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RESUMO

Prado, Guilherme Souza. Estratégias biotecnoldgicas baseadas em engenharia genética de
plantas para a producdo de moléculas com grande potencial de aplicagdo em Agricultura e
Salde Humana. Tese (Doutorado em Ciéncias Genomicas e Biotecnologia) — Universidade
Catdlica de Brasilia, 2018.

A Biotecnologia Moderna se caracteriza pelo uso da engenharia genética para a obtencdo de
produtos biotecnoldgicos com viabilidade mercadoldgica, podendo ser aplicada as areas de
Agropecuéria e Saude Humana. No setor de Agropecuaria, o Brasil destaca-se em ambito
mundial, embora fatores ambientais nocivos ao cultivo de algumas espécies de grande
importancia econdmica na Agricultura, como o algoddo, sejam obstaculos a sua
produtividade, afetando os lucros financeiros por aumentarem o custo de producdo. Dentre 0s
fatores ambientais bidticos que prejudicam a cotonicultura, o bicudo-do-algodoeiro
(Anthonomus grandis) possui grande impacto econdémico por ser um dos principais insetos-
praga do algodoeiro (Gossypium spp.). Como nédo ha variedades GM dessa cultura que sejam
resistentes a este inseto, um inibidor de a-amilase — a-AlIC3 — foi recentemente desenvolvido
por evolucdo molecular in vitro e apresentou especificidade e atividade inibitoria significativa
contra a AGA. Apesar de ser um candidato promissor para o desenvolvimento de plantas
transgénicas de algoddo resistentes a A. grandis, a o-AlC3 ndo havia sido caracterizada
estruturalmente e funcionalmente quanto a sua biosseguranca. Por outro lado, no setor de
Satde Humana, o Brasil encontra-se em desvantagem na producdo de biofarmacos, sendo a
expiracdo de patentes uma oportunidade para o desenvolvimento de biossimilares nacionais
que eliminem gastos pelo SUS e ajudem a promover uma recuperacdo e um avango
econdmicos por tornar o pais um exportador de medicamentos biotecnol6gicos,
simultaneamente suprindo a demanda interna por estes produtos de forma que se tornem mais
acessiveis aos pacientes, uma vez que estes medicamentos sdo de alto custo. Destes, 0
infliximabe, um anticorpo monoclonal quimérico anti-TNF-a utilizado no tratamento de
diversas doencas autoimunes, ¢ um dos medicamentos mais caros do mundo. Como em
engenharia genética as plantas constituem sistemas de expressdo heter6loga vantajosos na
producdo de biomoléculas de diferentes naturezas e com diferentes aplicacdes, o
estabelecimento de um sistema vegetal robusto e com acurdcia em modificacBes pos-
traducionais para a producgéo de a-AIC3 e do infliximabe recombinante na estrutura correta e
funcionalmente ativos € cientificamente estratégico. Portanto, neste trabalho foi realizada a
expressdo heteréloga transiente destas moléculas utilizando Nicotiana benthamiana como
sistema de expressdo. Ambas foram produzidas com base na agroinfiltracdo de folhas via
Agrobacterium tumefaciens utilizando uma combinacdo de trés supressores virais de
silenciamento génico: PO, P1Tz3 e P19. As duas proteinas de interesse foram detectadas nos
extratos de proteinas sollveis e purificadas, com sucesso, por diferentes métodos. Foi possivel
confirmar o processamento correto das proteinas e analisar seus niveis de expressao, sendo de
44% TSP ou 156 mg/kg de folha para a-AIC3 e de 7% a 11% TSP ou 30 a 60 mg/kg de folha
para 0 anticorpo recombinante. Adicionalmente, o inibidor a-AlIC3 foi caracterizado
estruturalmente por MS/MS MALDI-TOF, confirmando a identidade de sua sequéncia
priméaria, e funcionalmente por analises bioquimicas, indicando que a proteina manteve
atividade biologica especifica quando produzida neste sistema e demonstrou auséncia de
atividade contra a-amilases de insetos ndo-alvo. Neste trabalho, foi possivel estabelecer
estratégias de producdo para duas moléculas a partir de um sistema vegetal versatil. Pela
primeira vez, utilizou-se a espécie N. benthamiana para produzir um inibidor de a-amilase,
também sendo o primeiro relato do uso de plantas como sistema heterélogo para producdo de
infliximabe visando & obtencdo de um produto biotecnolégico biologicamente seguro e com



viabilidade comercial. Uma nova estratégia biotecnologica baseada na agroinfeccdo de N.
benthamiana com genoma desconstruido de RYMV também foi estabelecida, com a detecgao
de amplificacéo viral nas células do hospedeiro, garantindo-se alternativas promissoras para a
obtencéo de produtos biotecnoldgicos via expressao transiente em plantas.

Palavras-chave: agroinfiltracdo, anticorpo recombinante, atividade biol6gica, Biotecnologia,
expressdo heterdloga, inibidor de o-amilase, produto biotecnoldgico, supressor de
silenciamento génico.



ABSTRACT

Modern Biotechnology is featured by the use of genetic engineering for obtaining
biotechnological products with market feasibility, and that can be applied to Farming and
Human Health sectors. In the Farming sector, Brazil stands out worldwide, although
environmental factors which are harmful to the culture of some economically important
species in Agriculture, such as cotton, are obstacles to their productivity by affecting financial
profits due to the increase of production cost. Among biotic environmental factors which
harm cotton culture, the cotton boll weevil (Anthonomus grandis) has a great impact in
economy, since it is one of the most important insect pests of cotton (Gossypium spp.). Once
there are no GM varieties of this culture that are resistant to this insect, an a-amylase inhibitor
— o-AIC3 — was recently developed through in vitro molecular evolution and displayed
specificity and significant inhibitory activity against AGA. Despite of being a promising
candidate for the development of A. grandis-resistant cotton transgenic plants, a-AIC3 had
not been structurally and functionally characterized concerning its biosafety. On the other
hand, in the Human Health sector, Brazil remains under disadvantage in biopharmaceutical
production, and the expiry of patents becomes an opportunity for the development of national
biosimilars which support the economical recovering and advance by turning Brazil into an
exporter of biotechnological medicines, simultaneously supplying the domestic demand for
these products by turning them more affordable to patients, since these medicines have a high
cost. Among them, infliximab, an anti-TNF-o. chimeric monoclonal antibody used in the
treatment of autoimmune diseases, is one of the most expensive medicines in the world. As in
genetic engineering plants are advantageous heterologous expression systems in the
production of biomolecules with different qualities and for different applications, setting a
robust plant system with accurate post-translational modifications for the production of a-
AIC3 and recombinant infliximab in their correct structures and functionally active is
scientifically strategical. Hence, in this work it was performed the transient heterologous
expression of these molecules using Nicotiana benthamiana as expression system. Both of
them were produced based on leaf agroinfiltration via Agrobacterium tumefaciens using a
combination of three gene silencing viral suppressors: PO, P1Tz3 and P19. Both proteins of
interest were detected in soluble protein extracts and successfully purified by different
methods. It was possible to confirm the correct protein processing and analyze their
expression levels, which were of 44% TSP of 156 mg/kg of leaves for a-AIC3 and of 7% to
11% TSP or 30 to 60 mg/kg of leaves for the recombinant antibody. Additionally, the a-AIC3
inhibitor was structurally characterized through MALDI-TOF MS/MS, confirming its primary
sequence identity, and functionally characterized through biochemical analysis, indicating that
the protein preserved its specific biological activity when produced in this system and showed
absence of activity against a-amylase of non-target insects. In this work, it was possible to
establish production strategies for two molecules from a versatile plant system. For the first
time, the species N. benthamiana was used for producing an a-amylase inhibitor, also being
the first report on the use of plants as heterologous system to produce infliximab aiming to
obtain a biologically safe and commercially feasible biotechnological product. A new
biotechnological strategy based on N. benthamiana agroinfection was also established using a
deconstructed genome from RYMV, whose amplicons were detected in the host cells,
ensuring promising alternatives for obtaining biotechnological products through transient
expression in plants.

Keywords: agroinfiltration, recombinant antibody, biological activity, Biotechnology,
heterologous expression, a-amylase inhibitor, biotechnological product, gene silencing
suppressor.
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1. INTRODUCAO
1.1. BIOTECNOLOGIA: CONTEXTO E ASPECTOS GERAIS

A Biotecnologia pode ser definida como o uso de seres vivos ou Seus componentes
(moléculas, organelas, células, tecidos, 6rgaos) para a obtencéo de produtos economicamente
viaveis e que cheguem ao mercado, garantindo beneficios a qualidade de vida humana. A
Biotecnologia Moderna, mais especificamente, difere da Biotecnologia Tradicional por
cumprir este papel utilizando a tecnologia do DNA recombinante, também denominada
“engenharia genética”, que consiste na manipulacdo do material genético de diversos seres
vivos, utilizando ferramentas moleculares e com variadas finalidades. De forma geral, a
Biotecnologia pode ser aplicada as seguintes grandes areas: Saude Humana e Animal,
Agropecuaria, Industrial e Ambiental. Em todas elas, a engenharia genética tem sido a
ferramenta-chave na obtencdo de produtos biotecnoldgicos.

No que se refere a pesquisa voltada a inovacao biotecnoldgica, a Organizagdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) definiu os paises que se encontram no
topo do ranking de investimento em Biotecnologia, 0 que leva em conta o ndmero de
companhias ativas de biotecnologia, depdsitos de patente e aprovacdo de produtos
biotecnoldgicos para o mercado. Nesse sentido, considerando investimentos em Pesquisa &
Desenvolvimento (P&D), em geral, os Estados Unidos da América (EUA) lideram o ranking,
seguidos pela Franca, Suica, Coreia do Sul, Japdo, Alemanha e Dinamarca, nesta ordem, com
cada um investindo, anualmente, mais de 1 bilhdo de dolares. Quando se considera apenas 0
namero de companhias de biotecnologia, 0 Reino Unido, México, Nova Zelandia e Bélgica

também se incluem entre os paises do topo do ranking (OCDE, 2015).

Entretanto, embora a China ndo esteja entre os lideres do ranking mundial, a OCDE
estima que até 2019 ela seja o pais a liderar o ranking de P&D em Biotecnologia, tendo em
vista sua crescente taxa de investimentos no setor desde 2008. Além disso, outros paises ainda
ndo-membros da Organizacdo, o que inclui o Brasil, india, Africa do Sul e Singapura,
conforme relatorios acerca de Ciéncia e Tecnologia da OCDE, tém revelado um quadro
industrial relativamente mais avangado em Biotecnologia nos ultimos anos (ERNST;
YOUNG, 2017).

No que se refere ao Brasil, os atrasos nos investimentos em Biotecnologia, fortemente
acentuados por fatores politicos envolvendo a centralizagdo econémica e consequentes

obstaculos a atracdo de investimentos e parceiros externos, o que € reforcado por politicas
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progressivamente estatizantes que levam ao inevitavel e concomitante declinio da economia,
bem como o direcionamento da pesquisa sem grande visdo de mercado e com fins
prioritariamente académicos, durante décadas ocasionaram a inser¢do do pais em condi¢Oes
desvantajosas no ambito da competitividade industrial em nivel internacional. 1sso, portanto,
exigiu e ainda exige uma compensagdo com a adogdo de politicas economicamente liberais,
seguindo o modelo econémico dos paises lideres em Biotecnologia no mundo — o que reforga
a correlacdo entre o modelo econémico de um pais e sua capacidade de realizar avancos
cientificos e tecnoldgicos em geral (ROTHBARD, 2017) —, de forma a reposicionar o Brasil
neste espaco internacional, aproveitando seu potencial como grande competidor e parceiro
industrial, dada sua extensa biodiversidade e consequente capacidade de desenvolvimento

econémico a partir do aproveitamento de seus recursos naturais.

Com base nesse contexto, o Decreto 6.041, de 8 de fevereiro de 2007, instituiu a
Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia, com o objetivo de “estabelecer ambiente
adequado para o desenvolvimento de produtos e processos biotecnoldgicos inovadores, o
estimulo a maior eficiéncia da estrutura produtiva nacional, 0 aumento da capacidade de
inovacdo das empresas brasileiras, a absorcdo de tecnologias, a geracdo de negdcios e a
expansao das exportagdes” (BRASIL, 2007). A referida Politica de Desenvolvimento ainda

define as areas setoriais priorizadas, dentre elas as areas de Agropecuaria e Saude Humana.

Quanto a Agropecuéria, dentre os alvos estratégicos estdo o desenvolvimento de
plantas resistentes a fatores bidticos e tolerantes a fatores abio6ticos, bem como o uso de
plantas e animais como biofabricas para a producdo de biomoléculas — em um processo
denominado molecular farming (pharming). Em relacdo a Saude Humana, constituem alguns
dos alvos estratégicos 0s novos métodos e processos de producdo de proteinas recombinantes,
como novas biomoléculas e farmacos, a exemplos de vacinas, hemoderivados e
imunobioldgicos obtidos por rotas biotecnolégicas. Em ambos os casos, a Politica instituida
também prevé plataformas para a absorcdo e transferéncia de tecnologias, estimulando o
estabelecimento de cooperagdes entre governo, setor académico e industria, de forma que o
desenvolvimento e cumprimento dos objetivos sejam consolidados pela industria privada, por
exemplo, por meio das Parcerias Publico-Privadas (PPP) (BRASIL, 2007).

Sendo assim, uma vez que se possui 0 arcaboucgo politico, juridico e moral para a
implementacdo dos investimentos em Biotecnologia, torna-se importante que as empresas de

pesquisa, conjuntamente a academia, demonstrem recursos técnicos, projetos viaveis no
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ambito mercadoldgico e conhecimento suficiente para o proveito e consolidacdo pratica da
Politica prevista no Decreto 6.041.

1.2. BIOTECNOLOGIA APLICADA A AGRICULTURA

1.2.1. Agricultura e cotonicultura: aspectos socioecondmicos e industriais

O Agronegdcio no Brasil possui grande importancia socioecondmica, sendo o setor de
maior impacto na economia nacional. A Agricultura brasileira, unicamente, representou
aproximadamente 23,5% do PIB do pais em 2017, sendo responsavel por gerar
aproximadamente 33% do total de empregos, direta ou indiretamente, e aproximadamente
45% das exportacdes (MAPA, 2017), o que justifica o fato de o Brasil ocupar uma posigédo

notavel na producao agroindustrial mundial.

A vocacdo do Brasil para a Agricultura reside principalmente em sua elevada
biodiversidade e suas condi¢bes geograficas, como abundancia de agua e de solos cultivaveis,
clima favoravel, relevo, luminosidade e disponibilidade de terras, destacando-se o potencial
de expansao agricola sem a necessidade de gerar desequilibrios ambientais. Este setor também
é responsavel por ter mantido a balanca comercial favoravel durante anos, em muitos dos

quais esta permaneceu crescente (CONAB, 2016).

Em relacdo as cultivares, o Brasil destaca-se como produtor mundial de soja, café,
arroz, cana-de-acucar, milho, feijao e algodao (IBGE, 2017). O algodoeiro, por sua vez, é uma
planta pertencente ao género Gossypium, sendo a espécie Gossypium hirsutum L. a mais
cultivada em @&mbito mundial e estando entre as principais cultivares da Agricultura brasileira,
dada sua importancia como matéria-prima na industria téxtil, sobretudo, e de biocombustiveis
a partir de seus subprodutos, tendo, portanto, participacdo significativa na economia, tanto
nacional quanto internacionalmente. Com isso, em 2017 o Brasil se tornou o quinto maior
produtor de algoddo no mundo, o terceiro maior exportador e 0 nono maior consumidor,
também se destacando os EUA, China, Paquistdo e india no ranking de cultivo de algodéo
(ABRAPA, 2017).

A cotonicultura brasileira tem como os principais estados, em produgdo, o Mato
Grosso (56%), Bahia (27,9%) e Goias (5,6%), considerando-se os ultimos 10 anos, havendo
um avanco recente consideravel nas areas destinadas ao plantio e cultivo de algodéo, a partir
de 2013, com grande destaque para o Cerrado brasileiro (ABRAPA, 2017).



24

1.2.2. Fatores nocivos a cotonicultura: estresses abi6ticos e bioticos

Embora haja uma expansdo consistente da cotonicultura no Brasil, o cultivo do
algodoeiro pode sofrer interferéncia de fatores ambientais que sejam prejudiciais a sua
produtividade, por interrupcdo do acimulo de biomassa, e que consequentemente afetem a
capacidade de fornecimento dos subprodutos aos consumidores externos, o0 que ocasiona
grandes prejuizos a economia brasileira devido ao aumento do custo de producdo e,
necessariamente, reducdo dos lucros. Estes fatores sdo representados pelos estresses abidticos
e bidticos (FREIRE, 2011; ECHER, 2014).

Os estresses abioticos mais comuns no algodoeiro consistem nos estresses térmico,
salino, hidrico, luminoso e nutricional. VariacGes na temperatura, por exemplo, podem induzir
a diminuicdo da taxa fotossintética, afetando a qualidade da fibra do algodéo, reduzindo a area
foliar e a producéo de matéria seca. Por sua vez, variagdes na salinidade e na disponibilidade
de &gua, tanto por escassez quanto por excesso, afetam a turgescéncia de 6rgaos da planta e a
expansdo celular, bem como o desenvolvimento da planta em geral por conta de deficiéncias
na biossintese de macromoléculas. O estresse luminoso afeta diretamente a eficiéncia
fotossintética, consequentemente afetando a produtividade e a qualidade da fibra. Por fim, o
estresse nutricional de macro ou micronutrientes afeta diretamente a producdo e a qualidade

de biomassa, interferindo no desenvolvimento de todos os 6rgaos da planta (ECHER, 2014).

Os estresses bidticos sdo majoritariamente representados pelos insetos-praga, além de
doencas causadas por virus, bactérias, fungos e nematoides. Dentre 0s nematoides que atacam
o algodoeiro, destaca-se 0 nematoide-das-galhas (Meloidogyne incognita). Dentre as doencas
bacterianas do algodoeiro, a de maior importancia econdbmica € a mancha angular (ou
crestamento bacteriano), causada por Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum. Das
principais viroses do algodoeiro, destacam-se 0 mosaico-comum, causado por um virus da
familia Geminiviridae e do género Begomovirus, sendo possivelmente o AbMV (Abutilon
mosaic virus); o mosaico-das-nervuras (ou doenca azul do algodoeiro), causada pelo CLRDV
(Cotton leafroll dwarf virus); e o vermelhéo, causado pelo CAV (Cotton anthocyanosis virus).
Vaérios fungos também parasitam o algodoeiro, sendo alguns dos principais e as respectivas
doencas por eles causadas: a mancha-branca (ou mancha-de-ramularia, ou ainda “ramularia”),
causada por Ramularia areola; a mancha-de-alternaria, causada pelos fungos Alternaria
macrospora e A. alternata; a antracnose e a ramulose, causadas por Colletotrichum gossypii

var. cephalosporiodes; a ferrugem tropical, causada por Phakopsora gossypii; a murcha-de-
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fusarium (ou fusariose) causada pelo fungo de solo Fusarium oxysporum; e o mofo-branco,
causado por Sclerotinia sclerotiorum (ARAUJO; SUASSUNA, 2003).

Em relagdo aos insetos-praga do algodoeiro, sdo de considerdvel destaque a lagarta-
rosada (Pectinophora gossypiella), a lagarta-do-cartucho-do-milho (Spodoptera frugiperda), a
lagarta-da-maca (Heliothis virescens), a lagarta-do-tomate (Helicoverpa armigera), o pulgao-
do-algoddao (Aphis gossypii), a mosca-branca (Bemisia tabaci) e a broca-da-raiz
(Eutinobothrus brasiliensis). Contudo, uma das pragas de maior importancia para a
cotonicultura é o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis), devido a amplitude da
devastacdo causada por este inseto nas culturas de algoddao em varios paises do continente
americano (FREIRE, 2011).

1.2.3. Anthonomus grandis (bicudo-do-algodoeiro)

O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis Boheman, 1843) é um inseto da ordem
Coleoptera, familia Curculionidae e subfamilia Anthonominae. Este besouro (Figura 1) possui
cerca de 6 mm de comprimento, uma coloragédo que varia do pardo-acinzentado ao preto e um
rostro bem desenvolvido, com o qual ele perfura e se alimenta preferencialmente dos botdes
florais, flores e macds jovens do algodoeiro, locais onde comumente sdo encontrados oS
adultos do inseto. Nos botdes florais, as fémeas do inseto também realizam a oviposi¢do, em
que os ovos depositados sdo elipticos e de coloracdo branca, dos quais ap0s trés a cinco dias
eclodem as larvas, que sdo apodas, de coloracdo branca e cabeca marrom-clara. As larvas
possuem trés instares e se desenvolvem em pupas igualmente brancas, e em seguida em
adultos, completando o ciclo bioldgico, o qual € significativamente afetado pela temperatura
(AZAMBUJA; DEGRANDE, 2015).



26

Figura 1. Fases do ciclo de vida do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis). A e B) Insetos adultos se
alimentando do botéo floral de algodoeiro; C) Botéo floral contendo perfuracfes de alimentagéo e oviposi¢do; D)
Ovo do bicudo-do-algodoeiro; E) Larva do bicudo-do-algodoeiro; F) Pupa do bicudo-do-algodoeiro. Fonte:
adaptado de Azambuja & Degrande (2015).

Este coledptero foi descrito pela primeira vez no México, em 1843, tendo invadido o
estado do Texas (EUA) em 1892, se dispersando pelo Sul dos EUA e, em seguida, pela
América Latina, com ocorréncias reportadas pela primeira vez em 1949, na Venezuela, e em
1950, na Colébmbia. Porém apenas em 1983 foi registrada a primeira ocorréncia de A. grandis
no Brasil, no estado de Sdo Paulo. A partir do Brasil, o bicudo-do-algodoeiro se dispersou
para o Paraguai, em 1991, e para a Argentina, em 1993 (SUJII; PIRES, 2015).

A partir destes periodos, o0 A. grandis passou a ser endémico no continente americano,
sendo sempre considerado uma das principais pragas da cotonicultura, uma vez que se
concentra em regides reprodutivas do algodoeiro, as quais, devido a alimentagdo dos adultos e
ao desenvolvimento das fases larvais e da pupa, sdo abortadas e inviabilizadas para manter o
ciclo da planta, especialmente quanto a producdo da fibra de algoddo. Isso faz com que,
conjuntamente a outras pragas, o A. grandis seja responsavel por até 31% do custo de
producdo pela necessidade de aplicacfes de inseticidas voltados ao controle deste inseto-
praga, podendo esta finalidade corresponder, em alguns paises, a até 40% das aplicacdes de
inseticidas no algodoeiro (SUJII; PIRES, 2015).
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1.2.4. Estratégias de controle de A. grandis

As estratégias de controle do bicudo-do-algodoeiro consistem, em geral, no controle
cultural, semeadura concentrada, manejo integrado de pragas, armadilhas de feromonios,
destruicdo de restos culturais de algodao, controle biolégico — utilizando fungos, acaros e
insetos como formigas, porém sem programas de controle com grande abrangéncia e sucesso
— e, majoritariamente, no controle quimico, pela aplicacdo de inseticidas como
organofosforados e piretroides. Por outro lado, embora este ultimo constitua a principal
medida convencional de controle, ndo possui o alcance necessario para um combate efetivo,
além de gerar preocupacdes sobre a salde animal e humana, bem como riscos ambientais e
ecologicos (SANTOS, 2015), o que faz com que o A. grandis se mantenha sem uma medida

suficiente de controle e permaneca causando grande impacto na cotonicultura.

Dessa forma, uma alternativa aos métodos convencionais tem sido a obtencdo de
variedades de plantas com resisténcia genética, por meio de técnicas de melhoramento
genético (LOMBARDO et al., 2016). O melhoramento genético classico no algodoeiro,
entretanto, se limita ao desenvolvimento de cultivares com ciclo de vida curto e maturacéo
acelerada (MACEDO, 2012), uma vez que ndo ha variedades de algodoeiro apresentando
caracteristicas fisiologicas e bioquimicas que levem ao combate das larvas e/ou do inseto

adulto.

No entanto, no contexto biotecnolégico, € importante lembrar que a Agricultura pode
ser beneficiada com o desenvolvimento de novos produtos e processos que mantenham o
status brasileiro de produtor mundial. Levando isso em consideracdo, estas caracteristicas
genéticas e bioquimicas podem ser exploradas rompendo-se as barreiras genéticas naturais e,
por meio da engenharia genética, variedades de diferentes espécies podem ser desenvolvidas e
melhoradas geneticamente para contornar problemas de origem ambiental como 0s insetos-
praga (FIRMINO, 2012). Neste caso, 0 uso da transgenia para a producdo de plantas
geneticamente modificadas (GM) torna-se uma alternativa bastante viavel e promissora
(AHMAD et al., 2012) para a obtencdo de eventos GM de algodoeiro contendo genes de

resisténcia ao A. grandis.

Diversas variedades de G. hirsutum ja foram desenvolvidas por engenharia genética
com diferentes finalidades, como o melhoramento da qualidade do 6leo de sementes e da fibra
de algod&o, tolerancia a estresses abidticos, resisténcia a fungos e virus, tolerdncia a

herbicidas e resisténcia a alguns insetos-praga, sendo que os dois ultimos tipos de variedades



28

predominam em aprovagdo e comercializagdo (CHAKRAVARTY et al., 2012). Entretanto,
ainda ndo ha plantas de algodoeiro no mercado que sejam resistentes ao A. grandis.
Recentemente, foi desenvolvida uma variedade de algoddo GM (RIBEIRO et al., 2017)
expressando a variante Cryl0Aa de uma toxina Bt, da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis israelensis, e que demonstrou pela primeira vez, em casas de vegetacao,

resisténcia a até 100% de insetos da espécie A. grandis criados em laboratério.

O mecanismo de acdo das toxinas Cry é baseado na solubilizacdo da proteina
inseticida no sistema digestivo do inseto, tornando-se ativa e se ligando a receptores que
promovem a formacdo de poros que lisam as células, levando o inseto a morte (VACHON et
al., 2012). Estas proteinas sdo toxicas aos insetos e alguns nematoides, porém ndo a outros
animais e humanos e, apesar do reduzido espectro de organismos-alvo e baixos niveis de
acumulacdo em plantas transgénicas, a aquisi¢do de resisténcia mediada por toxinas Cry é a
tecnologia mais comum dentre as moléculas bioinseticidas utilizadas, tendo sido também
aplicada a outras espécies vegetais em todo o mundo, como milho e soja (JAMES, 2017).
Embora seja uma tecnologia amplamente utilizada, os baixos niveis de expressdo de toxinas
Cry em plantas GM podem desencadear uma pressdo seletiva em insetos-alvo, contribuindo
para 0 surgimento de mutantes com resisténcia aos efeitos toxicos da molécula via

mecanismos moleculares de adaptacdo (GASSMANN et al., 2014).

Dessa forma, estratégias de engenharia genética utilizando outras moléculas
bioinseticidas também tem sido utilizadas como alternativa. A tecnologia do RNA interferente
(RNAI) € outro método amplamente utilizado no combate a diversas doencgas e pragas em
plantas, consistindo no silenciamento génico de moléculas de RNA mensageiro (RNAm) do
patdgeno cruciais no processo de infeccdo ou de etapas centrais do metabolismo por meio da
expressdo de moléculas de RNA de fita-dupla (dsRNA) no hospedeiro (CASACUBERTA et
al., 2015). Porém esta tecnologia enfrenta diversas barreiras robustas no caso de insetos-
praga, como a estabilidade e absor¢do do dsSRNA ao longo do trato gastrointestinal, bem como
0 contato efetivo do RNA de fita-simples (sSRNA), derivado do dsRNA, com 0 RNAm de

forma que um efeito inseticida consideravel seja desencadeado (JOGA et al., 2016).

Apesar disso, sabe-se que as plantas sdo equipadas com sistemas de defesa contra
insetos-praga, como proteinas que agem como antimetabolitos, induzindo a alteragGes no
sistema digestivo dos insetos. Com isso, 0s genes que codificam proteinas inibidoras de

proteinases, a exemplo dos inibidores de tripsina, podem ser transferidos de uma espécie
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vegetal para outra visando ao desenvolvimento de resisténcia a insetos (QUILIS et al., 2013;
SMIGOCKI et al., 2013; CHEN et al., 2014; MA et al., 2017). Enzimas como as quitinases
também podem ser expressas em plantas com o mesmo objetivo, obtendo-se eventos
transgénicos resistentes (WANG et al., 2005; McCAFFERTY et al., 2006). Por fim, as
lectinas sdo uma familia de proteinas vegetais que se ligam a carboidratos e apresentam alta
toxicidade a insetos fitéfagos, sendo também comumente utilizadas para esta finalidade
(VANDENBORRE et al., 2011).

1.2.5. Inibidores de a-amilase

Os inibidores de a-amilase (a-Al) sdo outras proteinas bioinseticidas vegetais cujas
propriedades os tornam candidatos altamente promissores para o desenvolvimento de plantas
transgénicas resistentes a insetos. Isso porque, considerando-se 0s obstaculos existentes
principalmente nas tecnologias que utilizam toxinas Cry e RNAI, a obtengédo de resisténcia
dos insetos aos a-Als é de ocorréncia menos provavel, uma vez que as o-amilases sdo
proteinas altamente conservadas e, portanto, menos suscetiveis a mutacdes que seriam
exigidas para a adaptacdo dos insetos, ja que estas podem, eventualmente, inativar a atividade
enzimatica pelas alteragBes estruturais provocadas na molécula e que desestruturam seu sitio

ativo.

Ha& cerca de 800 espécies de plantas que apresentam atividade significativa de a-Als,
sendo o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) e outras espécies do género Phaseolus as
que contém os a-Als mais conhecidos e utilizados para conferir resisténcia contra insetos. Os
a-Als podem ser utilizados, eventualmente, no tratamento de diabetes mellitus tipo 2, uma vez
que algumas variantes também podem se ligar a a-amilases de mamiferos (SALES et al.,
2012). Estes inibidores atuam se ligando majoritariamente as enzimas a-amilases de insetos
fitéfagos, inibindo o processamento de carboidratos complexos como o0 amido por impedirem
a hidrolise de ligagdes a-1,4, 0 que leva & morte dos insetos por inani¢io (GROSSI-DE-SA et
al., 1997).

Nas sementes de P. vulgaris, no entanto, hd expressdo de duas isoformas destes
inibidores que, apesar de sua alta similaridade estrutural, possuem espectros distintos de a-
amilases-alvo: a-All, que possui atividade inibitéria contra a-amilases de Callosobruchus
maculatus, Callosobruchus chinensis, Homo sapiens e Sus domesticus; a-Al2, que possui
atividade inibitoria contra a-amilases de Zabrotes subfasciatus e Bruchus pisorum (GROSSI-

DE-SA et al., 1997). Ambas as isoformas sofrem clivagens proteoliticas por hidrolases
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presentes no vacuolo central (PUEYO et al., 1993), e a partir de uma cadeia polipeptidica de
pré-proteina sdo gerados dois polipeptideos, que sofrem processamentos adicionais com a
hidrolise de alguns residuos na extremidade C-terminal e resultam nas subunidades o, de
aproximadamente 11 kDa, ¢ B, de aproximadamente 15 kDa (YOUNG et al., 1999).
Entretanto, ainda que as formas ndo-processada e processada do inibidor possam se acumular
nas plantas, foi demonstrado que apenas a forma processada ¢ ativa contra a-amilases, uma
vez que a protedlise é requerida para aquisicdo da conformacdo com atividade inibitdria
(PUEYO et al., 1993).

Com isso, a transgenia tem sido aplicada de forma a transferir genes codificadores das
a-Als de feijoeiro para diferentes espécies de plantas, objetivando o desenvolvimento de
resisténcia a insetos-praga (ALTABELLA; CHRISPEELS, 1990; SCHROEDER et al., 1995;
MORTON et al., 2000; BARBOSA et al., 2010;), mas, embora as estratégias baseadas nestes
inibidores apresentem consideravel eficacia, o espectro de insetos-alvo passiveis de controle
mediado por estas moléculas é bastante reduzido. Sendo assim, estratégias de evolucéao
molecular in vitro baseadas em DNA shuffling e phage display se tornam alternativas viaveis
para estender este espectro e direcionar a atividade inibitéria de forma especifica a uma
enzima-alvo desejada, podendo ser geradas, artificialmente a partir de proteinas nativas,
bibliotecas contendo milhares de variantes que apresentem perfil funcional novo ou
melhorado (LASSNER; BEDBROOK, 2001; YUAN et al., 2005).

Através desta abordagem, moléculas especificas para o pulgdo-da-ervilha
(Acyrthosiphon pisum) e para alguns insetos de grande importancia econdmica no mundo,
como a broca-gigante da cana-de-agucar (Telchin licus licus) (CECI et al., 2003; CRAVEIRO
et al., 2010), j& foram desenvolvidos. Adicionalmente, nos ultimos anos foi desenvolvida uma
variante de a-Al, denominada a-AIC3 (SILVA et al., 2013), que foi selecionada com base na
especificidade contra a a-amilase de A. grandis (AGA) e considerada altamente promissora
no combate a praga, dado o seu nivel de atividade inibitdria. 1sso porque as variantes nativas
a-All e a-Al2 nao apresentam especificidade para o coledptero, e a variante aBIII de Secale
cereale, embora tenha especificidade, ndo apresentou nivel de inibi¢do satisfatorio (DIAS et
al., 2010).

O inibidor a-AlIC3 foi desenvolvido com base no embaralhamento das sequéncias de
residuos dos inibidores a-All e¢ a-Al2 de P. vulgaris (Figura 2). A sequéncia e 0

processamento da pré-proteina foram elucidados, e este Gltimo demonstrou perfil proteolitico
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similar ao das matrizes da proteina (Figura 3). Também foi elucidada, por técnicas de
modelagem e dinamica molecular, a formacao do complexo a-AIC3-AGA (Figura 4), o que

evidenciou a estabilidade da ligacéo e efetividade da inibicdo enzimatica.
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Figura 2. Desenvolvimento do inibidor a-AlIC3 por evolucdo molecular in vitro. A figura representa o
alinhamento das cadeias polipeptidicas dos inibidores parentais o-AlIl e o-Al2 de Phaseolus vulgaris,
destacando-se seus residuos diferenciais de aminoacidos em azul e em amarelo, respectivamente, e a cadeia
polipeptidica do inibidor artificial a-AlC3 desenvolvido por evolu¢do molecular in vitro, via DNA shuffling e
phage display, evidenciando a hibridizagcdo dos residuos diferenciais na molécula resultante (Adaptado de
SILVA et al., 2013).
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Figura 3. Estrutura primaria e processamento proteolitico da proteina a-AlC3. Representacdo esquematica
da sequéncia de residuos de aminoacidos da cadeia polipeptidica do inibidor a-AlC3, com os residuos em verde
representando sitios internos de clivagem proteolitica, e os residuos sublinhados representando residuos ausentes
na proteina madura. As subunidades resultantes (o, menor, e B, maior), que compdem a proteina ativa e
processada, estdo representadas abaixo da cadeia polipeptidica completa.
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Figura 4. Estrutura tridimensional do complexo a-AlIC3-AGA. Representacdo da estrutura terciéria,
elucidada por dindmica molecular, do complexo a-AIC3-AGA formado na inibicdo enzimética. A estrutura
tridimensional da AGA esta representada em alaranjado, e a estrutura da a-AIC3 esta representada em azul e
verde. Os residuos de aminoacidos que interagem entre si estdo representados em amarelo, vermelho, roxo e
azul. Imagem obtida no servidor Protein-Protein Interaction (http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/PP/server/).

1.3.BIOTECNOLOGIA APLICADA A SAUDE HUMANA

1.3.1. Medicamentos biotecnoldgicos: biofarmacos e biossimilares

A érea de Saude Humana é, no Brasil e no mundo, uma das areas prioritarias para o
desenvolvimento de novas tecnologias para o diagnoéstico, controle e tratamento de doencas.
Em relacdo a esta ultima aplicagdo, a indUstria farmacéutica atua produzindo medicamentos
naturais, sintéticos e biotecnoldgicos (FARDELONE; BRANCHI, 2006).

Uma vez que o acesso a medicamentos é fundamental para a manutencdo da saude
populacional, no Brasil o Ministério da Satde, por meio do Sistema Unico de Saude (SUS),
os disponibiliza aos pacientes, sendo estes medicamentos classificados em componentes
basicos, estratégicos ou excepcionais da assisténcia farmacéutica, dos quais os ultimos se
caracterizam pelo custo extremamente elevado, se tornando de dificil acesso, de forma
privada, principalmente aos pacientes da populacdo de baixa renda. Entretanto, este problema
de aquisicdo é contornado pelo Programa de Medicamentos Excepcionais, criado pelo

Governo Federal em 1993, que desde entdo passou a fornecé-los a este publico. Porém
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permanecem existindo gastos elevados ao Governo Federal, ja que a maioria dos
medicamentos pertencentes a esta categoria € produzida por empresas internacionais e,
portanto, importada de outros paises, representando uma grande despesa principalmente pelo

fato de que s@o, juntamente com seu processo de producéo, patenteados (BASSO, 2012).

Dentre os medicamentos excepcionais, uma parcela significativa é representada pelos
medicamentos biotecnoldgicos, citados anteriormente. Os medicamentos biotecnolégicos, ou
biofarmacos, sdo medicamentos de origem bioldgica, com estrutura molecular complexa, de
alto peso molecular — cerca de 200 a 1.000 vezes maior que o de farmacos quimicos — e
consistem em macromoléculas organicas cuja natureza é peptidica, proteica e/ou de acidos
nucleicos, sendo produzidos, sobretudo, via engenharia genética (WALSH, 2010). Até o
momento, h& mais de 400 biofarmacos produzidos e direcionados a inimeras doencas, como
AIDS, diabetes, artrite, esclerose multipla, hepatite, cancer, hemofilia, lUpus e doencas
cardiovasculares, embora grande parte se concentre no tratamento de neoplasias e doencas
autoimunes (BASSO et al., 2013).

Os biofarmacos podem ser produzidos utilizando diferentes tecnologias baseadas em
engenharia genética, como a expressdo heter6loga, a tecnologia de hibridomas e técnicas in
vitro de display, a exemplo de phage display, ribosome display, bacterial display, yeast
display e mRNA display. Estas moléculas também podem ser classificadas em diversos grupos
e de acordo com suas naturezas bioquimicas (Figura 5), sendo eles: enzimas (ex.:
glucocerebrosidase), anticorpos monoclonais (mAbs) (ex.: trastuzumabe), citocinas (ex.:
intérferon ), fatores de coagulacdo (ex.. fator VIII), fatores de crescimento (ex.:
somatomedinas), fatores estimuladores de coldnia (ex.: fator de granulécitos), anticoagulantes
(ex.: hirudina), tromboliticos (ex.: ativador de plasminogénio tecidual), fatores de crescimento
hematopoiético (ex.: eritropoietina), hormdnios (ex.: insulina), siRNAs, aptdmeros (ex.:
pegaptanibe sdédico) e, eventualmente, vacinas (vacinas de DNA, peptideos ou proteinas
recombinantes) (BASSO et al., 2016).
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Figura 5. Classes de biofarmacos de acordo com sua natureza bioquimica. Diagrama de Venn apresentando
as classes biofarmacéuticas dos medicamentos biotecnoldgicos, que podem ser compostos por peptideos,
proteinas e/ou &cidos nucleicos (BASSO et al., 2016).

O primeiro biofarmaco produzido por engenharia genética e aprovado para
comercializacdo foi a insulina recombinante humana, em 1982 nos EUA, utilizando células
GM da bactéria Escherichia coli, seguido pelo ativador de plasminogénio tecidual, em 1986.
Em seguida, diversos outros biofarmacos de diferentes classes e com indicacdes terapéuticas
distintas foram sendo produzidos e comercialmente aprovados (CARREIRA et al., 2013),
mas, uma vez que grande parte destes medicamentos entrou no mercado farmacéutico nas
décadas de 80 e 90 (Figura 6), nos ultimos anos uma parcela igualmente significativa de
biofarmacos atingiram seu periodo de expira¢do da patente. E isso abre oportunidades no
mercado farmacéutico para que os paises desenvolvam seus proprios biofarmacos e adquiram
independéncia da importagédo destes produtos atraves da producdo de uma segunda geracgéo de
biofarmacos com similaridade aos originais de referéncia, sendo denominados “biossimilares”

(BASSO, 2012).
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Biofirmaco Tratamento Ano de Aprovacio
Insulina Diabetes 1982
Interferon o Leucemia 1986
Ativador de plasminogénio tecidual (tPA) Infarto 1986
Horménio do crescimento humano Deficiéncias no crescimento 1987
Eritropoitina Anemia 1989
G-CSF Neutropenia 1991
Interleucina 2 Carcinoma renal 1992
Proteina morfogenética dssea (BMP2) Reparo osseo 1992
Fator de coagulagio VIII Hemofilia A 1994
Horménio foliculo estimulante (FSH) Infertilidade feminina 1995
Interferon p Esclerose miultipla 1996
Fator de coagulacio IX Hemofilia B 1999
Anticorpo monoclonal Cincer de mama 1998
Anticorpo monoclonal Leucemia 2001
Anticorpo monoclonal Asma 2003

Figura 6. Exemplos dos primeiros biofdrmacos aprovados para comercializacdo no mundo. Relacdo de
principios ativos de biofd&rmacos aprovados para comercializacdo, em ordem cronoldgica, indicando a aplicacéo
terapéutica de cada um (CARREIRA et al., 2013).

Os biossimilares sdo biofarmacos de mesmo principio ativo e com alto grau de
similaridade aos biofarmacos correspondentes em relacdo as estruturas bioquimicas, embora
sem identidade absoluta devido a impossibilidade de reproducdo estrutural de
macromoléculas utilizando-se linhagens celulares ou organismos diferentes como sistemas de
producdo. Porém os biossimilares devem possuir qualidade, biosseguranca e atividade
biologica equivalentes as dos medicamentos de referéncia, de forma que possam ser
licenciados para a mesma indicacédo terapéutica e desempenhem sua fungdo com, no minimo,

a mesma eficacia, almejando a intercambiabilidade entre eles (BASSO et al., 2016).

O primeiro biossimilar produzido — Omnitrope® (Sandoz®), um horménio de
crescimento humano — foi licenciado em 2006, e desde entdo diversos outros tém sido
desenvolvidos, alguns deles langados e registrados no Brasil, como o Basaglar® (Lilly®), uma
insulina glargina biossimilar ao Lantus® (Sanofi®). Entretanto, os biossimilares até entdo
criados, em geral, tém apenas sido produzidos internacionalmente e registrados e licenciados

no Brasil, por processos de transferéncia de tecnologia, ndo sendo desenvolvidos inteiramente
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em nivel nacional para que sejam licenciados e posteriormente exportados de forma a

reduzirem o déficit na balanca comercial brasileira em relacdo a medicamentos.

Como os biossimilares sdo promissores na reducdo do custo de medicamentos obtidos
por rotas biotecnoldgicas, em geral sendo em média de 30% a 40% mais baratos que 0s
biofarmacos de referéncia, reforga-se ser estratégico que o Brasil passe a produzi-los visando
ao mercado interno e externo, fortalecendo a industria farmacéutica brasileira (BASSO et al.,
2016). Alem disso, desenvolver biossimilares se torna crucial especialmente para a classe de
mAbs, uma vez que, dentre os medicamentos mais caros do mundo, esta classe é
predominante durante todos os anos, com um numero expressivo de principios ativos desta

natureza no ranking de 2017 (Figura 7).
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Figura 7. 20 medicamentos de maior custo no mundo, nos Gltimos anos. llustracdo dos nomes comerciais dos
20 biofarmacos com maior valor em vendas, em ambito mundial, no ranking de 2017, dos quais 8 sdo baseados
em mAbs (IGEA HUB, 2017).
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1.3.2. Anticorpos recombinantes e engenharia de anticorpos

Os mAbs sdo moléculas de imunoglobulina, ou anticorpo, produzidas a partir de um
unico clone de uma linhagem celular, geralmente obtidos pela tecnologia dos hibridomas e/ou
por transfeccao celular para engenharia genética. S&o de grande destaque devido a sua ampla
aplicacdo como biofarmacos e devido as suas propriedades bioquimicas, como a avidez e a
alta especificidade (REIS et al., 2009).

A estrutura geral dos mAbs é tradicionalmente baseada em imunoglobulinas da classe
gamma (IgG) em sua forma completa (Figura 8), consistindo em uma proteina de estrutura
quaternéria heterotetramérica em forma de “Y”, formada por duas cadeias polipeptidicas de
maior peso molecular, com aproximadamente 50 kDa e¢ denominadas cada uma de “cadeia
pesada” (ou heavy chain — HC), e unidas entre si por pontes dissulfeto entre residuos de
cisteina, mais duas cadeias polipeptidicas de menor peso molecular, com aproximadamente 25
kDa e denominadas cada uma de “cadeia leve” (ou light chain — LC), cada uma unida a uma
respectiva cadeia pesada na extremidade C-terminal, também por pontes dissulfeto. A
molécula inteira, portanto, possui peso molecular de aproximadamente 150 kDa (ABBAS et
al., 2012).

A cadeia pesada é composta por quatro dominios proteicos de aproximadamente 110
residuos de aminodcidos, cada, sendo o dominio da extremidade N-terminal denominado
“dominio variavel da cadeia pesada” (VH) e os outros trés seguintes denominados “dominios
constantes da cadeia pesada” (CHi-3), de classe gamma (y). No dominio CHz, especificamente,
héa sitios de N-glicosilacdo, e entre os dominios CHi e CHz ha uma regido rica em residuos de
prolina (Pro), denominada “dobradi¢a”, a qual garante flexibilidade a imunoglobulina. A
cadeia leve é composta por dois dominios proteicos de mesmo ndmero médio de residuos,
cada, sendo o dominio da extremidade N-terminal denominado “dominio variavel da cadeia
leve” (VL) e 0 dominio da extremidade C-terminal denominado “dominio constante da cadeia
leve” (CL), de classe kappa (k) ou lambda (L). A fenda formada pela unido das regides VH e
VL em cada “brago” do anticorpo possui a conformacao estrutural que gera a especificidade
Unica ao antigeno, conferida por trés subregides de alta variabilidade genética em cada
dominio variavel, e denominadas “regides hipervariaveis”, ou “regides determinantes de
complementariedade” (CDR). Os dois fragmentos (“bragos”) formados pelas regides variaveis
e a primeira regido constante de cada cadeia sdo denominados, cada um, “Fab”, e o terceiro

fragmento restante, formado por CHz e Chs, € denominado “Fc¢” (ABBAS et al., 2012).
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Figura 8. Estrutura geral de uma IgG. Representacdo esquematica da estrutura quaternéria heterotetramérica
das lgGs, evidenciando, em cinza, as regifes constantes das cadeias leve (CL) e pesada (CH), e, em azul, as
regides varidveis das cadeias leve (VL) e pesada (VH), com suas respectivas CDRs, em rosa. A regido em verde
representa a “dobradiga”, bem como as liga¢des dissulfeto entre as cadeias. Em vermelho, sdo representados
oligossacarideos adicionados em regibes de N-glicosilagdo. Os fragmentos Fab e Fc estéo indicados na figura.
(BECK et al., 2010).

A partir desta estrutura geral, outras estruturas (Figura 9) podem ser geradas para
produzir anticorpos recombinantes e com mesma finalidade dos mAbs, por meio da
engenharia de anticorpos. Dessa forma, configuracdes baseadas na decomposicao da estrutura
geral em fragmentos ou dominios, bem como a alteracdo da propor¢do padrdo entre cadeias,
podem ser “engenheiradas”. Um anticorpo passa a ser denominado simplesmente
“recombinante”, portanto, quando produzido por engenharia genética em algum sistema que

ndo se baseie em clones celulares Unicos (MA et al., 2003).
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Figura 9. Configurages estruturais de anticorpos recombinantes. Representacdo esquematica de diferentes
configuracGes possiveis para anticorpos recombinantes produzidos em diferentes organismos. (MA et al., 2003).

1.3.3. Doencas autoimunes e o papel das proteinas anti-TNF-a

As respostas imunoldgicas a células e tecidos do proprio corpo sdo denominadas
“autoimunidade” e, em individuos geneticamente predispostos, mecanismos de
autoimunidade podem ser desencadeados a partir de falhas nos processos intrinsecos de
tolerdncia imunolégica e/ou fatores ambientais, tais como infeccGes, desenvolvendo-se as
doengas autoimunes, caracterizadas por lesdo tecidual, muitas das quais sdo doencas
inflamatdrias mediadas por citocinas (MURPHY et al., 2010).
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O fator de necrose tumoral o (TNF-a) (Figura 10) é uma citocina pré-inflamatdria
produzida majoritariamente por macrofagos ativados durante o processo de inflamagédo
sistémica na fase aguda de reacdo inflamatdria (Figuras 11 e 12), também sendo expresso por
outras células do sistema imune, como os linfocitos T. Trata-se de uma proteina com 233
residuos de aminoacidos e 17 kDa, que se arranja em homotrimeros de 51 kDa, permanecendo
nas formas soltvel ou transmembrana. Esta citocina, no entanto, pode ser superexpressa em
alguns individuos geneticamente predispostos, desencadeando processos patoldgicos, uma vez
que esta desempenha papel fundamental na patogénese de diversas doencas autoimunes
inflamatorias (CHU, 2012).

Figura 10. Estrutura cristalografica do TNF-a. Estrutura tridimensional, obtida por cristalografia, do TNF-a
em sua forma homotrimérica, indicando a predominéncia de folhas-f3 em sua estrutura terciaria. PDB: 1TNF.
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Figura 11. Mecanismos de sinalizacdo celular mediados por TNF-a. Processos de sinalizacdo célular
desencadeados pelo estimulo por TNF-a solavel (a), com ligagdo ao receptor TNFR1 (b), e TNF-a
transmembrénico. A figura mostra a atuacdo da enzima conversora de TNF-a (TACE), que produz TNF-o
soluvel a partir do transmembrénico. Proteinas relacionadas ao receptor (TRAF2, TRADD e RIP) induzem a
uma cascata de quinases (NIK e IKK) que ativam o fator de transcricdo NF-xB por meio da fosforilagdo e
inativag@o proteolitica do inibidor deste fator (IxkB). O NF-«B atua no estimulo da expressao génica de TNF-a
em feedback positivo. O MEKK1 é outra quinase que estimula a proteina p38 a manter a célula viva e
expressando TNF-co. Ha inibidores (d), (e) e (f) que atuam sobre PDE4, p38 e NF-«B, respectivamente, inibindo
a resposta inflamatéria (PALLADINO et al., 2003).
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Figura 12. Processos celulares e fisioldgicos desencadeados pelo estimulo por TNF-a. Uma vez estimulados
e ativados, 0s macrdfagos (e outras células do sistema imunoldgico) produzem TNF-a, que atua sinalizando
mecanismos celulares e fisiolégicos por estimulo a células como osteoclastos, adipécitos, mondcitos, células
endoteliais, midcitos, células da glia, fibroblastos, hepatécitos e linfocitos B e T (ESPOSITO; CUZZOCREA,
2011).
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Para o tratamento dessas patologias, recorre-se a neutralizacdo do TNF-o por meio do
uso de anticorpos monoclonais com afinidade a0 TNF-a solavel ou transmembrana,
denominados “anticorpos anti-TNF- o”, bloqueando a transducdo de sinais inflamatdrios
(Figura 13). Diversos anticorpos anti-TNF-a. e receptores solUveis de TNF-a fusionados a
regido Fc de 1gG tém sido desenvolvidos e aprovados para uso com esta finalidade, sendo os
principais: infliximabe (Remicade®), etanercepte (Enbrel®), adalimumabe (Humira®),
certolizumabepegol (Cimzia®) e golimumabe (Simponi®). Destes, 0s trés primeiros persistem

entre os 10 primeiros nos rankings anuais de medicamentos mais caros do mundo.
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Figura 13. Mecanismo de acéo das proteinas anti-TNF-a. (a) Representacdo esquematica do trimero de TNF-
a ligado aos receptores TNFR1 e TNFR2, a esquerda, desencadeando a transducéo de sinais, e da neutralizagéo
TNF-a soluvel ou transmembrana (ndo-mostrado) por meio de proteinas anti-TNF-o, & direita, bloqueando a
transducdo de sinais; (b) Representagdo esquemética das principais proteinas  anti-TNF-o.
(ASTRAKHANTSEVA et al., 2014).
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1.3.4. Infliximabe

O infliximabe (Remicade®) é um mAb quimérico humano-murino da classe IgGlx,
desenvolvido a partir do hibridoma murino A2. O processo de produgdo deste anticorpo foi
modificado por técnicas de engenharia genética animal e, com isso, uma linhagem celular
recombinante foi obtida a fim de otimizar suas propriedades de ligacdo e neutralizacdo do
TNF-a, substituindo-se as regides constantes murinas por regides constantes humanas, tanto
para LC quanto para HC, gerando-se um anticorpo quimérico (cA2) constituido por 30% de
sequéncias murinas (regides variaveis) e 70% de sequéncias humanas (regiGes constantes)
(KNIGHT et al., 1993).

A partir disso, a producdo do infliximabe passou a ser feita por transfeccdo de células
de mieloma de camundongos — células SP2/0 (SHULMAN et al.,, 1987) — com dois
plasmideos como vetores de expressdo: pA2HGlapgpt para HC e pA2HuKapgpt para LC
(KNIGHT et al., 1993).

O Remicade® foi primeiramente licenciado para o tratamento de pacientes com doenca
de Crohn, e posteriormente seu uso foi estendido a outras doencas inflamatdrias, como artrite
reumatoide, artrite psoriatica, espondilite anquilosante, colites ulcerativas, psoriase cronica,
distrofia muscular e sindromes mielodisplasicas. Assim, este medicamento é considerado uma
das principais proteinas anti-TNF-a devido ao seu amplo espectro de agdo terapéutica (HSIA
et al., 2006). Tornou-se o primeiro biofarmaco da classe dos mAbs a ser aprovado para
comercializacdo, pelas empresas Johnson & Johnson® e Merck & Co®, e utilizado para tratar
cerca de 700.000 pacientes em 82 paises. Este medicamento foi o sexto mais vendido em
2012 (PIMENTEL et al, 2013), representou um custo total de 8,944 bilhdes de ddlares no
mundo em 2013 (GEN, 2014), de 9,2 bilhdes de ddlares em 2014 e de 6,1 bilhGes de dolares
em 2016 (UDPA; MILLION, 2016).

Dentre os anticorpos recombinantes mais vendidos no mundo, h& cinco com data de
expiracdo de patente prevista para os anos de 2018 e 2019. Destes, o infliximabe teve sua
patente expirada em 2015, na Unido Europeia, e sua patente nos EUA expirara em 2018
(UDPA; MILLION, 2016), abrindo oportunidades para o desenvolvimento de seus
biossimilares, conforme esta ocorrendo em diferentes paises (GEN, 2014). No caso do
infliximabe, ha 13 biossimilares sendo desenvolvidos em alguns paises, sendo que outros 5 ja
foram desenvolvidos, todos utilizando células de mamiferos: Remsima™ (Celltrion®),
Inflectra™ (Hospira®), Flixabi™ (Biogen®), Renflexis™ (Merck®) e Ixifi™™ (Pfizer®)
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(SCHULZE et al., 2016; UDPA; MILLION, 2016; LEE et al., 2017). Entretanto, nenhum
biossimilar do infliximabe foi ainda desenvolvido inteiramente no Brasil para que seja

aprovado e comercializado.

1.4. ENGENHARIA GENETICA E TRANSFORMAGCAO GENETICA DE PLANTAS

Diversas ferramentas biotecnoldgicas baseadas em engenharia genética podem ser
utilizadas em Agricultura, pela obtencdo de variedades GM expressando moléculas que
confiram resisténcia a estresses bidticos como insetos-praga, por exemplo, e na Saude
Humana, pela producdo de moléculas terapéuticas, por exemplo. Uma destas ferramentas, a
transformacédo genética, consiste na introducdo de acidos nucleicos naturais ou sintéticos em
um genoma receptor, excetuando-se mecanismos de reproducdo sexuada. Este processo
ocorre em duas etapas: a transferéncia génica, que consiste na transfeccdo do material
genético para o0 meio intracelular, e a integracdo genémica, que consiste na recombinacdo do
acido nucleico exdgeno com o genoma do hospedeiro (BRASILEIRO; DUSI, 1999).

Embora haja obstaculos para a efetividade da transformacdo genética, como a
eficiéncia da transformacéo — nimero de células transformantes em relacéo ao total de células
submetidas a transformacdo — e a aleatoriedade do local de integracdo genémica, que pode
interferir no nivel de expressdo génica, 0s genes exdgenos podem ser originados ou inseridos
em qualquer organismo, como bactérias, fungos, virus, protozoarios, algas, animais e plantas
(PRADO, 2013).

As plantas, por sua vez, sdo organismos versateis para propdsitos envolvendo
transformacéo genética e, embora possuam uma barreira fisica adicional significativa — parede
celular — em relacdo a outros organismos para a transferéncia génica, possuem organelas
celulares diferenciais, realizam modificacfes pos-traducionais complexas e peculiares e
possuem alta capacidade de multiplicacdo devido a sua regeneracdo celular via cultivo de
explantes. Adicionalmente, sua capacidade regenerativa e sua transformacdo genética
desencadeiam consequéncias fisioldgicas menos drasticas do ponto de vista bioético, o que
elimina parte das preocupacdes referentes a biosseguranca (AHMAD et al., 2012).

A transformacdo genética de plantas permite, portanto, a regeneracdo de plantas
denominadas “transgénicas” ou GM. Para a obtenc¢do de plantas transgénicas, algumas etapas
basicas devem ser cumpridas: (1) o isolamento dos genes de interesse, (2) a clonagem destes
genes em um vetor de expressdo que contenha elementos genéticos — sequéncias regulatorias

como promotores, terminadores, genes marcadores de sele¢do — apropriados, (3) a transfecgéo
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celular com este vetor, com base em métodos diversos de transformacdo genética e (4) a
selecdo e regeneracdo de transformantes (ANDRADE; FALEIRO, 2011).

1.5. EXPRESSAO HETEROLOGA

1.5.1. Expresséo estavel e expressdo transiente

As proteinas sdo macromoléculas organicas com atividade funcional diversa, podendo
ser amplamente utilizadas nas variadas areas da Biotecnologia quando se objetiva a obtencéo
de um produto biotecnoldgico. Algumas proteinas, entretanto, sdo dificeis ou até mesmo
impossiveis de serem produzidas naturalmente em determinados organismos devido,
respectivamente, ao baixo nivel de expressdo e/ou toxicidade intrinseca destas na forma
nativa, ou a inexisténcia de uma isoforma desejada na natureza. Sendo assim, a producéo de
proteinas na forma recombinante se torna uma alternativa para contornar estes obstaculos.
Para isso, ha duas formas de expressar proteinas recombinantes, variando de acordo com o
objetivo final de se produzir a proteina e com o método de introducdo dos genes

correspondentes no organismo hospedeiro: expressao estavel e expressdo transiente.

A expressdo estavel ocorre necessariamente mediante um processo de transformacéo
genética, como ocorre em plantas transgénicas, havendo transferéncia vertical do transgene
inserido, por heranca mendeliana, indicando estabilidade do gene inserido, 0 que exige um
meio seletivo contendo antibidticos ou herbicidas para selecdo e regeneracdo de
transformantes com base em um gene marcador de selecdo inserido conjuntamente. Por outro
lado, a expressdo transiente pode ocorrer mediante transformacdo genética sem que haja
transferéncia vertical do transgene ou ainda sem a integracdo deste no genoma do hospedeiro,
de forma que o gene exdgeno permaneca epissomal ou extracromossdmico. Neste caso,
problemas de biosseguranca podem ser reduzidos, ja que se elimina a problematica da
transmissdo do transgene ao meio ambiente, uma vez que ha a contengdo deste. Enquanto na
expressao estavel os niveis de expressdo sdo relativamente baixos, em geral, na expressdo
transiente os transgenes apresentam niveis mais altos de expressdo, a qual se inicia ap6s cerca
de 3 horas, com 0 gene permanecendo transcricionalmente ativo por aproximadamente 10 dias
(KOMAROVA et al., 2010; HABIBI et al., 2017).

1.5.2. Sistemas de expressdo heterologa

De forma a se obterem proteinas recombinantes com estrutura e funcéo satisfatorias,

0s métodos de producdo destas se baseiam no uso de diversos sistemas de expressdo
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heter6loga, que consistem em organismos que recebem um gene exdgeno codificante de uma
proteina de interesse, passando a expressa-lo. A expressao heter6loga, portanto, consiste na
expressao de um gene em um organismo diferente do qual o gene exdgeno é proveniente
(VIANA et al., 2012).

Uma vez que a maioria dos genes pode ser expressa em organismos variados, torna-se
essencial determinar qual sistema de expressao fornece maiores vantagens para a producao da
proteina de interesse na forma recombinante esperada, e, portanto, a selecdo do sistema
constitui uma etapa crucial neste processo. Diferentes micro-organismos podem ser utilizados
para este proposito. Destes, a bactéria Escherichia coli se destaca entre o0s sistemas
bacterianos, sendo utilizada classicamente na producdo de um vasto conjunto de moléculas.
Fungos filamentosos como Aspergillus spp. e Fusarium spp., bem como as leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris, constituem os principais sistemas fungicos. O
protozoario Leishmania tarentolae tem sido um sistema de expressdo emergente. Células de
insetos como S. frugiperda e Trichoplusia ni sdo, também, bastante eficientes para producéo

de altos niveis de proteinas recombinantes mediada por baculovirus (BASSO et al., 2016).

As células de mamiferos também sdo sistemas bem-estabelecidos, sendo as linhagens
CHO, HEK, e SP2/0 algumas das mais utilizadas. Entretanto, animais e plantas constituem os
sistemas de expressdo mais adaptados a expressdo de proteinas recombinantes em larga
escala, por meio de molecular farming. Em ambos, as proteinas podem ter sua expressao
direcionada para tecidos especificos, com o uso de alguns promotores, ou ainda enderecados
em nivel subcelular para organelas especificas, com o uso de peptideos-sinal (BASSO et al.,
2016).

Adicionalmente, em cada sistema de expressdo, as proteinas recombinantes podem
sofrer variacOes estruturais no que se refere as suas modificacdes pds-traducionais, uma vez
gue alguns sistemas, como 0s procariédticos, sao incapazes de realizar a maioria destas
modificagdes, e outros, como os eucarioticos, diferem significativamente em seu perfil de
processamento, uma vez que este esta associado a organelas celulares peculiares e perfil
bioquimico. Destas modificacBes pos-traducionais, destaca-se a N-glicosilacdo, que possui
variacdo ampla entre e dentro de cada sistema, produzindo diferentes perfis de N-glicanos
(Figura 14) de acordo com a sublocalizagéo e natureza da molécula (AEBI, 2013). Estes
consistem em oligossacarideos incorporados a residuos de asparagina (Asn) ao longo da

macromolécula no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e no complexo de Golgi. Este
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processamento ocorre em glicoproteinas, que constituem a maioria das proteinas, e sua
possibilidade de ocorréncia é condicionada a existéncia de séquons de N-glicosilacdo ao
longo da cadeia polipeptidica, que consistem no consenso Asn-X-Ser/Thr (N-X-S/T), em que
X é qualquer aminoacido exceto a prolina (Pro) A importancia da N-glicosilacdo se deve ao
impacto causado na estrutura e funcionalidade da proteina, bem como em suas propriedades
fisico-quimicas (AEBI, 2013; BOSCH et al., 2013).
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Figura 14. Padrdes de N-glicosilacdo em diferentes sistemas de expressao. Glicoformas tipicas encontradas
para proteinas em diferentes sistemas de expressdo, sendo que alguns destes padrdes de N-glicosilagdo podem
ocorrer em uma mesma molécula. As células de mamifero possuem maior diversidade de padrdes de N-
glicosilacdo, e alguns residuos e suas ligagdes sdo peculiares de outros sistemas, como o residuo de xilose € de o-
1,3-fucose em plantas. Fonte: https://www.neb.com/applications/glycobiology-and-proteomics/glycoprotein-
production-in-various-expression-systems/expression-systems.
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1.5.3. Expressédo de proteinas recombinantes em plantas

A maioria dos sistemas de expressao apresenta uma serie de limitac@es relacionadas a
capacidade de producédo de proteinas mais complexas em quantidade e qualidade satisfatorias
e com custo de producédo e tempo de desenvolvimento viaveis ao escalonamento industrial e
aos propositos comerciais, por exemplo. Dessa forma, a adocdo da engenharia genética de
plantas para o estabelecimento de sistemas vegetais de expressdo se torna uma alternativa
promissora devido as vérias vantagens oferecidas por estes organismos em relagdo a outros
sistemas, tornando o processo de produgdo mais econdmico. Isso porque as plantas sé&o
sistemas de expressdo que apresentam facilidade relativa de transformacéo e garantem fonte
proteica a baixo custo, uma vez que possuem baixo custo relativo de cultivo e de manutencao,
facilidade de escalonamento, geram produtos proteicos livres de patégenos humanos,
possuem biomassa relativamente elevada, geram altos niveis de expressdo, geralmente, e tém
acuracia no processamento de proteinas por meio de modificacbes pds-traducionais
complexas (KARG; KALLIO, 2009; VIANA et al. 2012; SACK et al., 2015).

Com base nisso, os sistemas vegetais tém sido utilizados amplamente nos ultimos anos
para produzir proteinas recombinantes com diversas finalidades. Para isso, a expressdo de
proteinas heter6logas tem sido conduzida em varias plataformas vegetais nas ultimas décadas,
fazendo uso de folhas, sementes e cultura de células em suspensdo (MADEIRA, 2008;
BOOTHE et al., 2010; WILKEN; NIKOLOV, 2012), por meio de metodologias de
transformacdo distintas, sendo os métodos baseados em Agrobacterium tumefaciens e o
bombardeamento de particulas (ou biobalistica) os mais comuns (POGUE et al., 2010).

Por outro lado, embora as plantas sejam vantajosas para a producdo de variantes
moleculares voltadas ao controle de insetos-praga na Agricultura e de moléculas
biofarmacéuticas na Saude Humana, a expressao estavel baseada na producdo de plantas
transgénicas para screening e biofabricas de macromoléculas nem sempre é a alternativa mais
atil, considerando-se os baixos niveis de expressdo e o fato de a regeneracdo de plantas
transformantes ocorrer em longo prazo. Sendo assim, para se caracterizar de forma acurada
estas proteinas recombinantes e obté-las em grande quantidade, os sistemas vegetais baseados
na expressao transiente se tornam as melhores alternativas e fornecem uma redugdo do tempo
e custo de producao (DANIELL et al., 2009).

Por fim, no caso de glicoproteinas terapéuticas, algumas ferramentas moleculares para

glicoengenharia de proteinas séo utilizadas de forma a reduzir ou até mesmo eliminar a
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imunogenicidade dessas moléculas, levando em conta que os residuos glicidicos tipicos do
padrdo de N-glicanos em plantas incorporados na proteina podem desencadear graus de
alergenicidade e toxicidade ap6s a administracdo em mamiferos. Com isso, contorna-se um
problema de biosseguranca e as proteinas passam a ser mais seguras para uso terapéutico
humano, j& que seu padrdo de N-glicosilacdo se torna mais proximo ao encontrado em
proteinas humanas (WALSH; JEFFERIS, 2006).

Dentre estas ferramentas, destacam-se a aglicosilagcdo — por eliminagdo in silico dos
séquons de N-glicosilacdo ou por deglicosilagdo enziméatica da glicoproteina ex vivo —, 0
silenciamento génico para knockout de genes de glicosiltransferases do hospedeiro e que
incorporam os residuos de B-1,2-xilose (xilosiltransferase) e a-1,3-fucose (fucosiltransferase)
e 0 uso de peptideos-sinal de retencdo das proteinas heter6logas no RER, de forma que néo
sejam processadas pelas enzimas citadas, as quais atuam nas faces medial e trans do
complexo de Golgi (KO et al., 2008). Alguns destes peptideos-sinal sdo KDEL (Lys-Asp-
Glu-Leu), HDEL (His-Asp-Glu-Leu) e SEKDEL (Ser-Glu-Lys-Asp-Glu-Leu), sendo

fusionados na extremidade C-terminal de proteinas secretorias (DENECKE et al., 1992).

1.5.4. Agrobacterium tumefaciens

Para a expressdo de proteinas recombinantes em plantas, tanto de forma estavel quanto
de forma transiente, a abordagem mais comumente utilizada é baseada em um método
bioldgico e indireto, que faz uso da bactéria de solo A. tumefaciens como vetor bioldgico do
material genético exdgeno. Esta bactéria é Gram-negativa, aerobia, possui formato de bacilo,
flagelo e pertence a biovar 1 das linhagens de Agrobacterium spp. Em condi¢des naturais,
causa uma doenga denominada “galha-da-coroa” (crown gall), com crescimento de tumores
na regido da coroa de algumas espécies de plantas. Estes tumores se devem a transformacao
genética com oncogenes, a qual a agrobactéria realiza em células de tecidos lesionados na
planta hospedeira, em um processo de “engenharia genética natural” (SANTOS; TORRES,
2007).

O processo de transformacdo genética se baseia em um plasmideo de
aproximadamente 200 kpb denominado “plasmideo Ti” (tumor-inducing) existente em A.
tumefaciens. Este plasmideo possui uma “regidao-T”, que ¢ flanqueada por duas sequéncias
repetidas e invertidas de 25 pb, denominadas “fronteira esquerda” (left border — LB) e
“fronteira direita” (right border — RB). Internamente a estas sequéncias estdo 0s oncogenes,
responsaveis pela biossintese de horménios (auxinas e citocininas) e de opinas. Fora da

regido-T, hd uma origem de replicacdo, uma regido de incompatibilidade plasmidial, um gene
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para catabolismo de opinas e um operon — operon vir — composto por 8 genes responsaveis
pela viruléncia da agrobactéria (virA-virH) (SLUYS, 1999).

Neste processo, 0 exsudato de lesdes teciduais libera moléculas sinalizadoras que
consistem em aclUcares e compostos fenolicos como a lignina, acetosseringona,
hidroxiacetosseringona e flavonoides. Estas moléculas desencadeiam a fosforilacdo do
dominio intracelular da proteina transmembrana VirA, expressa constitutivamente de forma
basal na bactéria. Esta proteina, por sua vez, fosforila a proteina VirG, que é livre no citosol e,
uma vez fosforilada e ativada, regula a ativacdo de outros genes do operon vir. Ocorre, entéo,
a transcrigdo e traducdo dos genes de viruléncia, cujas proteinas participam da excisdo da
regido-T como fita-simples a partir de LB e RB. A proteina VirD2 se liga a extremidade 5’ da
fita, protegendo-a contra degradacao por exonucleases, e as proteinas VirE e VirF atravessam
os poros formados entre a célula bacteriana e a célula vegetal pela proteina transmembrana
VirB. A regido-T associada a VirD2 também é translocada para o meio intracelular da célula
hospedeira por meio de um sistema de secrecdo tipo IV, e em seguida proteinas VirE2
translocadas recobrem toda a superficie da regido-T, formando o complexo-T, protegendo-a
também contra a acdo de endonucleases da planta. O complexo-T é transportado até o interior
do nucleo celular, a fita de DNA é liberada e se recombina com o genoma hospedeiro para
integracdo, e a sequéncia exogena passa a ser denominada “T-DNA”, concluindo o processo
de transformacdo genética (GELVIN, 2003; McCULLEN; BINNS, 2006).

Os oncogenes, uma vez recombinados na célula vegetal, levam a biossintese das
substancias responsaveis pelo crescimento dos tumores, fornecendo fonte nutricional para o
patdégeno, que cataboliza as opinas sintetizadas (GELVIN, 2003; McCULLEN; BINNS,
2006). Este processo é modificado visando a expressdo de proteinas recombinantes, obtendo-
se linhagens desarmadas de A. tumefaciens, ou seja, cujos oncogenes foram retirados e
substituidos por genes que codificam proteinas de interesse, de forma que estes genes sejam
transferidos as células vegetais para sua transformacdo genética e sejam traduzidos nas

proteinas correspondentes.
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Figura 15. Mecanismo de transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens.
Esquematizacdo do mecanismo de transferéncia da regido-T para a célula vegetal hospedeira e transformagéo
genética da planta. As etapas do mecanismo, detalhando as proteinas envolvidas no processo e suas funcgoes,
estéo descritas sequencialmente na figura (McCULLEN; BINNS, 2006).

1.6. AGROINFILTRACAO

A agroinfiltracdo é um método de producdo de proteinas recombinantes em plantas,
bem-estabelecido e tradicionalmente usado para expresséo transiente, e baseia-se no delivery
de plasmideos contendo genes de interesse mediado por A. tumefaciens, sendo um método
simples, répido e barato (FISCHER et al., 1999). Para conduzir a agroinfiltragdo, suspensées
celulares da agrobactéria tém sua viruléncia estimulada pela adigdo de um sinalizador celular,
comumente a acetosseringona (3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona), mimetizando condicdes
de lesdo tecidual, e em seguida infiltradas nos tecidos foliares de uma planta hospedeira. Uma
vez infiltradas, as células dos tecidos foliares sdo transformadas geneticamente seguindo o
mecanismo de infeccdo por A. tumefaciens e passam a expressar 0 gene exdgeno de forma

transiente. Geralmente, a infiltracdo é conduzida utilizando-se uma seringa sem agulha, sob
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vacuo ou pelo método wound-and-agrospray, que consiste em lesionar as células foliares por
pulverizacdo de particulas sélidas antes que os tecidos sejam expostos a suspensao bacteriana
(KOMAROVA et al., 2010).
As espécies mais utilizadas em agroinfiltracdo sdo o tabaco selvagem (Nicotiana
benthamiana) e a alface (Lactuca sativa), devido principalmente a superficie foliar e a
facilidade de infiltracdo, embora outras como N. tabacum, N. clevelandii, Spinacia oleraceae
e Vigna unguiculata também sejam utilizadas eventualmente. Entretanto, em Nicotiana spp.
0S genes exoOgenos estdo sujeitos ao silenciamento génico pos-transcricional (PTGS)
desencadeado pelo hospedeiro, impedindo a acumulagdo de transcritos dos genes de interesse
e reduzindo drasticamente o nivel de expressdo das proteinas correspondentes. Portanto, uma
maneira de garantir que o nivel de expressdo se intensifique, sem que haja interferéncia da
maquinaria molecular do hospedeiro, é pelo blogueio do PTGS a partir da coexpressao de
supressores virais de silenciamento génico, aumentando o rendimento final da proteina de
interesse. Estes supressores consistem em proteinas virais que atuam, via mecanismos
variados, em diferentes etapas das vias de PTGS (Figura 16), sendo as proteinas P19 de

Tombusvirus e P1/HC-Pro de Potyvirus algumas das mais utilizadas (KOMAROVA et al.,
2010; BURGYAN; HAVELDA, 2011).
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Figura 16. Atuacdo de supressores virais nas vias de silenciamento génico. Esquematizacdo das vias de
silenciamento génico em plantas, evidenciando, em vermelho, exemplos de supressores virais de silenciamento
génico que atuam em cada etapa do PTGS. (BURGYAN; HAVELDA, 2011).
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Embora o nivel de expressdo das proteinas recombinantes possa ser intensificado com
0 uso de supressores virais, o bloqueio do PTGS nas plantas é temporario, com o rendimento
da proteina de interesse sendo reduzido apds alguns dias. Com isso, pode ser realizado o
acoplamento da agroinfiltracdo ao uso de vetores baseados em virus (replicons virais) em um
processo denominado ‘“agroinfec¢do”. Neste procedimento, o método de agroinfiltracdo é
realizado da mesma forma, porém com um genoma viral contendo o gene de interesse e
clonado como DNA complementar (cDNA) na regido-T do plasmideo/vetor de expressdo
inserido em A. tumefaciens, de forma que todo o genoma viral recombinante seja transferido
as células hospedeiras (MALLORY et al., 2002).

Na agroinfec¢do, um numero consideravel de genomas virais pode ser utilizado como
veiculo do gene de interesse, sendo vantajosos devido ao tamanho relativamente pequeno
destes, com féacil manipulacdo, processo infeccioso eficaz e simples, além da alta capacidade
replicativa do material genético viral, amplificando o gene de interesse de forma
concomitante. Para a clonagem dos genes de interesse nos replicons virais, podem ser
utilizadas 3 estratégias: (1) substituicdo génica, em que genes virais ndo-essenciais Sao
removidos e substituidos pelo gene de interesse; (2) insercdo génica, em que o0 gene de
interesse € colocado sob o controle de um promotor subgendmico; (3) fusdo génica, em que 0
gene de interesse é fusionado a um gene viral, expressando uma proteina de fusdo (LICO et
al., 2008).

Os replicons virais, uma vez transferidos & célula hospedeira, se replicam
independentemente do genoma, permanecendo epissomais no citoplasma e levando a um
nivel exponencial e acelerado de traducdo génica. As particulas virais montadas carregam o
genoma viral contendo o gene de interesse, se dispersando sistemicamente pela planta via
movimento célula-célula mediado por proteinas virais de movimento (Figura 17) (GLEBA et
al., 2007).
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Figura 17. Procedimento de agroinfeccdo. Esquematizacdo da dispersdo sistémica de replicons virais ap6s a
agroinfeccdo localizada (a) ou em diversos pontos de infiltragdo nos tecidos foliares (b) (GLEBA et al., 2007).

Os primeiros vetores virais para agroinfeccdo foram baseados em genomas de virus da
familia Caulimoviridae, e desde entdo outros sistemas replicativos foram desenvolvidos a
partir de genomas virais de géneros como Potexvirus, Tobamovirus, Comovirus, Potyvirus,
Tobravirus, Geminivirus e Closterovirus, tanto como virus independentes — com o0 genoma
viral nativo e capaz de produzir particulas virais que se dispersam sistemicamente — quanto
como virus minimos — com o genoma desconstruido e ausente de genes dispensaveis,
aumentando-se a carga genética heterdloga, porém desprovidos da capacidade de disperséo.
Apos a primeira geracdo de replicons virais, outras plataformas de segunda geragdo foram
desenvolvidas, como o sistema magnICON®, baseado no genoma otimizado de Tobacco
mosaic virus (TMV) (KOMAROVA et al., 2010; HEFFERON, 2012).

Entretanto, os replicons virais disponiveis, em geral, foram desenvolvidos com
compatibilidade de replicacdo em dicotiledéneas e se encontram protegidos por propriedade
intelectual, ndo havendo ainda um sistema bem-estabelecido para replicacdo em
monocotileddneas e que seria passivel de protecdo patentéria e, portanto, estratégico para a

geragdo de novos produtos biotecnoldgicos.
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2. JUSTIFICATIVA

A Biotecnologia constitui uma ferramenta fundamental para o desenvolvimento
econdmico em ambito mundial, seja por gerar inovacfes na area de Agricultura com a
producdo de plantas geneticamente modificadas apresentando resisténcia a estresses bioticos e
abioticos ou aumento de produtividade e qualidade nutricional, seja por gerar inovacdes na
area de Saude com a producdo de medicamentos biotecnoldgicos utilizados no tratamento de
inimeras doencas. Com o uso da engenharia genética, diversas moléculas e plantas
transgénicas produtoras dessas moléculas, bem como diversos biofarmacos, ja foram obtidos e

demonstraram ser altamente promissores em nivel comercial.

Entretanto, no setor de Agricultura o Brasil necessita manter ou avancar sua posi¢ao
como produtor mundial de inimeras cultivares do agronegocio, o qual é responsavel por uma
porcdo significativa da economia brasileira — como a balanga comercial e participacdo no PIB
— e tem grande impacto social. No setor de Satde Humana, embora a inddstria farmacéutica
mundial tenha investido macicamente no desenvolvimento de medicamentos biotecnoldgicos
nos ultimos anos, em nivel nacional estes biofarmacos ainda correspondem a uma grande
parcela de gastos do Sistema Unico de Satde (SUS), por meio do qual s&o disponibilizados a
populacéo brasileira devido a elevada dificuldade de aquisicdo pelos pacientes, especialmente

da populacéo de baixa renda, uma vez que o custo destes medicamentos € extremamente alto.

Portanto, uma vez que grande parte das patentes de biofarmacos encontra-se em fase
de expiracdo e que o Brasil importa a maioria destes medicamentos, torna-se crucial e
estratégico investir e consolidar a producdo de medicamentos biossimilares em escala
nacional, o que podera reduzir os gastos gerados com importacdo e promover o0 crescimento
da industria farmacéutica brasileira, reduzindo a dependéncia externa do pais e suprindo a
demanda interna. Com isso, esta estratégia potencializara o Brasil ao torna-lo competitivo na
exportacdo de tais produtos biotecnoldgicos e contribuir para reerguer sua economia por meio

de uma balanca comercial favoravel, tal como ocorre no setor agropecuario.

Dessa forma, o estudo e a caracterizacdo de novas moléculas de interesse agronémico,
bem como a producdo de biossimilares de anticorpos recombinantes, sdo prioritarios e
estratégicos, ja que aquelas, a exemplo dos inibidores de a-amilase, sdo0 promissoras no
controle de insetos-praga e outros fatores bidticos, e estes, a exemplo dos anticorpos anti-
TNF-a, estdo entre os medicamentos de maior custo no mundo. Sendo assim, a adocéo de

sistemas vegetais de expressdo heterologa e o0 desenvolvimento de estratéegias de
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intensificacdo da maquinaria molecular de expressdo para a producdo de ambas as moléculas
podem contribuir para a competitividade do Brasil no mercado agropecuario e farmacéutico
devido a viabilidade técnico-cientifica e industrial que estes sistemas oferecem nestes setores,

respectivamente.

Por fim, a Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia, aliada a necessidade de
preservar o status brasileiro de referéncia no agronegécio e a necessidade de ndo apenas
reduzir gastos com a importacdo de biofarmacos como também de se tornar um fornecedor
destes, estabelece alternativas para o fortalecimento da bioinddstria brasileira, gerando
externalidades e contribuindo para o desenvolvimento econémico e para 0 dinamismo

industrial do pais.
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3. OBJETIVOS
Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma estratégia de expressdo heteréloga
transiente e de purificacdo do inibidor de a-amilase a-AIC3 e do infliximabe recombinante,
bem como desenvolver uma nova metodologia de expressao transiente, com base em sistema
vegetal, visando futuramente tanto ao desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas

resistentes ao bicudo-do-algodoeiro quanto ao desenvolvimento de um novo biossimilar.
Objetivos especificos

- Construir vetores de expressdo que sejam compativeis com o método de agroinfiltracdo;
- Verificar a ocorréncia do processo de expressao heteréloga no hospedeiro;

- Recuperar quantidades significativas das moléculas a-AIC3 e infliximabe expressas de

forma transiente, para que estas possam ser caracterizadas estrutural e/ou funcionalmente;

- Obter as referidas moléculas em suas formas purificadas e com estruturas apropriadas a
atividade bioldgica;
- Confirmar e validar a atividade inibitoria especifica da molécula a-AlC3 contra a enzima-

alvo e, em seguida, sua biosseguranca contra enzimas-néo alvo;

- Estabelecer um sistema de replicon viral em hospedeiro intermediadrio para posterior

aplicacdo na agroinfeccdo de monocotiled6neas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. DESENHO E SINTESE DOS GENES DE INTERESSE

Para realizar a expressdo heteréloga das proteinas de interesse (a-AlC3 e infliximabe),
inicialmente foi feito o desenho dos genes sintéticos para codificar as proteinas, de forma que
os referidos genes constituissem os insertos do vetor de expressdo. Com essa finalidade, o
procedimento de desenho dos genes foi realizado in silico, por meio de ferramentas de
Bioinformatica, e sua obtencdo foi complementada por meio da sintese quimica de
nucleotideos.

4.1.1. Bioinformatica e analises in silico

As sequéncias de nucleotideos de cada gene sintético (aic3, igglc e igghc) foram
obtidas in silico via traducdo reversa e otimizacdo de codons das sequéncias da proteina a-
AIC3 [GenBank:AGB50990.1], conforme documentado por Silva et al. (2013), e das cadeias
leve (light chain, LC) [PDB:4G3Y_L] e pesada (heavy chain, HC) [PDB: 4G3Y_H],
conforme documentado por Liang et al. (2013). Para esse procedimento, utilizou-se o
software Gene Designer 2.0 (VILLALOBOS et al., 2006), com a otimizacdo de cddons sendo
baseada na tabela de codon usage para a espécie N. benthamiana (Figura 18), disponivel na
Kazusa Codon Usage Database (www.kazusa.or.jp/codon/). Para a sequéncia do gene aic3, a
sequéncia nucleotidica correspondente ao peptideo-sinal nativo de via secretoria
(MASSNLLSLALFLVLLTHANS) foi mantida e igualmente cddon-otimizada. Para a
sequéncia dos genes igglc e igghc, as sequéncias nucleotidicas correspondentes aos peptideos-
sinal de secrecdo de origem murina foram substituidas pela sequéncia igualmente codon-
otimizada do  peptideo-sinal de secrecio PRla de Nicotiana tabacum
(MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRA) (CORNELISSEN et al., 1987) em cada um

dos genes.
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Nicotiana benthamiana [gbpln]: 100 CDS's (43763 codons)

fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number])

Uuu 23.7( 1@36) UCU 22.3( 974) UAU 15.8( 698) UGU 9.2( 404)
uuc 17.6( 771) UCC 1e.4( 453) UAC 12.8( 562) UGC 7.2( 315)
UUA 12.8( 559) UCA 17.2( 752) UBAA @.7( 32) UGA @.9( 39)
UUG 24.3( 1862) UCG 5.6( 247) UAG @.7( 29) UGG 12.4{ 542)
CUU 24.9( 1@91) CCU 18.9( 826) CAU 12.9( 568) CGU 7.7( 335)
cuc 12.5( 545) CCC 6.4( 278) CAC 8.2( 368) CGC 4.2( 183)
CUA 9.2( 4@84) CCA 16.8( 734) CAA 18.1( 798) CGA 5.8( 253)
CUG 11.9( 522) CCG 6.5( 284) CAG 17.8( 745) CGG 5.3( 233)

AUU 26.7( 1178) ACU 17.4( 762) AAU 29.1( 1272) AGU 14.7( 642)
AUC 13.9( 618) ACC 1@.1( 443) AAC 16.9( 741) AGC 10.7(  469)
AUA 12.1( 538) ACA 15.2( 665) AAA 29.@( 1269) AGA 15.8( 698)
AUG 23.9( 1@44) ACG 5.4( 236) AAG 38.@( 1662) AGG 13.8( 569)
GUU 26.1( 1142) GCU 33.2( 1452) GAU 38.5( 1686) GGU 24.3{ 1865)
GUC 18.6( 465) GCC 12.6( 558) GAC 16.4( 719) GGC 11.4{ 5@8)
GUA 9.9( 435) GCA 23.5( 1029) GAA 35.2( 1541) GGA 22.5{ 986)
GUG 15.6( 684) GCG 6.5( 283) GAG 3@.9( 1351) GGG 11.1{ 485)

Figura 18. Codon usage de Nicotiana benthamiana. Cédons preferenciais e sua frequéncia para a espécie
Nicotiana benthamiana, com base em 100 sequéncias codantes totalizando 43.763 cédons registrados no banco
de dados Kazusa Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4100).

4.1.2. Delineamento e checagem dos insertos

Os insertos componentes de cada construcdo génica foram delineados obedecendo as

seguintes estruturas (Figura 19):

' GCCACCATG
5" TcTaca
(Xbal) {Kozak)

TGAGGATCC 3"
{BamHI)

" GCCACCATG
5 TCTAGA ma——

(Xbal) (Kozak)

(Kozak)
Figura 19. Estruturas dos insertos para os genes aic3, igglc e igghc. Representacdo esquematica dos insertos
de cada gene, no sentido 5°-3°, evidenciando sua composi¢do de elementos genéticos: sequéncia consenso de
Kozak (GCCACC), seguida pelo start codon (ATG), pelos respectivos peptideos-sinal (SP), pela sequéncia
codante (CDS) e pelo stop codon (TGA). Adicionalmente, para o inserto dos genes relativos a 1gG, um peptideo-
sinal de retencdo (SEKDEL) foi fusionado a extremidade 3’ de cada CDS imediatamente antes do stop codon.
Entre o stop codon de igglc e a sequéncia de Kozak de igghc foram inseridos um terminador do gene da
subunidade 35S de Cauliflower mosaic virus (CaMV 35S, T35S) e o promotor do mesmo gene (CaMV35S,

P35S), nessa ordem. Todos os insertos foram flanqueados pelos sitios de restricdo Xbal (TCTAGA), a 5°, e
BamHI (GGATCC), a 3°, permitindo sua inser¢do em vetores de clonagem e de expressao.

SEKDEL et T355  fm--

SEKDEL ju 1caccatcc 3"

(BamHI)
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Os elementos genéticos que compuseram cada um dos insertos foram adicionados na
seguinte ordem: a 5° do start codon (ATG) de cada Open Reading Frame (ORF), foi inserida
a sequéncia consenso de Kozak (GCCACC) (KOZAK, 1986) para indicacdo do ATG
preferencial para inicio do processo de traducdo pelos ribossomos, sendo nativa em muitos
transcritos de genes eucaridticos bastante expressos. Subsequentes ao start codon, foram
dispostos os respectivos peptideos-sinal de secrecdo para cada sequéncia codante (CDS),

descritos anteriormente, seguidos pelas préprias CDS e pelo stop codon (TGA).

De forma adicional e diferencial ao inserto do gene aic3, os genes igglc e igghc
tiveram, fusionado a extremidade 3’ de cada CDS e imediatamente antes de cada stop codon,
um segundo peptideo-sinal (SEKDEL) (MUNRO; PELHAM, 1987) para retencdo da cadeia
polipeptidica no RER via retorno na via secretdria a partir do complexo de Golgi. A
importancia da insercao deste peptideo-sinal residiu na necessidade de impedir o transito das
cadeias leve e pesada para regifes mais distais do complexo de Golgi — tipicamente as faces
medial e trans — onde ocorrem processos de N-glicosilacdo com incorporacdo de residuos
glicidicos tipicos de plantas e consequente formacdo de padrGes complexos de N-glicanos,
indesejados do ponto de vista farmacoldgico, uma vez que podem contribuir para a
alergenicidade e toxicidade da proteina quando usada terapeuticamente em mamiferos
(LOMBARDI et al., 2012; ROSENBERG et al, 2013). Por outro lado, a auséncia do peptideo-
sinal SEKDEL no inserto para aic3 se deveu a necessidade de ocorréncia de clivagens
proteoliticas através de enzimas hidroliticas presentes no vacuolo central para a ativacdo da
proteina por formacdo de subunidades (PUEYO et al., 1993), e para o qual a proteina é

direcionada a partir da via secretoria sem que haja retencdo no RER.

Finalmente, as ORFs contendo 0s genes igglc e igghc foram mantidas in tandem,
sendo intercaladas por elementos regulatérios do gene da subunidade ribossomal 35S de
Cauliflower mosaic virus (CaMV 35S). Dessa forma, o terminador do gene 35S (T35S) e o
promotor do mesmo gene (P35S) foram inseridos, nessa ordem, entre o stop codon do gene
igglc e a sequéncia de Kozak do gene igghc. Ao final do delineamento dos dois insertos,
foram inseridos sitios de restricdo flanqueando cada um deles: Xbal (TCTAGA), na
extremidade 5°, e BamHI (GGATCC), na extremidade 3°, gerando compatibilidade com sitios

de clonagem em vetores de clonagem e de expressao para insercao e excisao.

Uma vez finalizados os delineamentos, os insertos foram checados quanto a possivel

existéncia de sitios de restricdo Xbal e BamHI internamente ao inserto — de forma que as
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enzimas de restricdo utilizadas ndo clivassem o proprio inserto e inviabilizassem a clonagem
da sequéncia completa —, quanto a sequéncia correta de residuos de aminoacidos das
respectivas ORFs e quanto a predicdo de peptideo-sinal de secre¢do por simulacdo de
clivagem. A checagem de sitios de restricdo foi conduzida na ferramenta NEBCutter V2.0
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), a analise de ORFs foi realizada no recurso ExXPASy
Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/) e a predicdo de peptideo-sinal feita no

servidor SignalP 4.1 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
4.1.3. Vetor de expressédo, vetores de clonagem e sintese quimica de insertos

Para ambos os insertos, o vetor de expressdo utilizado nos experimentos foi o vetor
binario para Agrobacterium tumefaciens pBin61 (BENDAHMANE et al., 2002), o qual foi
obtido a partir da excisdo do cassete 35S (P35S + T35S) do vetor pJIT61 pelas enzimas de
restricdo Kpnl e Xhol e subclongem deste fragmento nos sitios Kpnl e Sall do gene lacZ
presente na regido-T do vetor binario comercial pBin19 (Figura 20).

Dessa forma, para a introducdo dos insertos no vetor pBin61, foi primeiramente
realizada a sintese quimica de novo destes pela empresa Epoch Life Science®, conforme a
estrutura exata delineada e sua sequéncia de nucleotideos. Os insertos também foram
clonados, pela mesma empresa, nos sitios Xbal e BamHI do gene lacZ do vetor de clonagem
pUC18, constituindo os vetores pUC18:a-AlIC3 e pUC18:1gG.


http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
http://web.expasy.org/translate/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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Figura 20. Obtenc&o do vetor pBin61 a partir dos vetores pJIT61 e pBin19. Representacdo esquematica dos

vetores de expressao utilizados para gerar o vetor binario pBin61, a partir da subclonagem do cassete 35S do
vetor pJIT61 nos sitios de restricdo Kpnl e Sall do gene lacZ do vetor binario pBin19.

4.2.PREPARO DE CELULAS COMPETENTES

Paralelamente, foi realizado o preparo de células termo e eletrocompetentes de E. coli

e A. tumefaciens, respectivamente, para transformacédo bacteriana e amplificagdo dos vetores

de clonagem e de expressao, bem como para o processo de transformagéo genética de plantas
mediada por células transformadas com o vetor de expressao.
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4.2.1. Escherichia coli

Células termocompetentes de E. coli foram preparadas a partir de uma coldnia da cepa
DH5a, inoculada em 5 mL de meio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido e estéril (Apéndice
A), com crescimento a 37 °C e 200 rpm por 18 horas. Deste pré-cultivo, 1 mL foi utilizado
para inocular mais 100 mL de meio LB liquido, mantendo as condi¢cfes de crescimento até se
atingir a ODeoo de 0,5. Logo apds, o volume de células foi transferido para tubos de 50 mL,
mantido em gelo por 20 minutos e centrifugado a 4 °C e 5.000 rpm por 10 minutos. Apos
remover o sobrenadante, o pellet em cada tubo foi ressuspendido em 5 mL de CaCt2 gelado a
0,1 M, unificado e incubado novamente em gelo por 30 minutos. Em seguida, as células
foram novamente centrifugadas da mesma forma, removendo o sobrenadante e
ressuspendendo o pellet em 2 mL de CaCt2 gelado a 0,1 M acrescido de glicerol a 15%.
Aliquotas de 100 pL foram preparadas a partir desta suspensdo bacteriana, congeladas

imediatamente em nitrogénio liquido e depois mantidas a — 80°C até o uso.
4.2.2. Agrobacterium tumefaciens

Células eletrocompetentes de A. tumefaciens foram preparadas a partir de uma coldnia
da cepa C58C1, conforme o procedimento descrito por Wise et al. (2006). Aliquotas de 40 puL
foram preparadas a partir desta suspensdo bacteriana, congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido e depois mantidas a — 80°C até o uso.

4.3. CLONAGEM GENICA E SEQUENCIAMENTO DE DNA

Os vetores clonagem preparados pela empresa Epoch Life Science® foram utilizados
para a amplificagdo plasmidial, de forma a gerarem os vetores de expressdo, conforme 0s
procedimentos de biologia molecular descritos a seguir.

4.3.1. Transformacdo bacteriana com vetor de clonagem

Aliquotas de 100 uL de células termocompetentes de E. coli DHS5a foram utilizadas
para transformacdo genética bacteriana com 100 ng de cada um dos vetores de clonagem,
pUC18:a-AlC3 e pUC18:1gG, e do vetor de expressdo, pBin61, cedido gentilmente pela Dr2
Séverine Lacombe (IRD, Montpellier, Franca), para amplificagdo da quantidade de material
geneético a ser trabalhado nas etapas de subclonagem. Dessa forma, o volume contendo 100 ng

de cada vetor foi adicionado a uma aliquota de células competentes, e a mistura incubada em
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gelo por 30 minutos, seguido por uma etapa de choque térmico a 42 °C por 45 segundos,
incubando novamente em gelo por dois minutos, tempo ap6s o qual a mistura foi acrescida de

500 uL de meio LB liquido e mantida em agitacéo a 37 °C e 200 rpm por 1 hora.
4.3.2. Cultivo bacteriano (E. coli) e extracdo e quantificacdo de DNA plasmidial

Apoés a transformagdo, 300 puL do volume contendo células transformadas foram
usados para plagueamento, utilizando uma al¢a de Drigalski, em meio LB sélido (Apéndice
A) acrescido de ampicilina ou kanamicina a 100 pg/mL como marcador de selecdo para
células transformadas com os vetores. As células plaqueadas foram incubadas em estufa a 37
°C por 18 horas, e as colonias formadas no meio de cultivo foram selecionadas para inocular
10 mL de meio LB liquido contendo ampicilina ou kanamicina a 100 pg/mL, mantendo o
crescimento em shaker a 37 °C e 200 rpm por 18 horas. O volume de células bacterianas foi
utilizado para a extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina, conforme protocolo para
miniprep QIAprep® (Qiagen®), obtendo-se volumes de 50 pL de vetor eluido. Os plasmideos
recuperados tiveram sua concentracdo e pureza estimadas por quantificacdo de DNA em

espectrofotdmetro NanoDrop™ (ThermoFisher Scientific™ ).
4.3.3. Digestdo enzimatica, excisao do inserto e ligacdo génica

Os vetores de clonagem amplificados foram digeridos enzimaticamente em pares com
0 vetor de expressdo, utilizando 1 pg de cada vetor de clonagem e 1 pg do vetor de expressdo

pBin61 — 0,5 ug do vetor de expressao para cada vetor de clonagem.

Para isso, primeiramente a massa necessdria de cada vetor foi separadamente
adicionada a uma solugdo contendo 4 unidades (U) da enzima de restricdo Xbal (New
England BioLabs®), 5 uL de tampio NEB4 (New England BioLabs®) e 0,1 ug de BSA (New
England BioLabs®), perfazendo um total de 50 pL de reagdo de digestdo. A solugdo foi
mantida em estufa a 37 °C por 3 horas para digestdo parcial dos vetores, e em seguida
concluida com uma segunda digestdo para linearizacdo do vetor de expressdo pBin6l e
excisdo dos insertos a partir dos vetores de clonagem. Dessa forma, os volumes da primeira
digestdo foram recuperados e dessalinizados em membranas de filtragio GN-Metricel
(Thomas Scientific®) com poros de 0,45 pm de didmetro, pipetando-se os volumes sobre a

membrana flutuando em agua milli-Q e mantendo por 5 minutos.

Apos a recuperagdo dos volumes, 42,5 uL foram adicionados a 4 U da enzima de

restricdo BamHI (Promega®), 5 uL de tamp&o BamHI (Promega®) e 0,1 pg de BSA (New
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England BioLabs®), perfazendo um total de 50 pL de reacdo de digestdo. A solucdo foi
mantida em estufa a 37 °C por 2 horas, e a reacdo de digestdo inativada incubando-se 0s
sistemas a 65 °C por 10 minutos. Finalmente, o vetor pBin61 foi, em seguida, desfosforilado
pela adicdo de 1 U de fosfatase alcalina termossensivel (Promega®) e 5,5 uL de tampao Multi-
Core™" 10x (Promega®) ao volume total de reagdo de digestdo inativada. A desfosforilacéo foi
conduzida para evitar a recircularizacdo do plasmideo linearizado, e ocorreu incubando-se 0

sistema a 37 °C por 30 minutos, sendo posteriormente inativada a 80 °C por 10 minutos.

Os fragmentos digeridos e gerados foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1%, corado com brometo de etidio (EtBr), a 80 V durante 40 ou 60 minutos, e 0s tamanhos
esperados (759 pb para a-AlIC3, 3.186 pb para IgG e ~13 kpb para pBin61) comparados com
as alturas de bandas dos marcadores Ladder 1 kb ou Ladder 1 kb Plus (ThermoFisher
Scientific). Com o auxilio de iluminacdo UV, utilizou-se uma lamina de bisturi para
remover os fragmentos de gel contendo as bandas correspondentes ao vetor de expressao
linearizado e aos insertos excisados. Uma vez recuperados os fragmentos e colocados
separadamente em tubos de 1,5 mL, foi realizada a purificacdo de DNA por eluicdo a partir
das pecas de gel, conforme o protocolo QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen®).

Os fragmentos eluidos foram quantificados conforme descrito anteriormente e
utilizados na ligacdo génica entre os diferentes insertos e o vetor de pBin6l vazio, na
proporcdo de massa de 3:1 de inserto para vetor, compondo sistemas de 20 pL de reacdo de
ligagdo contendo a mistura inserto-vetor, 2 U da enzima T4 DNA ligase (ThermoFisher
Scientific™) e 2 pL do tampdo de reagdo (ThermoFisher Scientific™ ). A reacdo de ligacdo foi
mantida a 4 °C por 18 horas, e 0 volume foi utilizado para amplificacdo dos plasmideos
ligados, pBin61:0-AlIC3 e pBin61:1gG.

4.3.4. Transformacdo de E. coli com vetores de expressao e sequenciamento de DNA

Células termocompetentes de E. coli DH5a foram utilizadas para transformagdo com
as reacOes de ligagcéo preparadas e com o vetor pBin61 vazio — para se obter um controle
negativo para 0s experimentos posteriores. Com este objetivo, 2 uL de cada reacdo de ligacéo
e 100 ng do vetor pBin61 foram utilizados separadamente em sistemas de transformacéo via
choque térmico, conforme descrito anteriormente. As células plaqueadas foram incubadas em
estufa a 37 °C por 18 horas para formacdo de col6nias, as quais foram selecionadas para
inocular 10 mL de meio LB liquido contendo kanamicina a 50 ug/mL como marcador de

selecdo plasmidial, mantendo o crescimento em shaker a 37 °C e 200 rpm por 18 horas. O
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volume de células bacterianas foi utilizado para a extragdo de DNA plasmidial, conforme
descrito anteriormente, porém com elui¢des de 30 pL. Os plasmideos recuperados tiveram sua
concentracdo e pureza estimadas por quantificacio de DNA em espectrofotdmetro
NanoDrop " (ThermoFisher Scientific "), também sendo separados por eletroforese em gel de

agarose 1% e visualizados em fotodocumentador (Bio-Rad®) para deteccéo.

Os clones transformados com os sistemas de ligacdo e contendo plasmideos detectados
na altura esperada tiveram seu DNA plasmidial submetido ao sequenciamento de DNA
utilizando os primers forward e reverse M13 universais, cujos sitios de anelamento
flanqueiam o cassete 35S, confirmando o sucesso da ligacdo génica. Os vetores pBin61:a-
AIC3 e pBin6l:lgG dos diferentes clones foram sequenciados pelas empresas Beckman

Coulter Genomics® e Epoch Life Science®, respectivamente.
4.3.5. Transformacao e cultivo de A. tumefaciens

Os plasmideos sequenciados e cuja presenca dos insertos foi confirmada, bem como o
vetor pBin6l vazio, foram utilizados para transformar células eletrocompetentes de A.
tumefaciens C58C1. Nesse sentido, 100 ng de cada plasmideo foram utilizados separadamente
para transformar as células competentes por eletroporacdo, de acordo com o procedimento
descrito por Wise et al. (2006). As células transformadas foram plaqueadas em meio de
cultivo LB sélido acrescido de kanamicina a 50 ug/mL como marcador de selegdo plasmidial
e rifampicina a 100 pg/mL como marcador de selecdo cromossomal para Agrobacterium spp,

sendo mantidas em estufa a 28 °C por 42 horas para crescimento de coldnias.

4.4. SUPRESSORES VIRAIS DE SILENCIAMENTO

Adicionalmente, foram utilizados outros plasmideos como vetores de expressdo de
proteinas virais supressoras de silenciamento génico (Figura 21). Os supressores virais de
PTGS foram as proteinas PO de Beet western yellow virus - BWYV (BAUMBERGER et al.,
2007), P1Tz3 de Rice yellow mottle virus — RYMV (SIRE et al. 2008) e P19 de Cymbidium
ringspot virus — CymRSV (HAMILTON et al. 2002), selecionadas com o0 objetivo de
intensificar o nivel de expressdo das proteinas recombinantes de interesse via bloqueio de
algumas etapas do mecanismo de PTGS, uma vez que a combinacdo especifica destas trés
proteinas demonstrou ser bastante adequada e efetiva em expressao transiente (LACOMBE et
al., 2017).
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As construcdes génicas para cada supressor de silenciamento foram obtidas com base
no vetor de expressdo pBin61, sob o controle do cassete CaMV 35S, compondo os vetores
pBin61-PO, pBin61-P1 e pBin61-P19. Os vetores foram introduzidos em células de A.
tumefaciens C58C1, cujo procedimento foi realizado e descrito por Lacombe et al. (2010), e
os clones transformados foram gentilmente cedidos pela Dr? Séverine Lacombe (IRD,
Montpellier, Franca).
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Figura 21. Vetores de expressdo para supressores virais de silenciamento génico. Representacdo
esquematica dos vetores de expressdo utilizados para codificar as proteinas virais supressoras de silenciamento:
PO (pBin61-P0), P1Tz3 (pBin6l-P1) e P19 (pBin61-P19), dos virus BWYV, RYMV e CymRSV,
respectivamente, cuja expressao foi dirigida pelo cassete 35S de CaMV. Os mapas dos plasmideos foram obtidos
no software SnapGene® Viewer 4.1.3.

4.5. AGROINFILTRACAO

4.5.1. Preparo de coquetéis bacterianos de agroinfiltracdo

Os clones de agrobactérias descritos anteriormente foram utilizados em experimentos

de agroinfiltracdo para expressao transiente das proteinas de interesse. Para isso, col6nias
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isoladas dos clones de A. tumefaciens transformados com os vetores pBin61, pBin61:a-AIC3,
pBin61:1gG, pBin61-P0, pBin61-P1 e pBin61-P19 foram separadamente inoculadas em 2 mL
de meio LB liquido, acrescido de kanamicina a 50 ug/mL e de rifampicina a 100 pg/mL, e
incubadas a 28 °C e 150 rpm por 18 horas para crescimento de pré-indculos. Em seguida, 30
puL de cada pré-indculo foram adicionados a 30 mL de meio LB liquido, acrescido de
kanamicina a 50 ug/mL e de rifampicina a 100 ug/mL, e incubadas a 28 °C e 150 rpm por 18
horas para crescimento de indculos. Logo apds, foi realizada a afericdo da densidade Optica
em comprimento de onda de 600 nm (ODsoo) para cada um dos inoculos, devendo estar todas

situadas entre 0,4 e 1,5.

Uma vez obedecidas as ODeoo no intervalo mencionado, os cultivos foram
centrifugados por 10 minutos a 5.000 rpm e os pellets ressuspendidos em uma solucéo de
MgCl2 a 10 mM e acetosseringona a 100 uM, ajustando a ODsoo para 0,5. As suspensoes
bacterianas foram mantidas a temperatura ambiente por 3 horas e em seguida combinadas

para gerar coquetéis bacterianos de agroinfiltracao.

Os coquetéis de agroinfiltracdo foram preparados combinando-se os volumes de
clones para pBin61, pBin61:0-AlC3 ou pBin61:1gG com todos os trés clones para supressores
de silenciamento em uma proporcao volumétrica de 3:1:1:1, ou X:P0:P1:P19, em que “X” é
um clone para pBin61, pBin61:a-AlIC3 ou pBin61:1gG (Figura 22). Com isso, 0s coquetéis
contendo clone para pBin61:a-AlC3 ou para pBin61:1gG foram utilizados na expressao das
respectivas proteinas de interesse e o coquetel contendo clone para pBin61 foi utilizado como

controle negativo.
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Figura 22. Clones bacterianos e coquetéis de agroinfiltracdo. Representacdo esquemdtica da montagem
combinatdria de clones de A. tumefaciens transformados com os vetores pBin61, pBin61:a-AlIC3, pBin61:1gG,
pBin61-P0O, pBin61-P1 e pBin61-P19. Os clones para os supressores de silenciamento foram combinados com os
clones para pBin61:a-AlC3 ou para pBin61:1gG, de forma a compor coquetéis de agroinfiltragdo para expressdo
das proteinas de interesse, e com o clone para pBin61, de forma a compor um coquetel de agroinfiltragdo sem
expressao de proteina de interesse e utilizado como controle negativo.

4.5.2. Infiltracdo de folhas de Nicotiana benthamiana, cultivo e coleta

Os trés diferentes coquetéis de agroinfiltracdo foram utilizados para infiltrar folhas de
plantas da espécie N. benthamiana. Com esse objetivo, individuos dessa espécie foram
cultivados em substrato Carolina Soil (Carolina Soil do Brasil Ltda.), dentro de casa de
vegetacdo com condi¢bes de umidade relativa (UR) de 50%, temperatura média de 25 °C e
fotoperiodo natural. Plantas com 4 semanas de idade foram utilizadas nos experimentos de
agroinfiltracdo, sendo 12 plantas para a produc¢do de a-AlC3, 8 para a producéo de 1gG e 8
para controle negativo. Em cada grupo de plantas, os respectivos coquetéis de agroinfiltracao
foram utilizados para infiltrar, utilizando seringas sem agulha, a superficie abaxial de trés
folhas por planta, sendo eleitas preferencialmente as mais jovens e com maior area de

superficie.

Apo0s a agroinfiltragdo, as plantas foram mantidas em cultivo nas mesmas condi¢oes

descritas acima. O total de plantas para a-AlC3 e 4 plantas para controle negativo foram
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cultivados durante 5 dias, enquanto metade das plantas para IgG e o restante das plantas para
controle negativo foram cultivados durante 6 dias, sendo a outra metade das plantas para 1gG
cultivada durante 12 dias. Finalizados os tempos de cultivo para cada grupo, as folhas foram
coletadas, e as regides desenvolvendo halos de clorose foram isoladas com o auxilio de uma
lamina de bisturi e pesadas em balanca para determinacdo da massa fresca. Apos a pesagem,
as regides clordticas foram identificadas quanto ao grupo experimental e congeladas em

nitrogénio liquido.

4.6. EXTRACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS

As regides cloroticas de folhas coletadas com 5, 6 e 12 dias pds-infiltragdo (dpi) foram
maceradas em nitrogénio liquido utilizando almofariz e pistilo até a formacdo de um po fino.
Cada macerado foi submetido a extracdo de proteinas solGveis com tampao de extracdo A —
para experimentos com a-AlC3 e seu controle negativo — ou B — para experimentos com 1gG
e seu controle negativo (Apéndice A). A extracdo de proteinas vegetais sollveis procedeu-se
em proporcdo volumétrica, adicionando-se 700 pL dos respectivos tampBes de extracdo a

cada mL de tecido macerado.

Os sistemas de extracdo foram mantidos em gelo por 20 minutos, e em seguida
agitados vigorosamente em vortex por 20 minutos e a 4 °C. Os extratos foram centrifugados a
9.000 rpm por 30 minutos e a 4 °C para recuperacdo do sobrenadante contendo as proteinas

sollveis.

4.7.QUANTIFICACAO DE PROTEINAS: METODO DE BRADFORD

O total de proteinas sollveis (TSP) recuperado a partir do sobrenadante foi submetido
a quantificagdo de proteinas com base no método de Bradford (BRADFORD, 1976). Dessa
forma, as amostras de sobrenadantes foram quantificadas em placas de poliestireno Corning®
Costar® (Sigma-Aldrich®) utilizando reagente Bio-Rad® Bradford Protein Assay (Bio-Rad®),
conforme instru¢cbes do fabricante, e baseado em curva de concentracdo proteica de
soroalbumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich®) variando de 0,1 pug a 5 pg de proteina. Todas
as quantificagdes, tanto da curva-padrdo quanto das amostras de concentragcdo desconhecida,

foram realizadas em triplicata e os valores de absorbancia foram obtidos apds leitura em
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espectrofotémetro SpectraMax 190 (Molecular Devices®) em comprimento de onda de 595

nm.

Com base na regressio linear gerada no software Excel 2007 (Microsoft®) a partir da
correlacdo entre os valores de concentracdo e absorbancia na curva-padrdo, os valores de
concentracdo para cada amostra foram calculados de acordo com suas respectivas

absorbancias.

4.8. DETECCAO DAS PROTEINAS DE INTERESSE: SDS-PAGE E WESTERN BLOT

Um total de 40 pg de proteina solivel de cada amostra foi liofilizado a vécuo
utilizando centrifuga CentriVap (Labconco®), ressuspendido em 15 pL de 4gua milli-Q e 5 uL
de tampdo de carregamento de proteinas para gel de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970) 4x
concentrado. As amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e centrifugadas a 6.000
rpm por 3 minutos para aplicacdo dos sobrenadantes em pocos de géis de poliacrilamida
(SDS-PAGE).

Para a andlise dos extratos de a-AlC3, a amostra de pBin61:a-AlC3 foi comparada
com uma amostra de controle negativo (pBin61), sendo ambas ressuspendidas no referido
tampdo de carregamento acrescido de ditiotreitol (DTT) a 10 mM e separadas por SDS-PAGE
a 15% durante 90 minutos a 120 V, corando-se o gel com solucdo corante de Coomassie
Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad®) (Apéndice A) durante 18 horas, seguido de revelagdo com
solucgéo descorante (Apéndice A) por 4 horas para visualizacdo de bandas diferenciais entre as
amostras. Para a proteina de interesse, as bandas esperadas consistiam em um fragmento de
aproximadamente 11 kDa correspondente a subunidade o, de aproximadamente 15 kDa
correspondente a subunidade B e de aproximadamente 26 kDa correspondente a cadeia
completa e ndo-processada.

Um gel-espelho também foi submetido a eletroforese, nas mesmas condigdes, e
alternativamente a coloracao foi submetido a um Western blot para transferéncia de proteinas
a uma membrana de nitrocelulose Amersham™ Protran™ (GE Healthcare®), mantendo-se a
membrana e o gel imersos em tampao de transferéncia (Apéndice A) por 10 minutos antes de
se iniciar a transferéncia. A transferéncia foi conduzida a 20 V por 5 minutos, utilizando a
célula de transferéncia em sistema semisseco Trans-Blot® SD (Bio-Rad®). Seguiu-se com o

bloqueio da membrana com leite deshatado em p6 a 3% (m/v) em tampdo TBS-T 1x
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(Apéndice A), incubando-se a membrana por 2 horas a 40 rpm e temperatura ambiente. A
proteina de interesse foi sondada pela adicdo de um anticorpo primario especifico (Anti-a-
AIC3 Rabbit 1gG) (GenScript®) a suspensdo de bloqueio na proporcdo de 1:2.500
(anticorpo:blogueio, v/v), incubando-se novamente a membrana por 2 horas nas mesmas
condigdes. Apos seis etapas de lavagem por 5 minutos com TBS-T, adicionou-se uma solucao
de anticorpo secundario (Anti-rabbit Goat IgG conjugado a fosfatase alcalina) (Sigma-
Aldrich®) em TBS-T & membrana para ligagdo ao anticorpo primario, na proporcdo de
1:3.000 (anticorpo:tampdo, v/v), incubando-se a membrana por 1 hora nas mesmas condices.
As etapas de lavagem foram repetidas, e as proteinas foram detectadas utilizando um kit de
revelacdo colorimétrica AP Substrate Reagent (Bio-Rad®), conforme as instrucdes do

fabricante.

Para a analise dos extratos de 1gG, as amostras de pBin61:1gG, tanto de 6 dpi quanto
de 12 dpi, foram comparadas com amostras de controle negativo (pBin61), sendo ambas
ressuspendidas no referido tampdo de carregamento acrescido ou ndo de ditiotreitol (DTT) a
10 mM e separadas por SDS-PAGE a 12% durante 90 minutos a 120 V, corando-se o gel com
nitrato de prata, conforme protocolo descrito por Switzer et al. (1979), para visualizacdo de
bandas diferenciais entre as amostras. Para a proteina de interesse, as bandas esperadas
consistiam em um fragmento de aproximadamente 23 kDa correspondente a cadeia leve, de
aproximadamente 48 kDa correspondente a cadeia pesada e de aproximadamente 142 kDa
correspondente a forma heterotetramérica da molécula. Também foi utilizado, como controle
positivo, um anticorpo Rabbit Anti-mouse 1gG (Merck Millipore®), aplicando-se nos pocos
do gel uma mistura de 5 pL de anticorpo e 1,5 pL de tampdo de carregamento com ou sem
DTT. Como marcador de peso molecular, foram utilizados 6 pL de PageRuler" Prestained
Protein Ladder (ThermoFisher Scientific™ ).

Um gel-espelho também foi submetido a eletroforese, nas mesmas condices, e a um
Western blot conforme o procedimento para a-AlIC3. A transferéncia foi conduzida a 10 V
por 40 minutos, utilizando a célula de transferéncia em sistema semisseco Trans-Blot® SD
(Bio-Rad®). A membrana foi corada reversivelmente com solugdo Ponceau S BioReagent
(Sigma-Aldrich®), conforme instrucdes do fabricante. Seguiu-se com o bloqueio da
membrana com leite desnatado em pd a 3% (m/v) em tampdo TBS-T 1x, incubando-a por 2
horas a 40 rpm e temperatura ambiente. Apds seis etapas de lavagem por 5 minutos com TBS-
T, a proteina de interesse foi sondada pela adicdo de proteina A conjugada a fosfatase alcalina

(Sigma-Aldrich®) em solugdo com TBS-T na proporcéo de 1:2.000 (proteina A:tampdo, v/v),
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incubando-se a membrana por 1 hora nas mesmas condicfes. A proteina A de Staphylococcus
aureus se liga a regido Fc de imunoglobulinas (CHOE et al., 2016), e foi utilizada devido a
afinidade equivalente da proteina A para IgG1 humana e para IgG cunicular (Apéndice B). As
etapas de lavagem foram repetidas, e as proteinas foram detectadas utilizando kit AP

Substrate Reagent (Bio-Rad®), conforme as instrugées do fabricante.

4.9. DIALISE

Amostras de extrato para pBin61:0-AlC3 e para seu controle negativo correspondente
foram dialisadas devido a composicdo do tampéo de extracdo, uma vez que a presenca de D-
glicose constitui um fator limitante para a realizacdo de ensaios posteriores de caracterizacdo
da proteina de interesse. Com esse objetivo, as proteinas sollveis do sobrenadante foram
dialisadas contra &gua utilizando cassetes de dialise Slide-A-Lyzer" G2 (ThermoFisher
Scientific™), de 3 mL de capacidade volumétrica e 10 kDa de cut-off para peso molecular. A
diélise se procedeu com os cassetes de dialise imersos em béquer contendo agua milli-Q, na
proporcdo de 200 mL de agua para cada mL de sobrenadante, em camara fria (4 °C) e
trocando-se o volume de agua a cada 2 horas, totalizando 3 ciclos de dialise. Para eliminar
proteinas precipitadas que formam particulas ao longo do processo, as amostras foram
clarificadas por centrifugagéo a 5.000 rpm e 4 °C por 10 minutos.

Os sobrenadantes recuperados foram requantificados para estimar a concentracdo de
proteinas pelo método de Bradford e separados novamente por eletroforese de proteinas,
seguindo os mesmos procedimentos, porém utilizando, como controle positivo, 15 pg de
subunidade B da proteina a-AlC3, expressa em E. coli, purificada e gentilmente cedida pelo
Dr. Leonardo Lima Pepino de Macedo (Embrapa Cenargen, Brasilia, Brasil). Como marcador
de peso molecular, foram utilizados 6 pL de SeeBlue® Plus2 Prestained Protein Standard
(Invitrogen®). O Western blot para estas amostras foi igualmente conduzido a partir de gel-
espelho, conforme anteriormente descrito para analise de a-AlC3, porém utilizando 6 pL de
BenchMark " Prestained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific") como marcador de peso

molecular.
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4.10. ANALISE DO NIVEL DE EXPRESSAO E CALCULO DE RENDIMENTO: ELISA

Com o intuito de quantificar as proteinas de interesse nos extratos de proteinas
sollveis totais e, com isso, avaliar o rendimento final das proteinas, foram realizados
experimentos de ELISA indireto e direto para detec¢dao de a-AlIC3 e IgG, respectivamente,

utilizando placas de 96 pocos Corning® Costar® (Sigma-Aldrich®).

Dessa forma, para a detec¢ao de a-AlC3, foi estabelecida uma curva-padrdo baseada
na subunidade B expressa em E. coli, como controle positivo, com gradiente de 0 ng a 200 ng
da proteina purificada. Os extratos dialisados para pBin6l e para pBin61:0-AlIC3 foram
analisados com base em 160 ng e 80 ng de proteina total. Todas as amostras, tanto da curva-
padrdo quanto dos extratos, foram analisadas em triplicata e diluidas em tampao de amostras
para ELISA (Apéndice A). A sensibilizacdo dos pocos com as proteinas ocorreu a 4 °C por 18
horas, seguida de incubacdo a 37 °C por 1 hora. Seguiu-se com o descarte dos volumes dos
pocos e lavagem com 200 pL de tampédo PBS-T 1x (Apéndice A). O bloqueio dos pocos foi
realizado em seguida, com 200 pL de gelatina a 3% (m/v) em tampédo PBS-T 1X, incubando-

se a placa em estufa por 2 horas a 37 °C.

Apdbs o descarte do bloqueio e repeticdo das lavagens, a proteina de interesse foi
sondada pela adigdo de 100 pL do anticorpo Anti-a-AlC3 Rabbit IgG (GenScript®) diluido
em PBS-T 1x na proporcao de 1:1.000 (anticorpo:tampdo, v/v), acrescido de 1% de gelatina
(m/v), incubando-se novamente a placa por 2,5 horas a 37 °C. Apos descarte e lavagem da
placa, adicionaram-se 100 puL de uma solucdo de anticorpo secundario (Anti-rabbit Goat IgG
conjugado & HRP) (Bio-Rad®) em PBS-T na proporcéo de 1:3.000 (anticorpo:tampdo, V/v),
acrescido de 1% de gelatina, aos pocos para ligacdo ao anticorpo primario, incubando-se a
placa por 1 hora a 37 °C. As etapas de descarte e lavagem foram repetidas, e as proteinas
foram detectadas com 100 pL de solucdo de revelacdo para HRP (Apéndice A) baseada no
substrato TMB (Sigma-Aldrich®). A reagéo de revelacdo foi parada com 100 pL de H2SO4 a 3
M. Os valores de absorbancia foram obtidos em comprimento de onda de 450 nm, utilizando
espectrofotdmetro SpectraMax 190 (Molecular Devices®).

Para a deteccdo de IgG, foi estabelecida uma curva-padrdo baseada no anticorpo
cunicular Anti-mouse 1gG (Merck Millipore®) como controle positivo, com gradiente de 0 ng
a 200 ng da proteina purificada. Os extratos para pBin61 e para pBin61:1gG foram analisados
com base em 160 ng e 80 ng de proteina total. Todas as amostras, tanto da curva-padrédo

quanto dos extratos, foram analisadas em triplicata e diluidas em tampé&o de amostras para
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ELISA. A sensibilizacdo dos pogos com as proteinas ocorreu a 4 °C por 18 horas, seguida de
incubacgédo a 37 °C por 1 hora. Seguiu-se com o descarte dos volumes dos pocos e lavagem
com 200 pL de tampdo TBS-T 1x. O bloqueio dos pocos foi realizado em seguida, com 200
uL de gelatina a 3% (m/v) em tampéao TBS-T 1x, incubando-se a placa em estufa por 2 horas
a37°C.

Apos o descarte do bloqueio e repeticdo das lavagens, a proteina de interesse e na
forma heterotetramérica foi sondada pela adicdo de 100 pL de proteina A conjugada a
fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich®), diluida em TBS-T 1x na propor¢do de 1:5.000 (proteina
A:tampdo, v/v), acrescido de 1% de gelatina (m/v), incubando-se novamente a placa por 2
horas a 37 °C. As etapas de descarte e lavagem foram repetidas, e as proteinas foram
detectadas com 100 pL de solugéo de revelacdo para fosfatase alcalina (Apéndice A) baseada
no substrato pNPP. A reacéo de revelagéo foi parada com 100 pL de NaOH a 1 M. Os valores
de absorbancia foram obtidos em comprimento de onda de 405 nm, utilizando

espectrofotdmetro SpectraMax 190 (Molecular Devices®).

Com base nas regressées lineares geradas no software Excel 2007 (Microsoft®) a partir
da correlagdo entre os valores de concentragdo e absorbancia nas curvas-padrdo, as
concentracOes de cada proteina de interesse no extrato total foram calculadas de acordo com
suas respectivas absorbancias, relacionando-se também a massa total de proteina de interesse
com a massa de tecido fresco coletado, de forma a se estimar o rendimento de cada proteina

em mg/kg de folha.

4.11. PURIFICACAO DAS PROTEINAS DE INTERESSE
4.11.1.Cromatografias: exclusdo molecular e bioafinidade

Amostras de extrato dialisado para pBin61:a-AlC3 e de extrato bruto para pBin61:19G
foram utilizadas para a purificagcdo das proteinas de interesse via cromatografia de excluséo

molecular e cromatografia de bioafinidade, respectivamente.

Um total de 15 mL de extrato contendo a proteina a-AlC3 foi liofilizado a vacuo e
ressuspendido em 1 mL de tampdo de equilibrio (Apéndice A). Paralelamente, uma coluna
cromatogréfica HiLoad® 16/600 Superdex® 75 pg (GE Healthcare®) foi lavada com 120 mL
de agua milli-Q sob um fluxo de 1 mL/minuto e equilibrada com 240 mL de tampé&o de

equilibrio sob 0o mesmo fluxo. Em seguida, o volume de proteina soluvel foi aplicado na
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coluna, seguido por uma aplicacdo de 180 mL de tampdo de equilibrio a 1 mL/minuto para
eluicdo, com fragOes coletadas a cada 2 minutos.

Por outro lado, 10 mL de extrato de 12 dpi contendo a proteina IgG foram diluidos
para 25 mL com NaH2PO4 a 20 mM e pH 8,0. Paralelamente, uma coluna cromatogréafica de
bioafinidade para proteina G HiTrap" HP (GE Healthcare®) foi lavada com 10 mL de etanol a
20% sob um fluxo de 1 mL/minuto e equilibrada com 10 mL com NaH2PO4 a 20 mM e pH
8,0 sob 0 mesmo fluxo. Em seguida, o volume proteico foi aplicado na coluna, seguido por
uma lavagem com a mesma solugdo usada no equilibrio, a 1 mL/minuto, e eluicdo com glicina

a 0,1 M e pH 2,7 sob o mesmo fluxo, com fracGes coletadas a cada 2 minutos.

Em ambos os casos, as cromatografias foram conduzidas em sistema de purificacdo
AKTAprime Plus Protein (GE Healthcare®), e os picos dos cromatogramas foram gerados e
analisados no software UNICORN™ 6.4 (GE Healthcare®).

4.11.2.Confirmacgdo da purificacéo

Fracdes de diferentes elui¢es que corresponderam a picos nos cromatogramas foram
selecionadas para separacdo por eletroforese de proteinas. Para a proteina a-AlIC3, 15 pL para
fragdes de diferentes picos de elui¢cdo, bem como para uma fracdo de lavagem e para o extrato
bruto, foram separados por SDS-PAGE 15% e as bandas visualizadas por coloracdo com
nitrato de prata, conforme descrito anteriormente. Como marcador de peso molecular, foram
utilizados 6 pL de BenchMark — Protein Ladder (ThermoFisher Scientific'). Apds a
confirmacdo de bandas em determinadas fracOes, estas foram reunidas, liofilizadas a vacuo,
ressuspendidas em 50 pL de agua milli-Q, requantificadas pelo método de Bradford e 15 ug
de proteina purificada foram aplicados em gel de tris-tricina a 16% (m/v) durante 6 horas a
100 V e 4 °C, também utilizando 6 pL de BenchMark — Protein Ladder (ThermoFisher
Scientific") como marcador de peso molecular. As bandas foram visualizadas por coloracio
com Coomassie Brilliant Blue G-250 para excisdo de spots e analise por espectrometria de

massas.

Para a proteina 1gG, as fracdes correspondentes ao pico de eluicdo foram reunidas,
liofilizadas a vacuo, ressuspendidas em 15 pL de dgua milli-Q e neutralizadas com 6 pL de
Tris a 2 M. Juntamente com esta amostra, 15 puL para uma fracdo de lavagem e para o extrato
bruto, bem como uma mistura de 5 plL de anticorpo Rabbit Anti-mouse IgG (Merck

Millipore®) e 1,5 pL de tampdo de carregamento com ou sem DTT, foram separados por
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SDS-PAGE 12% e as bandas visualizadas por coloragdo com nitrato de prata, conforme
descrito anteriormente. Como marcador de peso molecular, foram utilizados 6 pL de

PageRuler " Prestained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific').

4.12. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL: ESPECTROMETRIA DE MASSAS

4.12.1. Tripsinizagdo de amostras: digestéo in gel

Realizou-se a excisdo de spots de bandas observadas na fragcdo reunida das eluicdes
para a-AlC3. As bandas corresponderam as alturas esperadas para as formas processada e
ndo-processada da proteina, e foram submetidas a digestdo in gel via tripsinizagao.
Primeiramente, as amostras de spots foram descoradas em 3 lavagens com etanol a 30%, sob
agitacdo vigorosa por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram desidratadas por 15
minutos com uma solucédo de acetonitrila (ACN) a 50% e NH4HCO3 a 25 mM, o sobrenadante
foi removido e 200 puL de ACN a 100% foram adicionados, mantendo-se 0s Spots imersos por
10 minutos sob agitacdo vigorosa. ApoOs o descarte do sobrenadante, fez-se a secagem dos
spots a temperatura ambiente e adicionaram-se 15 pL de tripsina ativada (Promega®),
preparada em tampao de digestdo enzimatica conforme instrucGes do fabricante. A mistura em
cada amostra foi incubada em gelo por 30 minutos, e 25 pL de NH;HCO3 a 50 mM foram

adicionados em cada uma, dando continuidade a digestdo por 18 horas a 37 °C.
4.12.2.Preparo de amostras para ionizagdo/dessor¢éo

Os produtos da hidrélise, coletados a partir do sobrenadante da reacdo de digestdo
enzimatica em cada amostra, foram dessalinizados, concentrados e purificados utilizando
ponteiras ZipTip® (Merck Millipore®) com colunas de resina C18, cujo processo foi realizado
conforme as instrucdes do fabricante, diferindo na etapa de eluicdo, que foi realizada com
ACN a 80%. Os peptideos tripticos eluidos foram liofilizados a vacuo e ressuspendidos em
10 pL de agua milli-Q. As analises de massa molecular dos peptideos e seus fragmentos
foram conduzidas por espectrometria de massas MS/MS MALDI-TOF. Paralelamente, uma
solucéo de uma matriz de 4cido o-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma-Aldrich®) a 10 mg/mL foi
preparada em proporcdo volumeétrica de 1:1 para uma solucéo aquosa de ACN contendo &cido
trifluoracético (TFA) a 0,3%. A matriz foi, entdo, adicionada a cada uma das solucGes
contendo produtos de hidroélise na propor¢do volumétrica de 3:1 (matriz:amostra), pipetando-

se 2 pL da mistura, em triplicata, em uma placa para MALDI (Bruker Daltonics®). Ap6s a
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secagem das amostras e subsequente cristalizacdo a temperatura ambiente, estas foram
caracterizadas em espectrometro de massas Autoflex™ Speed (Bruker Daltonics®).

4.12.3. Aquisicao de espectros e fragmentacdo de ions

As amostras peptidicas foram submetidas a um mecanismo de dessor¢do-ionizagao e
posteriormente a detec¢do e analise no espectrdbmetro de massas. O processo de ionizacéo foi
conduzido no modo de reflexdo positivo, e os espectros dos peptideos foram adquiridos com
base em uma triplicata do calibrante Protein Calibration Standard Il (Bruker Daltonics®), o
qual abrange as seguintes moléculas e seus respectivos valores de [M+H]": bradicinina 1-7
(757,4 Da), angiotensina Il (1.046,5 Da), angiotensina | (1.296,7 Da), substancia P (1.347,7
Da), bombesina (1.619,8 Da), substrato de renina (1.758,9 Da), ACTH 1-17 (2.093,1 Da),
ACTH 18-39 (2.465,2 Da), somatostatina 28 (3.147,5 Da). A fragmentacdo dos peptideos
detectados foi conduzida no método LIFT™ (SUCKAU et al., 2003) e os espectros de
MS/MS foram interpretados manualmente, com o0s peptideos correspondentes sendo

sequenciados nas séries bly, no software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics®).
4.12.4. Analise comparativa: digestdo triptica tedrica

Os peptideos sequenciados foram comparados com os dados dos peptideos tripticos
tedricos esperados para a cadeia polipeptidica de a-AlC3. A digestéo teorica foi realizada no
servidor EXPASyY PeptideMass (http://web.expasy.org/peptide_mass/), sendo utilizada para
confirmar a identidade dos fragmentos sequenciados a sequéncia ja conhecida da proteina via

andlise de cobertura.

4.13. CARACTERIZACAO FUNCIONAL: ENSAIO DE ATIVIDADE INIBITORIA
4.13.1.Validacéo da atividade biologica de a-AlIC3: enzima-alvo

Realizou-se, primeiramente, a validacdo da atividade inibitoria da proteina a-AIC3
expressa em N. benthamiana para a AGA, comparando-se com a atividade inibitéria da
mesma proteina expressa previamente em A. thaliana e biologicamente ativa (SILVA et al.,
2013). Dessa forma, conduziu-se um ensaio bioquimico colorimétrico baseado em &cido 3,5-
dinitrossalicilico (ADNS) aferir a atividade enzimatica de AGA, conforme protocolo adaptado
de Bernfeld (1955), utilizando amido a 2% como substrato para a enzima. Paralelamente,

extratos enzimaticos para AGA foram preparados a partir de intestinos de insetos adultos da
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espécie A. grandis para uma concentracdo final de 0,5 g de macerado por mL de tampdo AGA
(Apéndice A).

O ensaio se procedeu com volumes de extrato enzimatico contendo 1 U de AGA,
considerando 1 U a quantidade necessaria de enzima, definida previamente ao ensaio em uma
curva de atividade, para aumentar o valor de absorbancia a 550 nm (ODss0) em 0,11 a 0,15.
Como controles da validacdo, extratos proteicos de sementes de A. thaliana transformada ou
ndo com o gene aic3 foram utilizados. Todas as amostras tiveram controles negativos de
digestdo, inativando-se a AGA a 95 °C por 5 minutos antes da adi¢do de substrato ao sistema.
O ensaio foi realizado com triplicatas para todas as amostras, seja de digestdes, seja de seus
controles negativos. Com isso, 100 pg de proteina soltvel dos extratos dialisados para pBin61
e para pBin61:a-AIC3, bem como dos referidos extratos de A. thaliana, foram liofilizados a
vacuo e ressuspendidos em 75 pL de tampdo AGA contendo 1 U de AGA. O ensaio foi
realizado conforme o protocolo citado acima, e os valores de absorbancia foram obtidos em
comprimento de onda de 550 nm, utilizando espectrofotdmetro SpectraMax 190 (Molecular
Devices®).

As analises de nivel de inibicdo foram feitas no software Excel 2007 (Microsoft®) a
partir da subtracdo dos valores de absorbancia para extratos sem proteina a- pelos valores para
extratos AIC3 contendo proteina a-AIC3, descontados os valores de absorbancia referentes ao
background, representado pelos respectivos controles negativos de digestdo para cada
amostra. O valor de absorbancia referente a 100% da atividade de AGA foi considerado como
sendo a média para a triplicata do valor pré-estabelecido para digestdo com 1 U de enzima.

4.13.2. Analise de especificidade e biosseguranca: enzimas-nao alvo

Simultaneamente a validacdo da atividade inibitoria para AGA por extratos de N.
benthamiana contendo ou ndo a proteina a-AlIC3, 100 ug de proteina solivel das amostras
dos mesmos extratos foram testados para a inibicdo de enzimas-ndo alvo, ou seja, de insetos
para 0s quais a a-AlC3 teoricamente ndo teria especificidade. Dessa forma, extratos
enzimaticos para a-amilase de Apis mellifera (AMA) e de S. frugiperda (SFA) foram
preparados a partir de insetos adultos para uma concentracao final de 0,5 g de macerado por
mL de tampdo AMA ou SFA (Apéndice A), respectivamente. O ensaio e as analises de nivel

de inibicdo foram conduzidos exatamente como para AGA.
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4.14. AGROINFECCAO

De forma a estabelecer um novo sistema de replicon viral para agroinfeccao, realizou-
se a amplificacdo viral em N. benthamiana como hospedeiro intermediério, de modo que seus
tecidos pudessem servir de reservatdrio para infeccdo viral secundaria em espécies de
monocotileddneas. Este sistema baseou-se no genoma desconstruido do RYMV, na
configuragdo AP1ACP, ou seja, com a delecdo total da ORF1 para a proteina P1 e parcial da
ORF3 para a proteina do capsideo viral (CP, coat protein) (Figura 23) (KOUDAMILORO et
al., 2015). Uma vez que estas proteinas sdo dispensaveis para a replicagdo viral, embora sejam
necessarias para a dispersdo sistémica célula-célula, esta configuracéo possibilita 0 aumento

da carga heterologa para expressdo de proteinas recombinantes.

Genome - RYMV

AUG
5/ = ORF2a
VP CUG T
N Ribosomal _
Leaky scanning frameshifting VPg

U_UU_AAC

Figura 23. Genoma desconstruido do RYMV (AP1ACP). Representacdo esquematica do genoma do RYMV,
evidenciando suas ORFs (ORF1, ORF2a, ORF2b, ORF3 e ORFXx), das quais a ORF1, que codifica a proteina P1
de movimento e supressdo de PTGS, sofreu delecéo total, e a ORF3, que codifica a CP, sofreu dele¢do parcial
para clonagem dos genes de interesse via fusdo génica, dando origem ao genoma desconstruido na configuracéo
AP1ACP (adaptado de KOUDAMILORO et al., 2015).

Para isso, foram utilizados 3 vetores de expressdao baseados em um vetor
pCambial300 derivado (SIRE et al., 2008), sendo eles: (1) pCambial300:GFP, com o gene
gfp cédon-otimizado para N. benthamiana (LACOMBE et al., 2017), clonado no cassete 35S;
(2) pCambial300:AARYMV-GFP, com o genoma viral desconstruido contendo o gene gfp
fusionado ao gene parcialmente deletado para CP, clonado também no cassete 35S do
plasmideo; (3) pCambial300:AARYMV-TEV-GFP, com a mesma configuracdo do vetor
anterior, porém com um sitio de clivagem (o heptapeptideo ENLYFQ/G) para proteinase do
Tobacco etch virus (TEV) situado entre os genes para CP e GFP. As sequéncias para GFP e
para TEV-GFP foram fusionadas ao genoma viral por meio dos sitios de restricdo SnaBl e

Spel a5’ e 3°, respectivamente.
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Estes vetores de expressdo foram preparados pela Dr? Séverine Lacombe (IRD,
Montpellier, Franca) e gentilmente cedidos em clones transformados de células C58C1 de A.
tumefaciens. Estes clones foram utilizados em uma nova agroinfiltracdo, combinando-se cada
um com os clones para supressores virais de silenciamento génico utilizados anteriormente. O
procedimento de agroinfiltragdo foi conduzido da mesma forma, coletando-se as folhas de

cada grupo em 5 dpi.

Procedeu-se com a extracdo de RNA total com base no método de trizol utilizando
TRI Reagent® (Sigma-Aldrich®). Para isso, foram adicionados 500 uL de reagente de trizol a
1 mL de tecido macerado de cada amostra, seguido de agitacdo vigorosa em voértex. Em
seguida, adicionaram-se 100 pL de cloroféormio a cada sistema, repetindo-se a agitacdo. As
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm e 10 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram
coletados e sofreram a adicdo de mesmo volume de isopropanol, agitando-se lentamente os
sistemas, os quais foram incubados a -20 °C por 3 horas. Repetiu-se a centrifugacéo,
descartaram-se 0s sobrenadantes e lavaram-se os pellets com 100 puL de etanol a 75%.
Centrifugou-se novamente cada amostra, descartou-se cada sobrenadante e os pellets foram
secados. Cada amostra foi ressuspendida em 100 puL de agua milli-Q RNA-free e quantificada
em espectrofotometro NanoDrop™ (ThermoFisher Scientific’). Em seguida, realizou-se a
digestdo do DNA por meio de tratamento com DNase RQ1 RNase-free (Promega®) de acordo

com as instrucgdes do fabricante.

As amostras de RNA total foram submetidas com 2 pg, cada, a transcrigdo reversa
para sintese de cDNA de duas formas: (a) 10 uL de RNA acrescidos de 2 uL de primer
Oligo(dT)1s a 10 uM; (b) 10 puLL de RNA acrescidos de 1 pL de primer Oligo(dT)15a 10 uM e
1 uL de primer GFP-Spel (5’-ACT AGT TTA AAG CTC ATC ATG TTT GTA-3’) a 10 uM.
A transcricdo reversa se procedeu utilizando a enzima transcriptase reversa GoScript
(Promega®), conforme as instrugBes do fabricante. Também se realizou um experimento

paralelo para controle negativo da transcrigdo reversa, sem adi¢do da enzima.

Ap0s a transcricdo reversa, 0s cDNAs gerados foram diluidos 5 vezes e 3 uL foram
amplificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers especificos. Em
uma andlise, validou-se o experimento com a amplificacdo de um gene housekeeping como
controle interno (NbEIF1-a), cujo amplicon esperado foi de 732 pb, utilizando par de primers
forward (5°-TCA CAT CAA CAT TGT GGT CAT TGG C-3’) e reverse (5’-TTG ATC TGG
TCA AGA GCC TCA AG-3’) a 10 uM, também se conduzindo a PCR para o controle
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negativo da transcricdo reversa. Em outra analise, verificou-se a amplificacdo viral em N.
benthamiana por meio da deteccdo do gene gfp, cujo amplicon esperado foi de 654 pb,
utilizando par de primers forward (5’-AGT AAA GGA GAA GAA CTT TTC ACT-3’) e
reverse (5°-ACT AGT TTA AAG CTC ATCATG TTT GTA-3’) a 10 uM.

As reagoes foram conduzidas com volumes finais de 10 uL contendo 1 U de enzima
Taq DNA polimerase (Promega®). As condicdes de PCR foram as seguintes: desnaturacio
inicial a 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos de desnaturac¢do a 94 °C por 30 segundos, anelamento
a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 40 segundos; extensdo final a 72 °C por 7
minutos. Os fragmentos amplificados por PCR foram separados e visualizados em gel de
eletroforese em agarose a 1% corado com EtBr, tendo o Ladder 1 kb Plus (ThermoFisher

Scientific”) como marcador de peso molecular.
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5. RESULTADOS
5.1. ANALISES IN SILICO

Foram obtidas, no software Gene Designer 2.0, as sequéncias de nucleotideos para o0s
genes sintéticos aic3, igglc e igghc, com base nas sequéncias de residuos de aminoacidos de
cada cadeia polipeptidica, [GenBank:AGB50990.1], [PDB:4G3Y_L] e [PDB: 4G3Y_H],
respectivamente. Os nucleotideos foram resultantes de traducdo reversa e otimizacdo de
coddons, realizadas in silico (Figura 24), sendo esta Ultima baseada na tabela de codon usage
para N. benthamiana (Figura 18).

Com os insertos delineados para codificagdo das proteinas a-AlC3 e IgG (Figura 19),
geraram-se mapas de restricdo para ambos, 0os quais confirmaram a auséncia de sitios de
restricdo Xbal e BamHI internos aos insertos (Figura 25), exceto para os sitios flanqueando

cada inserto, a 5’ e 3°, respectivamente, que possibilitaram a clonagem dos fragmentos.
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Figura 24. Traducdo reversa e otimizacdo de cdédons para o0s genes sintéticos. A Figura evidencia a
extremidade 5’ para cada gene sintético codon-otimizado no software Gene Designer 2.0, destacando os c6dons
selecionados para cada residuo de aminoacido. Em verde, a sequéncia para o gene aic3; em azul, a sequéncia
para o gene igglc; em vermelho, a sequéncia para o gene igghc.
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Figura 25. Mapas de restri¢do dos insertos para a-AlC3 e 1gG. Representacdo esquematica dos insertos para
codificacdo das proteinas a-AlC3 e IgG, evidenciando sitios de restricdo com corte Unico. Observa-se que 0s
sitios Xbal e BamHI estdo presentes apenas nas extremidades 5’ e 3°, respectivamente, flanqueando cada inserto,
ndo clivando internamente as sequéncias. Os mapas de restricdo foram gerados na ferramenta NEBCutter V2.0

(http://Inc2.neb.com/NEBcutter2/).
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Também se observou que as ORFs para cada gene contiveram as sequéncias corretas
dos residuos de aminoacidos (Figura 26), tanto dos peptideos-sinal quanto das proteinas em
si, e que os peptideos-sinal de secrecdo foram preditos em todas elas (Figura 27), sugerindo a
eficacia do enderecamento subcelular das cadeias polipeptidicas para o lumen do RER, a
partir do qual as proteinas seguiriam a via secretdria, sendo ou ndo devolvidas ao limen. A
confirmacédo da predigdo foi referente aos picos existentes nos graficos de predigdo, os quais

separam as sequéncias dos peptideos-sinal dos genes sintéticos acima do valor de cut-off.

Translate Tool - Results of translation
Open reading frames are highlighted in fed.
5'3' Frame 1

MASSNLLSLALFLVLLTHANSATETSFIIDAFNKTNLILQGDATVSSNGNLQLSYNSYDS
MSRAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDTNFTMNIRTHRQANSAVGLDFVLVPVQPESKGDTVT AIC3
VEFDTFLSRISIDVNNNDIKSVPWOVHDYDGQNAEVRITYNSSTKVLAVSLSNPSTGKSN a-
EVSARMEVEKELDOWVRVGFSATISGVHEYSFETRDVLSWSFSSKFSQHT TSERSNILLNK

2E-

MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRADILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQFVG
SSIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESHSGIPSRFSGSGSGTDFTLSINTVESEDIADYYCQQ Cadeia leve
SHSWPFTFGSGTNLEVKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKY
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN

RGECSEKDEL -

MGFVLFSOLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRAEVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFIFS
NHWMNIWVRQSPEKGLEWVAEIRSKSINSATHYAESVKGRFTISRDDSKSAVYLQMTDLRT

EDTGVYYCSRNYYGSTYDYWGQGT TLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT FPAVLQSSGLYSLSSVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS Cadeia pesada
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNIWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

SEKDEL -

Figura 26. Open Reading Frames para os genes aic3, igglc e igghc. Sequéncias dos residuos de aminoécidos
codificados pelos genes sintéticos, no sentido 5’-3”. Na ORF do gene aic3 é possivel verificar a sequéncia do
peptideo-sinal de secre¢do e da CDS, bem como o start e stop codon. Nas ORFs dos genes igglc e igghc é
possivel verificar os mesmos elementos, bem como os peptideos-sinal adicionais de retencdo, na extremidade C-
terminal. Os peptideos-sinal de secrecdo e de retencdo estdo indicados como residuos sublinhados em vermelho e
em azul, respectivamente. A traducdo in silico da sequéncia de nucleotideos foi realizada no recurso EXPASy
Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/).
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Figura 27. Predicdo de peptideos-sinal para a-AlIC3 e para as cadeias leve e pesada de 1gG. Gréficos de
predigdo de peptideo-sinal N-terminal evidenciando picos referentes ao sitio de clivagem entre o peptideo-sinal e
a CDS de cada gene, superando o valor de cut-off em cada caso. A predicdo foi realizada no servidor SignalP 4.1
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
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5.2. DIGESTAO ENZIMATICA, SUBCLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DE DNA

Ap6s a amplificacdo dos vetores de clonagem pUC18:a-AlC3 e pUC18:1gG e do vetor
de expressdo vazio pBin61, em E. coli, a digestdo enzimatica dos vetores com as enzimas de
restricdo Xbal e BamHI foram seguidas da revelacdo dos fragmentos esperados na
eletroforese em gel de agarose. Na Figura 28, foram observados dois fragmentos referentes ao
vetor pUC18:a-AIC3 (3.501 pb) digerido, sendo eles o inserto excisado, de 759 pb de
tamanho, e o backbone do vetor pUC18, de 2.742 pb. Também foi observado um fragmento
unico referente ao vetor pBin61 (12.939 pb), conforme o esperado, uma vez que a digestao
enzimatica promoveu apenas a linearizacdo do vetor, a qual foi estabilizada pela reacdo de
desfosforilacdo. As alturas para cada fragmento foram identificadas com base no marcador de
peso molecular Ladder 1 kb Plus (ThermoFisher Scientific") e, uma vez identificados, os

fragmentos do vetor linearizado e do inserto excisado foram removidos para recuperacao.

M pBin61 puUC18:a-AIC3
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12.000 pb

2.000 pb
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Figura 28. Eletroforese em gel de agarose para checagem da digestdo enzimatica de pBin6l e pUC18:a-
AIC3. Fragmentos separados por eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizados sob iluminacdo UV,
corados com EtBr. Os fragmentos destacados na imagem sdo referentes ao vetor de expressdo pBin6l
linearizado e desfosforilado, na altura de 12.939 pb, e ao inserto excisado para a-AlIC3, na altura de 759 pb. A
banda na altura de 2.742 pb é referente ao backbone do vetor pUC18. Utilizou-se 0 marcador de peso molecular
Ladder 1 kb Plus, cujas bandas s&o evidenciadas na primeira coluna.

Na Figura 29, foram observados dois fragmentos referentes ao vetor pUC18:1gG
(5.928 pb) digerido, sendo eles o inserto excisado, de 3.186 pb, e o backbone do vetor pUC18,

de 2.742 pb. Também foi observado um fragmento unico referente ao vetor pBin61 (12.939
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pb). As alturas para cada fragmento foram identificadas com base no marcador de peso
molecular Ladder 1 kb (ThermoFisher Scientific"") e, uma vez identificados, os fragmentos do

vetor linearizado e do inserto excisado foram removidos para recuperacao.

M pBin61 puUC18:IgG

12.939 pb
12.216 pb

10.180 pb
8.144 pb
7.126 pb
6.108 pb

5.090 pb

4.072 pb

3.054 pb

2.036 pb

1.636 pb

Figura 29. Eletroforese em gel de agarose para checagem da digestdo enzimatica de pBin6l e pUC18:1gG.
Fragmentos separados por eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizados sob iluminagdo UV, corados com
EtBr. Os fragmentos destacados na imagem sdo referentes ao vetor de expressdo pBin6l linearizado e
desfosforilado, na altura de 12.939 pb, e ao inserto excisado para 1gG, na altura de 3.186 pb. A banda na altura
de 2.742 pb ¢ referente ao backbone do vetor pUC18. Utilizou-se o marcador de peso molecular Ladder 1 kb,
cujas bandas sdo evidenciadas na primeira coluna.

Os fragmentos recuperados para o vetor de expressao linearizado e para 0s insertos
excisados foram utilizados na ligagdo génica para gerar os vetores de expressdo pBin61:o-
AIC3 e pBin61:1gG (Figura 30). Estes vetores, bem como o vetor pBin6l vazio, foram
amplificados em E. coli e os DNAs plasmidiais de 3 clones para cada ligacdo génica e de 1
clone para o vetor vazio apresentaram o tamanho esperado conforme o marcador de peso

molecular Ladder 1 kb Plus (ThermoFisher Scientific™) (Figura 31), ou seja, acima de 12 kpb.
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De forma a confirmar o sucesso da ligagéo génica, o sequenciamento de DNA dos clones para
pBin61:0-AlIC3 e pBin61:1gG, utilizando primers M13, foi conduzido e pdde demonstrar
sequéncias dos insertos para a-AlC3 e para IgG adjacentes ao promotor 35S (Figura 32) e ao
terminador 35S (Figura 33), respectivamente. Uma vez que elementos genéticos derivados
dos vetores de clonagem e do vetor de expressdo foram identificados em uma Gnica sequéncia
de nucleotideos para cada sequenciamento, constatou-se que as ligagdes génicas foram
efetivadas e que os clones de E. coli estavam transformados com os vetores pBin61:a-AlIC3 e
pBin61:1gG. Um Unico clone para cada ligacdo génica foi selecionado para proceder com 0s

experimentos.
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Figura 30. Vetores de clonagem e de expressdo para a-AlC3 e IgG. Representacdo esquematica da
subclonagem, no vetor pBin61, de insertos excisados dos vetores de clonagem pUC18:a-AlIC3 e pUC18:1gG,
utilizando as enzimas de restricio Xbal e BamHI, para gerar os vetores de expressio pBin61:a-AIC3 e
pBin61:1gG.



91

pBin61:a-AIC3 pBin61:1gG
| |
M pBin61 1 2 3 1 2 3
- Y S W e e e
12 kpb_ — [ . . »

—
| DU,

plliE &1

Figura 31. Eletroforese em gel de agarose para checagem da amplificacio de vetores de expressdo. DNAs
plasmidiais amplificados e extraidos de E. coli, a partir de 1 clone para o vetor vazio pBin61 e 3 clones para 0s
vetores pBin61:a-AlIC3 e pBin6l:1gG. As bandas identificadas encontram-se nas alturas esperadas, ou seja,
acima de 12 kpb, conforme o marcador de peso molecular utilizado, Ladder 1 kb Plus.
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Figura 32. Eletroferograma para o sequenciamento do vetor pBin61:a-AlC3. Sequenciamento de clone
plasmidial para o vetor pBin61:0-AlC3 utilizando primer forward M13. Podem ser identificados picos referentes
aos nucleotideos para o promotor 35S (P35S), adjacente ao sitio de restricdo Xbal e & ORF englobando a

sequéncia consenso de Kozak, as quais estdo destacadas em vermelho, confirmando a efetivacdo da ligacdo
génica.
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Figura 33. Eletroferograma para o sequenciamento do vetor pBin61:1gG. Sequenciamento de clone
plasmidial para o vetor pBin61:1gG utilizando primer reverse M13. Podem ser identificados picos referentes aos
nucleotideos para a ORF englobando parte do peptideo-sinal de retencdo e o stop codon, os quais estdo
destacados em vermelho, adjacente ao sitio de restricio BamHI e ao terminador 35S (T35S), confirmando a
efetivagio da ligacéo génica. O eletroferograma foi visualizado no software SnapGene® Viewer 4.1.3.

5.3. AGROINFILTRACAO E RECUPERACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS

Plantas de N. benthamiana com 4 semanas de idade foram infiltradas com os coquetéis
de agroinfiltracdo para os vetores pBin61, pBin61:a-AlC3 e pBin61:1gG, cada um contendo
o0s 3 clones para os supressores virais de silenciamento, e, uma vez finalizados os tempos de
cultivo para cada grupo de plantas, as folhas infiltradas foram coletadas. Foi possivel observar
halos de clorose em todos os grupos de plantas, ao se comparar folhas infiltradas com folhas
ndo infiltradas (Figura 34). As folhas infiltradas e coletadas nos diferentes dpi desenvolveram

0 mesmo padrdo mostrado na Figura 34, ndo havendo diferencas significativas na intensidade

dos halos.
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Figura 34. Halos clordticos de infiltragdo em folha de N. benthamiana. A figura mostra, & esquerda, uma
folha de N. benthamiana ndo infiltrada com coquetel de agroinfiltracdo e, a direita, uma folha infiltrada em dois
pontos do limbo com uma seringa sem agulha, e em torno dos quais a &rea atingida pelo coquetel de
agroinfiltragio desenvolveu reacdo clorética. E esperado que as proteinas de interesse estejam confinadas nos
halos de infiltrag&o.

Apo6s o isolamento das regides clordticas, os valores de massa fresca foram obtidos
para cada grupo de coleta. Ap6s a maceracdo dos tecidos foliares de cada grupo e extracdo de
suas proteinas sollveis utilizando os respectivos tampdes de extracdo, determinou-se o
volume de cada extrato. Além disso, obteve-se o valor de concentracdo de proteinas em cada
extrato por quantificagdo pelo método de Bradford. Particularmente ao extrato para a-AlC3,
também se dialisou a amostra contra dgua para eliminacdo de D-glicose. Posteriormente a
dialise e clarificacdo do extrato, registrou-se novamente o volume do extrato proteico, bem
como sua nova concentracdo utilizando o mesmo método de quantificacdo de proteinas. Os
valores de massa fresca, volumes de extrato proteico e concentracdes de proteina soltvel
foram registrados na Tabela 1, de forma a ser utilizada no célculo de rendimento de cada

proteina de interesse.
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Tabela 1. Grandezas fisicas relativas aos materiais biologicos de agroinfiltracdo para producdo das
proteinas de interesse a-AlC3 e 1gG.

GRANDEZA o-AIC3 1gG (6 dpi) 1gG (12 dpi)
Massa foliar fresca 25,579 9,49 6,719
Volume de extrato 54 mL (70 mL¥*) 21 mL 16 mL

Concentragdo comum | 0,31 pg/uL (0,13 pg/uL™) 0,19 pg/pL 0,23 pg/pL

*Valores de volume e concentragdo comum obtidos ap6s a dialise do extrato para a-AlC3.

5.4.SDS-PAGE E WESTERN BLOT

O extrato para a-AlC3 foi analisado comparativamente ao controle negativo em SDS-
PAGE 15%, corado com Coomassie Brilliant Blue G-250, e via Western blot utilizando
anticorpo especifico anti-a-AIC3 (Figura 35). No gel corado, foi possivel observar bandas
diferenciais para a amostra de a-AlC3 nas alturas de 11 kDa e 15 kDa, as quais correspondem
as alturas esperadas para as subunidades a e [ da proteina o-AlC3 processada,
respectivamente. O resultado se confirmou no Western blot, no qual as mesmas bandas
diferenciais apresentaram alta intensidade. Além disso, bandas de maior peso molecular,
embora de menor intensidade, foram visualizadas na faixa de 26 a 28 kDa, que corresponde a
faixa de altura esperada para a proteina a-AlC3 ndo-processada. N&do foram identificadas

bandas com sinal significativo para o controle negativo no Western blot.

A presenca de bandas nas diferentes faixas de peso molecular sugere processamento
proteolitico parcial do total de proteina de interesse. Adicionalmente, pode-se observar que
todas as bandas ndo apresentaram padréao linear, mas sim empilhado, sugerindo proximidade
de isoformas para as diferentes bandas, que podem ser variantes de glicosilacdo, ja que ha 3
séquons potenciais de N-glicosilacdo na cadeia polipeptidica desta proteina, sendo 2 deles (N-
K-T e N-F-T) existentes na subunidade a e 1 deles (N-S-S) existente na subunidade . O
resultado observado apontou que houve expressao e acumulo da proteina de interesse, nas
formas processada e ndo-processada, em folhas infiltradas com coquetéis de agroinfiltracdo
para pBin61:a-AlIC3.
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Figura 35. SDS-PAGE e Western blot para analise da proteina a-AlIC3. A esquerda, uma imagem de SDS-
PAGE a 15% corado com Coomassie Brilliant Blue G-250, contendo amostras de extrato para pBin6l e para
pBin61:a-AlIC3, evidenciando bandas diferenciais de baixo peso molecular, nas alturas esperadas para as
subunidades o (11 kDa) e B (15 kDa). A direita, uma imagem do Western blot para o gel-espelho, revelado
utilizando anticorpo especifico anti-a-AlC3, e evidenciando as mesmas bandas diferenciais observadas no gel
corado, bem como bandas adicionais de maior peso molecular, na faixa de 26 a 28 kDa, ou seja, na altura
esperada para a forma nao-processada da proteina a-AlIC3.

Analisando-se novamente as amostras por eletroforese de proteinas, porém apds serem
submetidas a didlise contra &gua, foi possivel observar, no gel corado (Figura 36-A), a
presenca de bandas diferenciais nitidas e intensas para as amostras de a-AlC3, ndo apenas nas
alturas de 11 kDa e 15 kDa, mas também na faixa de 26 a 28 kDa, observadas no Western blot
para amostras nao-dialisadas. Uma banda também na altura de 15 kDa foi observada na
amostra de controle positivo, conforme esperado, uma vez que este consistiu na subunidade 3
da proteina a-AlC3, expressa em E. coli e purificada. No Western blot do gel-espelho (Figura
36-B), as mesmas bandas foram visualizadas para o controle positivo e para as amostras de a-

AIC3. Também nédo foram identificadas bandas para o controle negativo no Western blot.

Observando-se a propor¢do de bandas para as amostras de a-AlC3, verificou-se a

predominancia de bandas referentes as alturas esperadas para a proteina de interesse, tanto na
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forma processada quanto na forma ndo-processada, em relacdo ao total de proteinas sollveis.
Isso provavelmente se deveu a precipitagdo, durante o processo de didlise, de uma porcao
significativa das proteinas correspondentes as outras bandas visualizadas no gel anterior
(Figura 35), uma vez que a alta solubilidade da proteina a-AlC3 em agua pode contribuir para
que esta permaneca sollvel enquanto outras proteinas do extrato bruto precipitem, ja que o
solvente utilizado na didlise foi agua ultrapura, e a constatacdo da formacgdo de particulas
dentro do cassete de dialise reforca esta hipotese. Com isso, 0 processo de dialise pode ter se

tornado vantajoso no enriquecimento da proteina de interesse no extrato de proteinas soluveis.

A M C+ H20 pBin61 I

14sk0a B

98 kDa
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' — 28 kDa
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Figura 36. SDS-PAGE e Western blot para analise da proteina a-AIC3 ap6s didlise. A) SDS-PAGE a 15%
corado com Coomassie Brilliant Blue G-250, contendo amostras de extrato para pBin61 e para uma triplicata de
pBin61:a-AIC3, evidenciando bandas diferenciais de baixo peso molecular, nas alturas esperadas para as
subunidades a (11 kDa) e B (15 kDa), bem como as bandas de maior peso molecular, na faixa de 26 a 28 kDa,
reveladas anteriormente no Western blot para extratos ndo-dialisados e referentes a forma ndo-processada da
proteina a-AlC3. Adicionalmente, as amostras foram comparadas com um controle positivo consistindo na
subunidade B de a-AIC3 expressa em E. coli e purificada; B) Western blot para o gel-espelho, revelado
utilizando anticorpo especifico anti-a-AIC3, e evidenciando as mesmas bandas diferenciais observadas no gel
corado, validando-se o experimento pela observagdo da banda para a subunidade B do controle positivo.
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Os extratos de 6 dpi e 12 dpi para 1gG foram analisados comparativamente ao controle
negativo em SDS-PAGE 12%, corado com nitrato de prata (Figura 37), e via Western blot
utilizando proteina A (Figura 38-B). Uma vez que a desnaturacdo de proteinas para aplicacdo
em gel promoveu a formacgdo de uma quantidade significativa de precipitado, a visualizacdo
de bandas com corante Coomassie Blue ficaria prejudicada, optanto-se, com isso, a se
proceder com a coloracdo por nitrato de prata. No gel corado, portanto, foi possivel observar
bandas diferenciais de intensidade fraca para as amostras de 1gG nas alturas de 23 kDa e 48
kDa, as quais correspondem as alturas esperadas para as cadeias leve e pesada,
respectivamente. As referidas bandas puderam ser melhor visualizadas na membrana de
nitrocelulose corada com Ponceau S (Figura 38-A), embora as bandas indicativas para cadeia
pesada nas amostras vegetais tenham se situado pouco abaixo da altura esperada. Analisando-
se o0 controle positivo, foi possivel verificar uma mudanca no perfil de bandas quando em
condicBes ndo-redutoras (sem DTT) e redutoras (com DTT), com predominio de bandas de
maior e de menor peso molecular, respectivamente. Para a amostra sem DTT, inclusive,
observou-se um arraste na faixa de 100 kDa a 150 kDa, o que pode corresponder a faixa de
tamanho das formas n-méricas da imunoglobulina (Figuras 37 e 38). Por outro lado, para a
amostra com DTT, observaram-se bandas em diferentes alturas, na faixa de 23 kDa a 50 kDa
(Figuras 37 e 38-A), em que a banda de aproximadamente 50 kDa apresentou maior
intensidade e perfil ndo-linear, possivelmente se devendo a ocorréncia de N-glicosilacdo na
cadeia pesada, o que produz glicoformas cujos tamanhos geram bandas bastante préximas

entre si.

Analisando-se 0 Western blot para IgG (Figura 38-B), foi possivel observar um arraste
para o controle positivo ndo-reduzido, de perfil semelhante ao produzido no gel corado.
Porém, nas amostras vegetais, tanto de 6 dpi quanto de 12 dpi, foram detectadas bandas de
alto peso molecular (aproximadamente 142 kDa), correspondendo a altura esperada para a
forma heterotetramérica da imunoglobulina, embora ndo estivessem nitidas no gel corado ou
na membrana corada. Observou-se maior intensidade da banda de alto peso na amostra de 12
dpi, sugerindo que um maior tempo de cultivo esta correlacionado ao maior acimulo desta
proteina de interesse. Em nenhuma das amostras em condi¢fes redutoras, o que inclui o
controle positivo, foi possivel observar a presenga de bandas, o que corrobora com o fato de
que a detecgé@o ocorre com base na ligacdo da proteina A a regido Fc das imunoglobulinas, a
qual em condic¢es redutoras € desfeita pela reducdo dos residuos de cisteina que estabelecem
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pontes dissulfeto entre as cadeias pesadas, que permanecem, portanto, isoladas, impedindo

que haja ligacéao e deteccéo.

Também ndo foram identificadas bandas com sinal significativo para o controle
negativo no Western blot. O resultado obtido apontou que houve expressdo, acumulo e
montagem da proteina de interesse na forma heterotetramerica, em folhas infiltradas com

coquetéis de agroinfiltracdo para pBin61:1gG.

IgG
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Figura 37. SDS-PAGE para analise da proteina 1gG. Imagem de SDS-PAGE a 12% corado com nitrato de
prata, contendo amostras de extrato para pBin61 e para pBin61:1gG de 6 dpi e 12 dpi, evidenciando bandas
diferenciais de intensidade fraca e de baixo peso molecular, nas alturas esperadas para a cadeia leve (23 kDa) e
pesada (48 kDa), bem como as bandas de maior peso molecular, na faixa de 100 a 150 kDa, referentes as formas
n-méricas da imunoglobulina. As amostras foram comparadas com um controle positivo (C+) consistindo em
IgG cunicular comercial. Para o controle positivo e para as amostras de extrato para pBin61:1gG, foi feita a
andlise em condicOes ndo-redutoras (sem DTT) e redutoras (com DTT).
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Figura 38. Revelagdo com Ponceau S e Western blot para analise da proteina 1gG. A) Membrana de
nitrocelulose apds transferéncia de proteinas e coloragdo com Ponceau S, contendo amostras de extrato para
pBin6l e para pBin61:1gG de 6 dpi e 12 dpi, evidenciando bandas diferenciais de baixo peso molecular, nas
alturas para a cadeia leve (23 kDa) e pesada (48 kDa). As amostras foram comparadas com um controle positivo
(C+) consistindo em IgG cunicular comercial. Para o controle positivo e para as amostras de extrato para
pBin61:1gG, foi feita a analise em condic¢Bes ndo-redutoras (sem DTT) e redutoras (com DTT); B) Western blot
para o gel-espelho, revelado utilizando proteina A, e evidenciando bandas diferenciais de alto peso para amostras
em condicBes ndo-redutoras, também observadas juntamente com o arraste do controle positivo nas mesmas
condicOes. Nao foram observadas bandas para as amostras em condi¢fes redutoras, conforme o esperado.
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5.5. ANALISE DE RENDIMENTO DAS PROTEINAS DE INTERESSE

As proteinas a-AlIC3 dialisada e 1gG foram quantificadas a partir do extrato de
proteinas sollveis totais, via ELISA indireto e direto, respectivamente, e avaliadas quanto ao
rendimento. As curvas-padrdo de absorbancia, utilizadas como parametro para o calculo de
rendimento, foram obtidas com base nos controles positivos utilizados anteriormente em

Western blot, e estdo representadas nas Figuras 39 e 40.

Abs Curva de absorbéncia para a-AlIC3
1,2

/ y =0,019x + 0,041
R?=0,9891
0.8
/ Ab=orbancia a450 nm
0.5
/ — Linear (Absorbincia 2450
0.4 / nm )

0 : : : : : " ng (a-AIC3)
0 10 20 30 40 50 &0

Figura 39. Curva-padriao de absorbincia para a proteina a-AlIC3. O gréfico de dispersdo apresenta a
correlagdo entre a quantidade de proteina a-AlC3 (em ng, no eixo X) e o valor de absorbancia a 450 nm (eixo y),
expressa pela regressdo linear y = 0,019x + 0,041. A curva-padrdo foi estabelecida com base em gradiente de
subunidade B da proteina a-AlC3, expressa em E. coli e posteriormente purificada, detectada por anticorpo
especifico anti-a-AIC3 em ELISA, e foi utilizada para calcular o rendimento (em %TSP) da proteina de interesse
no extrato de proteinas sollveis totais.
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Figura 40. Curva-padréo de absorbancia para a proteina 1gG. O gréfico de dispersdo apresenta a correlacdo
entre a quantidade de proteina 1gG (em ng, no eixo Xx) e o valor de absorbancia a 405 nm (eixo y), expressa pela
regressdo linear y = 0,0337x - 0,6379. A curva-padréo foi estabelecida com base em gradiente de 1gG cunicular
comercial, detectada por proteina A em ELISA, e foi utilizada para calcular o rendimento (em %TSP) da
proteina de interesse no extrato de proteinas solGveis totais.

Utilizando os valores de absorbancia das respectivas curvas, as concentracfes das
proteinas de interesse foram primeiramente calculadas de acordo com a absorbancia obtida
para dada massa total de proteinas soltveis, conforme a seguir, e estdo indicadas no gréafico da
Figura 41, em %TSP. Os valores de absorbancia para o controle negativo (pBin61) néo
diferiram dos valores para 0 ng de controle positivo na curva-padréo. Para a proteina a-AlC3,
realizou-se o calculo com base em 80 ng de proteinas solUveis, apenas, uma vez que o valor
obtido em 160 ng de proteinas soltveis ultrapassou o valor de absorbancia abrangido pela
curva-padréo, inviabilizando o célculo de rendimento com confiabilidade estatistica. Sendo
assim, foram estimados 35,2 ng de a-AIC3 em 80 ng de proteinas soluveis, ou seja, 44% TSP.

Para a proteina IgG de 6 dpi, foram estimados 6,85 ng de IgG em 80 ng de proteinas
sollveis, ou seja, 8,56% TSP, e 8,43 ng de IgG em 160 ng de proteinas sollveis, ou seja,
5,27% TSP. O rendimento final foi obtido pela média aritmética de ambos os valores,
indicando aproximadamente 7% TSP. Para a proteina IgG de 12 dpi, foram estimados 7,52 ng
de 19G em 80 ng de proteinas soliveis, ou seja, 9,40% TSP, e 19,87 ng de IgG em 160 ng de
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proteinas soluveis, ou seja, 12,42% TSP. O rendimento final foi igualmente obtido pela média

aritmética de ambos os valores, resultando em aproximadamente 11% TSP.

Nivel de expressao: a-AlC3 e IgG

50%
45%
40%
35%
30%
25% @ %TSP
20%
15% 11%
10% 7% —
5% —
0%

44%

pBin61 a-AIC3 1gG 6 dpi 1gG 12 dpi

Figura 41. ELISA: nivel de expressdo das proteinas de interesse a-AIC3 e 1gG. O gréafico de colunas
apresenta o nivel de expressdo para cada proteina de interesse avaliada, traduzido como rendimento em %TSP,
com base nas curvas-padrdo estabelecidas em ELISA e comparativamente ao controle negativo (pBin61). A
proteina a-AlC3 correspondeu a 44% TSP, e a proteina IgG correspondeu a 7% TSP para 6 dpi e 11% TSP para
12 dpi.

Posteriormente, os valores de rendimento em %TSP para cada proteina foram
utilizados para calcular a massa de proteina de interesse existente no extrato utilizado,
conhecendo-se 0s seus volumes e concentracdes respectivos. Uma vez descobertos os valores
de massa, o rendimento foliar foi calculado pela divisdo por cada valor de massa fresca de

tecido coletado, e ambos os rendimentos foram registrados na Tabela 2.

Para a proteina a-AlIC3, foram recuperados 70 mL de extrato dialisado a 0,13 ug/uL a
partir de 25,57 g de folha fresca. O extrato dialisado, portanto, continha 9,1 mg de proteinas
soluveis, das quais 44% foram estimadas como sendo a-AlIC3, ou seja, 4 mg de o-AlIC3, 0
que, relacionando-se com a massa de folha fresca, indica rendimento foliar aproximado de
156 mg/kg. Para a proteina IgG de 6 dpi, foram recuperados 21 mL de extrato a 0,19 pg/uL a
partir de 9,4 g de folha fresca. O extrato, portanto, continha 4 mg de proteinas soltveis, das
quais 7% foram estimadas como sendo 1gG, ou seja, 0,28 mg de IgG, o que, relacionando-se

com a massa de folha fresca, indica rendimento foliar aproximado de 30 mg/kg. Para a
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proteina IgG de 12 dpi, foram recuperados 16 mL de extrato a 0,23 pg/pL a partir de 6,71 g
de folha fresca. O extrato, portanto, continha 3,68 mg de proteinas sollveis, das quais 11%
foram estimadas como sendo IgG, ou seja, 0,40 mg de IgG, o que, relacionando-se com a
massa de folha fresca, indica rendimento foliar aproximado de 60 mg/kg. Os resultados para
IgG indicaram, portanto, que dobrar o tempo de cultivo culmina em maior acumulacdo da
proteina de interesse, resultando no dobro de rendimento foliar. Observando-se a discrepancia
entre os valores de rendimento para a-AlIC3 e para IgG, reforca-se que a dialise de proteinas
promoveu o0 enriquecimento de o-AIC3 a ponto de refletir em um rendimento

significativamente maior desta, observado apds aferi¢do por ELISA.

Tabela 2. Rendimentos relativos as proteinas de interesse a-AIC3 e 1gG, em % TSP e mg/kg de folha.

VARIAVEL a-AlC3 1gG (6 dpi) 19G (12 dpi)
%TSP (ELISA) 44% 7% 11%
Rendimento foliar 156 mg/kg 30 mg/kg 60 mg/kg

5.6. PURIFICACAO DAS PROTEINAS DE INTERESSE

Realizou-se a purificagdo da proteina a-AlC3 dialisada via cromatografia de excluséo
molecular. Ao todo, 90 fracdes de eluicdo foram coletadas, das quais o cromatograma gerado
(Figura 42) demonstrou picos significativos para as fragdes 10 a 14, 16 a 20 e 30 a 58, sendo
o intervalo 16-20 o de maior intensidade, com 16,5 mAU. Destas, as fracdes 12, 17, 18, 19,
37, 40 e 42, bem como a fracdo 26, foram selecionadas e visualizadas apés eletroforese de
proteinas (Figura 43). O gel, ap6s corado, revelou que as fragbes 17, 18 e 19 contiveram a
maior parte da proteina de interesse conforme as alturas esperadas para as bandas. O perfil das
bandas foi exatamente 0 mesmo observado nos experimentos de Western blot das Figuras 35
e 36, confirmando a efetivacdo da purificacdo da proteina o-AlIC3. As outras fraches
apresentaram bandas de intensidade bastante fraca, apenas. Comparando-se a fracdo de
lavagem com o extrato bruto, verificou-se um perfil idéntico, sugerindo que grande parte das
proteinas foi eluida, exceto a a-AIC3, que foi parcialmente retida na coluna, embora ainda
houvesse bandas correspondentes para a-AlC3 na fracdo de lavagem, o que pode ser devido a
carga da proteina de interesse que, por ser alta, saturou a coluna cromatografica, impedindo
que todo o contetido da proteina se retivesse para somente depois ser eluido. No gel de tris-
tricina (Figura 44), o mesmo perfil eletroforético foi observado para as fragbes reunidas, com

bandas suficientemente distantes para se realizar a excisdo de spots.
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Figura 42. Cromatograma para a purificacido da proteina a-AlC3. O gréafico evidencia picos de eluigdo da
cromatografia de exclusdo molecular para a amostra dialisada contendo a proteina a-AIC3. Com um total de 90
fracOes de eluicdo, as fracbes 10-14, 16-20 e 30-58 englobaram os picos de eluicdo mais evidentes, sendo o pico
da faixa 16-20 o de maior intensidade, com 16,5 mAU. O cromatograma foi gerado no software UNICORN"™ 6.4

(GE Healthcare®).
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Figura 43. Analise e confirmacéo da purificagio da proteina a-AlC3. SDS-PAGE a 15%, corado com nitrato
de prata, para separacdo e caracterizacdo das fracGes de elui¢do 12, 17, 18, 19, 26, 37, 40 e 42 da purificacdo de
a-AIC3, evidenciando bandas de tamanho esperado e de alta intensidade para as frages 17, 18 e 19, cujo perfil
foi 0 mesmo observado em Western blot. Bandas em alturas proximas, porém de baixa intensidade, também
foram visualizadas nas outras fragcBes. O experimento confirmou a efetivacdo da purificagdo da proteina de
interesse. As amostras de extrato bruto (EB) e de uma fragdo de lavagem (L) apresentaram perfil semelhante.

M a-AlC3

50 kDa
40 kDa
30 kDa 1
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Figura 44. Gel de preparacéo para excisdo de spots das bandas da proteina a-AlC3. Gel de tris-tricina a
16%, corado com Coomassie Brilliant Blue G-250, para separacdo das bandas de fracdes reunidas (17, 18, 19)
contendo o-AlC3 purificada. A separacdo foi suficiente para permitir a excisdo de spots respectivos para as
bandas sem que houvesse contaminagdo cruzada.
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A purificacdo da proteina IgG foi realizada via cromatografia de bioafinidade a partir
do extrato de 12 dpi, uma vez que este apresentou 0 maior nivel de expressdo para a proteina
de interesse, conforme os resultados obtidos no ELISA. Ao todo, 55 fracdes de eluicdo foram
coletadas, das quais o cromatograma gerado (Figura 45) demonstrou um pico Unico, conforme
0 esperado, de 4 mAU de intensidade para as fragdes 25 a 27. Estas, ao serem reunidas e
concentradas, foram visualizadas apos eletroforese de proteinas (Figura 46). O gel, apos
corado, revelou uma banda de alto peso molecular e cujo perfil foi exatamente 0 mesmo
observado no Western blot da Figura 38, confirmando a efetivacdo da purificacdo da proteina

IgG na forma heterotetramérica.
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Figura 45. Cromatograma para a purificagdo da proteina IgG. O grafico evidencia o pico Unico de elui¢do
da cromatografia de bioafinidade para a amostra de 12 dpi contendo a IgG. Com um total de 55 fragdes de
eluicdo, o pico de eluigdo teve intensidade de 4 mAU, e englobou as fragGes 25-27. O cromatograma foi gerado
no software UNICORN™ 6.4 (GE Healthcare®).
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Figura 46. Andlise e confirmacdo da purificacdo da proteina 1gG. SDS-PAGE a 12%, corado com nitrato de
prata, para separacédo e caracterizagdo das fracOes de eluicdo 25, 26 e 27, reunidas e concentradas (R.C.), da
purificacdo de 19G, evidenciando a mesma banda de alto peso molecular (142 kDa) previamente observada em
Western blot. As amostras FT e L referem-se as fragdes de flowthrough e de lavagem, respectivamente. O
experimento confirmou a efetivacéo da purificaco da proteina de interesse.

5.7.CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE a-AlIC3

Com base no resultado observado na Figura 44, 4 bandas, ao todo, tiveram spots
excisados para digestdo in gel das amostras com tripsina, cujos produtos de hidrélise foram
dessalinizados, concentrados e purificados antes de serem analisados por MS/MS MALDI-
TOF. Os espectros dos peptideos gerados foram adquiridos para todas as amostras, alguns dos
quais corresponderam perfeitamente aos peptideos tripticos tedricos esperados, gerados pela
digestdo in silico da cadeia polipeptidica de a-AlIC3 (Apéndice C). Os peptideos detectados
foram selecionados para fragmentacdo, que permitiu o sequenciamento dos residuos de
aminoacidos componentes de cada ion parental. O sequenciamento de cada peptideo esta
representado nas Figuras 47-52. Todos os espectros foram obtidos com intensidade de
absorbancia na ordem de 10 o que é considerado significativo na validagdo para o

sequenciamento manual.

Para a subunidade a, 1 dos 4 peptideos tripticos possiveis (AFYSAPIQIR) foi
detectado, sequenciado e confirmado quanto a identidade, o que correspondeu a uma
cobertura de 10 dos 73 residuos para esta subunidade, ou seja, 14%. Para a subunidade B, 5
dos 12 peptideos tripticos possiveis (SVPWDVHDYDGQNAEVR,



108

VGFSAISGVHEYSFETR, GDTVTVEFDTFLSR, DVLSWSFSSK e ELDDWVR) foram
identificados, correspondendo a uma cobertura de 65 dos 135 residuos para esta subunidade,
ou seja, 48%. Ao todo, 6 peptideos foram confirmados, indicando uma cobertura de 75 dos
221 residuos para a cadeia completa, ou seja, 34% de cobertura de sequenciamento (Figura

53).

O peptideo referente a subunidade o foi detectado nas amostras das bandas 1, 2 e 4
(Figura 44), enquanto os peptideos referentes as subunidades § foram detectados nas amostras
das bandas 1, 2 e 3 (Figura 44). Este resultado corrobora com a hipétese de que as bandas 3 e
4 corresponderam as subunidades B e o, respectivamente, e que as bandas 1 e 2
corresponderam a cadeia polipeptidica completa e ndo-processada, uma vez que ambas

contiveram sequéncias de peptideos para as duas subunidades.
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Figura 47. Espectros de fragmentacao e sequenciamento do peptideo 1 de a-AlIC3 para a subunidade a. O
grafico mostra o sequenciamento, nas séries b/y, dos residuos de aminoéacidos do ion parental correspondente a
subunidade o, [M+H]" = 1165.7 Da. Sequéncia peptidica predita: AFYSAPIQIR. Software utilizado:

FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics®).
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Figura 48. Espectros de fragmentacao e sequenciamento do peptideo 1 de a-AlC3 para a subunidade B. O
grafico mostra o sequenciamento, nas séries b/y, dos residuos de aminoécidos do ion parental correspondente a
subunidade B, [M+H]" = 1986.7 Da. Sequéncia peptidica predita: SVPWDVHDYDGQNAEVR. Software
utilizado: FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics®).
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Figura 49. Espectros de fragmentacao e sequenciamento do peptideo 2 de a-AlC3 para a subunidade B. O
grafico mostra o sequenciamento, nas séries b/y, dos residuos de aminoécidos do ion parental correspondente a
subunidade B, [M+H]" = 1886.0 Da. Sequéncia peptidica predita: VGFSAISGVHEYSFETR. Software utilizado:
FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics®).
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Figura 50. Espectros de fragmentacao e sequenciamento do peptideo 3 de a-AlC3 para a subunidade B. O
grafico mostra 0 sequenciamento, nas séries b/y, dos residuos de aminoécidos do ion parental correspondente a
subunidade B, [M+H]" = 1586.8 Da. Sequéncia peptidica predita: GDTVTVEFDTFLSR. Software utilizado:
FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics®).
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Figura 51. Espectros de fragmentacao e sequenciamento do peptideo 4 de a-AlC3 para a subunidade B. O
grafico mostra o sequenciamento, nas séries b/y, dos residuos de aminoécidos do ion parental correspondente a

subunidade B, [M+H]" =

FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics®).

1155.6 Da. Sequéncia peptidica predita: DVLSWSFSSK. Software utilizado:
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Figura 52. Espectros de fragmentac¢éo e sequenciamento do peptideo 5 de a-AIC3 para a subunidade p. O

grafico mostra o sequenciamento, nas séries b/y, dos residuos de aminoacidos do ion parental correspondente a
subunidade B, [M+H]" = 932.4 Da. Sequéncia peptidica predita: ELDDWVR. Software utilizado: FlexAnalysis

3.3 (Bruker Daltonics®).
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Figura 53. Cobertura de sequenciamento MS/MS MALDI-TOF para a proteina a-AlC3. Sequéncia
completa dos residuos de aminoéacidos que compdem a proteina a-AlC3, destacando os peptideos fragmentados
e sequenciados e que apresentaram identidade a sequéncia nativa em MS/MS MALDI-TOF. Foram sequenciados
6 peptideos, sendo 1 para a subunidade o e 5 para a subunidade . As sequéncias sublinhadas séo referentes aos
residuos clivados durante o processamento proteolitico, e, portanto, ausentes na proteina madura e ativa. A
cobertura de sequenciamento para a proteina de interesse foi calculada em 34%, ou seja, 75 do total de 221

residuos foram sequenciados.

5.8. CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE a-AIC3

Baseando-se no método colorimétrico por ADNS, as amostras dialisadas de extrato de
N. benthamiana e contendo a proteina a-AlC3 apresentaram uma média de 98,5% no nivel de
atividade inibitoria contra a enzima AGA utilizando-se 1 U da a-amilase e 100 ug de proteina

soltvel. Este nivel de inibicdo foi validado com sucesso, com base na média de inibicéo
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obtida ao se utilizar a mesma quantidade de proteina de amostra de A. thaliana também

contendo 0 mesmo inibidor, a qual inibiu completamente a atividade da enzima-alvo.

Adicionalmente, a mesma amostra de N. benthamiana foi utilizada de forma
simultanea para checar o nivel de atividade inibitéria contra as enzimas AMA e SFA, porém
ndo foi observada qualquer inibicdo de suas atividades enzimaticas. O grafico que relaciona o
nivel de atividade inibitéria de extratos contendo a proteina a-AlIC3 para cada enzima

encontra-se na Figura 54, abaixo.

Em sintese, os resultados de caracterizacdo funcional da proteina de interesse
apontaram que a proteina o-AlC3 exibiu a atividade esperada para a enzima AGA,
demonstrando especificidade, a qual foi confirmada pela auséncia de atividade inibitdria

contra enzimas-nao alvo, o que reforca a biosseguranca da molécula.

Atividade inibitoria de a-AIC3: AGA, AMA, SFA
Nivel de inibigao
100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%
N. benthamiana A. thaliona M. benthamiana N. benthamiana

AGA AMA SFA

Figura 54. Nivel de atividade inibitdria da proteina a-AIC3 para enzimas-alvo e ndo alvo. O grafico de
colunas apresenta os niveis de inibicdo das a-amilases utilizando 100 ug de extrato dialisado contendo proteina
a-AIC3. O eixo y representa o nivel de inibicdo. E possivel observar que a enzima AGA foi inibida em até 100%
da atividade amilésica por extrato obtido de N. benthamiana, validando-se o resultado com extrato obtido de A.
thaliana. Por outro lado, ndo foi verificada qualquer atividade inibitoria para as enzimas AMA e SFA. O desvio-
padrdo esta representado por barras nas colunas. Os resultados obtidos séo representados pela média da inibicéo
de cada triplicata realizada.
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5.9.ESTABELECIMENTO DO SISTEMA DE REPLICON VIRAL (RYMV)

Os resultados obtidos para a agroinfeccdo de N. benthamiana (Figura 55) foram
validados qualitativamente pelo controle interno do experimento, o gene housekeeping
NbEIF1-a. Isso porque os cDNAs gerados a partir dos trés grupos de amostras de RNA (1, 2,
3, 1°, 2, 3”) e sintetizados em ambas as transcrices reversas geraram fragmentos
amplificados por PCR. Neste caso, € possivel observar que os cDNAs de cada grupo tiveram
diferenca de intensidade entre ambas as transcri¢cdes, o que corrobora com o fato de que a
transcricdo reversa para as amostras 1, 2 e 3 utilizaram 2 pL de primer Oligo(dT)1s e que a
transcrigdo reversa para as amostras 1°, 2° e 3’ utilizaram 1 pL de primer Oligo(dT)is ¢ 1 uL
de primer GFP-Spel. Uma vez que o gene housekeeping é encontrado apenas em amostras de
RNAm contendo cauda Poli(A), apenas cDNAs sintetizados a partir do primer Oligo(dT)1s
geram amplicons para este gene.

No primeiro grupo (1, 2, 3), tem-se o dobro da concentragédo deste primer na reacdo de
transcrigdo reversa em relagdo ao segundo grupo (1°, 2°, 3°), consequentemente com maior
rendimento final de cDNAs para RNAm poliadenilado, o que é constatado pela maior
intensidade das bandas para o primeiro grupo, tendo-se aproximadamente apenas a metade da
intensidade das bandas no segundo grupo. As reagdes de controle negativo da transcricao
reversa ndo geraram quaisquer bandas de amplificacdo dos cDNAs, validando-se a prépria

reacao de transcricao.

Avaliando-se qualitativamente a amplificacdo viral com base no gene para GFP,
observou-se a presenca de bandas de amplificacdo de cDNAs em todas as amostras. Para
analisar a ocorréncia da amplificacdo viral, as amostras para cada vetor de expressao foram

comparadas:

(1) pCambial300:GFP — este vetor é transcrito gerando apenas moléculas de RNAm
poliadenilado para o gene gfp. Considerando-se que o primer GFP-Spel também se
anela no gene gfp existente em RNAm poliadenilado, é esperado que a transcri¢do
reversa em ambos os grupos (1 e 1’) gere quantidades indistintas de cDNA
contendo o gene gfp, gerando também amplicons de intensidade sem diferenca
significativa, o que corroborou com a intensidade de bandas vistas para este par de
amostras.

(2) pCambial300:AARYMV-GFP — este vetor é transcrito gerando moléculas de
RNAm poliadenilado e ndo-polideadenilado para o gene gfp, uma vez que o
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genoma viral de RYMV é transcrito sem que ocorra a incorporacdo de cauda
Poli(A), o que informa sobre a ocorréncia de replicacdo viral na célula hospedeira
com uma transcricdo adicional e independente do genoma nuclear. Dessa forma, é
esperado que a transcricdo reversa em ambos 0s grupos seja minimamente igual
quando n&o houver replicacdo viral, conforme o padrdo observado no caso (1).
Entretanto, a diferenca de sinal em ambos os grupos (2 e 2°) evidenciou maior
intensidade para 2’, sugerindo que, além da transcricdo ocorrida conforme o
ocorrido para pCambial300:GFP, a replicacdo viral adicional gera quantidades
também adicionais de RNAm passiveis de amplificagdo com par de primers
especificos para gfp a partir do cDNA correspondente reversamente transcrito. Este
resultado indica, portanto, de forma qualitativa, a ocorréncia de replicacao do virus
RYMYV em células da folha de N. benthamiana.

(3) pCambial300:AARYMV-TEV-GFP — este vetor é transcrito gerando moléculas de
RNAm poliadenilado e ndo-polideadenilado para o gene gfp. Trata-se do mesmo
caso observado em (2) e, embora a diferenca de sinal tenha sido um pouco menor,
qualitativamente observou-se uma intensidade levemente maior para 3’ em relagao

a 3, também indicando a ocorréncia de replicagdo do virus RYMV.

Os resultados indicaram, portanto, que a ocorréncia de replicacdo do genoma viral na
planta hospedeira teoricamente leva a producdo de virions que viabilizam N. benthamiana
como hospedeiro intermediario para infeccdo secundaria de outras espécies, como as

monocotileddneas, via inoculacdo de seiva (sap inoculation).
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Figura 55. Replicacdo do virus RYMV em N. benthamiana. Gel de eletroforese em agarose a 1% para
verificacdo da amplificacdo de cDNA para o gene housekeeping de NbEIF1-a (controle interno), com amplicon
de 732 pb, e para o gene de GFP, com amplicon de 654 pb, utilizando pares de primers especificos. Os
respectivos cDNAs foram gerados por transcricdo reversa utilizando primers gerais para RNAm e/ou primers
especificos para sequéncias desejadas na amplificacdo viral. Os controles negativos de transcri¢do reversa (-) ndo
geraram amplicons para cDNA. Utilizou-se o0 marcador de peso molecular Ladder 1 kb Plus, cujas bandas séo
evidenciadas na primeira coluna.
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6. DISCUSSAO

Os resultados referentes a produgao e caracterizacdo da molécula a-AlC3 sugerem que
sistemas de expressdo transiente baseados em N. benthamiana podem ser adequados para a
producao de variantes de a-Als de forma rapida, facil e eficiente quando obtidas a partir de
estratégias de evolucdo molecular para screening funcional preliminar e para estudos de
biosseguranca das variantes. A molécula caracterizada neste trabalho foi identificada e
selecionada a partir de uma biblioteca constituida por mais de 8.000 variantes (SILVA et al.,
2013). Com isso, este sistema permite a investigacdo de bibliotecas para a identificagdo de

variantes apresentando funcionalidade nova ou melhorada para o controle de insetos-praga.

Embora a literatura relate poucos exemplos de proteinas de interesse agrondémico
produzidas nestes sistemas de expressao heter6loga, a proteina Rx de resisténcia ao Potato
virus X (PVX), codificada por um gene existente em batata (Solanum tuberosum), recebe
grande destaque. Com isso, Farham & Baulcombe (2006) desenvolveram uma biblioteca de
variantes para esta proteina, através de mutagénese randémica, a partir do gene
correspondente, utilizando N. tabacum como sistema de expressdo transiente para o screening
de 1.920 variantes moleculares, das quais 13 apresentaram atividade bioldgica significativa na
ligacdo a proteina CP de PVX. Em outro trabalho com o mesmo gene, Harris et al. (2013)
realizaram o screening de uma biblioteca composta por 1.500 mutantes proteicos em N.
benthamiana, também via expressdo transiente, com 4 variantes sendo identificadas como
promissoras por induzirem a resisténcia ao Poplar mosaic virus (PopMV). Ambos 0s estudos,
portanto, corroboraram com o presente trabalho realizado com a-AlC3 em relacdo a utilidade
e eficacia do sistema de expressao transiente baseada em Nicotiana spp. para a identificacédo e
selecdo de variantes de proteinas de resisténcia a estresses bidticos partindo-se de uma ampla

biblioteca de mutantes.

Além disso, 0 uso desse sistema pode ser estendido a proteinas bioinseticidas também
utilizadas comumente em engenharia genética para produzir plantas transgénicas resistentes a
insetos-praga, como as toxinas Cry e inibidores de proteinase (LOMBARDO et al., 2016), a
exemplo das bibliotecas de variantes mutantes desenvolvidas por Ceci et al. (2003) e Craveiro

et al. (2010), respectivamente.

Considerando-se que o objetivo final do desenvolvimento destas variantes consiste na
expressdo destas em plantas transformadas para obter eventos transgénicos resistentes a

insetos-praga, o sistema de expressdo desenvolvido neste trabalho torna-se uma alternativa
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para caracterizar funcionalmente um rol de variantes de forma a antever a atividade bioldgica
destas quando forem produzidas pela planta-alvo das pragas, em comparagdo com o0s
resultados de ensaios in vitro e in vivo. Os ensaios in vivo sdo, portanto, uma etapa
complementar de analises que permitem a checagem dos efeitos sistémicos das moléculas
desenvolvidas, dando maior confiabilidade de que as plantas transgénicas expressando estas
moléculas desencadeardo efeitos similares que reflitam os resultados anteriormente
observados. A vantagem desta abordagem reside, portanto, na implantacdo de uma etapa
intermediaria de filtragem para a selecdo de mutantes promissores, uma vez que regenerar
diretamente plantas transformadas para s6 entdo caracteriza-las aumenta a complexidade e o

tempo de desenvolvimento destes produtos, se tornando uma abordagem menos pratica.

Adicionalmente, deve-se considerar que o melhoramento genético de plantas via
engenharia genética tem sido impulsionado significativamente com o advento da Biologia
Sintética e suas ferramentas de edicdo gendmica, que permitem a introducédo de modificacbes
genéticas de forma precisa a partir da engenharia de genoma (DING et al., 2016; QUETIER,
2016). No que se refere as caracteristicas de importancia agricola, diversas espécies de grande
impacto na Agricultura brasileira, como o algodao (G. hirsutum), tém sido modificadas por
meio desta tecnologia (LIU et al., 2017; WANG et al., 2017). Para a aquisicdo de tolerancia a
herbicidas, por exemplo, esta tecnologia ja foi utilizada para editar o genoma de soja (Glycine
max) (LI et al., 2015), arroz (Oryza sativa) (SUN et al.,, 2016) e milho (Zea mays)
(SVITASHEV et al., 2015).

Em relacdo a aquisicdo de tolerancia a estresses bidticos, a engenharia de genoma ja
foi aplicada, por exemplo, ao tomate (Solanum lycopersicum) (NEKRASOV et al., 2017) e ao
pepino (Cucumis sativus) (CHANDRASEKARAN et al., 2016) para desenvolvimento de
resisténcia a fungos e virus, respectivamente. Este cenario, portanto, permite gerar
perspectivas para a aplicacdo desta tecnologia a diversas cultivares ap6s o screening de
variantes mutantes de moléculas bioinseticidas e, mais especificamente com base no exemplo
deste trabalho, a produgdo de algodoeiro com genoma editado e expressando o-AlIC3 ou

outras variantes moleculares a serem desenvolvidas visando a resisténcia a A. grandis.

Quanto aos experimentos referentes a a-AIC3, foi possivel inferir fenotipicamente,
que a expressdo heterdloga havia possivelmente ocorrido nas folhas infiltradas. Os halos de
infiltracdo, derivados de uma reagédo de clorose no limbo foliar, por sua vez, possivelmente

surgem devido & presenca dos supressores virais PO, P1Tz3 e P19 nas células transformadas, o
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que corroboraria com estudos que indicaram que outra proteinas virais supressoras de PTGS,
como P22 (CANIZARES et al., 2008) e P23 (KUBOTA; NG, 2016), levam & ativacio de
reacOes locais de hipersensibilidade que resultam em um fendtipo de clorose e subsequente
necrose das folhas. Uma hipOtese para a ocorréncia de clorose € a de que, de forma
semelhante, as proteinas virais utilizadas neste trabalho, ao bloguearem as vias de PTGS,
blogueiam de forma geral a acdo de dsRNAs vegetativos, dos quais alguns estdo envolvidos
na regulacdo da expressdo de proteinas relacionadas a fotossintese. Por fim, uma vez que a
reacdo de clorose € indicativa da regido onde ocorre a intensificacdo da maquinaria de
expressdo génica, é esperado que nestas regides seja também encontrada a proteina de
interesse, ja que as mesmas células expressando 0s genes para proteinas virais também devem

estar transformadas com o gene de interesse inserido simultaneamente apds a agroinfiltracdo.

Referente a detec¢do da proteina a-AlIC3, observou-se que foram produzidas fracoes
da proteina na forma processada e na forma ndo-processada, ou seja, apenas uma parcela —
aproximadamente metade, conforme o nivel de intensidade de bandas — do total da proteina de
interesse sofreu processamento proteolitico. Uma hipdtese para a explicacdo desse fendmeno
é baseada na saturacdo da maquinaria molecular envolvida na producdo da forma madura da
proteina, ou seja, de suas subunidades. 1sso porque, com 0 uso de uma combinacdo de 3
supressores virais de PTGS, ¢ esperado que o nivel da sintese proteica para a-AlC3 seja alto.
E, uma vez que a proteina de interesse € expressa em grande quantidade, é necessario que 0s
componentes celulares das folhas infiltradas tenham desempenho compativel com a demanda
de processamento da proteina. Porém em condicdes de saturacdo de quaisquer maguinarias,
como de enderecamento subcelular, de enovelamento proteico e de clivagem proteolitica, as
proteinas envolvidas nestes processos ndo acompanhardo a velocidade e/ou a carga da
expressao heterologa.

No caso de saturacdo do enderecamento subcelular, a carga de proteinas de trafego
intracelular pode ser insuficiente, e assim a proteina de interesse pode se acumular em
compartimentos anteriores ao vacuolo central na via secretéria, como 0 RER, e nos quais ndo
h& maquinaria de processamento proteolitico especifico para a-AlC3; no caso da saturacdo da
maquinaria de enovelamento proteico, a proteina pode ndo atingir a estrutura conformacional
necessaria para reconhecimento pelas enzimas proteoliticas, impedindo a formacdo de
subunidades; no caso da saturagdo da maquinaria de protedlise vacuolar, a carga de enzimas
hidroliticas pode ndo ser suficiente para atingir-se a velocidade exigida para o completo

processamento da a-AlC3. Logicamente, a saturacdo de uma maquinaria ndo exclui a
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possibilidade da saturacdo de outra, e, dessa forma, é possivel que a auséncia de

processamento completo se deva, ainda, a uma saturagdo multipla em etapas distintas.

Esta hipotese é reforgada por outros relatos na literatura sobre a ocorréncia de
saturacdo destas maquinarias moleculares quando ha superexpressdo de proteinas heterologas.
Inan et al. (2007), objetivando a producao de uma vacina humana contra 0 nematoide Necator
americanus, expressaram um antigeno secretério (Na-ASP1) em P. pastoris, e observaram
que a superexpressdo do antigeno por meio do aumento do numero de cOpias do gene
correspondente ocasionou a limitagdo da quantidade de proteina secretada devido a saturacao

da magquinaria de enderecamento subcelular para secrecao.

Parekh et al. (1995) realizaram a superexpressdo de um inibidor de tripsina pancreética
bovina em S. cerevisiae, também com multiplas copias génicas, observando resultados
similares, com acumulo progressivo da proteina no meio intracelular concomitante ao
aumento do nimero de coOpias e da taxa de sintese proteica heteréloga, atribuindo este
fendmeno a saturacdo de chaperonas e foldases disponiveis para o enovelamento da proteina
de interesse, que na forma ndo-enovelada permaneceu intracelular. O mesmo fenémeno foi
observado com proteinas recombinantes em plantas como N. benthamiana (THOMAS;
WALMSLEY, 2015), relatando-se que a superexpressdo de proteinas recombinantes
enderecadas ao RER pode ativar mecanismos de resposta a proteinas ndo-enoveladas, como
ocorre na saturacdo de chaperonas, sugerindo que esses mecanismos moleculares sdo

universais e independentes do tipo de sistema de expresséo utilizado.

Em relacdo aos ensaios de inibicdo enzimatica, foi possivel atingir até 100% de
inibicdo de AGA a partir de extratos de N. benthamiana contendo a proteina a-AlC3,
obtendo-se 0 mesmo resultado a partir de extratos de A. thaliana. Entretanto, Silva et al.
(2013) haviam demonstrado atividade inibitéria de apenas 77% partindo-se de 85 ug de
proteina soltvel das folhas de A. thaliana, cujo nivel de expressdo foi de apenas 0,2% TSP, o
que significa que aproximadamente 170 ng de a-AlC3 sdo necessarios para inibir 77% da
atividade de AGA. Porém neste trabalho a quantidade de a-AlC3 expressa em sementes A.
thaliana necessaria para inibir 100% da atividade pode ser estimada em 200 ng, o que €
logicamente aceitavel se considerarmos o mesmo nivel de expressdo, ja que um leve aumento
na massa da proteina inibitoria, de 170 ng para 200 ng, poderia ter levado ao aumento da
atividade inibitdria de 77% para 100%.
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Por outro lado, neste trabalho haveria um viés cientifico a0 se comparar estes
resultados em A. thaliana com os resultados em N. benthamiana, pois, neste caso, partindo-se
de 100 pg de proteina total com 44% TSP de a-AlIC3, a inibicdo de 100% da atividade de
AGA se daria com 44 pg da proteina inibitoria expressa em N. benthamiana, o que constitui
um valor muito maior que o exigido para a mesma proteina expressa em A. thaliana. Portanto,
para isso deve-se considerar a possibilidade de saturacdo enziméatica com a alta carga de
proteina heteréloga e, neste caso, o uso de 44 pg de a-AlC3 ja faria ultrapassar o limiar de
inibicdo da enzima, a qual poderia ser inibida com uma carga inibitdria ainda menor. Dessa
forma, para se estabelecer a quantidade de a-AlC3 necessaria para determinar o limite entre o
ponto de saturacdo enzimatica e o gradiente de inibicdo seria necessario repetir 0s ensaios de
inibicdo in vitro utilizando um gradiente de quantidades menores de a-AIC3, 0 que

demandaria mais material biolégico para esta elucidacao.

Além disso, ndo seria recomendavel se basear no valor de 44 ng, uma vez que, COmo
ja foi discutido, uma parcela significativa deste total € constituida por proteina ndo-processada
e, portanto, inativa (PUEYO et al.,, 1993), ndo participando efetivamente da inibicéo
enzimatica e ndo contribuindo para esta relagdo entre carga heteréloga e nivel inibitorio. Além
disso, a inviabilidade desta comparacdo é reforcada pelo fato de que Silva et al. (2013) nédo
detectaram fracOes de proteina ndo-processada nos extratos — possivelmente devido ao nivel
de expressdo, que ndo saturaria as maquinarias moleculares conforme ja hipotetizado —, o que
maximiza a quantidade util de a-AlC3 para se efetivar a inibicdo, ja que o total da proteina de

interesse corresponde inteiramente a forma biologicamente ativa da molécula.

Independentemente destas questdes, o0 sistema de expressao transiente estabelecido
para a-AlC3 ainda permanece adequado por eliminar a necessidade de regeneracdo direta de
plantas, conforme mencionado anteriormente. Dias et al. (2010), por exemplo, utilizaram N.
tabacum para expressar o inibidor oBIII de Secale cereale, ativo contra AGA, porém via
expressao estavel. Os extratos das plantas regeneradas atingiram, no maximo, 41% de
atividade inibitéria com uma quantidade relativamente grande de massa de extrato bruto (250
mg), embora o0s niveis de expressao (de 0,1 a 0,29% TSP) tenham sido préximos aos obtidos
por Silva et al. (2013) com A. thaliana. O screening deste inibidor poderia, no entanto, ter se

conduzido de forma menos trabalhosa e em menor tempo utilizando um sistema transiente.

Por sua vez, os resultados referentes a expressao da molécula 1gG inferem quanto a

adequacdo do sistema para a producdo de anticorpos recombinantes anti-TNF-a.
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Diferentemente do uso de sistemas de expressdao transiente baseados em N. benthamiana
utilizados para produzir moléculas de interesse agrondmico, a literatura relatando o uso de
sistemas semelhantes para produzir moléculas de interesse farmacéutico é vasta (GIRITCH et
al., 2006; HUANG et al., 2009; LOMBARDI et al., 2009; SAINSBURY et al., 2010;
KANAGARAJAN et al., 2012; NAUSCH et al., 2012; SOUZA et al., 2013).

Quanto aos experimentos referentes a 1gG, foi possivel, na Figura 38, observar a
presenca de bandas diferenciais proximas a altura esperada para a cadeia pesada, tanto para
amostras de 6 dpi quanto de 12 dpi em condig¢des ndo-redutoras. Essa diferenca em relacdo ao
controle negativo (pBin61) pode, por exemplo, se dever ao fato de que as cadeias da IgG,
embora tenham seus genes correspondentes localizados em um vetor de expressao Unico, tém
suas expressoes dirigidas por promotores de cassetes diferentes e adjacentes, apesar de serem
0 mesmo promotor (P35S). Uma vez que o0s cassetes sdo independentes entre si, a expresséo
génica também se torna independente, podendo gerar um desbalango na proporcdo entre as
cadeias polipeptidicas que compdem o anticorpo, o qual pode ser agravado pela competicédo
entre fatores de transcricdo pelo mesmo promotor (KUNES et al., 2009). O desbalanco
proporcional j& havia sido observado por Giritch et al. (2006), que constataram ndo apenas

mondmeros excedentes como também homo e heterodimeros e trimeros de IgG.

Sendo assim, outras estratégias no delineamento de cassetes e vetores de expressao
podem ser adotadas para contornar o desbalanco e, assim, maximizar a producdo da forma
tetramérica da molécula, como o uso de blocos proteicos intermediarios para a producdo de
proteinas com estrutura quaternaria, que passam a ser expressas como uma Unica proteina de
fusdo via ORF Unica. Para isso, Luke et al. (2015) e Gion et al. (2013) apontam 0 uso do
peptideo 2A de dominios proteicos do virus da febre aftosa, bem como as inteinas de
argueobactérias, respectivamente, como candidatos adequados para promover a producdo de
subunidades proteicas na proporcdo de 1:1 por meio de um mecanismo de splicing proteico
mediado pela autoclivagem destes blocos, que faz com que as cadeias polipeptidicas sejam

liberadas separadamente da proteina de fuséo.

Em relacdo aos niveis de expressdo obtidos para a 1gG, foi possivel notar que,
comparativamente a outros relatos na literatura também utilizando expressdo transiente em N.
benthamiana, o infliximabe foi expresso com rendimento maior que o de outras proteinas
biofarmacéuticas. O rendimento de 11% TSP ou 60 mg/kg de folha obtido para a amostra de

12 dpi foi maior que o obtido por Lombardi et al. (2009) para o antigeno de HIV-1 Nef, de
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apenas 1,3% TSP, com base em agroinfiltragdo utilizando supressores virais de PTGS. Para a
interleucina-6, Nausch et al. (2012) obtiveram um rendimento méximo de 7% TSP, mesmo

utilizando o sistema de agroinfeccdo magnICON®.

Por outro lado, o rendimento do infliximabe ndo superou o obtido para as seguintes
moléculas, por exemplo: o anticorpo recombinante anti-HIV 2G12 (SAINSBURY et al.,
2010), com rendimento de 100 mg/kg de folha; o antigeno do virus da hepatite B e a proteina
CP do virus Norwalk (HUANG et al., 2009), com rendimentos de 800 e 340 mg/kg de folha,
respectivamente; o anticorpo humano A5 (GIRITCH et al., 2006) e o anticorpo murino 6D8
(HUANG et al., 2010), ambos com rendimento de 500 mg/kg de folha. Entretanto, todas estas
moléculas foram expressas em N. benthamiana com base em sistemas de replicon viral, cujos
niveis de expressao esperados sdo muito maiores, o que reforca a importancia do
desenvolvimento de um novo sistema para a expressdo do infliximabe, otimizando-se o

rendimento desta molécula.

Westerhof et al. (2014), por sua vez, relataram, pela primeira vez, a expressdo do
infliximabe em plantas, também utilizando expressao transiente em N. benthamiana. Porém
0s autores produziram a molécula ndo visando a producdo de um biossimilar com viabilidade
industrial e comercial, mas para analises comparativas de eficiéncia de expressdo, analise
funcional e padrdo de N-glicosilacdo com a forma IgA do mesmo principio ativo. Ainda
assim, a forma 1gG do infliximabe atingiu nivel maximo de expressao de 8,2% TSP, com 6
dpi, embora a proteina P19 de Tomato bushy stunt virus (TBSV) tenha sido coexpressa como

supressor de PTGS.

Finalmente, quanto ao estabelecimento do novo sistema de replicon viral baseado em
RYMV, a analise comparativa das intensidades de bandas para RNA viral amplificado
evidenciou o sucesso da replicacdo viral nas células da planta, mesmo se utilizando um virus
com tropismo para O. sativa. Sendo assim, pode-se concluir que N. benthamiana pode ser
utilizada como hospedeiro intermediario para infeccdo secundaria de monocotiledéneas como
arroz e milho para expressdo de proteinas heterologas. Este sistema, uma vez estabelecido e
otimizado, podera ser acoplado as aplicacGes anteriormente discutidas, de forma a maximizar
a producdo das proteinas candidatas, contornando os obsticulos inerentes aos sistemas mais

tradicionais e observados ao longo deste trabalho.

Considerando-se que o novo sistema de replicon é baseado em um Unico vetor viral,

tem-se que 0 RYMYV pode ser utilizado para a producédo de proteinas — monomeéricas ou ndo —
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derivadas de uma Unica cadeia polipeptidica ou ainda proteinas hetero-oligoméricas com
cadeias polipeptidicas distintas, uma vez que o0 genoma desconstruido permite uma carga
heter6loga maior. Neste Gltimo caso, Lico et al. (2008) relataram que comumente sao
utilizados vetores virais duplos, independentes e ndo-competitivos, a exemplo dos vetores
TMV e PVX, que sdo capazes de interagir com diferentes proteinas do hospedeiro que
permitem sua replicacdo, de forma que tanto a sua replicacdo quanto o seu movimento célula-

célula ndo interfira nos mecanismos do outro e permita a coexpressdo de oligdbmeros.

Por outro lado, a utilidade do RYMV como vetor viral Gnico neste caso pode ser
sustentada pela adaptacdo do vetor viral desenvolvido por Huang et al. (2010), refor¢ando ser
possivel coexpressar oligbmeros de IgG, por exemplo, a partir de um vetor Unico contendo

cassetes de expressdo referentes as diferentes cadeias de imunoglobulina, e a altos niveis.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel estabelecer, com sucesso, estratégias de expressao
transiente para a producdo de duas moléculas, uma de interesse agrondmico, a proteina a-
AIC3, e uma de interesse farmacéutico, o infliximabe recombinante. Concluiu-se que ambas
foram expressas e comprovadamente purificadas de acordo com a estrutura necessaria para
desempenhar sua atividade bioldgica, constatando-se a eficacia dos vetores de expressao
utilizados nos experimentos de agroinfiltracdo e dos proprios métodos de extracdo e
purificacdo selecionados como processos de downstream. Com isso, 0 sistema heter6logo de
expressao provou-se ser versatil e acurado o suficiente para realizar as modificacdes pos-
traducionais ocorrentes nas moléculas nativas e determinantes da sua funcionalidade. O uso
de uma combinacdo de supressores virais de silenciamento génico como coadjuvantes de
expressdo também provou ser eficaz para se atingirem niveis de expressao significativos para
moléculas de diferentes naturezas e aplicabilidades, tornando estas estratégias de expressao
transiente ferramentas rapidas e robustas, embora igualmente simples aos métodos

tradicionais de expressao transiente.

Foi possivel, portanto, ndo apenas constatar a identidade esperada da proteina o-AlC3
como também produzi-la a um nivel significativamente alto, com rendimento proximo ao
obtido para outras moléculas utilizando-se vetores virais como ferramentas moleculares de
expressao transiente. Esta proteina de interesse, embora tenha sido obtida nas formas néo-
processada e processada, rendeu quantidades suficientes de suas subunidades funcionalmente
ativas, sendo capazes de inibir a atividade enzimatica da a-amilase do bicudo-do-algodoeiro
sem inibir a-amilases de insetos-ndo alvo, constituindo, portanto, uma alternativa biolégica e
ambientalmente segura para o controle do inseto-praga, dada a especificidade do inibidor.
Adicionalmente, este trabalho descreveu, pela primeira vez, a utilizagdo de um sistema de

expressao transiente baseado em N. benthamiana para a producéo de inibidores de a-amilase.

De forma similar, a proteina 1gG foi produzida e purificada em sua conformacéo
heterotetrameérica e, portanto, compativel com o desempenho esperado da atividade biologica
para imunoglobulina neutralizante de antigeno, concluindo-se que houve sucesso no
processamento e na montagem da molécula nas organelas da planta. Esta proteina de interesse
tambem apresentou rendimento consistente ao de uma expressao transiente, considerando-se
que ndo foi realizado o enriquecimento da proteina de interesse. Com isso, trata-se de um

trabalho que descreveu, também pela primeira vez, a utilizacdo de um sistema vegetal de
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expressdo heterologa para a producdo do anticorpo recombinante infliximabe visando a
aplicagdo industrial e ao mercado farmacéutico com base na forma n&o-imunogénica e

biologicamente segura da molécula.

Por fim, foi possivel estabelecer um sistema de replicon viral com base no genoma
desconstruido de RYMYV, tendo N. benthamiana como hospedeiro intermediario para
monocotiledoneas. A replicagdo viral na planta permite que se realize uma infeccdo
secundaria em espécies recalcitrantes a agroinfiltracdo, utilizando os virions produzidos no
hospedeiro intermediério, 0 que é promissor para a otimizacdo de uma nova estratégia

biotecnologica para expressao transiente em plantas.
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8. PERSPECTIVAS

- Avangar com os testes de biosseguranca da proteina a-AlC3 via realizacdo de ensaios in
vivo, de forma que estes reflitam os resultados observados in vitro e que gerem a expectativa
de reproducéo dos mesmos resultados quando expressa na planta hospedeira e alvo do inseto-
praga. Dessa forma, a molécula podera ser incorporada em programas de melhoramento,
desenvolvendo-se plantas geneticamente modificadas de algodoeiro que expressem a-AlC3 e
que apresentem, portanto, niveis consideraveis e persistentes de resisténcia ao bicudo-do-

algodoeiro ao longo das geracdes subsequentes;

- Otimizar o processo de producdo e intensificar o nivel de expressdo do infliximabe
recombinante para que este possa ser caracterizado estruturalmente por espectrometria de
massas, sendo sequenciado para confirmacdo da identidade a sequéncia primaria de
referéncia, bem como realizada a glicoanalise para confirmar a efetividade do peptideo-sinal
de retengé@o e para a verificacdo do perfil de N-glicanos ou variantes de N-glicosilagcdo, os
quais predirdo sobre a imunogenicidade, alergenicidade e, portanto, biosseguranca da
molécula quando administrada em mamiferos; e caracteriza-lo funcionalmente, verificando-se
in vitro a estabilidade da ligacdo antigeno-anticorpo e as constantes de
associacao/dissociacdo, que predirdo sobre a capacidade neutralizante da molécula para que,

SO entdo, possam ser realizados ensaios in vivo;

- Complementar a analise do anticorpo recombinante com a avaliagdo de pardmetros

farmacocinéticos da molécula, como tempo de meia-vida e biodisponibilidade;

- Uma vez confirmada a funcionalidade e biossimilaridade da IgG ao biofarmaco infliximabe,
estimar o custo de producdo e viabilidade comercial em relacdo a capacidade de

escalonamento para niveis industriais;

- Estabelecer o sistema de agroinfeccdo em monocotiledoneas como arroz (O. sativa) ou
milho (Z. mays), utilizando N. benthamiana como hospedeiro intermediario de RYMV a
partir de inoculagdo por seiva contendo virions, de forma a maximizar o nivel da expresséo
transiente em relagdo ao tempo de producdo da proteina de interesse. Para isso, é possivel
testar a infectividade da seiva de N. benthamiana em plantas de arroz ou milho com 3
semanas de idade, por exemplo, também substituindo-se o promotor do replicon por outro
mais compativel com a transcricdo em monocotiledéneas, como os promotores Ubi ou Act,

intensificando-se o nivel de amplificagéo viral;
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- Uma vez estabelecida a melhor forma de promover a amplificagdo viral nas plantas
hospedeiras, verificar a aplicabilidade da estratégia de recuperacdo de proteinas com base na
clivagem por proteinase da fusdo entre a proteina de interesse e a proteina do capsideo viral,
por meio do sitio de clivagem TEV, o que evitara a adocdo de técnicas mais complexas de

purificacdo de proteinas;

- Concluida a otimizacdo do sistema de expressdo, estender sua aplicacdo a producéo de
outras moléculas para diferentes finalidades, o que inclui, além das areas abrangidas neste
trabalho, moléculas de interesse ambiental e Uteis para a producdo de biocombustiveis.
Também sera possivel utilizar o sistema para o screening e caracterizacdo de um grande
nimero de proteinas direcionadas contra estresses bioticos, ndo apenas inibidores de a-
amilases, mas moléculas em geral, produzidas ou ndo de forma artificial por DNA shuffling e

selecionadas por phage display.
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APENDICES

Apéndice A. Solugbes-tampéao e meios de cultivo utilizados.

Meio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido

Composto Massa/volume
Triptona 10g
Extrato de levedura 59
NaCt 109
Agua destilada gsp. 1L
Total 1L

Meio de cultivo Luria-Bertani (LB) sélido

Composto Massa/volume
Triptona 109
Extrato de levedura 50
NaCt 109
Agar 209
Agua destilada gsp. 1L
Total 1L

Tampado de extracdo de proteinas vegetais soltveis (A) (pH 7,4)

Concentracéao
Substéancia final
Tris-HCC (pH 7,4) 20 mM
NaCt 10 mM
Na2EDTA.2H20 10 mM
D-glicose 25 mM
Triton X-100 0,1% (v/v)
EGTA 5mM
Glicerol 5% (v/v)
DTT 5mM
PMSF 1 mM
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Tampao de extracdo de proteinas vegetais soltveis (B) — PBS-T 1x (pH 8,0)

Concentracéao
Substéancia final
KC¢ 2,7 mM
NaCt 137 mM
NazHPOa4 10 mM
KH2PO4 2 mM
Tween 20 0,1% (v/v)
PMSF 1 mM

Solucgéo corante — Coomassie Brilliant Blue G-250

Concentracao
Substancia final
Coomassie G-250 1g/L
Metanol 50% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)

Solucéo descorante

Concentracéao
Substéancia final
Metanol 40% (V/Iv)
Acido acético 10% (v/v)

Tampao de transferéncia de proteinas

Concentracao
Substancia final
Tris base 20 mM
Glicina 150 mM
Metanol 20% (v/v)

Tampéao TBS-T 1x (pH 7,5)

Concentracao
Substancia final
Tris base 20 mM
NaCt 150 mM
Tween 20 0,1% (v/v)
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Tampéao de amostras para ELISA (pH 9,6)

Concentracéao
Substéancia final
NaHCO3 50 mM
Na2CO3 50 mM

Tampéao PBS-T 1x (pH 7,4)

Concentracéao
Substéancia final
NaCt 136 mM
KCt 3mM
NazHPOa4 10 mM
KH2PO4 2 mM
Tween 20 0,05% (v/v)

Tampao de revelacdo para HRP (pH 5,0)

Concentracao
Substancia final
Acido citrico 24,3 mM
H202 0,06%
Na2HPO4 51,4 mM
TMB 0,1 mg/mL

Tampao de revelacéo para AP (pH 9,8)

Concentracao
Substancia final
Dietanolamina 1M
MgCl2 0,5 mM
pNPP 1 mg/mL

Tampaio de equilibrio para a-AIC3 (pH 7,4)

Concentracao

Substancia final

NaCt 136 mM
KCt 3mM

Na2HPOa4 10 mM
KH2PO4 2mM
EDTA 1mM
EGTA 1mM
DTT 1mM
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Tampéo AGA (pH 5,0)

Concentracéao
Substéncia final
Acido succinico 150 mM
CaCl(2 20 mM
NaCt 60 mM
PMSF 1 mM

Tamp&o AMA (pH 6,5) (HUBER, 1975)

Concentracéao
Substancia final
Acido succinico 150 mM
CaCl2 20 mM
NaCt 60 mM
PMSF 1mM

Tampéo SFA (pH 9,0) (FERREIRA et al., 1994)

Concentracéao
Substéancia final
Tris-HC( 500 mM
CaCl2 20 mM
NaCt 60 mM
PMSF 1 mM
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Apéndice B. Afinidades das proteinas A/G de Staphylococcus aureus para
imunoglobulinas de diferentes espécies (New England Biolabs®).

Human 1gG (normal) +E+E s
1gG1 s FAara
lgG2 R B
1aG3 - s
lgG4 s rre
Igh! - -
lgh
IgE = -
Mouse lgG1 + s
lgG2a B P
lgG2h e+ -+
1gG3 += Firey
Rat lgG1 - +
laG2a - et
laG2b - -
lgG2c + -
Goat lgG +- -
Rabbit lgG s -
Sheep lgG /- =+
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Apéndice C. Digestio triptica teérica de a-AlC3 na ferramenta PeptideMass.

PeptideMass
The entered sequence is:

1@ 20 E12) 49 58 50
ATETSFIIDA FNKTNLILQG DATVSSNGNL QLSYNSYDSM SRAFYSAPIQ IRDSTTGNVA

78 88 20 108 119 128
SFDTNFTMNI RTHRQANSAV GLDFVLVPVQ PESKGDTVTV EFDTFLSRIS IDVNNNDIKS

13@ 148 158 168 179 180
VPUDVHDYDG QNAEVRITYN SSTKVLAVSL SMPSTGKSME WSARMEVEKE LDDWVRVGFS

150 208 218 228
ATISGVHEYSF ETRDVLSMWSF SSKFSQHTTS ERSNILLMKI L

The selected enzyme is: Trypsin

Maximum number of missed cleavages (MC): 0
All cysteines in reduced form.

Methionines have not been oxidized.

Displaying peptides with a mass bigger than 500 Dalton.
Using monoisotopic masses of the occurring amino acid residues and giving peptide masses as [M+H]*.

The peptide masses from your sequence are:

[Theaoretical pl: 4 86 / Mw (average mass). 24560.06 / Mw (monoisotopic mass). 24545 08]
mass position #MC modifications peptide sequence

31484851 1442 0 TNLILQGDATVSSNGNLALS YNSYDSMSR
20981178 7594 0 QANSAVGLDFVLVPVQPESK
20909447 53-711 0 DSTTGNVASFDTNFTMNIR
1966.8940 120136 0 SVPWDVHDYDGQNAEVR
1885.9079 177183 0 VGFSAISGVHEYSFETR
1586.7696 95-108 0O GDTVTVEFDTFLSR
1456.7318  1-13 0 ATETSFIIDAFNK
1272.7158 145-157 0 VLAVSLENPSTGK
12446481 109-119 0 ISIDVNNNDIK
11656364 4352 0 AFYSAPIQIR

11555680 194-203 0 DVLSWSFSSK
1092.5068 204-212 0 FSQHTTSER

932.4472 170176 0 ELDDWVR
913.4625 137-144 0O ITYNSSTK
801.4829 213-219 0 SNILLNK
762.3740 158-164 0 SNEVSAR
6353069 165-168 0 MEVEK
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Anexo A. Publicacgdes geradas ao longo do periodo de Doutorado (2014-2018).

Analysis of BAC-end sequences in common bean (Phaseolus
vulgaris L..) towards the development and characterization

of long motifs SSRs
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Abstract The increasing volume of genomic data on the
Phaseolus vulgaris species have contributed to its impor-
tance as a model genelic species and positively affected
the investigation of other legumes of scientific and eco-
nomic value. To expand and gain a more in-depth knowl-
edge of the common bean genome, the ends of a number
of bacterial artificial chromosome (BAC) were sequenced,
annotated and the presence of repetitive sequences was
determined. In total, 52,270 BESs (BAC-end sequences),
equivalent to 32 Mbp (~6 %) of the genome, were pro-
cessed. In total, 3,789 BES-S5Rs were identified, with
a distribution of one SSR (simple sequence repeat) per
8.36 kbp and 2,000 were suitable for the development of
SSRs, of which 194 were evaluated in low-resolution
screening. From 40 BES-S5Rs based on long motifs SSRs

Electronic supplementary material The onling version of this
article (doi:10.1007/s11103-014-0240-7) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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(=trinucleotides) analyzed in high-resolution genotyping,
34 showed an equally good amplification for the Andean
and for the Mesoamerican genepools, exhibiting an aver-
age pene diversity (Hp) of 0.490 and 5.59 alleles/locus,
of which six classified as Class [ showed a Hy = 0.7. The
PCoA and structure analysis allowed to discriminate the
gene pools (K = 2, Fgp = 0.733). From the 52,270 BESs,
2 % corresponded to transcription factors and 3 % to trans-
posable elements. Putative functions for 24,321 BESs were
identified and for 19,363 were assigned functional catego-
ries (gene ontology). This study identified highly polymor-
phic BES-55Rs containing tri- to hexanucleotides motifs
and bringing together relevant genetic characteristics useful
for breeding programs. Additionally, the BESs were incor-
porated into the international genome-sequencing project
for the common bean.
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Biopharmaceuticals and Biosimilars
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2.1 Introduction

Until the 19th century, pharmaceuticals provided to the population were based on plant-
derived natural compounds and were applied in the form of infusions, teas, and creams.
In 1885, Louis Pasteur attenuated the rabies virus in the laboratory and applied it to a
boy who was bitten by a dog with rabies disease, thereby saving his life [1]. Tt was the first
report of virus manipulation as medicine in the history of human health sciences.

Later, in 1928, Alexander Fleming developed the penicillin antibiotic. Immediately,
pharmaceutical companies such as Pfizer, Squibb, and Merck tried to synthesize it for large-
scale production without success. Hence, the North Agriculture Regional Search Laboratory
in the United States developed a methodology to produce penicillin but did not have a
specific application, The need for the large-scale production of penicillin occurred during
the Second World War (1939—45), because the number of American soldiers dying from
bacterial infections and gangrene, accounting for 12—15% of all men. The administration of
penicillin to wounded soldiers reduced mortality to 3%, saving hundreds of lives [2,3].

The post—Second World War period was the beginning of the biopharmaceutical
industry, when the production of large-scale antibiotics started, as did the development
of novel drugs from animal sources |4|. During the 1970s, researchers developed DNA
recombinant technology, which facilitated the production of recombinant proteins. One
of the first molecules produced by this technology was somatostatin [5]. Through genetic
engineering techniques, the gene coding for somatostatin was inserted into Escherichia
coli cells, which expressed a recombinant protein with activity similar to the human
hormone [5]. In 1982, the same procedure was applied for the production and
commercialization of the first recombinant insulin [G].

Over the ensuing years, other heterologous systems were introduced for producing
recombinant human molecules, including yeasts, insects, and mammalian cells. The new
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Optimization of inside and outside factors to improve

recombinant protein yield in plant
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Abstract The use of plant systems as factories for recom-
binant protein production became a prominent alternative
for pharmaceutical industries due to their high potential for
protein accumulation. In the last decades, the application
of plants for protein production has gained more attention,
as plants represent an economic strategy that leads to high
levels of purified and active proteins for the pharmaceuti-
cal sector. Currently, FDA approval of the first generation
of recombinant proteins produced in carrot cells, taligluc-
erase alta, demonstrated that plant cells have a significant
capacity to express complex proteins for therapeutic use.
Although plant systems still have technical and economic
barriers that require improvements in future years, the opti-
mization of upstream and downstream components affect-
ing protein accumulation is considered a key feature in the
development of new pharmaceutical proteins. Theretfore,
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an improvement of critical features, including transcrip-
tion, translation and post-translational modifications, in
plant cells could make plant systems a safe and economical
alternative for biopharmaceutical production. Hence, in this
review, the most recent advances influencing the upstream
and downstream processes involved in recombinant protein
accumulation in plant cells are described. We also discuss
how plant systems are becoming the benchmark for the
production of several biopharmaceuticals.

Keywords Heterologous expression - Host systems -
Post-translational modifications - Plant-based
pharmaceuticals - Recombinant protein

Introduction

Plant molecular pharming is the term related to the abil-
ity of plant materials to produce therapeutic proteins
(Habibi et al. 2017). The emergence of molecular pharm-
ing as a reliable and novel production technology in
recent decades is the result of years of work, opening new
paths to minimizing the technical problems involved in
yeast, bacterial, and mammalian platforms. Moreover, the
identification and characterization of a promising regula-
tory pathway for the large-scale production of biophar-
maceuticals could strongly contribute to the benefits of
this system (Fischer et al. 2012). Molecular pharming
technology presents several advantages, including (a) the
production of low-cost biomass; (b) end-products lacking
human toxicity; (c) the accumulation of complex proteins
with correct and proper folding; and (d) straightforward
methods for protein purification (Moustafa et al. 2015).
Furthermore, molecular pharming offers a flexible, scal-
able and diverse alternative method for producing new,
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Nicotiana benthamiana is a suitable transient svstem for high-level heterologous expression of

an active inhibitor of cotton boll weevil (4dnthonoemus grandis) u-amylase
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Abstract 250 words

Insect resistance in crops represenis a main challenge for agriculture. Transgenic approaches based
on proteins displaying insect resistance properties are widely used as efficient breeding strategies. To
extend the spectrum of target pathogens and overtake the development of insect resistance, molecular
evolution strategies have been used on genes encoding these protemns to generate thousands of
varnants with new or improved functions. The cotton boll weevil (Anthonomus grandis) 1s one of the
major pests of cotton cultivation in the Americas. A a-amylase inhibitor (e-AIC3) vanant previously
developed wvia in vifro molecular evolution showed inhibitory activity agamst 4. grandis c-amylase
(AGA). In this study, we produced in few days high amounts of ¢-AIC3 using an optimised transient
heterologous expression system in Nicotiana benthamiana. This high a-AIC3 accumulation level
allowed 1ts structural and functional characterizations. We demonstrated via the MALDI-TOF
MS/MS technique that the protein was correctly processed as expected for proteolyiic cleavage. The
a-AIC3 protein could mhibit up to 100% of AGA biological activity whereas 1t did not act on o-
amylase of two non-pathogenic insects. These complete data confirmed that N. benthamiana i1s a
smtable and simple host system for high-level production of biologically active o-AIC3 and 1ts
complete characterization. Moreover, our data showed that a-AIC3 1z a very promising candidate for
the production of transgenic crops resistant to cotton boll weevil with reduced concerns about

biosafety. We propose this transient expression system can be complementary to molecular evolution
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Anexo B. Declaragéo de titulagdo (Doutorado Sanduiche 2015 — CAPES/Agropolis).

Ministério da Educagao
Coordenacéo de Aperfeicoamento
capes dePessoal de Nivel Superior

A QUEM POSSA INTERESSAR

Declaramos para os devidos fins que GUILHERME SOUZA PRADO -
UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA., foi bolsista da CAPES/AGROPOLIS.
no periodo de margo de 2015 a outubro de 2015 na INSTITUT DE RECHERCHE
POUR LE DEVELOPPEMENT MONTPELLIER - FRANCA, onde realizou

Doutorado Sanduiche em Biotecnologia.

Brasilia, 20 de Janeiro de 2013.

Atenciosamente.

Setor Bancario Norte - Quadra 02 - Bloco L - Lote 06 Cep: 70.040-020 - Brasilia, DF - Brasil - www.capes.gov.br



151

Anexo C. Carta de aprovagdo na Associacdo Mensa Brasil, obtida em 2017.

Associacdo Mensa Brasil

Prezado Guilherme Souza Prado,
gsprado25@gmail.com

Parabéns, vocé foi aprovado para ingressar na Mensa!

Temos a satisfagdo de informar que o seu teste de admissdo foi corrigido e seu
desempenho atingiu o percentil necessario para fazer parte da Mensa, segundo nosso
instrumento de avaliagdo.

Esperamos que vocé se decida por juntar-se a nos e contribua para construirmos
juntos uma sociedade ainda mais interessante e forte. Para efetuar sua inscrigdo,
basta pagar via depésito bancario ou transferéncia a taxa de RS 100,00, referente a
filiagdo e primeira anuidade:

Associacdo Mensa Brasil - CNPJ: 05.544.091/0001-40

Banco: 341 - Itau

Agéncia: 1608 - Conta corrente: 20187-5

Para composigao do cadastro e confeccdo de sua carteirinha, por favor, envie os dados
abaixo juntamente com o comprovante de pagamento para o e-mail da secretaria
(secretaria@mensa.org.br):

Nome: G;Jﬂmmu &wb(l@mdw
UF: DF

Cidade: 8)\11)@’.91.&,

Enderego: A.COL Gvnadndb F, hdz 6
Bairro: Sanda. Manto.

CEP: 72535 -060

Data de nascimento: 25/08/4332

e-mail: %65 V.09
Profissdo: :

Fone Res: —
Fone Com: —

Fone Cel: (G4) 3 36688486

Em sua regido, o Coordenador da Mensa local é o Cadu Fonseca (e-mail
df@mensa.org.br).

Apds receber seu nimero Mensa Brasil, para interagir com seus colegas e fazer parte
de nossos grupos de debate, acesse o link http://mensa.org.br/solicitacao-de-acesso-a-
grupos.html

Seja bem vindo!
Equipe Mensa Brasil

Www.mensa.org.br
www.mensa.org.br
Associagdo Mensa Brasil
Avenida Paulista, 1765
132 andar — Cerqueira César
Sao Paulo (SP) — CEP 01311-930



