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A Terapia Génica é, atualmente, uma das principais areas de pesquisa da
Biotecnologia voltada para a sintese e producdo, em larga escala, de sistemas
terapéuticos utilizados para o tratamento das mais diferentes doencgas e
sindromes de base genética. Esses sistemas terapéuticos podem ser
divididos em dois grupos, cada um possuindo vantagens e desvantagens
importantes: (i) os sistemas virais, que sdo altamente especificos em termos
celulares, mas cuja manipulacdo é problemética em termos de seguranca e
(i) sistemas néo-virais, menos especificos mas facilmente manipulaveis, sem
gerar maiores riscos aos manipuladores e aos pacientes. De todos os
sistemas nao-virais hoje utilizados, os que empregam acidos nucléicos (DNA
e RNA) representam o estado-da-arte em pesquisas de terapia génica.
Infelizmente, os processos comumente usados para a sintese de acidos
nucléicos in vitro, especialmente RNAs terapéuticos, esbarra em uma série de
problemas de escalonamento industrial como, por exemplo, auséncia de
reciclagem dos sistemas enzimaticos utilizados para a sintese de RNA,
tornando o produto muito caro para aplicacbes comerciais. Assim, com 0
propdésito de sintetizar RNAs em quantidades suficientes para aplicacdes nao-
virais de terapia génica e para processos de escalonamento industrial, esse
projeto busca utilizar as células de E. coli como microrreatores reciclaveis
usando, para tanto, sistemas plasmideais contendo construcdes sintéticas
que codificam para: (i) o centro catalitico da RNA polimerase dependente de
RNA (RNA dependent RNA polymerase; RDRP) do viridide de S. cerevisiae
L-A fusionado a um peptideo sintético denominado de DHFP (RDRP-DHFP)
e (ii) construcdes, sintéticas ou ndo, que codificam para o RNA terapéutico de
interesse. Para 0s ensaios iniciais, foi utilizado o quadro aberto de leitura
codificante para a proteina verde fluorescente (GFP) fusionado as sequéncias 5’
e 3’ do viridide X de S. cerevisiae, que reconhece a enzima RDRP e promove a
sua manutencao celular (sequéncia Y3.2). As construcfes foram sintetizadas in
vitro e, por meio de técnicas de biologia molecular, foi construido o plasmideo
pY3.2-DHFP-RDRP2, o qual contém as duas sequéncias sintéticas. Os
dados preliminares de expressdo em E. coli mostram a manutencao do
sistema apoOs a sua inducdo transcricional. Além disso, experimentos de
perda plasmideal estdo em andamento para verificar a manutengdo do
sistema de expressdo e a capacidade de sintese de RNAs na auséncia de
plasmideo.
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