting é um processo de alta especificidade, podendo ser utilizado em 

pesquisa básica ou áreas clínicas. É cada vez mais aplicado devido à capacidade de 

isolar as populações celulares de forma relativamente eficiente. A amostra é injetada 

no citometro de fluxo de forma ordenada. Apenas uma célula de cada vez é 

interceptada pelo laser, e marcações prévias da célula fornecem as informações a seu 

respeito (RAHMAN, 2006).  

 No entanto, a técnica de sorter para separação de células fluorescentes se 

torna difícil no dia a dia devido ao elevado custo do equipamento que não está 

disponível para todos os laboratórios.  

  Frente a essas adversidades o trabalho tem por objetivo construir um gene com 

potencial uso em experimentos de transferência gênica para permitir o processo de 

seleção celular baseado no método da streptavidina ligada a esferas magnéticas. O 

gene repórter sintetizado codifica uma proteína quimérica formada por um domínio 

proteico de transmembrana e um domínio extracelular de nove aminoácidos que tem 

alta afinidade pela streptavidina. 

  A streptavidina é uma proteína tetramérica que se caracteriza pela elevada 

afinidade com a biotina (HONG LING et al., 2011). As interações biotina-streptavidina 

tem uma das mais fortes interações covalentes conhecidas transformando-a num 

produto biotecnológico de uso amplo. 

  A partir deste novo método de separação o processo de seleção de 

recombinantes se tornará mais fácil e eficiente, já que dispensaria equipamentos 

caros, tornando os experimentos científicos desta área muito mais dinâmicos. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Na atualidade o uso de experimentos de transferência gênica tem se tornado 

essencial para diversos tipos de ensaios nas mais diversas áreas. As técnicas de DNA 

recombinante são destinadas ao estudo de doenças, criação de novas linhagens de 

organismos ou células. No entanto, para que tais estudos sejam realizados com 

sucesso é necessário que os experimentos sejam realizados com mais eficiência e 

rapidez, além de acessíveis. Técnicas que tornem o processo mais acessível 

simultaneamente incentivam e aceleram o número de pesquisas em diversas áreas 

que envolvem tais experimentos. O presente trabalho procurou desenvolver um novo 

gene repórter que ofereça estas características aos protocolos de seleção celular pós-

transformação. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral: 

 

  Construção de um novo gene repórter com uso potencial em experimentos de 

transferência gênica, que permita rapidez e simplicidade ao processo de seleção 

celular a partir da utilização do método da streptavidina ligada a esferas magnéticas. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

- Desenhar um novo gene repórter com potencial em experimentos de transferência 

gênica e seleção celular; 

- Construir um novo gene repórter a partir de métodos de biologia sintética; 

- Testar a eficiência do gene repórter construído. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.2 Desenho do gene  

 

  Todo o desenho experimental do gene repórter, batizado com o nome de L7, 

foi realizador a partir do uso da ferramenta de bioinformática pDRAW32 1.0 

(ACACLONE software). O gene em questão tem tamanho de 300 pb e possui uma 

sequência líder no extremo aminoterminal da proteína seguido de um domínio 

STREPTA-TAG descrito por Lamla e Erdmann (2003). O gene foi sintetizado portando 

um domínio transmembrana de passagem única e uma pequena cauda 

citoplasmática, do mesmo gene a partir do qual foi obtida a sequência transmembrana, 

eliminando grande parte do domínio carboxiterminal desta proteína (por motivo de 

confidencialidade a origem destas sequências não será descrita no texto).   

  Uma sequência IRES (Internal Ribosome Entry Site) e a sequência que codifica 

a proteína GFP (Green Fluorescent Protein) foi desenhada a jusante o gene repórter 

sintético para permitir a visualização da célula transformada durante o processo de 

separação.  

 

4.3  Síntese de L7 

 

  A construção do fragmento correspondente ao gene L7 se deu através de 

amplificação de oligonucletídeos sintéticos pela técnica de PCR. Os oligonucleotídeos 

foram desenhados de modo a amplificar dois fragmentos individuais de 150 pb que 

após fusionados por PCR geraram um fragmento final de 300 pb. 

Todas as reações de PCR foram realizadas em volume de 25 µl.   

  A reação de PCR para a amplificação do Oligo1 e Oligo2 foi realizada com 2,5 

µl de tampão de amostra 10 X (50 mM Tris-HCl, pH 8.0; 50 mM KCl; 1 mM DTT; 0.1 

mM EDTA; estabilizadores e 50 % (v/v) glicerol – (Sigma), 1µl de dNTP 5 mM 

(Invitrogen), 1 µl de cada primer específico, 1µl do oligonucleotídeo oligo1 (1 pmol/ µl), 

0,5 µl da enzima AccuPrime™ Taq DNA Polymerase, high fidelity  (Sigma) e 18 µl de 

água ultrapura estéril.   

   

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=12346094&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAMWS32uDMBDH%2F5q8TFaiQdc9tnYdo6Mrk%2B096FkDiSnx2uL%2B%2Bl20tcLKoA9jEO5X%0AzvP7OXIfMj7dOFvsc2wCFiVBBu6gcmh%2BqVeIOyZmLFrSOR6PE61KQMir2mq7VdBMcmvoat%2BQgZpM%0AZQ2Qs64AN6nQaJrCIuEPn6Lbg8%2F5AycX8pA6o0fOw7teA4KqaVIaPNVfrYEuJEXSkIh5sIEdquIG%0AXWI25Wct5HOJkm7PSj8yMrJQDnKkSCMTy9wUTCxePp%2FX1LxQzU7LNpUIW%2BtaEkLFFbTU0Ykek5VS%0AN9fRyItYnBDT9xFPqm2t6u0A%2B%2F9YndDbsLxPwgveCWaEuVL492wXrgxbTS8w8Wkfi0VGa9bwCgfQ%0AV7GTDix521BSKo3%2B30kf%2BDFrafwUwmNRHM2Hx0mxN3GP6iPRFeYd8nkCfdmNj4fNxcPu4tH2fiz9%0AG9Z8c3uyAwAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D36101%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F29001%252F35301%252F36101*
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  A amplificação foi realizada em um termociclador SureCycler 8800 (Agilent), 

sob as seguintes condições: desnaturação à 95 °C durante 30 segundos; hibridização 

a 60 ºC por 30 segundos; extensão à 68 °C durante 30 segundos, por 30 ciclos. Ao 

final da reação de PCR, uma alíquota de 5 μL do produto de amplificação foi 

depositada e resolvida em gel de agarose a 1% corado com GelRed (Biotium), como 

descrito no item 4.7. 

 

4.4 Síntese de IRES GFP 

   

  A construção do fragmento de IRES:GFP, se deu através de amplificação por 

PCR. Os primers foram desenhados de modo a amplificar um fragmento de 1331 pb. 

 A reação de PCR foi realizada em volume de 25µl, contendo 2,5µl de tampão 

de amostra 10X (600 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 180 mM (NH4)2SO4, 20 mM MgSO4, 2 

mM dGTP, 2 mM dATP, 2 mM dTTP, 2 mM dCTP, thermostable AccuPrime™ protein, 

10% glicerol.), 1µl de dNTP 10mM (Invitrogen), 1µl do primer PCR-IRES-GFP R, 1µl 

do primer PCR-IRES-GFP D, 1µl da amostra do plasmídeo pLR2 (VARGAS et. al. 

2012) 0,5µl da enzima enzima AccuPrime™ Taq DNA Polymerase, high 

fidelity  (Sigma) e 18 µl de água ultrapura estéril.   

  A amplificação foi realizada em um aparelho termociclador, sob as seguintes 

condições: desnaturação a 95°C durante 30 segundos; hibridização a 60ºC por 30 

segundos; extensão a 68°C durante 2 minutos e extensão final à 68°C por 5 minutos, 

por 30 ciclos. Ao final da reação de PCR, uma alíquota de 5μL do produto de 

amplificação foi depositada e resolvida em gel de agarose à 1% corado com GelRed 

(Biotium), como descrito no item 4.7. 

 

4.5 Síntese do fragmento final 

 

  Para construção do fragmento final, foram utilizadas as amostras purificadas, 

do fragmento L7 e de IRES GFP para sua amplificação. O fragmento resultante desta 

amplificação tem aproximadamente 1500pb.  

 A reação de PCR foi realizada em volume de 25µl, contendo 2,5µl de tampão 

10 X (600 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 180 mM (NH4)2SO4, 20 mM MgSO4, 2 mM dGTP, 

2 mM dATP, 2 mM dTTP, 2 mM dCTP, thermostable AccuPrime™ protein, 10% 

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=12346094&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAMWS32uDMBDH%2F5q8TFaiQdc9tnYdo6Mrk%2B096FkDiSnx2uL%2B%2Bl20tcLKoA9jEO5X%0AzvP7OXIfMj7dOFvsc2wCFiVBBu6gcmh%2BqVeIOyZmLFrSOR6PE61KQMir2mq7VdBMcmvoat%2BQgZpM%0AZQ2Qs64AN6nQaJrCIuEPn6Lbg8%2F5AycX8pA6o0fOw7teA4KqaVIaPNVfrYEuJEXSkIh5sIEdquIG%0AXWI25Wct5HOJkm7PSj8yMrJQDnKkSCMTy9wUTCxePp%2FX1LxQzU7LNpUIW%2BtaEkLFFbTU0Ykek5VS%0AN9fRyItYnBDT9xFPqm2t6u0A%2B%2F9YndDbsLxPwgveCWaEuVL492wXrgxbTS8w8Wkfi0VGa9bwCgfQ%0AV7GTDix521BSKo3%2B30kf%2BDFrafwUwmNRHM2Hx0mxN3GP6iPRFeYd8nkCfdmNj4fNxcPu4tH2fiz9%0AG9Z8c3uyAwAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D36101%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F29001%252F35301%252F36101*
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=12346094&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAMWS32uDMBDH%2F5q8TFaiQdc9tnYdo6Mrk%2B096FkDiSnx2uL%2B%2Bl20tcLKoA9jEO5X%0AzvP7OXIfMj7dOFvsc2wCFiVBBu6gcmh%2BqVeIOyZmLFrSOR6PE61KQMir2mq7VdBMcmvoat%2BQgZpM%0AZQ2Qs64AN6nQaJrCIuEPn6Lbg8%2F5AycX8pA6o0fOw7teA4KqaVIaPNVfrYEuJEXSkIh5sIEdquIG%0AXWI25Wct5HOJkm7PSj8yMrJQDnKkSCMTy9wUTCxePp%2FX1LxQzU7LNpUIW%2BtaEkLFFbTU0Ykek5VS%0AN9fRyItYnBDT9xFPqm2t6u0A%2B%2F9YndDbsLxPwgveCWaEuVL492wXrgxbTS8w8Wkfi0VGa9bwCgfQ%0AV7GTDix521BSKo3%2B30kf%2BDFrafwUwmNRHM2Hx0mxN3GP6iPRFeYd8nkCfdmNj4fNxcPu4tH2fiz9%0AG9Z8c3uyAwAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D36101%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F29001%252F35301%252F36101*
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glicerol.), 1µl de dNTP 10mM (Invitrogen), 3µl de amostra de IRES:GFP purificado, 5µl 

da amostra de L7 purificado, 1µl do primer PCR-IRES-GFP R, 1µl do primer L7 ext D., 

0,5µl da enzima enzima AccuPrime™ Taq DNA Polymerase, high fidelity  (Sigma) e 

11 µl de água ultrapura estéril.    

  Nesta primeira amplificação realizada em termociclador, sob as seguintes 

condições: desnaturação á 95°C durante 1 minuto; hibridização a 60ºC por 1 minuto; 

extensão a 68°C durante 2 minutos e extensão final a 68°C por 5 minutos, por 30 

ciclos. Ao final da reação de PCR, uma alíquota de 5μL do produto de amplificação foi 

depositada e resolvida em gel de agarose à 1%, como descrito no item 3.6. Esta 

amplificação utiliza os primers acima especificados. 

  Uma segunda amplificação foi efetuada, baseando-se na complementariedade 

de base das amostras. Nesta, a  reação de PCR foi realizada em volume de 25µl, 

contendo 2,5µl de tampão de amostra 10X (600 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 180 mM 

(NH4)2SO4, 20 mM MgSO4, 2 mM dGTP, 2 mM dATP, 2 mM dTTP, 2 mM dCTP, 

thermostable AccuPrime™ protein, 10% glycerol.), 1µl de dNTP 10mM (Invitrogen), 

3µl de amostra de IRES GFP purificado, 5µl da amostra de L7 purificado, 0,5µl da 

enzima enzima AccuPrime™ Taq DNA Polymerase, high fidelity  (Sigma) e 13 µl de 

água ultrapura estéril.    

  Esta amplificação não utiliza primers, seguindo o protocolo acima citado. 

Realizada em um aparelho termociclador, sob as seguintes condições: desnaturação 

a 95°C durante 1 minuto; hibridização a 60ºC por 1 minuto; extensão a 68°C durante 

2 minutos e extensão final a 68°C por 5 minutos, por 15 ciclos. Ao final da reação de 

PCR, uma alíquota de 5μL do produto de amplificação foi depositada e resolvida em 

gel de agarose à 1%, como descrito no item 4.7.  

 

4.6 Purificação  

    

   Todas as amostras foram purificadas com o kit “Agencourt AMPure XP PCR 

Purification” (Beckman-Coulter), seguindo as especificações do fabricante, onde para 

cada 1,0µl de amostra deveria ser adicionado 1,8µl de AMPure, sendo no experimento 

aqui presente a alíquota de 15µl de amostra correspondente a 27µl de AMPure.  

   Para a purificação das amostras de Oligo1 e Oligo2, os dois produtos de PCR 

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=12346094&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAMWS32uDMBDH%2F5q8TFaiQdc9tnYdo6Mrk%2B096FkDiSnx2uL%2B%2Bl20tcLKoA9jEO5X%0AzvP7OXIfMj7dOFvsc2wCFiVBBu6gcmh%2BqVeIOyZmLFrSOR6PE61KQMir2mq7VdBMcmvoat%2BQgZpM%0AZQ2Qs64AN6nQaJrCIuEPn6Lbg8%2F5AycX8pA6o0fOw7teA4KqaVIaPNVfrYEuJEXSkIh5sIEdquIG%0AXWI25Wct5HOJkm7PSj8yMrJQDnKkSCMTy9wUTCxePp%2FX1LxQzU7LNpUIW%2BtaEkLFFbTU0Ykek5VS%0AN9fRyItYnBDT9xFPqm2t6u0A%2B%2F9YndDbsLxPwgveCWaEuVL492wXrgxbTS8w8Wkfi0VGa9bwCgfQ%0AV7GTDix521BSKo3%2B30kf%2BDFrafwUwmNRHM2Hx0mxN3GP6iPRFeYd8nkCfdmNj4fNxcPu4tH2fiz9%0AG9Z8c3uyAwAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D36101%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F29001%252F35301%252F36101*
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=12346094&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAMWS32uDMBDH%2F5q8TFaiQdc9tnYdo6Mrk%2B096FkDiSnx2uL%2B%2Bl20tcLKoA9jEO5X%0AzvP7OXIfMj7dOFvsc2wCFiVBBu6gcmh%2BqVeIOyZmLFrSOR6PE61KQMir2mq7VdBMcmvoat%2BQgZpM%0AZQ2Qs64AN6nQaJrCIuEPn6Lbg8%2F5AycX8pA6o0fOw7teA4KqaVIaPNVfrYEuJEXSkIh5sIEdquIG%0AXWI25Wct5HOJkm7PSj8yMrJQDnKkSCMTy9wUTCxePp%2FX1LxQzU7LNpUIW%2BtaEkLFFbTU0Ykek5VS%0AN9fRyItYnBDT9xFPqm2t6u0A%2B%2F9YndDbsLxPwgveCWaEuVL492wXrgxbTS8w8Wkfi0VGa9bwCgfQ%0AV7GTDix521BSKo3%2B30kf%2BDFrafwUwmNRHM2Hx0mxN3GP6iPRFeYd8nkCfdmNj4fNxcPu4tH2fiz9%0AG9Z8c3uyAwAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D36101%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F29001%252F35301%252F36101*
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foram purificados em uma mesma reação, onde para 30µl de amostra foram 

adicionados 54µl de AMPure do kit de purificação.   

 

4.7 Resolução Eletroforética 

 

  Todas as amostras de DNA, para análise de resultados, foram resolvidas em 

gel de agarose. À amostra em questão foi adicionado tampão de amostra 1X, 

contendo o corante GelRed (Biotium), e o mesmo foi resolvido em gel de agarose 1% 

em tampão TBE 0,5X. As resoluções eletroforéticas foram realizadas a 150 Volts. O 

DNA foi visualizado e fotografado em fotodocumentador dotado com transiluminador 

UV.  

  O tamanho dos fragmentos foi estimado a partir da comparação com marcador 

de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).  

-TBE (0,5X): 100 mL de TBE 5X (54 g de Tris; 27,5 g de ácido bórico; 20 mL de EDTA 

0,5 M pH 8,0 - 8,5; água destilada q.s.p 1L) em água destilada q.s.p 1L.  

-Tampão de amostra: Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE 2,5X. GelRed 

1:700. 

 

4.8 Clonagem no sistema TOPO TA 

  

   As amostras purificadas foram submetidas ao procedimento de preparação 

para eletroporação e clonagem. Para realização deste protocolo num tubo de 0,2ml 

foram adicionados 0,5µl de Solução salina diluída seguindo protocolo do fabricante, 

0,5µl de pCR3.1-TOPO TA e 2µl de amostra. A alíquota foi misturada e repousou em 

temperatura ambiente por 30 minutos. O Kit usado foi o pcDNA™ 3.1/V5-His 

TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen). 

 

4.9 Eletroporação e plaqueamento 

   

  Nesta etapa1,5 µl do produto da ligação, foi adicionado a uma cubeta de 2mm 

juntamente com 2010µl de bactérias Escherichia coli da linhagem DH5α 

eletrocompetentes. As amostras foram submetidas a um pulso de 1,8 kW utilizando o 

protocolo pré-estabelecido no eletroporador GenePulser XcellTM (BIO-RAD). 
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Imediatamente após o pulso, as células foram cobertas por 1ml de meio LB e 

incubadas por 45 minutos a 37ºC até se plaqueamento. 

 As células eletroporadas foram plaqueadas em meio LB-Agar contendo 

ampicilina (100µg/ml), previamente preparado. As amostras (100 µl) foram 

espalhadas nas placas com auxílio de uma alça de Drigaslki.  

   As placas foram mantidas em estufa por um período de 24h a temperatura de 

37ºC, após este período as colônias resistentes foram avaliadas. 

 

4.10 Crescimento em meio liquido e Extração do plasmídeo 

 

  10 ml de meio LB liquido com ampicilina (100 µg/ml) foi colocado em tubos 

estéreis de 15ml. Para cada tubo adicionou-se uma colônia de cada placa deixada em 

crescimento posteriormente. Os tubos foram deixados em agitação em uma estufa a 

37ºC por um período de 24h. E posteriormente a seu crescimento se procedeu a 

extração de plasmídeo 

 Uma alíquota de 2ml da amostra de crescimento em meio líquido foi transferida 

a microtubos de 2ml e destinada à extração de plasmídeo (miniprep).  As amostras de 

8 colônias foram centrifugadas, separadamente, durante 1 minuto a 12.000 rpm. O 

processo de extração foi realizado de acordo com indicações do fabricante do 

Invisorb® Spin Plasmid Mini Kit (Invitek).  

 

4.11 Confirmação da presença do inserto  

 

  A fim de confirmar a presença do inserto de interesse e seu tamanho molecular, 

uma PCR foi realizada com 1ng de cada plasmídeo extraído. 

    A reação de PCR foi realizada em volume de 25µl, contendo 2,5µl de tampão 

de amostra 10X (600 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 180 mM (NH4)2SO4, 20 mM MgSO4, 2 

mM dGTP, 2 mM dATP, 2 mM dTTP, 2 mM dCTP, thermostable AccuPrime™ protein, 

10% glicerol.), 1µl de dNTP 10mM (Invitrogen), 3µl de amostra de IRES GFP 

purificado, 5µl da amostra de L7 purificado, 1µl do primer PCR-IRES-GFP R, 1µl do 

PCR-IRES-GFP D., 0,2µl da enzima Taq DNA Polymerase  (Invitrogen) e 17,3µl de 

água ultrapura estéril. 

  

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=12346094&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAMWS32uDMBDH%2F5q8TFaiQdc9tnYdo6Mrk%2B096FkDiSnx2uL%2B%2Bl20tcLKoA9jEO5X%0AzvP7OXIfMj7dOFvsc2wCFiVBBu6gcmh%2BqVeIOyZmLFrSOR6PE61KQMir2mq7VdBMcmvoat%2BQgZpM%0AZQ2Qs64AN6nQaJrCIuEPn6Lbg8%2F5AycX8pA6o0fOw7teA4KqaVIaPNVfrYEuJEXSkIh5sIEdquIG%0AXWI25Wct5HOJkm7PSj8yMrJQDnKkSCMTy9wUTCxePp%2FX1LxQzU7LNpUIW%2BtaEkLFFbTU0Ykek5VS%0AN9fRyItYnBDT9xFPqm2t6u0A%2B%2F9YndDbsLxPwgveCWaEuVL492wXrgxbTS8w8Wkfi0VGa9bwCgfQ%0AV7GTDix521BSKo3%2B30kf%2BDFrafwUwmNRHM2Hx0mxN3GP6iPRFeYd8nkCfdmNj4fNxcPu4tH2fiz9%0AG9Z8c3uyAwAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D36101%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F29001%252F35301%252F36101*
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 No presente trabalho, foi construímos um gene repórter sintético a fim de 

expressar uma proteína de membrana que apresenta uma sequência Strep-tag 

localizada na região aminoterminal (extracelular) a qual possui afinidade pela 

streptavidina, porém não tão forte como a biotina. O Strep-tag, foi utilizado por ser 

curto, biologicamente inerte, proteoliticamente estável e não interferir com a 

translocação da membrana ou o dobramento de proteínas, sendo assim uma 

ferramenta versátil para experimentos de seleção celular (THOMAS SCHMIDT GM, 

ARNE SKERRA, 2007). Na síntese optou-se por usar domínio transmembrana de uma 

proteína com domínio simples de transmembrana sem interação de dimerização 

relatada e uma pequena cauda citoplasmática, eliminando grande parte do domínio 

carboxiterminal desta proteína (Figura 1).  Sendo assim, seria possível a realização 

da seleção das células transformadas usando o sistema de streptavidina conjugada 

com beads magnéticas. 

  

  

  

  

 

 

  

  

  

   

 

Figura 1 - Modo de montagem do gene com extremidade extracelular de streptatag e um domínio de 
transmembrana único. 

Fonte: Jéssica Silva Tapia (2014) 
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  Para realizar a “costura” dos fragmentos, procedimentos de PCR foram 

realizados utilizando os iniciadores que permitissem a união dos fragmentos por 

superposição. Conforme apresentado na figura 2, os fragmentos Oli1 e Oli2 de L7 

foram amplificados com o tamanho esperado, ou seja, 150pb.   

 

Seguindo a técnica de costura de oligonucleotídeos, realizou-se a formação do 

gene L7 a partir dos dois fragmentos Oli1 e Oli2 mostrados na figura 2. Usando os 

primers adequados conseguiu-se amplificar o fragmento de 300pb que pode ser visto 

na figura 3 indicado pela letra C, resultado da amplificação conjunta dos fragmentos 

Oli1 e Oli2. 

 

 

 

 

 

Figura 2 – PCR de construção dos fragmentos que darão origem ao L7. Amplificação positiva das duas 
moléculas de 150pb. A, fragmento 1 e B o fragmento 2. 

Fonte: Jéssica Silva Tapia (2014) 
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Os fragmentos de L7 e GFP já purificados foram destinados a uma nova PCR 

para fusioná-los. A figura 4 demonstra o sucesso no processo de junção do gene L7 

e a sequência IRES-GFP. O melhor resultado foi encontrado no ciclo 15 de 

amplificação, demonstrado pela coluna indicada com letra C. 

 

 

 

 

.  

 

   

Figura 3 -  PCR de união dos fragmentos de 150pb, gerando um terceiro fragmento de 300pb. A, produto 
Oli1; B, produto Oli2; C, L7. 

Figura 4 -  PCR para fusão das sequências IRES GFP á L7. A: fragmento L7 e fragmento IRES GFP 
antes da PCR, com 300pb e 1500pb respectivamente; B produto de PCR depois de 15 ciclos sem adição 
de primers, apresentando a união dos fragmentos pela banda com peso de 1700pb. D, produto de PCR 
final com 30 ciclos e os primers específicos. 

Fonte: Jéssica Silva Tapia (2014) 

Fonte: Jéssica Silva Tapia (2014) 
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  Após o processo de construção do gene, ele foi destinado a clonagem em 

plasmídeo de expressão em células de mamíferos pcDNA3.1. As colônias obtidas 

foram submetidas a purificação de plasmídeo e estes a PCR para confirmação da 

incorporação do inserto desejado, demonstrado por amplificação positiva. A figura 5 

indica a presença do inserto em 7 das 8 amostras de colônias analisadas. Os 

iniciadores usados para essa amplificação foram PCR-IRES-GFP R e PCR-IRES-GFP 

R. 

 

  

Figura 5 -  Amplificação para confirmação da presença do inserto desejado. 

Fonte: Jéssica Silva Tapia (2014) 
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6 CONCLUSÃO, DIFICULDADES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

  A partir dos resultados obtidos até o presente momento, podemos identificar 

com sucesso a fusão dos fragmentos desejados, desta forma sendo possível sua 

análise em estudos celulares, a fim de visualizar sua funcionalidade como gene 

repórter de seleção celular. 

 Atualmente estamos aguardando a confirmação dos produtos da clonagem por 

sequenciamento. Os procedimentos de transfecção celular serão repetidos devido a 

erros técnicos. 

  Com isso é descrita uma ferramenta de grande valia para experimentos de 

transferência gênica e seleção celular, que poderá auxiliar experimentos laboratoriais 

e demais atividades da área, tornando o processo mais rápido e eficiente. 
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