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RESUMO

A sintese de proteinas recombinantes constitui uma das ferramentas mais importantes da
biotecnologia na atualidade, sendo amplamente utilizada em pesquisas biomédicas e no
desenvolvimento de medicamentos. Esse processo envolve a introdu¢do de material genético
em células hospedeiras por meio da transfec¢do, utilizando vetores como os plasmideos.
Dentre os sistemas de expressao disponivelis, as células de mamiferos, como a linhagem HEK
293T, destacam-se por sua capacidade de realizar modificacdes poOs-traducionais essenciais a
funcionalidade das proteinas humanas. Este trabalho teve como objetivo estabelecer um
sistema experimental para a expressao do gene GUCA2A em células HEK 293T, visando a
futura producdo da proteina recombinante guanilina, de interesse terapéutico. A constru¢ao do
plasmideo recombinante contendo o gene GUCA2A foi realizada utilizando enzimas de
restricdlo BamHI e Xbal, e a sua incorporacao em cepas de Escherichia coli dH5alpha foi
analisada por meio da Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR), resultando em uma
amplificacdo das amostras nos ciclos iniciais. O DNA plasmidial foi extraido com pureza e
concentracao adequadas, conforme andlise espectrofotométrica. As células HEK 293T foram
cultivadas em condi¢des controladas de temperatura e CO: e submetidas ao processo de
transfeccdo por lipofeccdo. A eficiéncia da transfeccdo foi avaliada por microscopia de
fluorescéncia, observando-se a expressao do marcador EGFP presente no vetor. A presenca de
fluorescéncia verde em diversas células indicou a incorporagdo do DNA plasmidial.
Posteriormente, foi realizada a selecdo com puromicina, permitindo o enriquecimento da
populacdo de células transfectadas. Apds esse processo, observou-se que a morfologia celular
foi preservada, demonstrando que a transfeccdo com o gene GUCA2A nao comprometeu a
integridade celular. Dessa forma, os resultados obtidos confirmam o sucesso nas etapas de
clonagem, amplificagdo e transfec¢do com gene GUCA2A em células HEK 293T. O sistema
estabelecido demonstrou-se eficiente e reprodutivel, fornecendo base para futuras andlises,
como RT-qPCR, Western Blot e testes funcionais da proteina recombinante. Este trabalho
contribui para o avango no desenvolvimento de sistemas de expressdo génica voltados a

producao de proteinas com potencial terapéutico.

Palavras-chave: GUCAZ2A; transfec¢ao; HEK 293T; guanilina; proteina EGFP.



ABSTRACT

The synthesis of recombinant proteins is one of the most important tools in modern
biotechnology, widely used in biomedical research and drug development. This process
involves introducing genetic material into host cells through transfection, using vectors such
as plasmids. Among the available expression systems, mammalian cells—such as the HEK
293T cell line—stand out for their ability to perform post-translational modifications essential
to the functionality of human proteins. This study aimed to establish an experimental system
for the expression of the GUCA2A gene in HEK 293T cells, with the goal of producing the
recombinant protein guanylin, which has therapeutic potential. The recombinant plasmid
containing the GUCA2A gene was constructed using the restriction enzymes BamHI and
Xbal, and its incorporation into Escherichia coli dHS5alpha strains was analyzed by
Polymerase Chain Reaction (PCR), showing early-cycle amplification. Plasmid DNA was
extracted with suitable purity and concentration, as confirmed by spectrophotometric analysis.
HEK 293T cells were cultured under controlled temperature and CO: conditions and
transfected via lipofection. Transfection efficiency was assessed by fluorescence microscopy,
observing the expression of the EGFP marker present in the vector. The presence of green
fluorescence in multiple cells indicated plasmid DNA uptake. Subsequently, selection with
puromycin enriched the population of transfected cells. Cell morphology remained preserved,
indicating that transfection with the GUCA2A gene did not compromise cell integrity. The
results confirmed the success of cloning, amplification, and transfection steps involving the
GUCA2A gene in HEK 293T cells. The established system proved to be efficient and
reproducible, providing a foundation for future analyses such as RT-qPCR, Western blot, and
functional assays of the recombinant protein. This study contributes to advancing gene

expression systems aimed at producing proteins with therapeutic potential.

Keywords: GUCA2A; transfection; HEK 293T; guanylin; EGFP protein.
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1 INTRODUCAO

A producdo de proteinas recombinantes ¢ considerada uma das ferramentas mais
importantes da biotecnologia na atualidade, sendo amplamente aplicada na pesquisa cientifica
e na industria farmacéutica. Essa técnica permite a sintese de proteinas especificas em
sistemas bioldgicos modificados geneticamente, com o objetivo de compreender suas fungoes,
desenvolver terapias inovadoras e criar produtos biotecnologicos. Para a realizacdo da
modificagdo genética, a fim de produzir essas proteinas, ¢ preciso que ocorra a introdugao do
material genético nas células hospedeiras, processo conhecido como transfec¢do celular
(Hahimi et al., 2018; Cocchiaro et al., 2022).

O sucesso do processo da transfeccao celular depende de diversos fatores, como o
método utilizado para a facilitar a entrada do material genético na célula. Esses métodos
podem ser fisicos, quimicos ou biologicos, sendo escolhido a depender da finalidade desejada
(Chong et al., 2021; Hahimi et al., 2018). Um método bastante utilizado para transfec¢o ¢ a
lipofecgdo, por conta da sua simplicidade, baixo custo e aplicabilidade em diferentes tipos
celulares (Guimaraes, 2019).

Além dos métodos facilitadores para a insercao do material genético na célula, ha
também o uso de vetores para a inser¢ao do material genético no interior da célula. Os vetores
podem ser classificados como virais ou ndo virais, sendo os ndo virais mais seguros, por
apresentarem baixa imunogenicidade e citotoxicidade. Dentre os vetores ndo virais estd o
plasmideo, amplamente utilizado para modificacdo genética de células (Ramamoorth;
Narvekar, 2015; Tsang, 2017).

Os sistemas de expressoes utilizados para a producdo de proteinas recombinantes
podem ser organismos procariotos, como as bactérias, ou organismos eucariotos, como
leveduras e linhagens celulares de mamiferos. A sintese de proteinas recombinantes em
bactérias ¢ vantajosa por ser de baixo custo, de facil operagdo e, assim, mais utilizada para a
producdo em larga escala. Porém, ha uma limita¢do na produgdo de proteinas pelas bactérias
por ndo conseguirem realizar modificagdes poOs-traducionais, ndo conseguindo, entdo,
sintetizar proteinas mais complexas (Fu et. al., 2024; Reis, 2024).

Para a producdo de proteinas que requerem modificagdes pos-traducionais, os
sistemas de expressao eucarioticos tornam-se indispensaveis. Os mais utilizados sdo as
linhagens celulares de mamiferos, como as células de ovario de hamster chinés (CHO) e as
células embrionarias de rim humano (HEK 293). Apesar de possuirem um custo mais elevado

e um tempo maior para o cultivo, essas linhagens celulares possibilitam a producdo de
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proteinas recombinantes funcionais, sendo importante para o uso em aplicacdes terapéuticas
(Tan et. al., 2021; Queiroz, 2023; Fu et.al., 2024).

A linhagem celular HEK 293 ¢ amplamente utilizada na expressdo de proteinas
recombinantes devido a sua capacidade eficiente de processamento pds-traducional (Paschoal,
2016; Fu et al., 2024). A variante HEK 293T apresenta crescimento rapido em cultura
aderente, facilitando a produ¢do em larga escala e a sele¢do de clones produtores, sendo assim
uma ferramenta valiosa na biotecnologia (Portolano, 2014; Barros, 2019).

A guanilina ¢ um peptideo bioativo produzido pela mucosa intestinal, que atua
como um ligante do receptor guanilato ciclase-C (GC-C), desempenhando um papel
fundamental na regulacdo da homeostase de fluidos € manuten¢do da integridade do epitélio
intestinal. Esse peptideo ¢ codificado pelo gene GUCA2A (Ershow et. al., 2023; Tian et. al.,
2025). A sinalizag¢do via GC-C ¢ essencial para a fisiologia intestinal, e sua disfun¢do esta
associada a distarbios gastrointestinais, como constipagdo, diarréia e até o desenvolvimento
de poélipos e tumores (Brenna et. al., 2015).

A producdo de proteinas recombinantes representa uma estratégia essencial para
aplicacdes cientificas e terapéuticas, sendo viabilizada por métodos eficientes de transfec¢ao
celular, vetores apropriados e sistemas de expressao adequados a complexidade da proteina
alvo. A linhagem HEK 293T, amplamente utilizada por sua capacidade de realizar
modificagdes pos-traducionais, torna-se especialmente relevante para a produgdo de peptideos
bioativos humanos, como a guanilina, codificada pelo gene GUCA2A. Estudar a expressao
recombinante dessa proteina permite ndo apenas compreender melhor seus mecanismos
fisiologicos, mas também abre caminho para futuras aplicagdes terapéuticas no tratamento de

disturbios gastrointestinais associados a disfuncao do eixo GC-C.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transfecc¢ao de células

A transfeccdo celular ¢ um procedimento amplamente utilizado em experimentos
in vitro, permitindo a introdu¢do de material genético, como DNA ou RNA, no interior das
células. Essa técnica possibilita a modulagdo da expressdo e/ou da atividade de proteinas
especificas, sendo essencial para o estudo das fung¢des génicas e para a compreensao de
diversos processos biologicos. Nesse contexto, a clonagem génica viabiliza a obtencdo de
DNA recombinante, composto por duas ou mais sequéncias de DNA combinadas
artificialmente (Hahimi et al., 2018; Cocchiaro et al., 2022).

A transfeccdo celular pode ser classificada em transitéria e estavel. A transfec¢do
transitoria acontece quando os 4cidos nucleicos ndo sdo incorporados ao genoma da célula
transfectada, podendo a expressdo do gene de interesse ser perdida com a replicagdo das
células. Ja a transfec¢do estavel ¢ quando os acidos nucleicos conseguem ser integrados ao
genoma da célula hospedeira ou entdo sao mantidos como um epissomo, ou seja, um elemento
extracromossomico que consegue ser expressado a longo prazo (Chong et al., 2021).

As construcdes vetoriais utilizadas para a transfeccdo de acidos nucleicos
especificos podem ser classificadas em dois tipos principais: vetores virais e vetores nao
virais. Ambos atuam facilitando a expressdo de um transgene exdgeno por meio da inclusio
de um promotor eucaridtico apropriado. No entanto, enquanto os vetores virais t€ém potencial
para induzir respostas imunogénicas na célula hospedeira, os vetores ndo virais, como o0s
plasmideos, tendem a apresentar menor imunogenicidade (Chong et al., 2021).

Para que o DNA possa ser replicado e analisado, € necessaria sua introdugdo em
células hospedeiras apropriadas, como bactérias, células de insetos ou de mamiferos. A
insercao de acidos nucleicos recombinantes pode ser realizada por diferentes métodos, sendo
eles fisicos, quimicos ou biologicos, utilizando agentes como reagentes de transfec¢do, fosfato
de célcio, polibreno ou polietilenimina, que facilitam a entrada do material genético nas
células e promovem modificacdes genéticas estaveis ou transitérias, de acordo com os
objetivos experimentais (Hahimi ef al., 2018; Cocchiaro et al., 2022).

Reagentes como dendrimeros, DEAE-dextrano e lipidios catidnicos atuam
envolvendo o DNA ou RNA, que possui carga negativa, conferindo a estrutura uma carga
positiva ou neutralizada. Esse processo facilita a interagdo com a membrana celular, que

também ¢é carregada negativamente, promovendo a entrada eficiente do material genético nas
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c€lulas, inclusive em linhagens celulares mais dificeis de serem transfectadas (Hahimi et. al.,
2018).

Entre os reagentes disponiveis, destacam-se os a base de lipidios, como os
lipossomos, que formam vesiculas catidonicas capazes de interagir com DNA exogeno e
facilitar sua entrada na célula por meio da fusdo com a membrana plasmatica. Essa
abordagem ¢ eficaz mesmo em células resistentes a outros métodos, como fosfato de célcio ou
DEAE-dextrano (Hahimi ef al., 2018, Chong et al., 2021).

Os reagentes de transfeccdo podem ser utilizados tanto em experimentos de
expressao génica transitoria quanto em expressoes estaveis, nas quais o DNA ¢ integrado ao
genoma da célula hospedeira. Além disso, sdo aplicaveis em estudos in vivo, possibilitando a
entrega de DNA ou RNA diretamente em organismos animais € humanos. A escolha do
reagente ideal depende de diversos fatores, como a linhagem celular utilizada, o tipo de
molécula a ser transferida e os objetivos experimentais, se sdo transitorios ou estaveis. A
otimizagdo das condi¢des de transfec¢do ¢ essencial para que seja alcancada uma alta
eficiéncia (Hahimi et al., 2018).

A transfec¢ao mediada por lipidios apresenta ampla aplicabilidade devido a sua
simplicidade, baixo custo e compatibilidade com sistemas de alto rendimento, sendo
considerada uma das metodologias mais empregadas em estudos de biotecnologia e biologia
molecular (Hahimi et al., 2018).

A lipofecgdo ¢ uma técnica de transfec¢do que utiliza lipossomos como vetores
para introdug¢do de material genético no interior das células. Os lipossomos sdo vesiculas
microscopicas coloidais formadas por autoagregagdo de lipidios anfifilicos, organizando-se
em bicamadas lipidicas concéntricas que envolvem compartimentos aquosos, como mostrado
na figura 1. Esse sistema lipossomal ¢ capaz de encapsular substancias hidrofilicas em seu
interior aquoso, bem como incorporar compostos lipofilicos na membrana lipidica. Devido as
suas propriedades de biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa imunogenicidade, os
lipossomos se mostram altamente versateis, sendo amplamente utilizados em pesquisas

cientificas, aplicagdes terapéuticas, alimentares e analiticas (Guimaraes, 2019).
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Figura 1 - Estrutura do lipossoma
ydrophobic
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"

Fonte: Nsairat, 2022.

A eficécia da lipofeccdo depende de diversos fatores, entre os quais se destacam: a
adequada condensa¢cdo do DNA na estrutura do lipoplexo, sua prote¢dao contra a degradacao
por nucleases intra e extracelulares, a adesdo do complexo lipidio-DNA a membrana celular, a
internalizacdo do lipoplexo por endocitose, a desestabilizacdo da membrana endossomica, o
escape do DNA para o citoplasma, o transporte até o nucleo, a dissociagdo do DNA do lipidio
cationico e, por fim, a expressdo génica eficiente. As interagdes entre os lipossomos
cationicos e o DNA ocorrem por meio de ligagdes eletrostaticas, resultantes das diferencas de

carga entre essas moléculas (Diizgiine, 2003; Guimaraes, 2019).

2.2 Producio de proteina recombinante

As proteinas recombinantes sdo originadas a partir de sequéncias especificas de
DNA e produzidas em organismos hospedeiros heterdlogos, que sdo geneticamente
modificados para expressar a proteina desejada (Reis, 2024). A participacao dos biofarmacos
na induastria farmacéutica tem crescido bastante, impulsionada pela expansao do mercado e
pelo aumento da demanda por terapias biotecnologicas. Um dos principais segmentos desse
setor ¢ a producdo de proteinas terapéuticas recombinantes. Diversos sistemas de expressao
sdo empregados para esse fim, como bactérias, leveduras, células vegetais e, principalmente,
linhagens celulares de mamiferos (Fu et al., 2024).

A expressdo de proteinas recombinantes em organismos procariontes, como em
bactérias, foi a primeira estratégia desenvolvida nessa area e permanece como uma das mais
utilizadas devido a sua eficiéncia e simplicidade. Entre as principais vantagens desse sistema
estdo o baixo custo operacional, o rapido tempo de duplicagdo bacteriana e a facilidade de

manipulagdo genética, podendo ser facilmente escalonado para volumes industriais. O
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processo de expressao envolve a inser¢do do gene de interesse em um vetor plasmidial,
seguido da transformacdo do organismo hospedeiro e indugdo da expressdao. Em geral, em
menos de uma semana ja € possivel avaliar a producao da proteina recombinante em bactérias
como a Escherichia coli (Reis, 2024).

No entanto, a producdo de proteinas recombinantes complexas em organismos
procariontes apresenta limitacdes, especialmente aquelas que requerem modificagdes
pos-traducionais especificas de eucariotos, como glicosilagdo, visto que as bactérias nao
conseguem realizar essas modificacdoes. Desse modo, a funcdo das proteinas podem ser
afetadas, ja que a estrutura das proteinas estd diretamente ligada as suas interagdes e
funcionalidades (Reis, 2024).

O uso de linhagens celulares de mamiferos, organismos eucariontes, permite que
ocorra a sintese de produtos bioldgicos com modificagdes pds-traducionais complexas, e,
dentre as linhagens celulares utilizadas estdo as células de ovario de hamster chinés (CHO) e
as células humanas de rim embrionario (HEK 293) (Tan et. al., 2021; Fu et. al., 2024). Além
das linhagens celulares de mamiferos, as leveduras também sdo capazes de realizar as
modificagdes pos-traducionais (Reis, 2024).

Sistemas de expressdao eucarioticos, embora mais caros e lentos que os
procariotos, sdo essenciais para a producdo de proteinas que requerem modificagdes
pos-traducionais (MPTs) compativeis com as de mamiferos. Essas modificacdes incluem
dobramento proteico mediado por chaperonas, glicosilagdo, formagdo de pontes dissulfeto e
transporte intracelular adequado. Tais alteragdes influenciam diretamente em caracteristicas
importantes da proteina expressa, como sua estrutura, atividade bioldgica, solubilidade e
antigenicidade. Por isso, esses sistemas sdo fundamentais quando se busca preservar a

funcionalidade inicial da proteina (Queiroz, 2023).

2.3 Plasmideos recombinantes

Bactérias frequentemente possuem elementos genéticos moveis que podem ser
transmitidos entre diferentes cé€lulas bacterianas. Um exemplo desses elementos ¢ o
plasmideo, uma pequena molécula circular de DNA de fita dupla. Os plasmideos podem ser
herdados pelas células-filhas durante a divisdo celular, caracterizando a transferéncia vertical,
ou podem ser transferidos para células ndo descendentes por meio da transferéncia horizontal.
Este ultimo processo pode ocorrer tanto entre bactérias da mesma espécie quanto entre

espécies distintas (Tsang, 2017).
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Os plasmideos carregam genes que conferem vantagens adaptativas ao
hospedeiro, como resisténcia a antimicrobianos ou capacidade de metabolizar determinados
compostos. No entanto, a presenga de um plasmideo também representa um custo metabolico,
devido a necessidade de replica¢do adicional e a expressdo de genes plasmidiais. Assim, na
auséncia de pressoes seletivas que justifiquem sua manutencao, o plasmideo pode ser perdido,

uma vez que deixa de oferecer um beneficio competitivo a célula hospedeira (Tsang, 2017).

Figura 2 - Estrutura de um plasmideo
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Os genes presentes em um plasmideo sdo divididos em dois grupos: os que
possuem fungdo especifica do plasmideo e os que afetam principalmente o fendtipo do
hospedeiro. Os genes que garantem a funcionalidade do préprio plasmideo compdem a
estrutura basica, enquanto os demais genes presentes, que conferem caracteristicas adicionais
ao hospedeiro, sdo denominados genes acessorios ou de carga 1til. Os genes de carga util mais
estudados sdo os de resisténcia a antibidticos, frequentemente encontrados em uma ampla
variedade de hospedeiros (Dewan; Uecker, 2023).

Dentre os genes de manutencdo do plasmideo, ha os genes responsaveis pela
replicagdo do plasmideo, incluindo a origem da replicagdo vegetativa (OriV), ou seja, a

sequéncia na qual a replicagdo do plasmideo comeca, além dos genes que codificam proteinas
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essenciais para a replicacao do plasmideo, bem como aqueles envolvidos na regulacdo desse
processo (Dewan; Uecker, 2023).

Os plasmideos podem ser geneticamente modificados para a inclusdo de genes de
interesse. Um deles ¢ a expressdo do gene da proteina fluorescente verde (GFP), amplamente
utilizada em bioprocessos para a visualizagdo da expressdo do gene quando inserido no
hospedeiro. Uma variante dessa proteina ¢ a proteina verde fluorescente aprimorada (EGFP),
que tem maior fluorescéncia emitida do que GFP, além da emissao da fluorescéncia ser quatro
vezes mais rapida, favorecendo a sua utilizagdo como biomarcador (Jesuino, 2020).

O plasmideo pVL-eGFP tem em sua estrutura o gene codificante da proteina
verde fluorescente aprimorada. Ele ¢ um vetor amplamente utilizado em pesquisas genéticas,
construido com elementos essenciais para a sua expressdo e replicagdo em células

hospedeiras. A sua estrutura estd apresentada na figura 3.

Figura 3 - Estrutura do plasmideo pVL-eGFP
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2.4 Gene GUCA2A

O gene GUCA2A (Guanylate Cyclase Activator 2A) codifica a guanilina (GN),
um peptideo bioativo sintetizado pela mucosa intestinal, que atua como ligante enddcrino do
receptor guanilato ciclase-C (GC-C). A guanilina exerce fungdes essenciais na regulacdo da
homeostase de fluidos intestinais e na manutencao da fisiologia do epitélio intestinal. A forma
biologicamente ativa da guanilina ¢ composta por 15 aminoacidos derivados da porgao
C-terminal de um precursor maior, denominado pré-proguanilina, que contém uma sequéncia
sinal (residuos 1-21) e uma sequéncia de proguanilina (residuos 22—115) (Ershov et al., 2023;
Tian et al., 2025).

Embora alguns estudos indiquem que a proguanilina seja a principal forma
secretada do peptideo, a via enzimatica responsavel pela conversao da proguanilina em sua
forma ativa ainda ndo esta completamente elucidada. A guanilina contém quatro residuos de
cisteina, que permitem a formagdo de duas ligagdes dissulfeto intramoleculares, as quais sdo
fundamentais para manter a conformacao estrutural necessaria para sua interagdo com o
receptor GC-C (Ershov et al., 2023).

A sinalizacdo mediada pela guanilato ciclase-C (GC-C/GUCY2C) desempenha
um papel essencial na fisiologia intestinal, e sua disfuncdo tem sido associada a diversas
alteracdes patologicas, como diarreia, constipacdo, dor abdominal, comprometimento da
barreira epitelial e desenvolvimento de polipos e tumores. Os principais ligantes endogenos
desse receptor transmembranar sdo os peptideos guanilina (GN/GUCA2A) e uroguanilina
(UGN/GUCA2B). Ambos sao expressos em diversos tecidos do organismo, com
predominancia no epitélio gastrointestinal, que constitui a principal fonte de produgdo dessas
moléculas sinalizadoras (Brenna et al., 2015). Os outros 6rgaos que também ha evidéncias de
que a guanilina pode atuar sdo os rins e o cérebro, embora com efeitos menos compreendidos
que os da uroguanilina (Lima, Fontele, 2014).

Além disso, o receptor GC-C pode ser ativado por enterotoxinas bacterianas do
tipo ST, que sdo peptideos homologos a guanilina, com 19 aminoécidos e trés ligacdes
dissulfeto. A estrutura dessas toxinas confere uma maior afinidade e poténcia de ativagdo do
GC-C em comparagdo com os ligantes endogenos. A guanilina apresenta duas isoformas
estruturais, uma com rotagao dextrogira e outra levogira, que diferem quanto a sua atividade

biolégica e a afinidade pelo receptor, embora o mecanismo de interconversdo entre essas

formas ainda seja pouco compreendido (Brenna ef al., 2015; Ershov ef al., 2023).
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Os esforcos para identificar a origem celular da guanilina t€ém apontado diferentes
tipos celulares do epitélio intestinal como possiveis fontes, incluindo células caliciformes,
células de Paneth, células em tufo e enterocitos. No entanto, a literatura apresenta
divergéncias quanto a identificagdo definitiva da célula produtora, em parte devido as
variacdes metodologicas entre os estudos. Além disso, os estimulos fisiologicos que regulam
a secrecdo de proguanilina ainda ndo sdo totalmente compreendidos, embora existam indicios
de que essa liberacao esteja associada a ingestao de sal (Ershov ef al., 2023).

Ikpa e colaboradores (2016), realizaram estudos em camundongos € encontraram
que nas criptas de Lieberkiihn, a expressao dos genes GUCA2A ¢ GUCA2B foi identificada
predominantemente em células da linhagem secretora localizadas na base das criptas, bem
como em uma regido superior previamente descrita como um nicho comum de diferenciacao
celular. Nessa area, os niveis de expressdo de ambos os genes mostraram-se relativamente
uniformes ao longo de todo o trato intestinal. Em contraste, nas regides superficiais das
vilosidades, a expressdao foi mais variavel, refletindo padrdes distintos, embora parcialmente
sobrepostos, entre os dois genes. No jejuno e no ileo, GUCA2A e GUCA2B apresentaram
expressao abundante nos enterdcitos. No entanto, no célon, apenas o transcrito de GUCA2A
foi detectado nas células da superficie epitelial. J& no duodeno, observou-se baixa expressao
de GUCA2B nas células colunares, enquanto GUCA2A apresentou expressdo restrita

exclusivamente as células secretoras.

2.5 Gene luciferase

A eficiéncia de métodos de transfeccao, principalmente daquelas baseadas em
lipoplexos, ¢ geralmente avaliada por meio da quantificagdo de proteinas reporteres expressas.
Ensaios de luciferase destacam-se por sua alta sensibilidade, rapidez, facilidade de execucao e
ampla disponibilidade. Como o objetivo principal na indistria biotecnologica ¢ maximizar a
producdo da proteina de interesse, torna-se relevante utilizar a quantificacdo da proteina
reporter como parametro de rendimento (Porosk et al., 2022).

A analise de dados obtidos por meio do ensaio com repoérter de luciferase pode ser
impactada por diversos fatores, sendo a variabilidade na eficiéncia de transfec¢do um dos
principais desafios. Essa variagdo pode ser acentuada em linhagens celulares de dificil
transfeccdo. Além disso, outras fontes de variagdo experimental, como diferengas na
quantidade de DNA introduzido, no ntimero de células utilizadas, na viabilidade celular e na

precisdao durante a pipetagem, contribuem para a inconsisténcia dos resultados. Como
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consequéncia, os niveis de luminescéncia produzidos pela expressao da luciferase podem
apresentar variacoes de até uma ordem de magnitude entre as amostras (Repele; Manu, 2019).

A luciferase, especialmente nas formas Firefly (Photinus pyralis) e Renilla
(Renilla reniformis), ¢ amplamente utilizada em ensaios de dupla-luciferase, onde um gene
reporter experimental ¢ co-transfectado com um plasmideo de controle contendo a luciferase.
Este sistema permite a normalizag¢do da atividade génica experimental em relacdo a expressao
do reporter controle, refletindo diretamente a eficiéncia da transfeccdo (Jiwaji et al., 2011;

Repele; Manu, 2019).

2.6 Linhagem celular HEK 293T

A linhagem celular HEK 293, derivada de células embrionarias de rim humano
transformadas com adenovirus tipo 5 humano, foi desenvolvida héa cerca de 37 anos. No
entanto, seu uso se intensificou apenas nos ultimos anos, tornando-se uma das linhagens
humanas mais utilizadas em pesquisas voltadas a expressdo de proteinas recombinantes
(Paschoal, 2016; Fu et al., 2024).

A linhagem celular HEK 293T ¢ uma variante da HEK 293 que foi modificada
geneticamente e contém o gene do antigeno T do virus SV40 (Simio virus 40). Essa linhagem
¢ amplamente empregada na expressdo de proteinas recombinantes devido a sua eficiente
maquinaria bioquimica, que realiza com precisdo o processamento pos-traducional necessario
para gerar proteinas humanas funcionalmente ativas. Essa linhagem possui um cariotipo
hipotriploide, com 64 cromossomos, e apresenta um tempo de duplicacdo em torno de 34
horas (Portolano, 2014; Paschoal, 2016; Silva, 2018).

O crescimento da linhagem HEK 293T ocorre em aderéncia e de maneira rapida,
facilitando a produgdo em maior escala. Além disso, o crescimento dessas células de forma

aderente facilita a visualizagdo e a selecdo dos clones produtores (Barros, 2019).
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3 JUSTIFICATIVA

A crescente demanda por terapias eficazes e seguras tem impulsionado o avango
da engenharia genética, especialmente no que diz respeito a producdo de proteinas
recombinantes humanas. Essa tecnologia ¢ fundamental tanto para o desenvolvimento de
medicamentos quanto para o estudo funcional de biomoléculas envolvidas em processos
fisiologicos e patoldgicos. Nesse contexto, a possibilidade de expressar genes humanos em
sistemas de cultivo celular viaveis e eficientes representa um dos pilares para a inovagdo em
biotecnologia (Hahimi et al., 2018; Chong et al., 2021; Cocchiaro et al., 2022).

A escolha da linhagem celular HEK 293T como sistema de expressao para o gene
GUCAZ2A justifica-se por suas caracteristicas favoraveis a produgdo de proteinas humanas
funcionais. Essa linhagem apresenta tempo de crescimento rapido, facilidade de manipulagao
genética, elevada eficiéncia de transfeccdo e, principalmente, capacidade de realizar
modificagdes pods-traducionais complexas, como a glicosilagio e formagdo de pontes
dissulfeto, que sdo essenciais para a atividade biologica de muitas proteinas humanas
(Portolano, 2014; Paschoal, 2016; Silva, 2018).

A guanilina, codificada pelo gene GUCA2A, ¢ um peptideo fundamental na
regulagdo da homeostase eletrolitica e da integridade da mucosa intestinal, atuando via
ativagdo do receptor guanilato ciclase-C (GC-C). Disfuncdes nessa via de sinalizagdo estdo
associadas a diversos distirbios gastrointestinais, podendo evoluir para o surgimento de
tumores (Ershov ef al., 2023; Tian et al., 2025). Assim, a obten¢do da guanilina por meio de
expressao recombinante ndo s6 permite o estudo aprofundado de sua fung¢do, como também
abre caminhos para aplicagdes terapéuticas inovadoras e desenvolvimento de novos
biofdrmacos.

Diante disso, este trabalho se justifica pela necessidade estabelecer um método
eficiente para a inser¢do do gene GUCA2A em uma linhagem celular de mamiferos, a HEK
293T, e posterior produgdo e purificagdo da guanilina recombinante. A padroniza¢do de um
sistema de expressdo utilizando células HEK 293T e técnicas consolidadas de transfecgdo
contribuird significativamente para pesquisas futuras voltadas a fisiologia intestinal, ao
desenvolvimento de terapias baseadas na produgdo de proteina recombinantes e a criacao de
modelos experimentais voltados para doengas relacionadas a disfungdo do eixo

GUCA2A/GC-C.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade da linhagem celular HEK-293T de incorporar o gene

GUCAZ2A através de uma transfeccdo com DNA plasmidial recombinante.

4.2 Objetivos especificos

- Analisar a incorporagdo do gene GUCA2A nos plasmideos vetores pVL-eGFP em
Escherichia coli dH5alpha;

- Selecionar linhagens de Escherichia coli dH5alpha resistentes a ampicilina e contendo
os plasmideos recombinantes;

- Isolar e quantificar os plasmideos vetores pVL-eGFP;

- Transfectar as células HEK-293T com DNA plasmidial recombinante;

- Avaliar a incorporacao de gene GUCA2A em células HEK-293T.
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5S METODOLOGIA

5.1 Incorporaciao do DNA heterdlogo no vetor plasmidial

O gene GUCAZ2A foi inserido no plasmideo pVL-eGFP por meio de um processo
de clonagem molecular utilizando as enzimas de restricdo BamHI e Xbal, que atuam como
ferramentas especificas para cortar o DNA em sequéncias reconhecidas, possibilitando a
abertura do vetor em locais determinados. Esse procedimento permitiu a construgdo de um
DNA plasmidial recombinante capaz de expressar tanto o gene GUCA2A quanto a proteina
fluorescente eGFP, facilitando a detec¢ao em células transfectadas.

Apbs a construgdo do vetor recombinante, o plasmideo foi introduzido na bactéria
Escherichia coli dH5alpha, uma cepa amplamente utilizada em biotecnologia por sua elevada
eficiéncia de transformacdo e estabilidade genética. O processo de transformacao foi realizado
com o objetivo de permitir a amplificagdo do plasmideo recombinante em larga escala para
posterior utilizagao nos experimentos celulares.

Para verificar se a incorporacdo do gene GUCA2A no plasmideo ocorreu
corretamente nas bactérias transformadas, foi realizada uma Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR), utilizando amostras de colonias bacterianas geneticamente modificadas como molde.
A andlise foi conduzida no equipamento QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific), que
permite a detec¢cdo em tempo real da amplificacao dos produtos de DNA.

Para a reacdo de PCR, foi realizada inicialmente uma etapa de desnaturagdo a
95°C por 2 minutos, com o objeto de separar a dupla fita de DNA. Em seguida, foram
realizados 45 ciclos de amplificagdao, cada um composto por uma fase de desnaturagao a 95 °C
por 15 segundos e uma etapa de anelamento/extensdo a 65°C por 1 minuto. Apds a
amplificacdo, procedeu-se a analise da curva de dissociacao, caracterizada por um aumento

gradual da temperatura, a razdo de 0,15 °C por segundo, no intervalo de 65 °C a 95 °C.

5.2 Crescimento da cepa bacteriana modificada

A bactéria Escherichia coli, geneticamente modificada com o plasmideo vetor
pVL-eGFP expressando o gene da GUCA2A e da luciferase foi inoculada em 3 tubos
contendo 10 mL de Caldo Luria Bertani (LB) cada, acrescido de 10 % de ampicilina. Esse
procedimento também foi realizado com a bactéria E. coli geneticamente modificada com o

plasmideo vetor pVL-eGFP expressando apenas o gene da luciferase.
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Ap6s a inoculagdo, as bactérias foram incubadas em estufa bacteriologica a
37+2°C, sob agitacdo constante, por um periodo de 24 horas, a fim de promover seu
crescimento. O manuseio das bactérias ocorreu dentro de uma cabine de fluxo laminar e essa

etapa do experimento foi realizada em um Laboratério de Nivel de Biosseguranga 2 (NB2).

5.3 Extracido do DNA plasmidial recombinante

Para a extragdo do DNA plasmidial foi utilizado o Kit GeneJET Plasmid Miniprep
(Thermo Scientific™). Esse kit utiliza a tecnologia de membrana a base de silica na forma de
uma coluna de centrifugagdo, ndo havendo a necessidade de utilizagao de resinas caras,
extragdes toxicas de fenol-cloroférmio ou precipitacdo com alcool demorada.

No procedimento de extracdo foram utilizadas 3 amostras de cada. As amostras
foram centrifugadas a 4 °C em 6.800 G durante 20 minutos. Apos esse periodo, as células
bacterianas foram ressuspendidas em 250 pL de solugdo de ressuspensao e esta foi transferida
para um tubo de microcentrifuga. Adicionou-se 250 pL de solucao de lise a suspensdo e foi
realizada a homogeneizacao invertendo o tubo de 4 a 6 vezes até que a solucao ficasse viscosa
e ligeiramente limpida. Ao chegar nesse ponto, foi adicionado 350 pL da solugdo de
neutralizacdo e imediatamente foi realizada a mistura, invertendo o tubo de 4 a 6 vezes. Essa
suspensdo foi centrifugada a 4 °C em 6.800 G durante 5 minutos, para sedimentar restos
celulares ¢ DNA cromossomico. O sobrenadante foi transferido para a coluna de rotacao
Genelet, fornecida pelo kit, por pipetagem, evitando perturbar ou transferir o precipitado
branco. Centrifugou-se a 4 °C em 6.800 G por 1 minuto, o fluxo foi descartado e a coluna
colocada de volta no mesmo tubo coletor. Adicionou-se 500 pL. de solu¢do de lavagem na
coluna de rotacao Genelet e foi centrifugada a 4 °C em 6.800 G por 1 minuto, descartando
novamente o fluxo e a coluna colocada de volta no mesmo tubo de coleta. O procedimento de
lavagem foi repetido usando 500 pL de solucdo de lavagem. Descartou-se o fluxo e foi
centrifugado a 4 °C em 6.800 G por mais 1 minuto, para a remog¢ao da solu¢do de lavagem
residual. A coluna de rotagdo Genelet foi transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5
mL e adicionou-se 30 pL. do tampao de eluicdo (H,O) ao centro da membrana para eluir o
DNA plasmidico, tendo cuidado para ndo entrar em contato com a membrana. Foi incubado
por 2 minutos a temperatura ambiente e, apos esse periodo, foi centrifugado a 4 °C em 6.800
G durante 2 minutos. Para o plasmidio, o tampdo de eluicdo foi pré-aquecido a 70 °C.
Descartou-se a coluna de rotagdo GenelJet e o DNA plasmidial purificado foi armazenado a

-20 °C.
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5.4 Quantificacio do DNA plasmidial recombinante

Para quantificar o DNA plasmidial bacteriano foi utilizado o equipamento
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific™), um espectrofotdometro de
microvolume que mede a absorbancia da luz em diferentes comprimentos de onda. Ele ¢
utilizado para medir a concentragdo e pureza de pequenas quantidades de amostras biologicas

como o DNA, RNA e proteinas. O volume da amostra utilizado para a quantificacao foi 1 pL.

5.5 Cultivo das células HEK-293T

As células HEK-293T foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1%
de penicilina e estreptomicina (PS), sendo mantidas em estufa com atmosfera de 5% de CO: a
37 °C, condigdes ideais para o crescimento ¢ a manutengao da linhagem celular.

Para a realizacdo do repique celular, o meio de cultura foi removido da placa de
cultivo, e as células foram lavadas com 2 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS),
a fim de eliminar residuos do meio. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solucdo de
tripsina-EDTA a 0,05% (Gibco) para promover o desprendimento das células aderidas ao
fundo da placa. A placa foi incubada por, aproximadamente, 5 minutos na estufa a 37 °C com
5% de COq, até que as células se encontrassem completamente desprendidas da placa.

Apds a agdo da tripsina, a suspensdo celular foi transferida para um tubo de
microcentrifuga de 2 mL e submetida a centrifugagao a 6000 rpm por 30 segundos, resultando
na formacao de um pellet celular no fundo do tubo. O pellet obtido foi entao lavado com 1 mL
de PBS para remover residuos de tripsina € novamente centrifugado nas mesmas condigdes. O
segundo pellet formado foi ressuspenso em 1 mL do meio de cultura, restabelecendo uma
suspensao celular adequada para posterior contagem.

A contagem das células foi realizada em uma camara de Neubauer, permitindo a
determinagdo da concentra¢do celular. Com base nos resultados, foram semeadas 1x10°
células HEK 293T em cada uma de duas placas de 10 cm de didmetro, as quais foram
mantidas sob as mesmas condi¢des de cultivo previamente descritas, até que as células
atingissem entre 80 e 85% de confluéncia, ponto ideal para a realizacdo do procedimento de
transfeccao.

Todo o procedimento foi conduzido em condi¢des estéreis, dentro de uma cabine

de fluxo laminar vertical, previamente descontaminada com luz ultravioleta (UV) por 30
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minutos, € com todos os materiais e reagentes devidamente esterilizados, garantindo a

assepsia e a integridade das culturas celulares durante todas as etapas do experimento.

5.6 Transfeccao celular

Para a transfec¢do das células HEK 293T com o plasmideo vetor pVL-eGFP,
contendo o gene GUCAZ2A e luciferase, foi diluido 2 pg de plasmideo em 500 pL. de meio
DMEM sem FBS e PS em um tubo de microcentrifuga de 2 mL. Em outro tubo foi diluido 20
uL de Escort™ IV Transfection Reagent (Sigma-Aldrich) em 500 pL. de meio DMEM sem
FBS ¢ PS. Em um outro tubo foram misturadas as solu¢des ¢ levemente agitadas. Essa
mistura ficou em repouso em temperatura ambiente por 30 minutos. Durante esse tempo, as
células foram lavadas com meio DMEM sem FBS e PS, adicionando 8 mL desse meio na
placa. Ao fim do periodo de repouso, os 1000 pL. da mistura foram adicionados na placa com
as células no meio DMEM sem FBS e PS. Foi incubado por 6 horas na estufa de CO, 5% a 37
°C. Decorrido esse tempo, o meio sem FBS e PS foi removido € um novo meio DMEM com
10% de FBS e 1% de PS foi adicionado. O mesmo procedimento foi realizado com o
plasmideo vetor contendo apenas o gene da luciferase.

A células, apods esse procedimento de transfec¢do, foram colocadas na estufa de
CO, 5% a 37 °C por 48 horas para a recuperagdo. Ao fim desse periodo, foi feito o repique e
adicionou-se gradativamente pequenas concentragdes de puromicina para iniciar a selecdo das

células que assimilaram o plasmideo.

5.7 Tratamento com puromicina

Inicialmente, as células HEK 293T transfectadas foram submetidas ao tratamento
com o antibidtico puromicina, com o objetivo de realizar a sele¢do positiva das células que
incorporaram o plasmideo recombinante contendo o gene de resisténcia a esse antibiotico.
Para a primeira etapa do ensaio, foi utilizada inicialmente 1 uL. de puromicina (Gibco), com
concentracdo de 10 mg/mL, em 10 mL de meio de cultura, o que corresponde a uma
concentracao final de 0,1 mg/mL.

Antes da adicdo da puromicina, o meio de cultivo DMEM suplementado com
10% de FBS e 1% de PS foi removido, ¢ as células foram lavadas com 2 mL de PBS, a fim de

eliminar residuos do meio anterior e promover a homogeneizacao das condi¢des. Em seguida,
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foi adicionado 10 mL de DMEM, também suplementado com FBS e PS, ja contendo a
concentracdo determinada de puromicina.

A placa foi entdo incubada por um periodo de 6 horas em estufa a 37 °C, com 5%
de CO:. Apds esse tempo, o meio contendo o antibidtico foi descartado, e as células foram
novamente lavadas com PBS, com o intuito de remover as células que ndo sobreviveram a
acdo da puromicina, além de eliminar restos celulares que poderiam comprometer a
recuperagao das células viaveis. Em seguida, as c€lulas sobreviventes receberam novo meio
DMEM com 10% de FBS e 1% de PS, e passaram por um periodo de recuperagao celular e
permitir que as células resistentes se estabilizassem metabolicamente apos o estresse do
tratamento seletivo.

Esse procedimento foi repetido em etapas subsequentes, com o aumento
progressivo da concentracdo de puromicina adicionada ao meio, a fim de avaliar a tolerancia e
resisténcia das células transfectadas. As concentragdes testadas foram: 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 ¢ 0,9
mg/mL, permitindo estabelecer uma curva de resposta celular a selecdo antibidtica e
determinar a concentracdo ideal para eliminagdo das células ndo transfectadas, sem

comprometer a viabilidade das células modificadas geneticamente.

5.8 Visualizacao da fluorescéncia

As células transfectadas, bem como as células controle nio transfectadas, foram
transferidas para uma placa de 96 pogos, com a distribuigdo de 1x10* células por pogo. Para a
realizagdo dessa transferéncia, as células em cultivo foram submetidas ao processo de
tripsinizag¢do, conforme descrito no topico 5.5, que consiste na utilizacdo da enzima tripsina
para desprender as células do suporte de cultura, garantindo uma suspensdo celular
homogénea e vidvel para a contagem e semeadura.

Posteriormente, as células foram contadas utilizando uma Camara de Neubauer,
equipamento padrdo para a determinagdo precisa da concentragdo celular. Com base na
contagem obtida, foi preparada uma suspensdo celular contendo 1x10° células em 10 mL de
meio de cultura, proporcionando uma concentragdo adequada para a semeadura em placas de
multiplos pocos.

Utilizando uma pipeta multicanal, foram adicionados 100 pL dessa suspensao
celular em cada pogo da placa, garantindo uma distribuicao uniforme das células. As placas

foram entdo incubadas em condi¢des ideais, permitindo que as células aderentes crescessem
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até atingir uma confluéncia aproximada de 80%, ponto considerado adequado para a
realizagao do tratamento experimental.

Quando a confluéncia desejada foi alcangada, o meio de cultura foi removido e
substituido por um novo meio de cultura DMEM contendo 1 mg/mL de puromicina, aplicado
somente nas células transfectadas, com o intuito de realizar a selecdo das células que
incorporaram o plasmideo com o gene de interesse. A placa foi entdo incubada por um
periodo de 6 horas em estufa com atmosfera controlada de 5% de CO: a 37 °C.

Ap6s o periodo de incubacdo com puromicina, a placa foi transferida para o
equipamento Agilent BioTek Cytation C10 Confocal Imaging Reader (Thermo Fisher
Scientific) para aquisi¢ao de imagens e analise. Através do uso do software GenS Data

Analysis, para a visualizac¢do da fluorescéncia das células transfectadas.
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6 RESULTADOS
6.1 Incorporacio do gene GUCA2A no plasmideo vetor em E. coli dH5alpha

A curva de amplificagdo do gene GUCA2A (Figura 4) apresenta curvas bem
agrupadas e com amplificagdes nos ciclos iniciais, indicando que o gene de interesse esta

presente nas amostras e foi amplificado com sucesso.

Figura 4 - Curva de amplificacio do gene GUCA2A
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Curva de amplificagdo das amostras de cepas bacterianas de Escherichia coli dHS5alpha contendo o plasmideo
vetor pVL-eGFP recombinante com o gene da GUCA2A. Fonte: Autoral
Analisando as curvas de dissociacdo (Figura 5), percebe-se a formacdo de um
unico pico para 6 das 8 amostras analisadas, indicando a presenca de um unico produto. O

pico da temperatura de dissociacdo ficou em torno de 84 °C.
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Figura 5 - Curva de dissociacio
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Curva de dissociagdo das amostras de cepas bacterianas de Escherichia coli dH5alpha contendo o plasmideo
vetor pVL-eGFP recombinante com o gene da GUCA2A. Fonte: Autoral

6.2 Crescimento da bactéria modificada com o plasmideo recombinante

Ap6s o periodo de incubacao de 24 horas em estufa bacteriologica, mantida a uma
temperatura controlada de 37+2 °C e sob agitagdo constante, foi observado o crescimento
satisfatorio da cepa de Escherichia coli dHalpha, previamente transformada com o plasmideo
recombinante de interesse. As culturas foram realizadas em meio LB liquido, suplementado
com 10 % de ampicilina, que atuou como agente seletivo, garantindo que apenas as bactérias
que continham o plasmideo com o gene de resisténcia sobrevivessem e se multiplicassem.

O crescimento em todos os tubos indicou que a selecdo da cepa bacteriana foi
eficiente e que as colonias presentes possuiam o plasmideo contendo o gene de interesse.
Apos essa etapa, as amostras bacterianas foram utilizadas como fonte para a extragdo do DNA
plasmidial, que posteriormente foi utilizado em processos de transfeccdo celular e analise

molecular.
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6.3 Extracao do DNA plasmidial recombinante

Apo6s a realizagdo do protocolo de extragdo do DNA plasmidial recombinante,
utilizando o kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific™), foi possivel isolar o
material genético a partir das culturas bacterianas de E. coli dH5alpha resistentes a amplicina
previamente selecionadas. Esse kit baseia-se em um processo de purificagdo por colunas de
silica, permitindo a obtencdo de DNA plasmidial de alta pureza e adequado para aplicagdes
posteriores, como transfec¢do celular e PCR.

Como resultado, foram obtidas trés amostras de 30 puL contendo suspensdes de
DNA plasmidial recombinante codificante tanto para o gene GUCA2A quanto para o gene da
luciferase, utilizados em co-transfec¢dao. Adicionalmente, foram obtidas amostras da mesma
quantidade contendo apenas o DNA plasmidial codificante do gene da luciferase, que servira
como controle para andlise da expressdo génica. A concentragdo e integridade do DNA
extraido foram verificadas por espectrofotometria e, posteriormente, essas amostras foram

armazenadas em freezer a -20 °C até sua utilizagdo nas etapas seguintes dos experimentos.

6.4 Quantificacio do DNA plasmidial recombinante

Os resultados obtidos na quantifica¢do utilizando o equipamento NanoDrop 2000

Spectrophotometer (Thermo Scientific™) estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Resultados da quantificacio do DNA plasmidial

Gene Concentragdo (ng/uL) A280/A260
GUCA2A / LUCIFERASE 103,4 2,06
GUCA2A / LUCIFERASE 72,6 2,08
GUCA2A / LUCIFERASE 67,5 2,11
LUCIFERASE 119,1 2,12
LUCIFERASE 65,5 2,01
LUCIFERASE 107,8 2,12

Fonte: Autoral
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Para a realizagdo da etapa de transfeccao das células HEK 293T, optou-se por
utilizar as amostras que apresentaram as maiores concentragdes de DNA plasmidial obtidas,
conforme demonstrado na Tabela 1. Essa escolha visou garantir uma maior eficiéncia na
introducdo do material genético nas células, uma vez que concentragdes mais elevadas de
plasmideo tendem a favorecer a captacdo do DNA e, consequentemente, a expressao dos
genes de interesse. Assim, foram selecionadas as amostras com concentragdes de 103,4 ng/puLL
para o plasmideo contendo o gene GUCA2A e 119,1 ng/uL para o plasmideo contendo o gene
da luciferase. Essas amostras foram utilizadas para compor a mistura de transfec¢do, sendo
utilizadas em co-transfec¢ao para promover, simultaneamente, a expressao do gene GUCA2A
e a quantificacao indireta dessa expressao por meio da atividade da luciferase. A padronizagao
das quantidades foi realizada com base na concentragdo e no volume disponivel, respeitando

os limites recomendados pelo protocolo do reagente de transfeccao utilizado.

6.5 Transfeccio celular e tratamento com puromicina

Apo6s a realizagdo do procedimento de transfeccdo, as células HEK293T foram
mantidas em incubagdo por um periodo de recuperacao, com o objetivo de permitir sua
estabilizacdo e a expressdo inicial dos genes introduzidos, antes do inicio da sele¢do com o
antibiotico. Esse intervalo ¢ essencial para que as células transfectadas com sucesso possam
iniciar a produc¢do das proteinas de resisténcia a puromicina, garantindo sua sobrevivéncia nos
tratamentos subsequentes.

Em seguida, foi iniciado o tratamento seletivo com puromicina, um antibiotico
amplamente utilizado para eliminar células que nao incorporaram o plasmideo contendo o
gene de resisténcia. Na primeira etapa, utilizou-se a menor concentragdo testada, de 0,1
mg/mL de meio de cultura, a qual resultou em uma baixa taxa de mortalidade celular,
indicando que essa concentracdo ndo foi suficientemente efetiva para selecionar apenas as
células transfectadas.

Conforme as concentragdes de puromicina foram sendo aumentadas, observou-se
uma elevacdo progressiva na mortalidade celular, o que evidencia a agdo seletiva do
antibidtico, eliminando as células que nao expressavam o gene de resisténcia presente no
plasmideo. Esse processo permitiu identificar a concentracdo mais eficaz para a selegdo
positiva das células transfectadas.

Nas Figuras 6 e 7, sdo apresentadas imagens obtidas por microscopia Optica das

células HEK293T apo6s o ultimo tratamento com puromicina, utilizando a concentragdo mais
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elevada testada, de 0,9 mg/mL. A Figura 4 mostra as células transfectadas exclusivamente
com o gene da luciferase, enquanto a Figura 5 apresenta as células co-transfectadas com os
genes GUCAZ2A e luciferase, permitindo a comparacao dos efeitos do tratamento seletivo em

diferentes condigdes experimentais.

Figura 6 - Células HEK 293T transfectadas com gene da Luciferase

Imagem visualizada em microscopio com aumento de 10x. Fonte: Autoral

Figura 7 - Células HEK 293T transfectadas com o gene da GUCA2A e Luciferase

Imagem visualizada em microscopio com aumento de 10x. Fonte: Autoral
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6.6 Fluorescéncia celular

A andlise da placa de 96 pocos foi realizada por meio do equipamento Agilent
BioTek Cytation C10 Confocal Imaging Reader (Thermo Fisher Scientific), utilizando o
software Gen5 Data Analysis para aquisicdo e processamento das imagens. Este sistema
multimodal possibilita a captura de imagens de alta resolu¢do por fluorescéncia, além de
oferecer recursos avancados de foco automatico, ajuste de exposi¢cdo e selecdo precisa dos
comprimentos de onda especificos para cada fluoréforo.

Durante a leitura, foi possivel identificar a presenca de fluorescéncia verde intensa
nas células transfectadas com o plasmideo vetor pVL-eGFP, o qual codifica a proteina eGFP,
como mostrado na Figura 8. A fluorescéncia observada indica que a transfeccdo foi
satisfatoria, permitindo a expressdo da proteina fluorescente no interior das células HEK
293T.

A emissdo do sinal verde fluorescente foi detectada no canal correspondente a
eGFP, com as células exibindo uma coloragao brilhante ¢ bem distribuida, caracteristica da
expressao do marcador. Esse resultado confirma nao apenas a captacao do plasmideo pelas
células, mas também a integridade funcional do vetor e a eficiéncia do protocolo de

transfec¢do empregado.

Figura 8 - Fluorescéncia das células HEK 293T transfectada com o gene GUCA2A

Imagem obtida no equipamento Agilent BioTek Cytation C10 Confocal Imaging Reader (Thermo Fisher
Scientific) emitindo a fluorescéncia. Fonte: Autoral.
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Figura 9 - Célula HEK 293T transfectada com o gene GUCA2A sem fluorescéncia

Imagem obtida no equipamento Agilent BioTek Cytation C10 Confocal Imaging Reader (Thermo Fisher
Scientific) sem a emissdo da fluorescéncia. Fonte: Autoral.

As células HEK 293T controle foram visualizadas no mesmo equipamento, sob as

mesmas condi¢des, mas nao foi visualizada a fluorescéncia nelas.

Figura 10 - Células HEK 293T controle nio fluorescentes

Imagem obtida no equipamento Agilent BioTek Cytation C10 Confocal Imaging Reader (Thermo Fisher
Scientific) com emissdo da fluorescéncia. Fonte: Autoral.
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Figura 11 - Células HEK 293T controle

Imagem obtida no equipamento Agilent BioTek Cytation C10 Confocal Imaging Reader (Thermo Fisher
Scientific) sem a emissdo da fluorescéncia. Fonte: Autoral.

6.7 Analises de dados

Os dados obtidos foram analisados de forma descritiva, com base na observagao e
comparagdo dos resultados obtidos nos diferentes grupos experimentais. Os registros de
fluorescéncia e os resultados da selecdo por puromicina foram avaliados de maneira
qualitativa e comparativa, considerando a presenga, auséncia ou intensidade dos sinais
observados.

As imagens de fluorescéncia foram utilizadas para verificar a expressdao do gene
GUCA2A por meio do marcador eGFP, enquanto os resultados obtidos por PCR foram
analisados com base na amplificagdo das amostras, comparando os grupos transfectados com

os controles negativos.
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7 DISCUSSAO

A produgdo de proteinas recombinantes utilizando células eucaridticas ¢ uma
estratégia amplamente empregada para a obtencdo de biomoléculas com propriedades
funcionais préximas as encontradas in vivo. Os resultados obtidos ao longo do trabalho
demonstraram que as metodologias empregadas, incluindo a incorporacdo do gene de
interesse no plasmideo vetor, o crescimento bacteriano, a extragdo e quantificacio de DNA
plasmidial, a transfeccdo e a selecdo celular, foram eficazes na construcdo de um sistema
funcional para expressao génica.

A andlise da curva de amplificacdo obtida por PCR em tempo real (Figura 3)
demonstrou que o gene GUCA2A foi amplificado de forma eficiente, com curvas bem
definidas e agrupadas nos ciclos iniciais da reacdo. Esse padrdo de amplificacdo indica ndo
apenas a presenca do gene de interesse nas amostras analisadas, mas também uma boa
concentragdo e qualidade do DNA molde, refletindo a eficiéncia dos procedimentos anteriores
de extracgdo, purificagdo e preparo da amostra.

A curva de dissociagao (Figura 4), utilizada para avaliar a especificidade dos
produtos amplificados, revelou a formagao de um tnico pico bem definido para a maioria das
amostras, com uma temperatura média de dissocia¢do de aproximadamente 84 °C. A presenga
de um unico pico sugere que a reacdo de PCR foi altamente especifica, sem formacgao de
dimeros de primers ou amplificagdo de produtos inespecificos.

Esses resultados, em conjunto, confirmam que a amplificagcdo ocorreu de maneira
direcionada e eficiente, validando a presenga do gene GUCAZ2A inserido no plasmideo
recombinante, que foi previamente introduzido na cepa de Escherichia coli dHalpha. O
sucesso dessa amplificacdo serve como validacao da incorporagdo correta do DNA heter6logo
ao vetor, visto que o gene GUCA2A, responsavel por codificar a guanilina, estd expresso em
células intestinais humanas (Brenna et al., 2015; Ershov et al., 2023; Tian et al., 2025), e, a
presenca desse gene em amostras bacterianas, indica que a constru¢do do vetor plasmidial
recombinante foi eficiente e conseguiu expressar o gene de interesse.

O crescimento da bactéria Escherichia coli dH5alpha em meio LB com 10 % de
ampicilina indica que ocorreu a selecdo das cepas resistentes a ampicilina contendo o
plasmideo vetor. A presenga do gene de resisténcia a ampicilina no vetor permite que apenas
as colonias transformadas crescam, tendo, assim, um sistema de selegdo eficiente (Tsang,

2017). A extracdo dos plasmideos dessas colonias, seguida pela quantificacdo via
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espectrofotometria, forneceu amostras com concentragdes adequadas, garantindo um bom
rendimento para a transfec¢ao celular.

A linhagem celular HEK 293T foi escolhida por sua eficiéncia nos processos de
transfec¢do, sendo utilizada para expressdo de proteinas complexas que ndo conseguem ser
expressas por organismos procariontes. Essas células possuem uma elevada taxa de
proliferacdo, além de conterem o gene SV40 T-antigeno, que promove a replicagdo de
plasmideos contendo a origem SV40, aumentando assim a expressdao génica transiente.
(Paschoal, 2016; Fu et al., 2024). A transfeccdo por lipofeccdo, seguida do periodo de
recuperagao celular, permitiu que o DNA plasmidial fosse internalizado, transcrito e
potencialmente traduzido pelas células hospedeiras.

A puromicina ¢ um antibidtico utilizado para selecdo de células mamiferas
transfectadas, por conta da sua acdo inibitoria da sintese protéica, causando a morte das
células que ndo expressam o gene de resisténcia incluido no vetor, mesmo que em baixas
concentragcdes (Hong et al., 2014; Silveira, 2016). A resposta progressiva ao aumento da
concentracdo de puromicina mostra uma correlagcdo entre a dose aplicada e o nivel de morte
celular, em que apenas as células transfectadas sobreviveram as concentragdes mais elevadas
de puromicina, de at¢ 0,9 mg/mL. Este comportamento indica que a selecao das células
transfectadas foi eficiente, permitindo o crescimento das células que mantiveram e
expressaram o plasmideo recombinante.

As imagens microscopicas obtidas das células HEK 293T transfectadas com os
genes GUCAZ2A e luciferase evidenciaram a presenga de células vidveis mesmo apos o ultimo
tratamento com a concentracao de 0,9 uL/mL de puromicina, indicando que a transfeccao e a
selecdao dessas células foi eficiente. A luciferase, utilizada como gene controle, serviu como
parametro para comparar a eficiéncia da expressao do gene alvo e validar as condi¢oes
experimentais (Porosk et al., 2022).

Além das imagens microscopicas obtidas, as imagens obtidas pelo Agilent BioTek
Cytation C10 Confocal Imaging Reader (Thermo Fisher Scientific) mostraram a fluorescéncia
das células transfectadas. O plasmideo vetor pVL-eGFP apresenta em sua estrutura a
expressao de uma versdao melhorada da proteina fluorescente verde (GFP), a EGFP. A GFP
emite luminescéncia pela transmissdao dos protons presentes nos cromoédforos em um
determinado comprimento de onda. A EGFP faz parte de uma classe da GFP que possui um
anion fenolato no cromé6foro, combinando alto brilho com excita¢ao de luz e emissao simples.
Isso confirma a incorporagdo do DNA plasmidial pela célula, visto que nas células em que a

transfec¢ao nao foi realizada, ndo ocorreu a fluorescéncia (Cavalcante, 2017; Jesuino, 2020).
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A escolha do gene GUCA2A como alvo do estudo ocorreu pelo seu importante
papel na modulagao do sistema guanilato ciclase-c (GC-C). A proteina codificada por esse
gene, conhecida como guanilina, participa da regulacdo da reabsor¢do de ions e dgua no
epitélio intestinal, tendo implicagdes tanto em doengas intestinais, como diarréia, constipagdo
e desenvolvimento de tumores, quanto em outros sistemas, como no funcionamento dos rins e
hipertensdo arterial (Brenna et al., 2015; Ershov et al., 2023; Jalali et al., 2024). A obtencao
da expressdo recombinante dessa proteina pode, portanto, abrir caminhos para estudos
estruturais, funcionais e farmacologicos, bem como para a producdo em larga escala de
versoes recombinantes com finalidades terapéuticas, visto que o farmaco linaclotida, que
mostrou-se eficiente para o tratamento de constipacdo cronica e constipacdo associada a
sindrome do intestino irritadvel, foi desenvolvido com base na estrutura da guanilina,
uroguanilina e enterotoxina termoestavel de Escherichia coli. (Lima; Fontele, 2014).

O presente trabalho ndo realizou técnicas de diagndstico molecular para uma
validagdo mais completa do sistema de expressdo. Para isso, seriam necessarias analises
complementares, como a Reacdo de Cadeia em Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR), para
quantificacdo do mRNA do gene GUCA2A, indicando se estd sendo transcrito
adequadamente nas células HEK 293T transfectadas; Western Blot ou imunofluorescéncia,
para detectar a presenca da proteina codificada pelo gene GUCA2A e avaliar sua localizagdo
celular; ELISA ou ensaios funcionais, para verificar a atividade bioldgica da proteina
expressa. Essas etapas adicionais, embora ndo incluidas neste trabalho, sdo fundamentais para
a caracterizagdo completa da expressdo recombinante e devem ser consideradas em estudos
futuros.

Desse modo, os dados obtidos demonstram que o protocolo utilizado foi eficaz
para a transfeccao com o plasmideo vetor contendo o gene GUCA2A em células HEK 293T,
podendo ser utilizado como base para trabalhos posteriores de expressao proteica e
purificagdo da guanilina. A confirmacdo da presenga do gene por PCR, associada a
viabilidade celular ap6s selecdo antibiotica, indica que as células possuem o material genético

necessario para produzir a proteina recombinante.
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8 CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo a construcao de um sistema experimental
voltado para a expressdo do gene GUCA2A em células HEK 293T, visando a obtenc¢do de
proteina recombinante funcional. Através da aplicagdo de técnicas de biologia molecular e
celular, foi possivel realizar a clonagem do gene GUCA2A no plasmideo pVL-eGFP, seguido
de sua amplificagdo em cepas de Escherichia coli dH5alpha, extragdo e quantificacdo do
DNA plasmidial, além da transfeccdo das células HEK 293T e selecao das células
modificadas por meio do antibidtico puromicina.

Os resultados obtidos ao longo do experimento confirmaram a eficicia do
protocolo desenvolvido. A analise por PCR e curva de dissociacdo demonstrou a correta
insercdo do gene GUCAZ2A no vetor plasmidial e sua amplificagao especifica. A eficiéncia da
transfeccdo foi analisada pela visualizagdo da fluorescéncia das células HEK 293T
transfectadas com o plasmideo contendo a proteina eGFP, indicando que as células HEK 293T
foram capazes de internalizar o DNA plasmidial e, potencialmente, expressar o gene de
interesse, 0o GUCA2A.

Apesar das limitagdes do estudo, que ndo incluiu andlises funcionais ou
protedmicas mais aprofundadas, como Western Blot ou ELISA, o protocolo desenvolvido
demonstrou ser viavel e eficiente para a etapa inicial de expressdo génica. Futuramente, a
implementagdo dessas técnicas permitird uma caracterizagdo completa da expressdo e
funcionalidade da proteina GUCA2A recombinante.

Portanto, o presente estudo estabelece as bases para projetos futuros que
envolvam a producdo e andlise funcional da proteina guanilina, abrindo perspectivas para
aplicagdes em pesquisas sobre fisiologia intestinal, desenvolvimento de novos farmacos ou

producao industrial de proteinas recombinantes.
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