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RESUMO

Acidentes ofidicos representam um grave problema de saude publica devido a sua
alta incidéncia e a gravidade dos seus efeitos. No Brasil, o género Bothrops é
responsavel por 85% dos casos de acidentes. A principal forma de tratamento para
tais acidentes é feita através da soroterapia, utilizando-se anticorpos eqiinos, porém
0S mesmos ndo sao capazes de neutralizar os efeitos sistémicos do envenenamento
e podem causar reacfes adversas. Uma nova perspectiva para o tratamento de
acidentes ofidicos € a utilizacdo de anticorpos recombinantes, mais precisamente a
porgdo scFv. O fragmento scFvBapl é oriundo de um anticorpo monoclonal, produzido
em Escherichia coli foi capaz de neutralizar os efeitos hemorragicos do
envenenamento. Atualmente as plantas vém sendo amplamente utilizadas na
producdo de proteinas recombinantes de interesse farmacéutico. Neste estudo,
objetivou-se a expressao do fragmento scFv em Nicotiana benthamiana, a fim de
avaliar seu potencial para ser utilizado como soro antiofidico. Foram avaliadas a
expressao transiente do fragmento scFvBapl em folhas de N. benthamiana, bem
como a expressdo estavel na mesma planta. Os fragmentos produzidos foram
capazes de reconhecer e neutralizar as toxinas BaP1 de B. asper, BnP1 de B. newidae
e ATX de B. atrox, demonstrando seu potencial para ser utilizado na terapia contra
envenenamentos ofidicos. O sistema de producdo estavel apresentou-se maior
rendimento de proteinas (270 ug/g) quando comparado ao sistema de producéo
transiente (43 pg/g). Por fim, o sistema mostrou-se uma 6tima alternativa para

producado do fragmento de anticorpo quando comparado ao sistema bacteriano.

Palavras chave: Biofarmacos. Bothrops. Nicotiana benthamiana. scFvBaPL1.



ABSTRACT

Ophidian accidents are a global health problem due to its high incidence and gravity
of its effects. In Brazil, the genus Bothrops is responsible for 85% of the cases of
accidents. The main form of treatment for snake envenoming is serum therapy using
equine antibodies, however, they are not able to neutralize the local effects of the toxin
and may also cause adverse reactions. A new perspective for the treatment of
shakebite envenoming has emerged with the use of recombinant antibodies,
particularly the Fv fragment (scFv). The scFvBapl, is an efficient antibody capable of
neutralizing the hemorrhagic effects and proteolytic activity caused by
metalloproteinases. Currently the plants have been widely used in the production of
recombinant proteins of pharmaceutical interest. In this study, we aimed the
expression of the scFv fragment in Nicotiana benthamiana, in order to evaluate its
potential as an antiophiidic serum. The transient expression of the scFvBapl fragment
in leaves of N. benthamiana, as well as the stable expression in the same plant, were
evaluated.The fragments produced were able to recognize and neutralize the toxins
BaP1 from B. asper, BnP1 from B. newidae and ATX from B. atrox, demonstrating their
potential to be used in therapy against ophidian poisoning. The stable production
system presented higher protein yield (270 pg / g) when compared to the transient
production system (43 ug / g). Finally, the system proved to be a good alternative for

producing the antibody fragment when compared to the bacterial system.

Keywords: Biopharmaceuticals. Bothrops. Nicotiana benthamiana. scFvBaP1.
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1 INTRODUCAO

Acidentes com serpentes representam um problema de salude publica, devido
a sua alta incidéncia e a gravidade dos seus efeitos. Eles sdo considerados um
problema negligenciado, devido ao fato de acometerem, em sua grande maioria,
populacdes rurais de paises subdesenvolvidos, situados em areas tropicais como
Asia, Africa e América Latina (SACHETT et al.,2016; ESTEVAO-COSTA et al.,2016;
CAMACHO et al.,2014).

No Brasil, sdo reconhecidos nove géneros de serpentes peconhentas, sendo
as serpentes do género Bothrops responsaveis por 85% dos casos de
envenenamentos relatados (FENWICK et al., 2009; DELGADO et al.,2017).

As serpentes do género Bothrops compreendem cerca de 30 espécies, e sédo
amplamente distribuidas ao longo de todo o pais (PINHO; PEREIRA, 2001). Seu
envenenamento € caracterizado, dentre outras manifestagfes clinicas, por
mionecrose, hemorragia, edema, dermonecrose e formacéo de bolhas (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000). A atividade hemorragica do veneno se deve a acao das
metaloproteinases, enzimas zinco dependentes, capazes de hidrolisar a membrana
basal dos vasos sanguineos, levando a sua ruptura (DE TONI et al.,, 2015).

A soroterapia € a Unica forma de tratamento utilizada contra acidentes ofidicos,
sendo baseada na administracdo de anticorpos purificados, produzidos em animais
hipersensibilizados com o veneno da serpente, comumente equinos (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2012). Uma alternativa ao tratamento convencional é a
utilizacao de anticorpos monoclonais recombinantes, mais precisamente o fragmento
variavel (scFv) (ZHANG et al., 2014). O scFvBaP1 é um fragmento scFv recombinante,
proposto por Castro e colaboradores (2014), obtido através de clones de hibridomas
(FERNANDES et al., 2010). O fragmento se mostrou capaz de reconhecer a toxina
Bapl, presente no veneno de Bothrops asper e neutralizar suas propriedades
hemorragica, fibrinolitica, miotdxica e pré-inflamatéria (CASTRO et al., 2014).

Dentre os sistemas de producdo de proteinas de interesse farmacéutico,
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destaca-se a utilizacdo de sistemas vegetais (FISHER et al.,, 2004). Quando
comparadas a outros sistemas de producdo de proteinas recombinantes, as plantas
se destacam por apresentarem algumas vantagens, como a facil manipulacéo
genética, alta biomassa, realizacdo de modificagcdes poés traducionais, baixo custo de
producdo, e possibilidade de escalonamento de producdo através da utilizacao de
biorreatores industriais (XU et al, 2011; MOUSSAVOU et al, 2015).

Neste panorama, 0 objetivo deste trabalho foi a producdo do fragmento
scFvBaP1, utilizando-se a espécie Nicotiana benthamiana, como reator vegetal e
também a avaliacdo da sua atividade biologica frente as toxinas BaP1 de B. asper,

Bnpl de B. neuwiedi e uma metaloproteinase (ATX) isolada do veneno de B. atrox.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACIDENTES OFIDICOS

Acidentes com serpentes representam um problema de saude publica, devido
a sua alta incidéncia e a gravidade dos seus efeitos. Podem ser encaixados no quadro
de problemas negligenciados devido ao fato de ocorrerem, em sua grande maioria,
em areas rurais de paises pobres ou em desenvolvimento, situados principalmente
em regibes tropicais como Asia, Africa e América Latina. Anualmente, séo relatados
no Brasil, cerca de 20.000 casos de envenenamento, sendo eles mais frequentes na
regido Amazonica, porém acredita-se que um grande numero de casos de acidentes
ndo seja reportado, devido a dificuldade de acessibilidade a salde que ocorre em
algumas comunidades (SACHETT et al.,2016; ESTEVAO-COSTA et al.,2016;
CAMACHO et al.,2014).

No Brasil, sdo reconhecidos nove géneros de serpentes peconhentas:
Bothrops, Bothropoides, Bothriopsis, Bothrocophias, Rhinocerophis, Crotalus,
Lachesis, Leptomicrurus e Micrurus (FENWICK et al., 2009). Os casos mais graves
de envenenamento sdo causados por espécies da familia Viperidae, géneros
Bothrops e Crotalus, sendo que as serpentes do género Bothrops sdo responsaveis
por 85% dos casos de acidentes (DELGADO et al.,2017).

As serpentes do género Bothrops compreendem cerca de 30 espécies, e sao
amplamente distribuidas ao longo de todo o pais. Como cacacteristicas morfoldgicas,
apresentam cauda lisa, auséncia de chocalho e cores variadas, levando-se em
consideracdo a espécie e a regidao onde se encontram. Popularmente,sdo
denominadas jararaca, jararacugu, urutu-cruzeiro, jararaca do rabo branco, dentre
outras. Quanto aos seus habitos, sdo geralmente encontaradas em zonas rurais e
periferias de grandes cidades, estando preferencialmente emambientes imidos como
matas e areas cultivadas e locais onde se encontram roedores, uma vez que estes
podem ser predados pelas serpentes.Tem habitos predominantemente noturnos ou
crepusculares (PINHO; PEREIRA, 2001).
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Dentre as espécies que compde 0 género Bothrops algumas apresentam
relevante importancia médica, e isso se deve, principalmente a grande ocorréncia de
determinada em espécie em algumas localidades e também as consequencias
desencadeadas pelo seu envenenamento. Neste panorama, podem ser destacadas
as espécies Bothrops asper, Bothrops atrox e Bothrops neuwiedi (GOIS et al.,2017).

Bothrops asper, popularmente conhecida por Terciopelo, € uma espécie
amplamente distribuida ao longo da América Central e norte da América do Sul, sendo
responsavel por grande parte dos casos de acidentes relatados nessas localidades.
A espécie € comumente distribuida em ambientes Umidos, porém apresentam alta
versatilidade ecoldgica podendo se adaptar facilmente a condicbes ambientais
diversas, sendo encontradas em florestas primarias, campos agricolas e préximas a
moradias (FARR e LASCANO, 2017; VELEZ et al., 2017; ALAPE-GIRON et al., 2008).

A grande maioria dos casos de acidentes ofidicos relatados na regido
Amazobnica (~80%), no Brasil e nos demais paises, € atribuida a espécie Bothrops
atrox (Jararaca do norte, Jararaca do rabo branco). A espécie € largamente distribuida
ao longo da regiao, sendo preferencialmente residente de regides de floresta tropical,
no entanto, apresenta grande plasticidade, podendo se localizar em ambientes
diversos. Devido a esta capacidade adaptativa, a espécie apresenta grande
variedade intra-especifica, que pode acarretar uma variacdo na composi¢cao do seu
veneno. E considerada uma espécie altamente perigosa, sendo a ela atribuida alta
porcentagem de letalidade e ocasionamento de sequelas (MOREIRA et al., 2016;
SILVA et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2014; NUNEZ et al., 2009; GUERCIO et al.,
2006).

Ja naregido sul e sudeste do Brasil, grande parte dos casos de envenenamento
por serpentes € atribuido a espécie Bothrops neuwiedi, conhecida por Urutu ou
Jararaquinha, devido ao pequeno comprimento das serpentes desta espécie. Sdo
encontradas em regibes de floresta decidua e sdo consideradas abundantes
componentes da fauna local. Por apresentar extensa distruibuicdo ao longo das
regides sudeste e sul do Brasil, e também em paises como Uruguai e Argentina, a
espécie engloba 12 subespécies que apresentam variagdes morfoldgicas pertinentes
e também variacbes em relacdo aos contituintes e a acdo do seu veneno. Os
acidentes causados por tais serpentes apresentam grande relevancia, e isso se da

BN

primariamente a presenca de neurotoxinas e miotoxinas que podem levar um
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individuo a o6bito (HARTMANN; MARQUES e ALMEIDA-SANTOS, 2004;
RODRIGUES et al., 2004; 1IZIDORO et al., 2003).

De modo geral, o envenenamento causado por serpentes do género Bothrops
é caracterizado, dentre outras manifestacdes clinicas, por grave dano tecidual no local
de leséo. A acdo do veneno pode desencadear uma série de efeitos danosos, como
necrose muscular, hemorragia, edema, dermonecrose, formacdo de bolhas,
desequilibrio homeostatico, grave inflamacdo, dentre outros (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000).

Na maioria dos casos, 0os danos ocorrem apenas no local da picada, porém em
casos de envenenamento grave, as manifestacdes podem ocorrer de forma sistémica.
A hemorragia € o efeito mais relevante observado como consequéncia de
envenenamentos ofidicos (OWNBY et al., 1982), ndo se limitando apenas ao local da
picada, mas podendo se difundir para 6rgaos distantes, como o coracao, rins, pulmao
e cérebro (ASEGA et al., 2014).

Em alguns casos, os locais das picadas, podem sofrer acdo das bactérias
residentes na microbiota bucal dos animais, levando a formacdo de abscessos e
outras complicacBes devido a infeccdo secundaria (SILVA; VILELA; POSSA, 2016).
Além disso, o processo inflamatorio desencadeia uma resposta mediada pela ativacéo
do sistema complemento e producdo de citocinas, o que pode acentuar o dano
tecidual local (RUCAVADO et al., 2002).

Os venenos produzidos pelas serpentes sdo complexas misturas de proteinas,
lipideos, carboidratos e compostos inorganicos. Dentre as muitas proteinas presentes
em sua composicdo, podemos citar as serino proteinases, fosfolipases A2, enzimas
proteoliticas, hialuronidades, lectinas e metaloproteinases (MENALDO et al., 2015).

As metaloproteinases (Snake Venom Metalloproteinases- SVMPs) sé&o
enzimas zinco-dependentes com potencial hemorragico. O processo de hemorragia é
desencadeado pela hidrélise da membrana basal dos vasos sanguineos, reduzindo
sua estabilidade mecanica, levando assim a ruptura, e também da matriz extracelular,
0 que leva ao extravasamento do plasma e infiltracdo leucocitaria, resultando em uma
resposta inflamatoéria. Tais enzimas também podem ser consideradas “fatores de
difusao”, devido a sua atividade proteolitica que é capaz de facilitar a difusdo de outras
toxinas na circulacdo (SOUZA, 2016; DE TONI et al., 2015).

As SVMPs podem ser classificadas em quatro classes, dependendo da

composicdo dos seus dominios: (1) PI- inclui enzimas que possuem apenas o dominio
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metaloproteinase; (2) Pll- possuem metaloproteinases e um dominio de desintegrinas;
(3) Plll- possuem ambos os dominios e um dominio de cisteinas (high-cysteine); (4)
PIV- enzimas que compreendem todos os dominios anteriores e séo ligadas, por
pontes de dissulfureto, a uma subunidade de lectina tipo C (WATANABE et al.,2003).
A BaP1 é uma metaloproteinase isolada do veneno de Bothrops asper. Possui
202 aminoacidos, resultando em uma conformacdo de cadeia simples, e peso
molecular igual a 22.7 kDa. Em comparagdo com outras metaloproteinases
hemorragicas, a BaP1 apresenta atividade relativamente baixa, porém ela se destaca
por ser um constituinte abundante do veneno de B. asper, chegando a corresponder
a 10% do peso fresco total. Além da atividade hemorragica, apresenta tambéem
propriedades miotoxicas, dermonecroticas e pro- inflamatorias, sendo que estas séo
mediadas pela ativagdo do sistema do complemento (FRASKY, 2000; RUCAVADO,;
NUNES; GUTIERREZ, 1998; WATANABE, 2003; ALAPE-GIRON et al., 2009;
RUCAVADO; NUKNES; GUTIERREZ, 1998).
A BnP1 é uma proteina andloga a neuwiedase, uma metaloproteinase
constituinte do veneno de Bothrops neuwiedi. Possui 22kDa e é considerada uma
toxina ndo- hemorragica; apresenta atividade miotoxica, sendo capaz de degradar
fibrinogénio, fibrina, coldgeno do tipo 1 e laminina, além de desencadear uma reacéo
inflamatoria (RODRIGUES et al.,2000; BALDO et al., 2008; BALDO et al., 2010).

2.2 SOROTERAPIA

Soros antiofidicos sdo comumente utilizados para neutralizar os efeitos
causados pelos envenenamentos (GUTIERREZ et al.,2009). A soroterapia é principal
alternativa utilizada no tratamento contra o envenenamento por picadas de cobras,
sendo baseada na administracdo de anticorpos purificados, produzidos em animais
hipersensibilizados com o veneno da serpente, comumente se utilizam equinos, mas
também podem ser utilizados caprinos e ovinos. Os soros consistem em
imunoglobulinas, ou fragmentos das mesmas (Fab) extraidos do plasma do animal, e
isolados por cromatografia (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

A sensibilizagdo do animal pode ser realizada a partir da inoculagdo do veneno

de uma espécie, ou com uma mistura de venenos obtidos a partir de espécies
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diferentes. O objetivo dessa imunizacao € obter altos niveis de anticorpos capazes de
reconhecer e neutralizar as toxinas que compde 0s venenos, porém, a partir dessa
técnica podem ser produzidos anticorpos indesejaveis que nao possuem efeito
terapéutico esperado, podendo assim, adquirir um potencial alergénico, e, além disso,
tais moléculas sdo capazes apenas de minimizar os danos locais, ndo tendo acdo no
combate aos efeitos sistémicos (FRAUCHES et al., 2013). Outro problema associado
a soroterapia € a “doenca do soro”, que se trata de uma reacao de hipersensibilidade
do tipo 3 que ocorre devido aos acumulos dos complexos antigeno — anticorpo em
locais indesejados, como as articulacdes e os rins. A doenca pode se manifestar num
periodo de 4 -15 dias ap0s a administracdo do soro ou de forma tardia, sendo esse
tipo mais frequente em pacientes que fazem uso constante das imunoglobulinas
exdgenas (HUANG; HUNG; CHEN, 2010; RYAN et al.,2015).

A fim de se minimizar os efeitos colaterais causados pela soroterapia algumas
formas alternativas de tratamento vém sendo utilizadas, como por exemplo, a
utilizacdo de anticorpos monoclonais murinos. Tais moléculas sédo capazes de
reconhecer sitios especificos presentes nos antigenos e neutralizar suas propriedades
(FERNANDES et al.,2010; FRAUCHES et al.,2013).

Anticorpos monoclonais sdo imunoglobulinas secretadas por células hibridas,
obtidas a partir de um Unico clone de um linfocito B, fusionado com uma célula com
caracteristicas tumorais, resultando em células hibridas, chamadas hibridomas
(KOHLER &MILSTEIN, 1975).

Quando utilizados em humanos, os anticorpos monoclonais podem gerar uma
resposta devida a presenca de moléculas de origem murina. Com isso, vem se
buscado moléculas com baixo potencial alergénico, o que pode ser obtido através da
humanizacéo dos anticorpos, onde, geralmente, € realizada uma recombinacé&o entre
as porcbes conservadas humanas e as por¢cbes variaveis murinas, por meio de
tecnologias como a do DNA recombinante, propiciando uma diminuicdo das reacdes
adversas e uma melhora na interacdo antigeno-anticorpo (YUSIBOV; KUSHNIR;
STREATFIELD, 2016).

Dentro desta vertente da utilizacdo de moléculas engenheiradas, destacam-se
0s anticorpos monoclonais recombinantes, mais precisamente o fragmento variavel
(Single chain variable fragment- scFv). A utilizacdo dos scFvs apresenta algumas
vantagens, quando comparado aos sistemas que utilizam por¢cdes maiores dos

anticorpos (Fab), como a alta especificidade, rapida difuséo nos tecidos lesados, baixa
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imunogenicidade e facil eliminacdo (ZHANG et al., 2014; LEE et al.,2016). Estes
anticorpos apresentam os dominios VL e VH, unidos por um polipeptidio flexivel,
(G4S) 3, por uma ponte dissulfidica (dsFv) ou ambos (sc-dsFv) (WORN;
PLUCKTHUN, 2001).

Quando o anticorpo monoclonal de especificidade desejada ja é conhecido, 0s
fragmentos scFvs podem ser adquiridos a partir do mRNA, isolado dos hibridomas
(AZZAZY; HIGHSMITH, 2002). Um fragmento scFv de anticorpo monoclonal
recombinante anti-Bap1l, foi produzido por Castro e colaboradores (2014), e expresso
em Escherichia coli. O fragmento foi construido a partir de um anticorpo monoclonal
contra a toxina Bapl (MABapl), secretado por um clone de hibridoma (FERNANDES
et al., 2010).

O fragmento foi capaz de reconhecer a toxina BaP1, e também de neutralizar
as suas propriedades fibrionolitica, hemorragica, miotéxica e pro-inflamatoria. Além
disso, demonstrou efeito similar contra a toxina BnP1 de B. neuwiedi, demonstrando
assim, que o fragmento possui eficiéncia e tem potencial para ser utilizado na terapia
contra acidentes ofidicos (CASTRO et al., 2014).

Por se tratar de um fragmento construido por meio de técnicas de engenharia
genética, e por sua aplicacdo terapéutica o fragmento scFvBaPl (CASTRO et

al.,2014) pode ser considerado um biofarmaco.

2.3 BIOFARMACOS E PROTEINAS TERAPEUTICAS

As proteinas terapéuticas sao aquelas obtidas por extracdo direta de uma fonte
como exemplo, a insulina extraida do tecido pancreatico de animais e os fatores de
coagulacédo sanguinea extraidos diretamente do sangue. J4 os biofarmacos podem
ser definidos como uma proteina ou farmaco baseado em acido nucléico, utilizado
para fins terapéuticos ou para fins de diagndstico in vivo, e que € produzido por
processos que nao utilizam etapa de extragdo direta de uma fonte biolégica (WALSH,
2002).

Os primeiros produtos biotecnoldgicos disponibilizados para comércio,
provenientes de DNA recombinante, consistiam em produtos de interesse

farmacéuticos como insulina, interferons, eritropoietina e o hormonio do crescimento
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(PORRO et al., 2011). Sendo que a insulina humana recombinante foi o primeiro
medicamento biolégico produzido pela engenharia genética, autorizado para
comercializacdo, em 1982, nos Estados Unidos (CARDOSO, 2013).

Devido a alta especificidade, a utilizagcdo de proteinas e peptideos como
moléculas terapéuticas, é de suma importancia no tratamento de varias doencas, e,
além disso, apresentam atividade em concentracfes relativamente baixas, quando
comparadas aos farmacos convencionais. Desde o desenvolvimento da tecnologia do
DNA recombinante, nos anos de 1980, o nimero de novas moléculas de origem
biotecnolégico estudadas vem crescendo grandemente (MELO, 2010).

As primeiras proteinas terapéuticas aprovadas para uso na medicina se
tratavam de proteinas de reposicdo, ou seja, aquelas que os individuos nao
expressavam ou apresentavam caréncia (ex. insulina recombinante e fatores
sanguineos). Desde a década de 90, tem-se observado um aumento progressivo dos
biofarmacos desenvolvidos, muitos deles apresentam modificacdes estruturais a fim
de se alterar as propriedades das proteinas, tais como a eficacia, a estabilidade, a
especificidade, a imunogenicidade e a farmacocinética, buscando assim, a melhoria
terapéutica (BUCKEL, 1996).

Muitas proteinas terapéuticas apresentam estrutura quimica complexa. Deste
modo, as modificacdes pos-traducionais sdo geralmente necessarias na sintese
dessas moléculas. A modificagdo mais comumente realizada é a glicosilacdo, esse
processo requer grandes etapas de processamento, que sao realizadas no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi. Essas modificacfes séo realizadas pelas
células eucarioticas, tornando-as mais propicias a serem utilizadas como sistema de
producdo de medicamentos bioldégicos (MADEIRA, 2013).

Devido as altas técnicas de aprimoramento das moléculas, atualmente, os
biofarmacos séo utilizados no tratamento de varias de doencas, tais como o cancer e
doencas auto-imunes. Apesar de possuirem iniUmeras vantagens frente aos farmacos
quimicos, os processos de obtencdo dos biofarmacos sdo processos altamente
minuciosos, fazendo com que tais produtos adquiram um alto valor comercial o que
pode dificultar o seu comércio e distribuicdo para a populacdo de forma mais
homogénea. Deste modo, é necessério se buscar sistemas de producdo adequados
a fim de se produzir tais moléculas com eficacia e em baixo custo (HERNANS et al.,
2017; VELAGA et al., 2017; MEHTA et al., 2017).
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2.4 SISTEMAS DE EXPRESSAO

Define-se como sistema de expressao o conjunto formado por um vetor de
expressao e uma ceélula hospedeira. Onde o vetor € uma molécula de DNA ou RNA,
capaz de carrear um acido nucléico exogeno e introduzi-lo no hospedeiro. Ja4 o
hospedeiro, deve ser capaz de reproduzir o material genético exdégeno, e expressa-lo
a fim de se obter o produto de interesse (MARQUES, 2005).

Visando a melhor producéo da proteina de interesse, um sistema de expressao
deve ser escolhido mediante alguns critérios. O sistema deve possibilitar o controle e
monitoramento das condi¢des de producao; deve se expressar a proteina de interesse
respeitando suas necessidades, tais como as glicosilagcdes; deve ser capaz de obter
um alto rendimento com baixos custos de producdo, dentre outros. Além disso, a
fisiologia da célula hospedeira deve ser bem conhecida, a fim se esclarecer, por
exemplo, o local de armazenamento da proteina produzida (GOMEZ et al.,2016;
KRAUSE; NEUBAUER; NEUBAUER, 2016; ZHANG; SUN; MA, 2017).

As bactérias sdo usualmente utilizadas como sistema de expressao de
proteinas recombinantes, sendo 0s organismos pioneiros para tal funcéo
(SCHLEGEL; GENEVAUX; GIER, 2017).

O sistema possui caracteristicas vantajosas em relacdo a outros, devido a sua
facil manipulacdo de genes, genética e fisiologia bem conhecidas, alto rendimento de
proteinas produzidas em pequenas quantidades de meio de cultura, rapida taxa
reprodutiva, facil manejo em laboratorio e baixo custo (MOUSSAVOU et al., 2015).

Porém, ndo sdo capazes de produzir proteinas com altos niveis de
complexidade, devido ao fato de néo realizarem modificagBes pés-traducionais. Além
disso, apresentam outra desvantagem que € a formacéao de corpos de incluséo, que
se tratam de agregados de proteinas acumulados intracelularmente, dificultando o
processo de purificagdo do produto (PANDA, 2003).

Por outro lado, as leveduras, por serem organismos eucariotos, apresentam
grande potencial como sistema de producao de proteinas recombinantes. Apresentam
grande densidade celular, sendo capazes de se reproduzir em meio de cultura simples
e barato; secretam as proteinas para o meio extracelular, facilitando sua purificacao;
realizam as devidas modificacdes pos-traducionais e ndo produzem endotoxinas. No

entanto, devido a processos fermentativos, podem produzir em baixa escala a
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proteina de interesse e gerar contaminantes oriundos do metabolismo secundario
(PARK et al., 2006; WANG; HUANG; NIELSON, 2017).

Os sistemas de expressdo baseados em células de mamiferos sdo os mais
adequados, por se tratarem de células eucaritticas fisiologicamente similares as
células humanas, sdo amplamente utilizadas para a producdo de proteinas
terapéuticas. Além disso, realizam as modificagcbes poOs-traducionais necessarias.
Porém é um sistema desvantajoso devido aos custos elevados da cultura de células
de mamiferos; a instabilidade, onde as modificacdes das condi¢des de cultura, como
pH, temperatura, concentracdo de CO2 podem influenciar na producédo da proteina de
interesse; e por apresentarem baixa velocidade de crescimento e baixas taxas de
producdo (MADEIRA, 2013; EIBL et al., 2009; GIFRE et al., 2017).

Todavia, uma nova plataforma de producdo de proteinas de interesse
farmacéutico, € a utilizacdo de sistemas vegetais. Essa aplicacdo, dentro da
biotecnologia, pode ser chamada de “molecular pharming” e consiste na produgao de
proteinas recombinantes utilizando a maquinaria de reatores vegetais (FISCHER et
al., 2004; GHAG et al.,2017).

O potencial das plantas como sistema para producdo de farmacos
recombinantes foi estabelecido entre 1986 e 1990 com 0 sucesso da expressado da
proteina de fusdo do horménio de crescimento humano, de um interferon e da
albumina sérica humana (BARTA et al., 1986). Logo apds outro avanco crucial foi a
expressao de anticorpos humanos em plantas transgénicas em 1989 (HIATT et
al.,1989) e 1990 (DURING et al., 1990). Esses trabalhos foram essenciais para
elucidar a capacidade das plantas produzirem proteinas complexas de forma correta,
segura, barata e em grande escala (FISCHER et al., 2004; SINGHABAHU;
HEFFERON; MAKHZOUM, 2016).

Quando comparadas a outros sistemas de expressao, as plantas apresentam
grandes vantagens, das quais podemos ressaltar um baixo custo de producéo, devido
a sua alta biomassa e facil manejo; sdo capazes de produzir e acumular moléculas
complexas, como anticorpos monoclonais; promovem modificagdes pos-traducionais;
sdo semelhantes as células animais, de acordo com a sua maquinaria proteica e, além
disso, podem ser facilmente manipulaveis geneticamente (MOUSSAVOU et al., 2015;
XU et al., 2011).

As plantas transgénicas requerem algumas praticas de cultivo, que sé&o

associadas visando a melhor producéo de proteinas recombinantes. Tais condi¢des
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sdo denominadas “good manufacturing practices”, e englobam as condi¢cdes
especificas necessarias para se cultivar tais organismos, como temperatura e
luminosidade adequadas (TIWARI et al., 2009; JHA et al., 2016).

Outro fator relevante que determinam a viabilidade comercial de um
medicamento bioldgico produzido em plantas transgénicas é a taxa de expressao, ou
seja, o rendimento de proteinas obtidas, e esse fator é determinado pela espécie de
planta utilizada, da construcdo do cassete de expressao e do tipo de transformacao
utilizado para transgenia (TWYMAN et al., 2003; TSCHOFEN et al., 2016).

2.5 TRANSFORMACAO DE PLANTAS

Dentre as técnicas empregadas para transformacao de plantas transgénicas, e
obtencdo da proteina de interesse, destacam-—se basicamente as técnicas de
transformacao transiente e a transformacéao estavel, que visa a integracao do gene de
interesse ao genoma do individuo.

Os primeiros biofarmacos recombinantes oriundos de plantas foram produzidos
por transformacéo nuclear e regeneragcao das linhagens transgénicas (FISCHER et
al., 2004). A transformacdo nuclear consiste na integracdo do gene exdgeno no
genoma da planta hospedeira, possibilitando a transmissdo do mesmo para a
progénie, resultando assim, em uma expressao estavel (SHARMA; NEMA; SHARMA,
2009).

Os principais métodos utilizados para a transformacao estavel de plantas séao
a transformacédo mediada por Agrobacterium, a qual utiliza o mecanismo natural de
transferéncia de genes de Agrobacterium tumefasciens, para as plantas e a
biobalistica, na qual microprojéteis revestido pelo DNA de interesse séo acelerados
sobre o tecido vegetal. Também pode- se utilizar a transferéncia por eletroporacao e
a microinjecdo de DNA (BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998).

O uso de plantas transgénicas, como qualquer outro sistema de producao,
apresenta vantagens e desvantagens. Dentre as vantagens dessa técnica podemos
ressaltar que com uma Unica transformacdo podem ser obtidos frutos, sementes e
folnas contendo a proteina recombinante desejada; apresentam baixo custo na
producdo e possibilitam o escalonamento de producdo. Porém existem desafios a

serem minimizados, como 0s mecanismos de silenciamento génico e demora na
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padronizacao de uma linhagem apta a producdo comercial (Xu et al., 2012; FISCHER
et al., 2012).

Outra grande vantagem deste método de transformacdo é a obtencdo de
suspensoes celulares. Estas apresentam inUmeras vantagens, das quais se destacam
principalmente o total controle das condicdes de cultura e a possibilidade de
escalonamento, ambos com o auxilio de biorreatores (COLLENS; MASON; CURTIS,
2007).

O fato de haver controle das condi¢des e uma producdo asséptica, ou seja, livre
de contaminantes, faz com que esse método seja o ideal para producédo de proteinas
de interesse farmacéutico (FISCHER et al.,2004).

As suspensfes sdo constituidas de agregados de células vegetais, cultivadas
em meio de cultura contendo hormdénios que propicie a proliferacdo e diferenciacao
celular. As células sdo provenientes da degradacdo de calos fridveis oriundos de
plantas transgénicas. Em escalas de producédo, assemelham-se as culturas de células
de mamiferos e microorganismos, porém apresentam custos menores, quando
comparadas aos mesmos (XU et al., 2012).

As proteinas recombinantes produzidas em suspensfes sdo usualmente
secretadas para o meio de cultivo, facilitando o processo de purificacéo, e barateando
0 processo de producdo, uma vez que sao eliminadas algumas etapas para obtencéo
do produto (MAGY et al., 2014).

Diversas espécies podem ser utilizadas para a producdo de suspensdes
celulares, como tabaco, cenoura, arroz, Arabdopsis thaliana, soja, alfafa e tomate
(YOSHIKAWA, 2016).

Um eficiente sistema de expressdo de proteinas em plantas € a denominada
expressao transiente, que € considerado como um mecanismo rapido de expressao,
pois produz uma quantidade consideravel de proteinas em poucos dias (XU et al.,
2011).

As técnicas que utilizam o sistema de A. tumefaciens, denominadas
agroinfiltracédo, foram desenvolvidas na década de 90 e se baseiam na infiltracdo
(manual ou a vacuo) de uma suspensédo contendo a respectiva bactéria nas folhas da
planta hospedeira (OMBEBE et al., 2011). Esta técnica também denominada de
Agrobacterium tumefaciens transient expression (ATTE), € eficiente, pois se baseia

na capacidade natural destas bactérias de transferirem uma parte do seu material
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genético para a planta hospedeira (CIRCELLI et al., 2010; WANG et al., 2016; VOTJA
et al., 2015).

A expressao de genes fora dos cromossomos € também a base de outras
técnicas utilizadas para a produgao de proteinas, como o “gene gun” e a expressao
em protoplastos vegetais (NARASIMHULU et al., 1996; GOMORD et al., 1998).

O sistema de expressao transiente destaca-se por ser capaz de produzir
proteinas complexas, como anticorpos, antigenos e enzimas, em um curto periodo de
tempo, sendo eficaz na producéo em larga escala em casos de ameacas pandémicas
(PHOOLACHAROEN et al., 2011; OCAMPO et al., 2016).

Dentre as vantagens da técnica incluem a facilidade de manipulagéo, tempo de
obtencdo de proteinas, baixo custo, elevado rendimento proteico, escalonamento e
controle de producédo (CHEBOLU; DANIELL, 2009).

Segundo Ma et al. (2003), a expressao transiente utilizando o sistema de
agroinfiltracdo tem alcancado um alto rendimento devido a otimizacdo dos vetores
utilizados. as desvantagens deste sistema, Circelli et al. (2010) apontam o baixo
rendimento na produc¢édo de proteinas, devido ao mecanismo natural de silenciamento
génico mediado por RNA interferente (RNAI), que é denominado em plantas como
silenciamento génico pos transcricional (PTGS).

O silenciamento génico pos transcricional (PTGS) € um processo de
degradacdo de RNA mensageiro, que leva a sua eliminagcdo ou perda de funcao
(BAULCOMBE, 2002; JOHANSEN; CARRINGTO, 2001). Esse fendmeno foi
primeiramente observado, em estudos utilizando sistemas vegetais.

Os supressores virais de PTGS podem reduzir o silenciamento génico,
aumentando as taxas de expressdo da proteina desejada. Os supressores podem
estar incorporados no cassete de expressdo de alguns vetores binarios, ou podem
estar em um outro vetor, em outra bactéria, e ser co-infiltrado ao gene de interesse
(CIRCELLI et al., 2010).

OTurnip crinkle virus (TCV) é um virus icosaédrico, que possui como material
genético RNA fita simples, de sentido positivo de 4kb. E capaz de infectar diversas
espécies de plantas. Seu genoma possui cinco sequencias abertas de leitura (ORF),
sendo algumas necessarias para a replicacédo do virus, e outras duas ORFs internas
p8 e p9 funcionam como proteinas de movimento e sdo traduzidas como RNA
subgendmico (sgRNA) e também é traduzido durante a replicacao viral. Um segundo

sgRNA menor, derivado da porg¢ao 3’ do genoma, serve como mRNA para a proteina



29

de revestimento viral (coat protein- CP). Embora a sua principal funcéo seja estrutural,
estudos anteriores demonstraram um importante papel na relagdo virus-hospedeiro
(HEANTON; LAASKSO, 1995). Qu e colaboradores em 2003 demonstraram que 0
TCV-CP pode ser utilizado como supressor de silenciamento, uma vez que se mostrou
capaz de suprimir RNAs silenciadores em Nicotiana benthamiana, aumentando os

niveis de expressao do gene GFP quando comparado ao controle.

Tabela 1 - Comparacao entre alguns dos métodos de obtencéo de plantas transgénicas para

expressdo de proteinas recombinantes

Sistema Vantagens Desvantagens

Transformacao estavel Rendimento, Tempo de producéo,
estabelecimento de regulamentacéo
linhagens permanentes.

Agroinfiltracéo Tempo de producéo, baixa  Silenciamento génico

toxicidade, direcionamento
da proteina para local
especifico.

Suspensoes celulares Escalonamento, livre de Custo
contaminantes, secrecdo da
proteina para o meio de
cultura (purificacéo),
regulamentacéo.

Fonte: Adaptado de Fischer et al., 2004

2.5.1 ESPECIES DE PLANTAS UTILIZADAS PARA EXPRESSAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES

Existe uma gama de espécies de plantas que vém sendo utilizadas como
reatores vegetais para producédo de proteinas recombinantes. Algumas espécies sao
preferencialmente utilizadas como o tabaco, arroz, milho, alface, alfafa, trevo e musgo,
a escolha do tipo de planta depende principalmente da proteina a ser produzida, bem
como sua finalidade (BOEHM, 2007). Os aspectos bioldgicos relacionados a planta
também deve ser um fator relevante na escolha da espécie a ser utilizada, como por
exemplo: seu ciclo de vida, o rendimento relacionado a biomassa, fatores geograficos,
acumulo e qualidade na producdo da proteina recombinante (SHARMA; NEMA,
SHARMA, 2009).
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O tabaco é um alotetrapléide natural, formado pela hibridizacdo entre dois
progenitores diploides (2n= 24), N. sylvestris e N. tomentosiformis. O género Nicotiana
(familia Solanaceae: Linnaeus 1753) possui 76 espécies, sendo elas amplamente
distribuidas ao longo da América do Sul e Australia (OKAMURO; GOLDBERG, 1985).

O tabaco (Nicotiana sp.) ttm se mostrado como um sistema bem-sucedido de
expressao de proteinas recombinantes, e, por esse motivo, vém sendo amplamente
utilizado quando o objetivo é se produzir medicamentos biolégicos em escalas
comerciais (MENASSA et al., 2012). Esse fato se deve a tecnologia bem estabelecida
de transferéncia e expressdo de genes, alta producdo de biomassa, potencial de
aumento da massa devido a producdo de sementes férteis e disponibilidade de
infraestrutura de processamento em larga escala, além de ndo se tratar de uma
espécie utilizada para alimentacao (MA et al., 2003; TWYMAN et al., 2003; MENASSA
et al., 2012).

Porém, um desafio a ser minimizado é a alta concentracdo de alcaloides
produzidos pela espécie, que influenciam na expresséo de proteinas recombinantes,
podendo levar a sua degradacdo; no entanto ha cultivares com baixa producéo desses
metabdlitos e que apresentam potencial para a producao de proteinas de interesse

farmacéutico, tais como a Nicotiana benthamiana (TWYMAN et al., 2003).

Tabela 2- Comparacéo entre algumas espécies de plantas utilizadas para producdo de proteinas
recombinantes

Espécies Vantagens Desvantagens Referéncia
Arabidopsis Facilidade de Baixa biomassa Yoshikawa,
thaliana transformacéo 2016
genética
Tabaco Alto rendimento, Presenca de alcaloides  Ocampo et
alta biomassa, al.,2016; Stoger
transformacéo etal., 2014

genética bem
estabelecida, ndo
utilizado para

alimentagéo
humana

Alface Alta biomassa, Baixa estabilidade Chenetal.,
métodos de protéica 2016

transformac&o bem
estabelecidos
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Arroz Estabilidade Armazenamento de Nam et al.,2017,;
protéica, facil proteinas nas sementes  Yang et al.,2014
transformacéo e (purificagéo)
manipulacédo

Soja Alta biomassa Armazenamento de Cunha et

proteinas nas sementes  al.,2013
(purificacéo)

Fonte: Elaborado pelo autor

Visto que os acidentes ofidicos representam um problema de salde publica
relevante, a incidéncia dos envenenamentos ocasionados por serpentes do género
Botrhops e a precariedade da forma de tratamento atualmente utilizada, torna-se
necessario a busca por formas alternativas de tratamento visando-se minimizar os
efeitos colaterais do mesmo. Atualmente, com a crescente vertente dos biofarmacos,
as terapias que se baseiam na administracdo de tais moléculas vém ganhando
destaque entre as pesquisas da area de biotecnologia e se mostrando promissoras
quando utilizadas para diferentes finalidades. As plantas transgénicas, quando
utilizadas como reatores vegetais, apresentam uma série de vantagens principalmente
em relacdo a qualidade do produto a ser produzido e em relacdo aos custos de
producao, que € um fator determinante dentro da biotecnologia. Deste modo, tornam-
se promissores sistemas de producdo de biofarmacos, abrindo portas para o
desenvolvimento de novas formas de terapia visando a produgcédo em larga escala e
com minimizacéo dos custos. Desta forma, neste trabalho se buscou, a producéo de
um fragmento scFv capaz de reconhecer e neutralizar toxinas presentes no veneno
de serpentes, em plantas transgénicas a fim de se propor uma terapia a base de
moléculas biotecnoldgicas a ser utilizada em casos de envenenamento por serpentes

do género Botrhops.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Expressao do fragmento scFvBaP1l recombinante em Nicotina benthamiana

visando a obtencdo de uma terapia alternativa em casos de acidentes ofidicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar o vetor de expressdo pK7WG2D-GFP scFvBaP1

e Expressar de forma transiente o fragmento em folhas de N. benthamiana pelo

método da agroinfiltracéo

¢ Obter plantas transgénicas, via Agrobacterium, expressando o fragmento
scFvBaP1

¢ Induzir a formacéao de suspensdes celulares a partir das plantas transgénicas

e Obter fragmentos de anticorpos purificados por cromatografia de afinidade

e Avaliar a atividade biolégica do fragmento scFvBaP1, verificando sua

capacidade de reconhecer e neutralizar as toxinas BaP1, BnP1 e ATX



w
w

4 MATERIAL E METODOS

4.1 CLONAGEM DO FRAGMENTO scFvBaP1

A sequéncia do fragmento scFvBaP1 (Castro et al, 2014) inicialmente expressa
em E. coli, foi otimizada para expressdo em Nicotiana benthamiana, utilizando o site

Integrated DNA Technologies (IDT- https://www.idtdna.com/site).

O cassete de expresséao foi sintetizado, conforme o esquema a baixo, pela IDT
Technologies contendo na por¢ao N- terminal um sitio de restricdo Ncol e o peptideo
sinal S2, que possui funcdo de direcionar a proteina para o espaco periplasmético ; a
sequéncia scFvBaP1 otimizada para Nicotiana benthamiana ; uma tag de Histidina e

um sitio de restricdo Xhol na por¢éao C- terminal.

GTACCACCATGG

BEBEAET GActegagec


https://www.idtdna.com/site
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Figura 1 — Cassete de expresséo — clonagem fragmento scFvBaP1
amarelo — sitio Ncol. rosa — peptideo sinal. verde- sequéncia do scFvBaP1l.marrom- cauda de

histidina e azul- sitio Xhol.

Apos a sintese, a sequéncia foi digerida com as enzimas de restricdo Ncol e
Xhol. Realizou-se entéo, a ligacdo do fragmento scFvBaP1 com o vetor de clonagem
PENTR4 (Invitrogen). A ligacdo ocorreu a 4 °C, overnight. O produto de ligacao foi
inserido em E. coli Top 10 OneShot, por eletroporagdo, e para selecionar a
transformacado, as células foram plaqueadas em meio LB contendo 50 mg/ L de
canamicina.

A Clonagem LR do vetor de expressao foi realizada através da ligagdo pENTR4
com o vetor de destino PK7WG2D-GFP, na presenca da enzima LR clonase
(Invitrogen). A reacdo ocorreu a 25° por 1 hora, e foi interrompida com a adi¢do de
proteinase K. Posteriormente, transformamos E. coli Top 10 OneShot, com o produto
da reacdo, por eletroporacdo. E a fim de selecionar as células que receberam o
plasmideo, as células foram plagueadas em meio LB suplementado com 50 mg/L de
espectinomicina. O plasmideo pK7WG2D-GFP scFvBaPl1, foi inserido, por
eletroporacdo (2,5v) em Agrobacterium tumefaciens da linhagem GV3101,
eletrocompetentes. As células transformadas foram selecionadas com o 50 mg/L de

espectinomicina.

4.2 EXPRESSAO TRANSIENTE

4.2.1 MATERIAL VEGETAL

Sementes de Nicotiana benthamiana foram esterilizadas com alcool 70%, 2 %
de hipoclorito de sédio e Tween-20. Posteriormente foram colocadas em frascos tipo
magenta® contendo meio MS (meio MS basal 4,4g/L, sacarose 30g/L, agar 7g/L) para
germinacdo. Apés quatro semanas, as plantulas foram transferidas para vasos com
capacidade de 10 kg, contendo terra autoclavada. Foram mantidas em sala de cultura

vegetal, com temperatura de 25° C e fotoperiodo de 16hs.
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4.2.2 AGROILFILTRACAO

Foi realizado um pré- inoculo a partir de uma colénia de Agrobacterium GV3101
contendo o plasmideo pK7WG2D-GFP scFvBapl, em 5 ml de meio LB contendo 50
mg/L Rifamicina, 50 mg/L Gentamicina e 50 mg/L Espectinomicina. O pré- inoculo foi
mantido a temperatura de 28°C, sob agitacdo de 210 rpm por 24hs. Posteriormente,
foram transferidos 100 pl de suspenséo bacteriana para 7,5ml de meio LB contendo
10mM MES, 20 uM de Acetoseringona e os devidos antibiéticos em pH=5,6. O inoculo
foi mantido nas mesmas condi¢cbes também por 24hs. O mesmo procedimento foi
realizado com Agrobacterium EHA101 contendo o plasmideo pPZP212 contendo o
anti-silenciador TCV-CP (capisid protein from Turnip Crinkle Virus).

As suspensdes bacterianas foram centrifugadas a 5.000 rpm por 15 minutos
em temperatura ambiente. O pellet foi entdo ressuspendido em 20 ml de meio MMA
(MS (5 g/l) + MES (1,95 g/l), sacarose (20 g/l), acetoseringona (200 uM), pH=5.6. As
suspensdes foram incubadas em temperatura ambiente, por 3hs sem agitacéo até que
alcancassem O.Deoo entre 0.4 e 0.8.

Posteriormente, as folhas de N. benthamiana foram infiltradas usando seringas
de 1 ml, seguindo os seguintes tratamentos: Suspensdo bacteriana Agrobacterium
GV3101 pK7WG2DscFvBaP1l; Suspensdo bacteriana Agrobacterium GV3101
pK7WG2D-GFP scFvBaP1 + Agrobacterium EHA101 pPZP212 TCV-CP; e meio MMA
como forma de controle, a fim de se avaliar o stress causado pela técnica de infiltracéo
nas plantas.

Foram coletadas folhas de N. benthamiana entre os dias 3-9 apds a
agroinfiltracdo,e a expressdo do gene reporter GFP foi monitorada durante esse
periodo sob iluminagédo UV a 480nm.

4.2.3 EXTRACAO DE PROTEINAS

Folhas de N. benthamiana infiltradas com Agrobacterium foram inicialmente
pesadas. Posteriormente, foram pulverizadas em graal com nitrogénio liquido. O p6

foi solubilizado em solugdo de sacarose (8%) contendo os inibidores de proteases
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leupeptina 10 ug/ml e PMSF 1 mM. O sobrenadante recuperado foi armazenado a -
20° C.

4.2.4 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

A partir do extrato bruto, foi realizada uma dosagem de proteinas totais de
acordo com Bradford, (1976). A leitura das amostras foi realizada a 595 nm, em leitor

de microplacas Varioskan Flash Thermo Scientific.

4.2.5 DOT -=BLOTTING

. Para deteccdo do fragmento scFvBapl realizou- se o imunoensaio Dot-
Blotting. A membrana de nitrocelulose foram adicionados 20 pg de proteinas de cada
amostra, em forma de pontos. A membrana foi bloqueada com PBS 1x, 0,1% de
Tween-20 e 2% de caseina durante 1:30h. Apés o bloqueio, adicionou-se o anticorpo
primario Anti-His de coelho na proporcédo de 1:1000 por 1:30h. Posteriormente a esse
periodo a membrana foi lavada em tampdo de lavagem (tampéo de blogueio na
auséncia de caseina) por seis vezes durante 5 minutos cada. Incubou-se a membrana
com anticorpo secundario Anti-His peroxidase de coelho por 1:30h. A membrana foi
novamente lavada, e posteriormente revelada com a utilizacdo do substrato ECL, em

camara escura (GE Healthcare).

4.3 TRANSFORMACAO ESTAVEL

Suspenséo bacteriana - Foi realizado um indculo em 5 ml de meio LB, a partir
de uma colonia de Agrobacterium tumenfaciens linhagem GV3101 contendo o
plasmideo pK7WG2D-GFP scFvBaP1, utilizando como forma de selecdo, os
antibioticos Rifamicina 50 mg/L; Gentamicina 50 mg/L e Espectinomicina 50mg/L. A

cultura foi mantida a 28° C, sob agitagdo de 150 rpm, durante 16h. Utilizou-se a
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suspensdao com 0O.Dsoo igual a 0,6, sendo que 1 ml de suspensdo bacteriana foi
transferido para um tubo estéril de microcentrifuga e, posteriormente centrifugada a
5.000rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e as células ressuspendidas
em 1 ml de NaCl 085% e 20 pupuM de Acetoseringona.
Material vegetal — Foram obtidos 100 fragmentos foliares, provenientes de plantulas
micropropagadas in vitro, com seis semanas de idade. Os explantes, apos o corte,
foram transferidos para uma placa de Petri contendo 20 ml de meio MS liquido (4,4g/L
MS Sigma; 20g/L glicose; pH 5.8), acrescido de 200 pl da suspenséo bacteriana,
obtida anteriormente, e incubados por 30 minutos em temperatura ambiente.

Os explantes foram entéo, transferidos para placas de Petri contendo meio MS
sélido (4,4 g/L MS meio basal Sigma; 20 g/L glicose; 7 g/L Agar; pH 5,8),
suplementados com 1 mg/L de BAP e 200 mg/L de Timentin. Ficaram incubados por
48h, no escuro, a uma temperatura de 26°C. Apds a incubacédo, os explantes foram
lavados em agua autoclavada e secos em papel filtro estéril, para remocao do excesso
de bactérias. Posteriormente, foram transferidos 10 explantes para cada placa de petri
contendo meio MS sdlido (4,4 g/L MS meio basal Sigma; 20 g/L glicose; 7 g/L Agar;
50 mg/LCanamicina; pH 5,8), sendo que, o antibiético foi adicionado a fim de se
selecionar as células transformadas. As placas foram mantidas em sala de cultura,
com fotoperiodo de 16 h e temperatura igual a 26°C. Foram realizados sucessivos
subcultivos no mesmo meio de cultura, a cada 15 dias. Os explantes que sobreviveram
a selecao, foram colocados em frascos tipo magenta contendo meio MS sélido (4,4
g/L MS meio basal Sigma; 20 g/L glicose; 7 g/L Agar; 50 mg/L pH 5.8), suplementado
com 120 mg/L BAP; 4,8 mg/L ANA e 60 mg/L Canamicina, a fim de promover o
desenvolvimento dos brotos e elongacgédo das plantulas transformadas. Novamente,
foram realizados sucessivos subcultivos no mesmo meio de cultura, a cada 15 dias

(Brasileiro; Carneiro, 1998).
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4.3.1 EXTRACAO DE DNA

Foi retirada amostras de aproximadamente 500 ng de cada um dos brotos.
Foram entdo, macerados em tubo de microcentrifugada, e ao macerado adicionou-se
1ml de tampéo CTAB (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 100 mM TrisHCI pH 8; 20 mM EDTA,;
0,2% B- mercaptoetanol) e 400 pL de cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1). As
amostras foram submetidas a incubacdo sob agitacdo, a 55° durante 10 min, e
centrifugadas a 12000 rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo de microcentrifuga, e a ele adicionado 1,2 volumes de isopropanol, sendo
novamente centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante,
e o precipitado foi lavado com 1 ml de alcool 70%. Apds a secagem, o precipitado foi
eluido em 50 pl de agua ultra-pura. As amostras foram quantificadas em gel de

agarose 1% (Brasileiro; Carneiro, 1998).

4.3.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A fim de se confirmar a transformacéo estavel de N. benthamiana com o gene
scFvBaP1, foi realizada uma reacdo em cadeia da polimerase, utilizando a enzima
Easy Taq DNA polimerase (LGC Biotecnologia), de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Os primers utilizados para amplificacdo do fragmento foram,
respectivamente, F 5 TACCCGGGGATCCTCTAGAG e R
5CGGCCGCACTAGTGATACA.

4.3.3 EXTRACAO DE PROTEINAS

Foi realizada uma extracdo de proteinas totais, a partir das folhas das plantas
transgénicas micropropagadas in vitro. A extracdo de proteinas se deu do mesmo
modo relatado no item 4.2.3. A quantidade de proteinas totais foi determinada pelo

método proposto por Bradford e colaboradores, (1976).
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4.3.4 INDUCAO DE CALOS

Explantes foliares provenientes das plantas que se confirmaram transgénicas
(P2, P3 e P4), foram colocados em placas de Petri contendo 20 ml de meio MS (MS
basal 4,4 g/L; sacarose 30 g/L e Agar 7 g/L) suplementado com 0,5 mg/L 2,4-D e 0,2
mg/L cinetina. Os explantes foram submetidos a sucessivos subcultivos, sendo estes
realizados a cada 15 dias ao longo de seis semanas. As placas foram mantidas em
sala de crescimento vegetal, com foto periodo de 16h. Foi realizada uma extracédo de

proteinas totais para analise da expressao do fragmento scFvBaP1.

4.3.5 INDUCAO DE SUSPENSOES CELULARES

Apos as seis semanas de cultivo os calos fridveis, induzidos a partir das plantas
transgénicas, foram transferidos separadamente para erlenmeyers de 250 ml
contendo 50 ml do mesmo meio de cultura utilizado para indugéo de calos, porém na
auséncia de agar. As suspensdes foram mantidas em mesa agitadora a 120 rpm, em
sala de cultura vegetal com temperatura e luminosidade controladas durante 8 dias.
Apos esse periodo o liquido em suspenséo foi coletado e posteriormente centrifugado
por 10 minutos, a 2000 rpm em centrifuga refrigerada (4° C), sendo as fracbes
(precipitado e sobrenadante) separadas para posterior analise de proteinas.

4.4 PURIFICACAO DE PROTEINAS

4.4.1 EXPRESSAO TRANSIENTE
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As proteinas totais do extrato obtido através das folhas infiltradas foram
concentradas com a utilizacdo de coluna de concentracdo Amicon®Ultra da Millipore.
As colunas foram centrifugadas a 4,000 rpm, por 30 minutos e a 4° C. ApGs a
centrifugacgdo, o concentrado foi aplicado em coluna HisTrapHP 5ml (GE Healthcare),
para purificacdo do fragmento scFVBapl, por cromatografia de afinidade de acordo
com as orientacdes do fabricante, utilizando-se para eluicdo um gradiente de
concentracdes de imidazol (80 mM, 100 mM, 250 mM e 500 mM) pH8.3, a fim de se
padronizar a melhor concentragéo utilizada para obtencao das proteinas purificadas.

4.4.1.1 DOSAGEM DE PROTEINAS PURIFICADAS

A dosagem das proteinas purificadas foi realizada, de acordo com o método
proposto por Lowry e colaboradores, (1951). A leitura das amostras foi realizada a

595nm, em leitor de microplacas Varioskan Flash Thermo Scientific.

4.4.1.2 SDS- PAGE

Amostras contendo quantidades conhecidas de proteinas, foram adicionadas a
igual volume de tampéao de amostra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%,
Tris-HCI pH 6,8), foram fervidas, suspensas com vortex e aplicadas em gel de
poliacrilamida (gel de empilhamento 4%; gel de separacao 18%). Apds a corrida, o gel
foi submetido a eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose, a 100 v durante

30 min.

4.4.1.3 WESTERN BLOTTING

Apobs a transferéncia, incubou-se a membrana com solucdo bloqueadora (PBS
1x, 3% de caseina, 0,1% Tween-20) por 1h. A membrana foi incubada com anticorpo

primario Anti-His de coelho na propor¢éo 1:1000 overnight. Posteriormente a esse
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periodo a membrana foi lavada em tampdo de lavagem (tampéo de blogueio na
auséncia de caseina) por seis vezes durante cinco minutos cada. Incubou-se com
anticorpo secundario Anti-His peroxidase de coelho por 1h. Apds esse periodo, a
membrana foi novamente lavada nas condicOes descritas acima e em seguida

revelada com a utilizacdo de substrato ECL (kit western blotting, GE Healthcare).

4.4.2 TRANSFORMACAO ESTAVEL

ApoOs o teste de padronizacdo da concentracdo de imidazol ideal para eluicao
do fragmento scFvBapl, foi adotado um tampé&o de eluicdo (20 mM de fosfato de
sédio; 500 mM de cloreto de s6dio) com 500 mM de imidazol. A fim se obter um maior
rendimento de proteinas purificadas, evitando que houvesse precipitacdo das
mesmas, também se alterou o pH do tampéao de eluicdo, sendo adotado pH = 6,71
(ponto isoelétrico scFvBapl = 7,21). A partir disso, foram realizadas outras
purificagdes utilizando as seguintes amostras: 1. extrato total das folhas de plantas
transgénicas; 2. extrato total dos calos induzidos a partir das plantas transgénicas; 3.
extrato total suspensdo celular (precipitado); 4. extrato total suspensdo celular
(sobrenadante). Para purificacdo foi utilizada coluna de niquel HisTrapHP 5ml (GE
Healthcare) (vide item 4.4.1). A fim se de retirar o excesso de imidazol utilizado na
eluicdo, as amostras foram dialisadas utilizando-se as colunas de concentragdo
Amicon®Ultra da Millipore. As colunas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada
(4°C) por 20 min/4000 rpm. As proteinas purificadas foram armazenadas a 4°C. A
concentracdo de proteinas obtidas, em cada uma das amostras, foi determinada pelo
método de dosagem proposto por Lowry e seus colaboradores, (1951).

4.4.2.1 SDS- PAGE

Amostras contendo quantidades conhecidas de proteinas, foram adicionadas a
igual volume de tampao de amostra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%,
Tris-HCIlpH 6,8), foram fervidas, suspensas com vortex e aplicadas em gel de
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poliacrilamida(gel de empilhamento 4%; gel de separacédo 10%). Apds a corrida, o gel

foi corado com Coomassie brilliant blue.

4.5 ATIVIDADE BIOLOGICA DO FRAGMENTO scFvBaP1

Para verificagdo da atividade biologica do fragmento scFvBaPl foram
utilizados, para realizacdo dos devidos experimentos, o veneno total de B. asper; a
toxina BnP1 de B. neuwiedi e uma metaloproteinase (ATX) isolada do veneno de B.
atrox (dados nao publicados). As toxinas foram gentilmente cedidas pelo Instituto

Butantan.

4.5.1 ELISA

A fim de se avaliar a especificidade do fragmento scFv foi utilizado o Enzyme-
Linked Immuno Absorbent Assay-ELISA. Placas de poliestireno foram previamente
sensibilizadas com 2 ug/mL de veneno total de B. asper, toxina BnP1 de B. neuwiedi
e toxina ATX de B. atrox e posteriormente incubadas a 4°C, overnight. Em seguida
foram lavadas 3X com PBS/Tween 0,05% e bloqueadas com BSA 3%, por 2 h a 37°C.
As placas foram novamente lavadas com mesma solucédo, foi entdo adicionado o
fragmento scFvBaP1l (100 ug) e as placas incubadas por 1h a 37°C. A reacédo
antigeno-anticorpo foi detectada utilizando anti-His peroxidase de coelho seguido do
substrato ortho-phenylenediamine (OPD) e H20:2. A reacgéo foi interrompida com 50 uL

de H2SO4 e a absorbéancia lida a 492 nm em sistema Varioskan (Thermo ®).

4.5.2 ATIVIDADE FIBRINOLITICA

Para se verificar a atividade biol6gica do fragmento scFvBapl, além do
reconhecimento antigeno-anticorpo (ELISA) foi avaliada a sua capacidade de
neutralizar os efeitos das toxinas BaP1l (veneno total), BnP1 e ATX. O teste foi
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realizado em placas de fibrina-agorose, de acordo com Jespersen & Astrup (1993), 10
mg de fibrinogénio humano (Calbiochem) (1 mg/mL de proteina coagulavel) foram
diluidos em tampéo Tris—HCI 0,05 M, pH 7,3 contendo 0,2 M NaCl e 0,05 M CaClz. A
esta solugéao foram adicionados trombina bovina (Sigma) na concentracao final de 2
U/mL e 10 mL de solucéo de agarose low melting 2 % (AMPRESCO) diluida no mesmo
tampdao. A mistura foi colocada em uma placa de Petri, e incubada durante 40 min/TA
para a formacao de rede de fibrina. Apds a polimerizacdo foram feitos pogos nas
placas com auxilio de uma pipeta de 1000 ul. Foram utilizados 5 ug de cada uma das
toxinas para aplicacdo nos pocos, e para verificacdo da neutralizacdo de suas
propriedades foram incubadas com scFvBapl na proporcdo 20:1 (scFvBapl: toxina)
por 15 minutos a 37° C. Apés a incubacao as amostras foram aplicadas nos poc¢os e
incubadas a 37° por 48h. A atividade fibrinolitica das toxinas, bem como a capacidade
de neutralizac&o do fragmento scFv sera determinada pela afericdo da area dos halos

formados nos tempos de 24h e 48h.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Graph
Prism 6, utilizando o teste de comparacdo de médias, adotando nivel de confiabilidade
p > 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CLONAGEM DO VETOR DE EXPRESSAO

A Clonagem LR do vetor de expresséo foi confirmada a partir da realizacdo de
uma PCR, utlizando os primers F 5 TACCCGGGGATCCTCTAGAG e R
5CGGCCGCACTAGTGATACA, que flanqueiam a regido onde o fragmento
scFvBaP1l foi inserido. As bandas se apresentaram na altura esperada,
correspondendo ao tamanho do fragmento scFvBaP1 mais a regido de flanqueio do

plasmideo (Figura 2).

~1300 pb
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Figura 2 - Insercdo do fragmento scFvBaP1 no vetor de expressdo pK7WG2D-GFP.
Gel agorose 1%, bandas ~1300 pb

5.2 EXPRESSAO TRANSIENTE

A expressédo do gene repérter GFP foi monitorada durante nove dias, sendo
somente observada a partir do terceiro dia ap6s o processo de agroinfiltracdo. Nas
folhas infiltradas com o tratamento Agrobacterium GV3101 pK7WG2D-GFP scFvBaP1

+ Agrobacterium EHA101 pPZP212 TCV-CP, observou-se um maior nimero de
células com expressao do GFP (Figura 3).

Figura 3- Expresséo transiente do gene reporter GFP

A-D. Expresséo transiente do gene repérter GFP (scFvBaP1 + TCV-CP).
E-H. Expresséo do gene reporter GFP (scFvBaP1)
A - Folha infiltrada 4 em campo claro. B - Expressdo do GFP 4 dias p0s infiltracdo sob luz UV. C -
Folha infiltrada 9 em campo claro. D - Expressao do GFP 9 dias p6s infiltragdo sob luz UV.. E - Folha
infiltrada 4 em campo claro. F- Expressao do GFP 4 dias p6s infiltragdo sob luz UV. G - Folha

infiltrada 9 em campo claro. H - Expressdo do GFP 9 dias pos infiltragéo sob luz UV
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5.2.1 DOT- BLOTTING

A partir do imunoensaio Dot-Blotting pode-se confirmar a expressdo do
fragmento scFvBaP1, no o terceiro dia apdés a agroinfiltracdo, confirmando os
resultados obtidos na visualizacdo da expressdo do GFP. Os pontos indicam a
expressao do fragmento scFvBaP1 no extrato bruto de N. benthamiana, os controles
negativo e positivo, respectivamente, correspondem a folhas de N. benthamiana sem
infiltrac&o e folhas infiltradas apenas com o tampé&o de infiltragdo. Houve expressao
em ambos os tratamentos utilizados (presenca ou auséncia do supressor de
silenciamento TCV-CP) (Figura 4).

Figura 4 — Imunoensaio Dot Blotting

Deteccao da expresséo do fragmento scFvBaP1 durante 9 dias pos infiltracéo.
A. Auséncia do anti silenciador. B. Presenca do anti silenciador
Fonte: Préprio autor

5.3 TRANSFORMAGCAO ESTAVEL

O meio de cultura testado (4,4 g/L MS; 20 g/L glicose; 7 g/L Agar; 50 mg/L pH
5.8, 120 mg/L BAP; 4,8 mg/L ANA e 60 mg/L KAN) se mostrou eficiente para
regeneracdo dos explantes, diferenciacdo e proliferacdo celular. Além disso, os
explantes foram capazes de se enraizarem resistindo a selecdo pela canamicina (60
mg/L), as plantas que cresceram foram submetidas a reacdo da PCR para confirmar
sua natureza transgénica (Figura 5).
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Figura 5 — Planta transgénica (P4) em meio de selecao
(meio MS + 60mg/L de canamicina)

Fonte: Préprio autor

5.3.1 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A PCR realizada a partir dos explantes regenerados demonstrou que houve
transformacao estavel de N. benthamiana, ou seja, insercdo do fragmento scFvBaP1
ao genoma da planta. Foram obtidas trés plantas transgénicas (P2,P3 e P4)
provenientes de trés diferentes explantes do mesmo evento de transformacgéo. As

bandas observadas se apresentam no tamanho esperado (~1300 pb) (Figura 6).
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Figura 6 — Confirmacao da inser¢@o do gene scFvBaP1 em N. benthamiana
Gel agarose 1%- andlise da PCR
M. Marcador; C- planta controle; C+ PK7G2DMABap1; P2 planta 2; P3 planta 3; P4 planta 4.

Fonte: Préprio autor

5.3.2 WESTERN BLOTTING

O ensaio realizado a partir do extrato bruto proveniente das plantas
transgénicas obtidas (P2, P3 e P4) detectou a expressao do fragmento scFvBaP1 em
todas as linhagens testadas. As bandas correspondentes ao fragmento scFvBapl se
mostraram na altura de ~58 kDa, sugerindo assim, a formacéo de dimeros durante o
processo de eletroforese, uma vez que o fragmento scFvBaP1 possui 29 kDa(Figura
7).

~ 58 kDa

Figura 7 — Deteccéo da expressdo do fragmento scFvBaP1 por Western Blotting
1. Marcador de baixo peso molecular, 2. Planta 2, 3. Planta 3, 4. Planta 4

Fonte: Préprio autor
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5.4 PURIFICACAO DE PROTEINAS
5.4.1 EXPRESSAO TRANSIENTE

Apos a realizacdo da dosagem das proteinas purificadas verificou-se que em
todas as concentracdes de imidazol utilizadas houve eluicdo das proteinas esperadas,
porém foram obtidas concentracfes diferentes de proteinas em cada uma das
variaveis testadas, sendo 500 mM a fracdo com maior concentracao de proteinas.
Deste modo, foi padronizada a concentracdo ideal para eluicdo do fragmento

scFvBapl e esta passou a ser adotada nas purificacfes posteriores (Figura 8).
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Figura 8- Concentragéo de proteinas (mg/ml) eluidas em cada fragdo do gradiente de imidazol
(mM)

Fonte: Elaborado pelo autor

O Rendimento total de producdo do fragmento scFvBapl pelo método da
agroilfiltracéo foi de 43 pg/g (x 0,7) de folha fresca agroilfiltrada. A analise estatistica
realizada a partir do rendimento obtido nos dois tratamentos utilizados (presenca e
auséncia do supressor de silenciamento génico TCV-CP) demonstra que nao houve

diferenca significativa entre eles (Figura 9).
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Figura 9- Analise estatistica comparando a produc¢do de proteinas na presenca e auséncia do
supressor de silenciamento. Os tratamentos ndo apresentam diferenca estatistica, p<0,05

Fonte: Elaborado pelo autor

A andlise realizada pela técnica Western Blotting, demonstrou a presenca do
fragmento scFvBaP1l nas amostras purificadas, apresentando bandas na altura de
aproximadamente 58 kDa, comparado ao padréo de peso molecular. Esse resultado
sugere que as proteinas estejam dimerizadas, uma vez que o fragmento possui peso
molecular ~ 29 kDa. As concentracfes de imidazol 80 mM e 100 mM, apresentaram
fracamente as bandas esperadas, sugerindo pouca concentracdo de proteinas
purificadas, o que corrobora os dados obtidas na dosagem de proteinas realizada
(Figura 10).
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Figura 10 - Deteccao do fragmento scFvBaP1 — amostras purificadas expressao transiente
A - Western Blotting das amostras purificadas. B- Marcador de baixo peso molecular
1.Amostra 80mM imidazol; 2. 100 mM imidazol; 3. 250 mM imidazol; 4. 500 mM imidazol; M.
marcador de baixo peso molecular. B - Marcador baixo peso molecular

Fonte: Préprio autor

5.4.2 TRANSFORMACAO ESTAVEL

Com a padronizacdo do processo de purificacdo, foi possivel se obter
fragmentos do anticorpo scFvBaP1l em cada umas das amostras utilizadas,
demonstrando que os sistemas de producéo testados séo eficientes quando utilizados
como reatores vegetais. Foram encontradas diferentes concentracfes de proteinas
em cada uma das varia¢cdes testadas dentro do sistema de expressao utilizado (tabela
3) , sendo que na fracao correspondente ao sobrenadante das suspensodes celulares
observou-se um melhor rendimento (pLg/g de biomassa) e produtividade (ug/g/dia).

Tabela 3- Rendimento e produtividade do fragmento scFvBapl

Amostras Rendimento Produtividade
Plantas transgénicas 270 ug/g (£ 5) 18 ug/g/d
Calos transgénicos 62 ug/g (£ 2) 4,1 ug/g/d

Suspenséo celular 83 ug/g (= 0,2) 10,37 pg/g/d
(precipitado)
Suspensao celular 605 ug/g (£ 57) 75,62 ug/g/d
(sobrenadante)

Fonte: Elaborado pelo autor

Somente foi possivel visualizar no gel de eletroforese corado com azul de
comassie a presenca de banda na amostra que corresponde as proteinas purificadas
a partir do extrato total das plantas transgénicas. A banda se apresentou novamente
na altura de ~ 58kDa, sugerindo dimerizacado dos fragmentos scFvBaP1 durante o

processo eletroforético (Figura 11).
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~ 58kDa

-
Figura 11- SDS PAGE 10% azul de coomassie — Fragmento scFvBaP1 purificado

1. Suspensao celular (sobrenadante), 2. Suspensao celular (preciptado), 3. Calos transgénicos, 4.
Plantas transgénicas, 5. Marcador de baixo peso molecular

Fonte: Préprio autor

O sistema de expressdo transiente de proteinas, quando comparado aos
sistemas baseados na transformacdo estavel (plantas transgenicas e derivados),
apresentou um menor rendimento de produ¢cdo mesmo utilizado-se o supressor de

silenciamento génico (Figura 12).
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Figura 12- Comparacao entre o rendimento de producao de proteinas (mg/g peso fresco)
entre os sistemas utilizados

Fonte: Elaborado pelo autor

A andlise estatistica realizada comparando o rendimento total de producéo dos
dois métodos de transformacé&o utilizados demonstra diferenca significativa entre os
mesmos. A transformacéo estavel se apresenta estatisticamente mais rentavel em

relacdo a expressao transiente (Figura 13).
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Figura 13 — Rendimento de producgéo expresséo transiente VS transformacéo estavel.
Os métodos de transformacéo utilizados apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao
rendimento de producao.

Fonte: Elaborado pelo autor

Quando comparadas estatisticamente as duas fragcdes obtidas através das
suspensdes apresentam diferenca significativa. Sendo que, no sobrenadante da

suspensao celular foi encontrada uma maior concentracdo de proteinas (Figura 14).
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Figura 14 — Rendimento de producao precipitado VS sobrenadante.
As duas fragBes analisadas apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao rendimento de
producéo.

Fonte: Elaborado pelo autor

5.5 ATIVIDADE BIOLOGICA

5.5.1 ELISA

A capacidade de reconhecimento do fragmento scFvBaP1 frente as toxinas
testadas foi demonstrada pelo ensaio de ELISA. O fragmento se mostrou capaz de
reconhecer a toxina BaP1, presente no veneno total de B. asper, bem como as toxinas
isoladas BnP1 e ATX. Foi observado um maior reconhecimento pela toxina BnP1,

como demonstra a figura 14.
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Figura 15— Reconhecimento das toxinas testadas pelo fragmento scFvBaP1
BnP1 — toxina B. neuwiedi; ATX — metaloproteinase B. atrox; VT — veneno total B. asper

Fonte: Elaborado pelo autor

5.5.2 ATIVIDADE FIBRINOLITICA

Apbs o periodo de incubacéo, verificou-se que o fragmento scFvBapl1 foi capaz
de neutralizar a propriedade fibrinolitica das toxinas testadas. Além de neutralizar a
fibrindlise causada pela toxina BaP1 (Figura 15), o fragmento se mostrou capaz de
reconhecer e neutralizar as toxinas BnP1 de B. neuwiedi (Figura 16) e ATX de B. atrox
(Figura 17), demonstrando assim seu potencial para utilizagdo na imunoterapia, uma
vez que os resultados sugerem um reconhecimento polivalente. Com a afericdo dos
halos foi possivel demonstrar que o fragmento scFvBaP1 se mostrou estavel durante
as 24h, ndo permitindo que houvesse expansdo dos halos aferidos. A analise
estatistica realizada, demonstra que ndo houveram diferengas significativas entre a
atividade fibrinolitica dos tratamentos onde foram utilizados a associacéo de toxina +
scFvBaP1 e o controle utilizado (PBS). Além disso, quando utilizado separadamente,
o fragmento scFvBaP1 ndo causou nenhum tipo de dano a placa de fibrinogénio,

também néo apresentando diferengas significativas em relagédo ao controle.
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Figura 16- Neutralizagdo da atividade fibrinolitica da toxina BaP1- Veneno Total

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 17- Neutralizacao da atividade fibrinolitica da toxina BnP1

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 18- Neutralizagc&o da atividade fibrinolitica da toxina ATX

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 19 — Avaliacéo da neutralizacdo da atividade fibrinolitica pelo fragmento scFvBaP1 —Toxina
BaP1- Veneno total

Fonte: Préprio autor

Figura 20 — Avaliacdo da neutralizacéo da atividade fibrinolitica pelo fragmento scFvBaP1 — toxinas
BnP1 e ATX

Fonte: Préprio autor
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6 DISCUSSAO

Atualmente, dentro do panorama da utilizagdo de sistemas vegetais, as
plataformas mais eficientes de producéo de anticorpos recombinantes, sédo as folhas
de tabaco, sendo para expressao transiente ou estavel (Ma et al, 2015). Quando
produzidas em folhas, proteinas recombinantes tendem a ser degradas por moléculas
como a agua e os alcaldides presentes (Niemer et al., 2015). Para que ndo haja
degradacdo das proteinas produzidas, algumas estratégias vém sendo adotadas,
como o direcionamento das proteinas para alguns compartimentos celulares, como o
apoplasto ou o reticulo endoplasmatico, como relatado por Goulet et al., (2010); Jutras
et al., (2015); Robert et al., (2013). Neste trabalho, os anticorpos recombinantes foram
direcionados ao espaco periplasmatico das células, a fim de se diminuir a degradacao
dos mesmos. O direcionamento foi realizado com a adicdo de um peptideo sinal ao
cassete de expressao.

A expressao transiente, monitorada por nove dias, foi detectada depois de trés
dpi (dias pés infiltracdo), como mostra o estudo realizado por Péra e seus
colaboradores, (2015). A eficiéncia da infiltracdo depende, dentro outros fatores, da
interacdo patégeno-hospedeiro. A Agrobacterium deve ser capaz de penetrar 0s
tecidos foliares, propiciando o carreamento do gene a ser expresso (VOJTA et al,
2015). Neste contexto, podemos afirmar que a linhagem escolhida Agrobacterium
GV3101, se mostrou eficiente quando utilizada para tal finalidade, sendo capaz de
mediar a expressdo do fragmento scFvBaPl. Outro fator relevante foi a néo
observacéo de tecidos em necrose durante o processo, apenas foi observado o inicio
de uma reacdo de hipersensibilidade nas folhas. A densidade otica utilizada que a
suspensao bacteriana apresenta no ato da infiltracdo € de suma importancia para que
nao haja necrose nos tecidos, a densidade OD600 entre 0,4 e 0,8 também é apontada
como 6tima em alface e Arabdopsis (WROBLEWSKI; TOMCZAK; MICHELMORE,
2005). Wieczorek e Steplowska, 2016 demonstram em seu trabalho, que a interagao

Agrobacterium — Nicotiana benthamiana, durante o processo de agroinfiltracdo €
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capaz de desencadear uma reacdo de hipersensibilidade, como mecanismo natural
de defesa do hospedeiro em relacdo ao patégeno.

A escolha da espécie N. benthamiana, foi realizada a fim de minimizar a
degradacdo de proteinas, uma vez que apresenta uma baixa producdo de alcaldides
(TWYMAN et al, 2003). A espécie foi capaz de expressar transientemente o fragmento
scFvBaP1, bem como o gene reporter GFP. A observacdo do maior numero de células
expressando GFP nas folhas co-ilfiltradas, deve-se a acdo do anti silenciador TCV-
CP, que impede que as proteinas recombinantes sejam silenciadas por mecanismos
de defesa da planta, como descreve Qu e colaboradores, (2003).

O rendimento médio da producao do fragmento scFvBaP1 utilizando o sistema
baseado na expresséo transiente, foi de 43ug/g (£ 0,7). Alguns autores, como
Lacombe e colaboradores, 2017, relatam uma baixa producdo de proteinas
recombinantes produzidas em tal sistema, isso pode ser associado, basicamente, a
degradacédo de proteinas por meio da acéo de proteases e também por interferéncia
dos alcaldides e demais metabdlitos secundarios produzidos pela planta hospedeira
(GROSSE-HOLTZ et al., 2017); um outro fator a ser levado em consideracéo neste
panorama, Sd80 0s mecanismos de silenciamento génico que tendem a acontecer
como forma de resposta da planta a infeccdo (RASSOOL et al.,2016). A fim de se
minimizar o silenciamento génico, foi utilizado o supressor viral TCV-CP, porém a sua
utilizacdo nao foi capaz de aumentar o rendimento de produgcdo do fragmento
ScFvBaPl, isso pode ser concluido através da andlise estatistica realizada que
demonstrou que ndo haviam diferencas significativas entre o rendimento obtido em
ambos os tratamentos utilizados (presenca e auséncia do TCV-CP). Tais dados séo
contrarios aos dados encontrados no trabalho realizado por Qu et al., (2003), onde foi
utilizado o mesmo supressor viral e também o trabalho de Mohammadzadedeh et al.,
(2015) utilizando o supressor viral p19. Em ambos os trabalhos foram encontradas
diferencas significativas quando realizada a co-infeccao utilizando-se supressores
virais.

As plantas transgénicas (transformacéo estavel) vém se mostrado promissoras
e eficientes na producao de proteinas de interesse terapéutico, incluindo os anticorpos
monoclonais e fragmentos scFv (XU; TOWLER e WEATHERS., 2016). Neste trabalho,
foram obtidas trés linhagens de plantas transgénicas (P2, P3 e P4), sendo a eficiéncia
de transformacéao igual a 3,75%. As linhagens obtidas, além de integrar o transgene,

foram capazes de expressar o fragmento scFvBaP1, demonstrando sua potencial
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utilizacdo como reator de producdo de proteinas recombinantes de uso terapéutico.
Muitos trabalhos relatam a utilizacdo da espécie Nicotiana benthamiana para fins de
producéo de candidatos a biofarmacos, como demonstram os trabalhos de Marusic et
al., 2015; Niemer et al., 2015 e Alkanaimsh et al., 2016.

Foi obtido um rendimento total de 270ug/g (£ 5) de scFvBaP1 produzidos a
partir das plantas transgénicas (transformacao estavel). O rendimento foi superior ao
encontrado no sistema de producéo transiente, apresentando diferenca significativa
nas analises estatisticas realizadas. Esse resultado pode estar relacionado a
estabilidade que o sistema de producdo apresenta, em relacdo ao anteriormente
relatado. Uma vez que as proteinas estavam sendo direcionadas para 0 espaco
periplasmatico das células, elas ficaram livres da acdo das proteases e do
silenciamento génico, o que culminou numa maior concentracéo de proteinas obtidas.
Estes resultados demonstram uma maior eficiéncia da transformacédo estavel, em
relacdo a expressao transiente e sugerem uma melhor eficiéncia de tal sistema de
producdo, como € relatado no trabalho de revisdo realizado por Merlin e
colaboradores., (2014).

Além do melhor rendimento de producdo, uma grande vantagem da obtencédo
de plantas transgénicas € a possibilidade de escalonamento através da inducdo de
suspensdes celulares (YOSHIKAWA, 2016). As suspensdes celulares ndo sao sé
capazes de produzir em larga escala, elas também garantem uma producao
homogénea e limpa, livre da acdo dos metabdlitos secundarios que podem ser
considerados interferentes da producdo de biofarmacos em plantas transgénicas, e
podem direcionar as proteinas produzidas para o meio de cultura, eliminando uma
etapa de extracdo de proteinas (MUTHAMILSESELVAN et al., 2016). A partir das
suspensdes celulares provenientes das trés linhagens de plantas transgénicas, foram
obtidos os seguintes rendimentos: 83ug/g (x0,2) precipitado e 604 pg/ml (£ 57)
sobrenadante. As fracGes da suspenséo foram separadas a fim de se avaliar se as
proteinas seriam lancadas para o meio de cultura ou ficariam retidas no interior das
células. Como a concentracdo de proteinas no sobrenadante se mostrou
estatisticamente superior a concentracdo de proteinas encontradas no precipitado,
sugere-se que os anticorpos produzidos estao sendo langados para o meio de cultura
da suspenséo. Esse resultado € bastante favoravel, ao serem langcados para 0 meio

de cultura de cultura, € eliminado a etapa de extracdo de proteinas, que além de
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baratear os custos da obtencdo do mesmo também elimina os contaminantes
presentes nas células do tabaco, como por exemplo os alcaloides.

Os rendimentos obtidos neste sistema podem ser facilmente melhorados com
0 ajuste das condi¢bes de cultura utilizadas, tais como meio de cultura, agitacao,
luminosidade, concentracdo de CO2, dentre outros. Esses parametros podem ser
facilmente ajustados com a utilizacdo de biorreatores semi-industriais, que permitem
que as condicdes de cultura sejam devidamente mantidas ao longo de um
determinado periodo de tempo, otimizando a producédo em relacdo a quantidade e
também a qualidade das proteinas produzidas, como demonstram os trabalhos de
Magy e colaboradores., 2014.

Alguns estudos recentes apontam os fragmentos scFvs como moléculas
promissoras no reconhecimento e neutralizacao de toxinas presentes nos venenos de
animais peconhentos, demonstrando seu potencial para serem utilizados como forma
de tratamento em casos de acidentes (LAUSTSEN et al.,2016; PESSENDA et
al.,2016). Pucca, (2016) aponta os fragmentos scFvs como uma nova geracao de
moléculas anti venenos, e relata os beneficios de sua utilizacdo em relacdo a
soroterapia, tais como a eficacia dessas moléculas e a diminuicdo dos efeitos
colaterais causados pelos anticorpos equinos.

Em relacdo aos envenenamentos causados por serpentes, Roncolato et al.,
(2012); Lee et al., (2016) e Silva et al., (2017) expressaram, em Escherichia coli,
fragmentos scFvs capazes de reconhecer e neutralizar os efeitos dos venenos de
Crotalus durissus, Bungarus multicinctus e algumas serpentes do género Bothrops.
Segundo Laustsen e colaboradores, (2017) o uso de moléculas recombinantes no
tratamento de acidentes ofidicos pode auxiliar na resolucdo deste problema de saude
publica, considerado negligenciado. De acordo com o autor, tais moléculas tendem a
ter um custo menos elevado comparado a producdo dos anticorpos convencionais,
podendo ser expressas em sistemas facilmente controlaveis e também por possuirem
acao eficaz em pouca quantidade.

O fragmento scFvBaP1, proposto por Castro et al.,2014, se demonstrou eficaz
frente as toxinas BaP1l e BnPl, isoladas dos venenos de B. asper e B. neuwiedi,
respectivamente. Porém, quando expresso em E. coli, o rendimentos encontrado foi
de 280pg/L de meio de cultura. Quando expresso em Nicotiana benthamina, o
rendimento de producédo do fragmento scFvBaP1 foi superior comparado a producao

em E. coli. Além disso, foi verificada sua atividade biolégica frente as toxinas BaP1,
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BnP1 e ATX. Segundo os dados obtidos pelo ensaio de ELISA, o fragmento scFvBaP1
se mostrou capaz de reconhecer a toxina BaP1, presente no veneno total de B. asper
e também as toxinas isoladas BnP1l e ATX. Houve uma maior afinidade entre o
fragmento scFvBaP1 e a toxina BnP1, este fato pode estar relacionado ao fato de ter
sido utilizado o veneno total de B. asper e ndo a toxina BaP1l isolada, tal
metaloproteinase corresponde a 10% do peso seco do veneno total (WATANABE,
2003).

Também foi avaliada, a capacidade do fragmento scFvBaP1 de neutralizar a
atividade fibrinolitica das toxinas BaP1, BnP1 e ATX. Castro e colaboradores., 2014
demonstram a neutralizacdo da atividade fibrinolitica da toxina BaP1 pelo fragmento
scFvBaP1, produzido em E. coli. O fragmento scFvBaP1, expresso em plantas, nédo
s6 reconheceu e inibiu a atividade da toxina BaPl, ele se mostrou capaz de
reconhecer e inibir a acdo das toxinas BnP1 e ATX. Este reconhecimento de toxinas
provenientes de diferentes espécies, pode ser atribuido a alta conservacgao
filogenética que as metaloproteinases apresentem, como relatado por Tanjoni e
colaboradores., (2003). Segundo o autor, as metaloproteinases apresentem epitopos
conservados dentro da familia Viperidae e estes também sdo encontrados em outras
familias, como Elapidae e Colubridae.

Nesta vertente, com os resultados obtidos, pode-se sugerir que o fragmento
scFvBaP1 pode ser utilizado ndo somente para inibir os efeitos dos envenenamentos
causados por B. asper, mas também por outras serpentes. Deste modo, sugere-se
que tal fragmento apresenta reconhecimento polivalente, se demonstrando assim

como uma molécula promissora a ser utilizada na terapia contra acidentes ofidicos.
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7 CONCLUSOES

O fragmento scFvBaPL1 foi inicialmente expresso de forma transiente em folhas
de N. benthamina, sendo obtido um rendimento final de producéao de 43ug/g (x 0,7)
de folha infiltrada. Além disso, foram obtidas trés linhagens de plantas transgénicas,
capazes de expressar o fragmento scFvBapl totalizando um rendimento de producéo
igual a 270ug/g (= 5). A partir das plantas transgénicas, foi possivel realizar a inducéao
de suspensoes celulares, nas quais foi observada a producgéo do fragmento scFvBapl
tanto nas células em suspensdo como no meio de cultura utilizado para indugéo.

Deste modo, foi possivel se obter a producao do fragmento scFvBaP1 tanto de
forma transiente, como de maneira estavel. Dentro da plataforma de producédo de
moléculas recombinantes em plantas transgénicas (transformacdo estavel), foram
exploradas algumas variacdes, como a inducdo de calos e também de suspensdes
celulares, visando-se obter escalonamento de producdo. Sendo nesta variacdo onde
foram  obtidos os melhores rendimentos (604 pg/ml (x  57)).

O fragmento scFvBaP1l foi capaz de reconhecer e neutralizar a atividade
fibrinolitica das toxinas BaP1, BnP1 e ATX. Demonstrando seu potencial para ser
utilizado como forma alternativa a soroterapia, em casos de envenenamento causados
pelas serpentes B. asper, B. neuwiedi e B. atrox, abrindo portas para que mais testes
sejam realizados para que seja testada a sua polivaléncia, frente a outras toxinas de

outras serpentes.



65

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS A .K.; LICHTMAN A.H. Imunologia Bésica. 22 ed. Rio de Janeiro: Elsevier,
2007

ALAPE-GIRON, A. et al. Studies on the venom proteome of Bothrops asper:
Perspectives and applications. Toxicon, v. 54, n. 7, p. 938-948, 2009.

ALKANAIMSH, S. et al. Transient Expression of Tetrameric Recombinant Human
Butyrylcholinesterase in Nicotiana benthamiana.Frontier in Plants Research, v.7,
2016.

ANGULDO, Y. et al. Toxicon Biochemistry and toxicology of toxins purified from the
venom of the snake Bothrops asper. Toxicon, v. 54, n. 7, p. 949-957, 2009.

ASEGA, A. F. et al. Toxicon Interaction of Bothrops jararaca venom

metalloproteinases with protein inhibitors. Toxicon, v. 80, p. 1-8, 2014.

AZZAZY, H. M. E.; HIGHSMITH, W. E. Phage display technology : clinical
applications and recent innovations. Clinical Biochemistry, v. 35, n. 6, p. 425-445,
2002.

BALDO, C. et al. nP1, a novel P-l metalloproteinase from Bothrops neuwiedi venom:
Biological effects benchmarking relatively to jararhagin, a P-IlIl SVMP. Toxicon, v. 51,
n. 1, p. 54-65, 2008.

BALDO, C. et al. Mechanisms of Vascular Damage by Hemorrhagic Snake Venom
Metalloproteinases : Tissue Distribution and In Situ Hydrolysis. PLoS Neglected
Tropical Diseases, v. 4, n. 6, p. 1-10, 2010.

BARTA, A et al. The Expression of a Nopaline Synthase - Human Growth-Hormone
Chimeric Gene in Transformed Tobacco and Sunflower Callus-Tissue. Plant



66

Molecular Biology, v. 6, n. 5, p. 347-357, 1986

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976.

BAULCOMBE, D. DNA events. An RNA microcosm.No Title. Science, v. 297, p.
2002-2203, 2002.

BORDEN, E. C. et al. Interferons at age 50: past, current and future impact on
biomedicine. Nature reviews. Drug discovery, v. 6, n. 12, p. 975-990, 2007.
BRASILEIRO, A.C.M; CARNEIRO, V.T.C. Manual de Transformacédo Genética de
Plantas.EMBRAPA, 1998.

BOEHM, R. Bioproduction of Therapeutic Proteins in the 21st Century and the Role
of Plants and Plant Cells as. Annals of the New York Academy of Sciences, v. 134,
p. 121-134, 2007.

BUCKEL, P. Recombinant proteins for therapy.Trends in Pharmacological Sciences,
v. 17, n. 12, p. 450-456, 1996.

CAMACHO, E. et al. Understanding structural and functional aspects of PIl snake
venom metalloproteinases: Characterization of BlatH1, a hemorrhagic dimeric
enzyme from the venom of Bothriechis lateralis. Biochimie, v. 101, n. 1, p. 145-155,
2014.

CARDOSO, F. Medicamentos Biologicos na Préatica Médica: A importancia dos

medicamentos biologicos. 1. ed. Sao Paulo: AMB, 2013.

CASTRO, J. M. A. et al. A neutralizing recombinant single chain antibody, scFv,
against BaP1, A P-1 hemorrhagic metalloproteinase from Bothrops asper snake
venom. Toxicon, v. 87, p. 81-91, 2014.

CHEBOLU, S.; DANIELL, H. Chloroplast-Derived Vaccine Antigens and

Biopharmaceuticals: Expression, Folding, Assembly and Functionality. Curr Top



67

Microbiol Immunol, v. 332, p. 33-54, 2009.

CIOLA, R. Fundamentos da cromatografia a liquido de alto desempenho — HPLC.
EdgardBlicherLtda, 1998.

CIRCELLI, P. et al. for the production of biopharmaceuticals in plants. Bioengineered
Bugs, v. 1, n. 3, p. 221-224, 2010.

COLLENS, J. I.; MASON, H. S.; CURTIS, W. R. Agrobacterium -Mediated Viral
Vector-Amplified Transient Gene Expression in Nicotiana glutinosa Plant Tissue
Culture. p. 570-576, 2007.

CUNHA, N. B. et al. Expression and Characterisation of Recombinant Molecules in
Transgenic Soybean. Current Pharmaceutical Design. v. 19, n. 31, p. 5553-5563,
2013.

DELGADO, A. B. T. D. et al. Hemorrhagic stroke secondary to Bothrops spp. venom:
A case report. Toxicon, v. 132, n. 15, p. 6-8, 2017.

DESAI P. N.; SHRIVASTAVA, N.; PADH, H. Production of heterologous proteins in
plants: Strategies for optimal expression. Biotechnology Advances, v. 28, n. 4, p.
427-435, 2010.

DE TONI, L. G. B. et al. Inflammatory mediators involved in the paw edema and
hyperalgesia induced by Batroxase, a metalloproteinase isolated from Bothrops atrox

snake venom. International Immunopharmacology, v. 28, n. 1, p. 199-207, 2015.

DONDOS, A. Applicability of the modified universal calibration of gel permeation
chromatography on proteins. Journal of Chromatography A, v. 1127, n. 1-2, p. 183—
186, 2006.

DURING, K. et al. Synthesis and self-assembly of a functional monoclonal antibody
in transgenic Nicotiana tabacum. Plant Molecular Biology, v. 15, n. 2, p. 281-293,
1990.



68

EIBL, R. et al. Mammalian Cell Culture Technology. 1. ed. Berlin: Springer, 2009

ESTEVAO-COSTA, M. I. et al. Neutralization of toxicological activities of medically-
relevant Bothrops snake venoms and relevant toxins by two polyvalent bothropic
antivenoms produced in Peru and Brazil. Toxicon, v. 122, p. 67 77, 2016.

FARR, W. L.; LAZCANO, D. Distribution of Bothrops asper in Tamaulipas , Mexico
and a review of prey items. The Southwestern Naturalist, v. 62, n. 1, p. 77-84, 2017

FARSKY, S. H. P. et al. Bothrops asper snake venom and its metalloproteinase BaP-
1 activate the complement system. Role in leucocyte recruitment. Mediators of
inflammation, v. 9, n. 5, p. 213-221, 2000.

FENWICK, A. M. et al. Morphological and molecular evidence for phylogeny and
classification of South American pitvipers , genera Bothrops , Bothriopsis , and
Bothrocophias ( Serpentes : Viperidae ). Zoological Journal, v. 156, n. 3, p. 617—-640,
20009.

FERNANDES, I. et al. Immunochemical and biological characterization of monoclonal
antibodies against BaP1, a metalloproteinase from Bothrops asper snake venom.
Toxicon, v. 56, n. 6, p. 1059-1065, 2010.

FILHO, I. C. B. Clonagem, expressao e purificacao de proteinas do plasma seminal
bovino relacionadas a alta congelabilidade do sémen. 2010. 113 f. Tese (Doutorado

em Zootecnia) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.

FISCHER, R. et al. Plant-based production of biopharmaceuticals. Current Opinion in
Plant Biology, v. 7, n. 2, p. 152-158, 2004.

GIFRE, L. et al. Trends in recombinant protein use in animal production. Microbial
Cell Factories, v. 16, n. 1, p. 40, 2017.

GOIS, P. H. F. et al. Allopurinol attenuates acute kidney injury following Bothrops
jararaca envenomation. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11, n. 11, p. 1-15,
2017.



69

GOMES, S. et al. Protein Complex Production in AlternativeProkaryotic Hosts. In:
VEJA, M. C. for Protein ComplexProduction andCharacterization. witzerland :
Springer, 2016. Cap. 8, p. 115-136.

GOMORD,V et al. Production of Foreign Proteins in Tobacco Cell Suspension
Culture: 1. Ed, tolowa, 1998.

GOULET, C. et al. A companion protease inhibitor for the protection of cytosol-
targeted recombinant proteins in plants. Plant Biotechnology Journal, 8(2):142—-154,
2010.

GROSSE-HOLTZ, F. et al. The transcriptome, extracellular proteome and active
secretome of agroinfiltrated N. benthamiana uncover a large, diverse protease

repertoire. Plant Biotechnology Journal. 2017

GUERCIO, R. A. P. et al. Ontogenetic variations in the venom proteome of the
Amazonian snake Bothrops atrox. Proteome Science, v. 4, n. 11, p. 1-14, 2006.

GUTIERREZ, J. M.; RUCAVADO, A. Snake venom metalloproteinases : Their role in
the pathogenesis of local tissue damage. Biochimie, v. 82, n. 9-10, p. 841-850, 2000.

GUTIERREZ, J. et al. Snake venomics and antivenomics : Proteomic tools in the
design and control of antivenoms for the treatment of snakebite envenoming. Journal
of Proteomics, v. 72, n. 2, p. 165-182, 2009.

HARTMANN, M. T.; MARQUES, O. A. V; ALMEIDA-SANTOS, S. M. Reproductive
biology of the southern Brazilian pitviper Bothrops neuwiedi pubescens ( Serpentes ,
Viperidae ). Amphibia-reptilia, v. 25, n. 1, p. 77-85, 2004.

HEATON, L. A.; LAAKSOT, M. M. Several symptom-modulating mutations in the coat
protein of turnip crinkle carmovirus result in particles with aberrant conformational

properties. Journal of General Virology, v. 76, p. 225-230, 1995

HERMANS, C. et al. Current practice of therapeutic drug monitoring of



70

biopharmaceuticals in psoriasis patients. Therapeutic Drug Monitoring, v. 39, n. 4, p.
356-359, 2017.

HIATT, A. et al. Production of antibodies in transgenic plants. Nature, v. 342, p. 76—
78, 1989.

IZIDORO, L. F. M. et al. Neutralization of some hematological and hemostatic
alterations induced by neuwiedase , a metalloproteinase isolated from Bothrops
neuwiedi pauloensis snake venom , by the aqueous extract from Casearia

mariquitensis ( Flacourtiaceae ). Biochimie, v. 85, n. 7, p. 669-675, 2003.

JOHANSEN, L. K.; CARRINGTON, J. C. Silencing on the Spot . Induction and
Suppression of RNA Silencing in the Agrobacterium -Mediated Transient Expression
System 1. Plant Physiology, v. 126, n. 3, p. 930-938, 2001.

JUTRAS, P.V. et al. Modulating secretory pathway pH by proton channel co-
expression can increase recombinant protein stability in plants. Biotechnol. J. 10,
1478-1486, 2015.

KILIKIAN, B.V.; PESSOA JR, A. Purificacdo de produtos biotecnoldgicos. In:
Biotecnologia industrial. Volume Il. Engenharia Bioquimica. Cood: SCHMIDELL, W_;

KOHLER, G.; MILSTEIN, C. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specificity. Nature, v. 256, p. 495-497, 1975.

KRAUSE, M.; NEUBAUER, A.; NEUBAUER, P. The fed-batch principle for the
molecular biology lab: controlled nutrient diets in ready-made media improve
production of recombinant proteins in Escherichia coli. Microbial Cell Factories, v. 15,
n. 1, p. 110, 2016.

LAUSTSEN, A, H. et al. Biotechnological Trends in Spider and Scorpion Antivenom
Development. Toxins, v.8, 2016.

LEADER, B.; BACA, Q. J.; GOLAN, D. E. Protein therapeutics: a summary and



71

pharmacological classification. Nature reviews. Drug discovery, v. 7, n. 1, p. 21-39,
2008.

LEE, C-H. et al. Production and Characterization of Neutralizing Antibodies against

Bungarus multicinctus Snake Venom. Applied and Environmetal Microbiology, 2016.

LIMA, U.A.; AQUARONE, E.; BORZANI, W. 1. ed. S&ao Paulo: Editora Edgard
Blicher Ltda, 2001.

LOWRY, O. H. et al. The folin by oliverProtein measurement with the Folin phenol
reagent. The Journal of Biological Chemistry, v. 217, n. 2, p. 220-230, 1951.

MA, J. K.-C.; DRAKE, P. M. W.; CHRISTOU, P. The production of recombinant
pharmaceutical proteins in plants. Nature reviews. Genetics, v. 4, n. 10, p. 794-805,
2003.

MAGY, B. et al. Accumulation of secreted antibodies in plant cell cultures varies
according to the isotype , host species and culture conditions. Plant Biotechnology
Journal, v. 12, p. 457-467, 2014.

MADEIRA, L. S. Prospeccao tecnoldgica através de depoésitos de patentes para
producao de proteinas terapéuticas de interesse brasileiro. 2013. 213 f. Tese
(Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) —Universidade

Federal do Rio de Janeiro,Rio de Janeiro.

MARQUES, C. H. Aspectos fundamentais a implantacédo da tecnologia de producao
de anticorpos monoclonais humanizados com potencial, aplicacao terapéutica.
2005.109 f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Imunobiolégicos). Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

MARUSIC, C. et al. Production of an active anti-CD20-hIL-2 immunocytokine
in Nicotiana benthamiana. Plant Biotechnology Journal, v. 14, p.240-251, 2015.

MEHTA, M. U. et al. Impact of the US FDA “ Biopharmaceutics Classi fi cation



72

System ” (BCS) Guidance on Global Drug Development. Molecular Pharmaceutics, v.
14, p. 4334-4338, 2017.

MELLADO, M.C.M, CASTILHO, L.R. Proteinas recombinantes terapéuticas. In:
Moraes AM, Augusto EFP, Castilho LR. (Org.) Tecnologia do Cultivo de Células
Animais — de Biofarmacos a Terapia Génica. Sao Paulo: Editora Roca, 2008, p 387-
388.

MELO, C. A. Clonagem e expressao da glucocerebrosidase humana em células de
ovario de hamster chinés (CHO). 2010. Tese (Doutorado em Biotecnologia) —

Universidade de Sdo Paulo.

MELO, C. DA S.; CUNHA, J. A. DA S.,; FIALHO, S. L. Formas farmacéuticas
poliméricas para a administracéo de peptideos e proteinas terapéuticos. Revista de

Ciencias Farmaceuticas Basica e Aplicada, v. 33, n. 4, p. 469-477, 2012.

MENALDO, D. L. et al. Purification procedure for the isolation of a P-I
metalloprotease and an acidic phospholipase A 2 from Bothrops atrox snake venom.
Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases, v. 21, n. 28,
p. 1-14, 2015.

MENASSA, RIMA. et al. Transient expression using agroinfiltration and its
applications in molecular farming.New York: Springer Science and Buisness Media,
2012.

MERLIN, M. et al. Comparative Evaluation of Recombinant Protein Production in
Different Biofactories: The Green Perspective. BioMed Research International,
v.2014, 2014.

MOHAMMADZADEH, S. et al. Co-expression of hepatitis C virus polytope—HBsAg
and pl19-silencing suppressor protein in tobacco leaves. Pharmaceutical Biology,

v.54, n.3, p. 465-473, 2016.

MOREIRA, V. et al. Toxicon The role of TLR2 in the acute in fl ammatory response



73

induced by Bothrops atrox snake venom. Toxicon, v. 118, p. 121-128, 2016.

MOUSSAVOU, G. et al. Production of monoclonal antibodies in plants for cancer

immunotherapy. BioMed research international, v. 2015, p. 306164, 2015.

MUTHAMILSELVAN, T.et al. A transgenic plant cell-suspension system for
expression of epitopes on chimeric Bamboo mosaic virus particles. Plant
Biotechnology Journal, v.14, p.231-239, 2016.

NAM, H.-J. et al. Production and Purification of Recombinant Glucocerebrosidase in
Transgenic Rice Cell Suspension Cultures. Applied Biochemistry and Biotechnology,
v. 181, n. 4, p. 1401-1415, 2016.

NARASIMHULU, S. B. et al. Early Transcription of Agrobacterium T-DNA Genes in
Tobacco and Maize. The Plant Cell., v. 8, n. 5, p. 873-886, 1996.

NIEMER, M. et al. Nicotiana benthamiana cathepsin B displays distintic enzymatic
features which differ from its human relative and aleurain-like proteasis. Biochimie,
v.122, p. 119 - 125, 2015.

NUNEZ, V. et al. Snake venomics and antivenomics of Bothrops atrox venoms from
Colombia and the Amazon regions of Brazil , Peri and Ecuador suggest the
occurrence of geographic variation of venom phenotype by a trend towards
paedomorphism. Journal of Proteomics, v. 73, n. 1, p. 57-78, 2009.

OBEMBE, O. O. et al. Advances in plant molecular farming. Biotechnology
Advances, v. 29, n. 2, p. 210-222, 2011.

OKAMURO, J. K.; GOLDBERG, R. B. Tobacco single-copy DNA is highly
homologous to sequences present in the genomes of its diploid progenitors.

Molecular and General Genetics, v. 198, n. 2, p. 290-298, 1985.

OWNBY, L. et al. Quantitation of myonecrosis induced by myotoxin a from prairie



74

rattlesnake ( crotalus vzrzdis viridis ) venom. Toxicon, v. 20, n. 5, p. 877-885, 1982.

PANDA, A. K. Bioprocessing of therapeutic proteins from the inclusion bodies of
Escherichia coli. Advances in biochemical engineering/biotechnology, v. 85, p. 43—
93, 2003.

PARK, S. et al. Limitations of yeast surface display in engineering proteins of high
thermostability. Protein Engineering, Design and Selection, v. 19, n. 5, p. 211-217,
2006.

PESSENDA, G. et al. Human scFv antibodies (Afribumabs) against Africanized bee
venom: Advances in melittin recognition. Toxicon, v.112, p. 59-67, 2016.

PINHO, F. M. O.; PEREIRA, I. D. OFIDISMO. Revista da Associacdo Médica
Brasileira, v. 47, n. 1, p. 24-29, 2001.

PHOOLCHAROEN, W. et al. Expression of an immunogenic Ebola immune complex

in Nicotiana benthamiana. Plant Biotechnology Journal, v. 9, n. 7, p. 807-816, 2011.

PORRO, D. et al. Production of recombinant proteins and metabolites in yeasts.
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 89, n. 4, p. 939-948, 2011.

PUCCA, M, B. Human monoclonal antibody fragments (scFv): A new generation of
antivenoms. Immunome Research, 2016.

QU, F.; REN, T.; MORRIS, T. J. The Coat Protein of Turnip Crinkle Virus Suppresses
Posttranscriptional Gene Silencing at an Early Initiation Step. JOURNAL OF
VIROLOGY, v. 77, n. 1, p. 511-522, 2003.

ROBERT, S. et al. Protection of recombinant mammalian antibodies from
development-dependent proteolysis in leaves of Nicotiana benthamiana. PloS One.
2013.



75

RASSOL, G. et al. Transient expression of synthetic coat protein gene of cotton leaf
curl burewala virus in tobacco ( Nicotiana benthamiana).J.Agric. Res, v. 54(1),p. 21-
34, 2016.

RODRIGUES, V. M. et al. Structural and Functional Characterization of Neuwiedase ,
a Nonhemorrhagic Fibrin ( ogen ) olytic Metalloprotease from Bothrops neuwiedi
Snake Venom. Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 381, n. 2, p. 213-224,
2000.

RODRIGUES, V. M. et al. Bactericidal and neurotoxic activities of two myotoxic
phospholipases A2 from Bothrops neuwiedi pauloensis snake venom. Toxicon, v. 44,
n. 3, p. 305-314, 2004.

ROQUE, A. C. A.; LOWE, C. R.; TAIPA, M. A. Antibodies and Genetically
Engineered Related Molecules : Production and Purification. Biotechnology Progress,
v. 20, n. 3, p. 639-654, 2004.

ROPER, D. K.; LIGHTFOQOT, E. N. Separation of biomolecules using adsorptive
membranes. Journal of Chromatography A, v. 702, n. 1-2, p. 3-26, 1995.

RUCAVADO, A. et al. Increments in cytokines and matrix metalloproteinases in
skeletal muscle after injection of tissue-damaging toxins from the venom of the snake

Bothrops asper. Mediators of Inflammation, v. 11, n. 2, p. 121-128, 2002.

RUCAVADO, A.; NUNEZ, J.; GUTIERREZ, J.M. Blister formation and skin damage
induced by BaP1, a haemorhagic metalloproteinase from the venom of the snake
Bothropsasper. International Journal of Experimental Pathology, v. 79, n. 4, p. 245—
254,1998

SACHETT, J. A. G. et al. Poor efficacy of preemptive amoxicillin clavulanate for
preventing secondary infection from Bothrops snakebites in the Brazilian Amazon : A
randomized controlled clinical trial. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11, n. 7, p.
1-21, 2017.

SCHLEGEL, S.; GENEVAUX, P.; DE GIER, J.-W. Isolating Escherichia coli strains



76

for recombinant protein production. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 74, n. 5,
p. 1-18, 2016.

SCHNEIDER, F. S. et al. Use of a Synthetic Biosensor for Neutralizing Activity-

Biased Selection of Monoclonal Antibodies against Atroxlysin-1, an Hemorrhagic
Metalloproteinase from Bothrops atrox Snake Venom. PLoS Neglected Tropical
Diseases, v. 8, n. 4, p. 1-9, 2014.

SHARMA, C. S.; NEMA, R. K.; SHARMA, V. K. Stamford Journal of Pharmaceutical
Sciences Synthesis , anticonvulsant activity and in- silico study of some novel amino
acids incorporated bicyclo compounds. Stamford Journal of Pharmaceutical
Sciences, v. 2, n. 2, p. 42-47, 2009

SILVA, P. R. G. V. DE F.; VILELA, R. V. R.; POSSA, A. P. Infec¢des secundarias em
acidentes ofidicos: uma avaliacéo bibliografica ISSN. Estudos vida e saude, v. 43, n.
1, p. 17-26, 2016.

SKERRA, A. Bacterial expression of immunoglobulin fragments. Current Opinion in
Immunology, v. 5, n. 2, p. 256-262, 1993.

SOUZA, R. A. et al. Unraveling the distinctive features of hemorrhagic and non-
hemorrhagic snake venom metalloproteinases using molecular simulations. Journal
of Computer-Aided Molecular Design, v. 30, n. 1, p. 69-83, 2016.

SPOK, A; KAMER, S. Plant Molecular Farming. Opportunities and Challenges: 1 ed.
Austria: IPTS, 2008

SQUIRES, C. H. et al. Heterologous Protein Production in. Biotechnology in
Agriculture and the Food Chain, p. 1-48, 2016.

STEIN, R. et al. Characterization of a New Humanized Anti-CD20 Monoclonal
Antibody , IMMU-106 , and Its Use in Combination with the Humanized Anti-CD22
Antibody , Epratuzumab , for the Therapy of Non-Hodgkin ’ s Lymphoma. Clinical
Cancer Research, v. 10, p. 2868-2878, 2004.



TANJONI, 1. et al. Phylogenetic conservation of a snake venom metalloproteinase
epitope recognized by a monoclonal antibody that neutralizes hemorrhagic
activity,Toxicon, v.42, p.809-816, 2003.

THEAKSTON, R. D. G.; WARRELL, D. A.; GRIFFITHS, E. Report of a WHO
workshop on the standardization and control of antivenoms. Toxicon, v. 41, n. 5, p.

541-557, 2003.

TIWARI, S. et al. Plants as bioreactors for the production of vaccine antigens.
Biotechnology Advances, v. 27, n. 4, p. 449-467, 2009.

TREGONING, J. S. et al. Expression of tetanus toxin Fragment C in tobacco
chloroplasts. Nucleic Acids Research, v. 31, n. 4, p. 1174-1179, 2003.

TWYMAN, R. M. et al. Molecular farming in plants : host systems and expression
technology. Trends in Biotechnology, v. 21, n. 12, p. 570-578, 2003.

TWYMAN, R. M.; SCHILLBERG, S.; FISCHER, R. Optimizing the Yield of

Recombinant Pharmaceutical Proteins in Plants. Current Pharmaceutical Design, v.

19, n. 31, p. 5486-5494, 2013.

VAUGHAN, J. G.; DONOVAN, M. O. Experimental evaluation of distributed load

7

balancing implementations. Concurrency and Computation: Practice and Experience,

v. 10, n. 10, p. 763-782, 1998.

VELAGA, S. P. et al. Dry powder inhalers : An overview of the in vitro dissolution
methodologies and their correlation with the biopharmaceutical aspects of the drug
products. European Journal of Pharmaceutical Sciences, p. 1-11, 2017.

VELEZ, S. M. et al. Geographical variability of the venoms of four populations of
Bothrops asper from Panama: Toxicological analysis and neutralization by a
polyvalent antivenom. Toxicon, v. 132, p. 55-61, 2017.



78

VOJTA, L. et al. Rapid transient expression of human granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor in two industrial cultivars of tobacco ( Nicotiana tabacum L .)
by agroin fi ltration. Biotechnology Reports, v. 7, p. 81-86, 2015.

XU, J. et al. Optimization of microwave pretreatment on wheat straw for ethanol
production. Biomass and Bioenergy, v. 535, n. 9, p. 3859-3864, 2011.

XU, J. et al. Green factory : Plants as bioproduction platforms for recombinant
proteins. Biotechnology Advances, v. 30, n. 5, p. 1171-1184, 2012.

XU,J; TOWLER, M; WEATHERS, P.J. Platforms for Plant-Based Protein Production.
Bioprocessing of Plant in Vitro Systems, p.1-40, 2016.

WALSH, G. Biopharmaceuticals and biotechnology medicines: An issue of
nomenclature. European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 15, n. 2, p. 135-
138, 2002.

WANG, G.; HUANG, M.; NIELSEN, J. Exploring the potential of Saccharomyces
cerevisiae for biopharmaceutical protein production. Current Opinion in
Biotechnology, v. 48, n. 1, p. 77-84, 2017.

WATANABE, L. et al. Amino acid sequence and crystal structure of BaP1 , a
metalloproteinase from Bothrops asper snake venom that exerts multiple tissue-
damaging activities. Protein Science, v. 12, n. 10, p. 2273-2281, 2003.

WIECZOREK, P.; STEPLOWSKA - O, A. The N-terminal fragment of the tomato
torrado virus RNAL1- encoded polyprotein induces a hypersensitive response ( HR ) -
like reaction in Nicotiana benthamiana. Archives of Virology, v. 161, p. 1849-1858,
2016.

WOODNUTT, G. 2008 Advances in proteins therapeutics. Current opinion in drug
discovery and development. Biotechnology & Genetic Engineering Reviews, v. 26, p.



79

754-761

WORN, A.; PLUCKTHUN, A. Stability Engineering of Antibody Single-chain Fv
Fragments. Journal of Molecular Biology, v. 305, n. 5, p. 989-1010, 2001.

WROBLEWSKI, T.; TOMCZAK, A.; MICHELMORE, R. Optimization of
Agrobacterium -mediated transient assays of gene expression in lettuce , tomato and
Arabidopsis. Plant Biotechnology Journal, v. 3, n. 2, p. 259-273, 2005.

YANG, L. et al. RNA silencing is induced by the expression of foreign recombinant

products in transgenic rice. Plant Science, v. 225, p. 138-146, 2014.

YOSHIKAWA, M. Pre - microRNA processing activity in nuclear extracts from
Arabidopsis suspension cells. Journal of Plant Research, v. 130, n. 1, p. 75-82,
2016.

YUASA, N.; KOYAMA, T.; YAMAGUCHI, Y. Purification and refolding of anti-T-
antigen single chain antibodies ( scFvs ) expressed in Escherichia coli as inclusion
bodies. BioScience Trends, v. 8, n. 1, p. 24-31, 2014.

YUSIBOV, V.; KUSHNIR, N.; STREATFIELD, S. J. Antibody Production in Plants and
Green Algae. Annual Review of Plant Biology, v. 67, n. 1, p. 669-701., 2016.

ZHANG, L. et al. Monoclonal antibody blocking the recognition of an insulin peptide-
MHC complex modulates type 1 diabetes. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v. 111, n. 7, p. 2656-61, 2014.

ZHANG, Y. H. P.; SUN, J.; MA, Y. Biomanufacturing: history and perspective. Journal
of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 44, n. 4, p. 73-784, 2016.

ZUPAN, J. et al. The transfer of DNA from Agrobacterium tumefaciens into plants: A

feast of fundamental insights. Plant Journal, v. 23, n. 1, p. 11-28, 2000.



