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RESUMO

A interleucina-1f € uma citocina pr6 inflamatoria que age na resposta imunologica do
corpo. Em algumas doencas como as autoimunes, cardiovasculares e o cancer os niveis
elevados de IL-1PB estdo relacionados a um fendmeno conhecido como tempestade de
citocinas. Em que a ativagdo das citocinas ¢ desregulada na resposta imunologica e podem
causar danos ao corpo. Por isso, a IL-B € um alvo importante no tratamento e diagnostico de
doengas. Junto com a tecnologia emergente dos biossensores, a IL-1p pode ser capaz de
realizar testes rapidos, especificos e sensiveis para diversas doencas. Com o objetivo de
expressar uma anti IL-1B em célula vegetal para diagnostico em biossensor, realizamos a
modelagem computacional da proteina, expressdo em N. benthamiana e teste em biossensor
de 6xido de grafeno e fibra dptica. Por meio do trabalho, foi possivel elaborar uma molécula
anti IL-1P scFab e, a partir de novos testes possui potencial para ser usada como bioreceptor

em biossensores para diagnosticos.

Palavras-chave: Anticorpos monoclonais; Interleucinas; Expressdo vegetal; Diagnosticos;
Biossensores.



ABSTRACT

Interleukin-1B is a pro-inflammatory cytokine that acts on the body's immune
response. In some diseases such as autoimmune, cardiovascular and cancer, elevated levels of
IL-1B are related to a phenomenon known as cytokine storm. In which the activation of
cytokines are dysregulated in the immune response and can cause harm to the body.
Therefore, IL-p is an important target in the treatment and diagnosis of diseases. Along with
emerging biosensor technology, IL-1p may be able to perform rapid, specific, and sensitive
tests for a variety of diseases. With the aim of expressing an anti-IL-1p in a plant cell for
diagnosis in a biosensor, we carried out computational modeling of the protein, expression in
N. benthamiana and testing in a graphene oxide and fiber optic biosensor. Through the work,
it was possible to elaborate an anti-IL-1p scFab molecule and, based on new tests, it has the
potential to be used as a bioreceptor in diagnostic biosensors.

Keywords: Monoclonal antibodies; Interleukins; Vegetable expression; Diagnostics;

Biosensors.
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1 INTRODUCAO

A interleucina 1 (IL-1) ¢ uma citocina pro inflamatoria com papel central na resposta
imune a infec¢do, dano tecidual e outros estimulos. A sua produgdo acontece em diferentes
células como macrofagos, mondécitos e células dendriticas, e atua em diferentes tipos de
células para estimular a produgdo de outras citocinas, quimiocinas ¢ moléculas envolvidas na
inflamagdo e na defesa imunolégica (DINARELLO, 2019; FIELDS; GUNTHER;
SUNDBERG, 2019; KANEKO et al., 2019; MANTOVANI et al., 2019).

Os principais tipos de IL-1 s@o a IL-1a e a IL-1p, que apesar da semelhanga estrutural
sdo codificadas por genes diferentes, o que as dao pequenas diferencas estruturais, funcionais
e em como sdo reguladas. Enquanto a IL-1a ja estd ativa e € precursora do sinal junto ao
receptor IL-1RI, a IL-1p precisa ser clivada pela caspase 1 que ¢ ativada pelo inflamassoma,
um complexo multiproteico citosolico que detecta a presenca de padrdoes moleculares
associados a patogenos (PAMPs), padroes moleculares associados a perigos (DAMPs) e
danos teciduais (DINARELLO, 2019; FIELDS; GUNTHER; SUNDBERG, 2019;
MANTOVANI et al., 2019).

Com a ativagdo da IL-1 por estes estimulos sdo produzidas e liberadas no sangue a IL-
la e IL-1B. Uma vez ativadas ligam-se aos seus respectivos receptores: IL-1 receptor tipo 1
(IL-1R1) e IL-1 receptor tipo 2 (IL-1R2). IL-1R1 € expresso em uma ampla variedade de
tipos de células, enquanto IL-1R2 ¢ expresso principalmente em células imunes. A ligacao da
IL-1 aos seus receptores ativa uma cascata de sinalizagdo que leva a ativagdo de fatores de
transcricdo como o fator nuclear kappa B (NF-kappaB) e a proteina ativadora 1 (AP-1), que
entdo regulam a expressao de varios genes envolvidos na inflamagao e na defesa imunologica
(FIELDS; GUNTHER; SUNDBERG, 2019).

Essa cascata desencadeada pela ativagdo da IL-1 pode elevar os niveis dessa e de
outras citocinas no sangue em um fendomeno chamado tempestade de citocinas. Quando os
niveis de IL-1B sdo elevados uma variedade de doengas incluindo distirbios autoimunes,
doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer sdo relacionados a ela (PYRILLOU;
BURZYNSKI; CLARKE, 2020), assim como a Sars-Cov-2 severa, em que a tempestade de
citocinas esta relacionada a piora dos casos clinicos dos pacientes (COPERCHINI et al., 2020,
MCGONAGLE et al., 2020, XU et al., 2020).

Em disturbios autoimunes, a IL-1 desempenha um papel no desenvolvimento e
progressao de condi¢des como artrite reumatoide, psoriase € doenca de Crohn (MIGLIORINI

et al., 2020). Demonstrou-se que a IL-1p estimula a produg@o de outras citocinas pro-



14

inflamatérias, levando a inflamagao ¢ dano tecidual nessas condigdes (DINARELLO, 2019;
MANTOVANI et al., 2019; MIGLIORINI et al., 2020))

Nas doengas cardiovasculares, demonstrou-se que a IL-1B contribui para o
desenvolvimento da aterosclerose, uma condi¢do na qual a placa se acumula nas artérias,
levando a um risco aumentado de ataque cardiaco e derrame. A IL-1B também foi implicada
no desenvolvimento de hipertensao (pressao alta) e insuficiéncia cardiaca (ABBATE et al.,
2020; VAN TASSELL et al., 2018)

No cancer, foi demonstrado que a IL-1 promove o crescimento e a proliferacdo de
células cancerigenas, bem como a formag¢do de novos vasos sanguineos que suportam o
crescimento de tumores como no fibrosarcoma, melanoma, cancer de figado, pancreas e
mama (BAKER; HOUSTON; BRINT, 2019). Além disso, demonstrou-se que a IL-1P
suprime a resposta imune ao cancer, levando a uma diminui¢do da capacidade de montar uma
resposta imune eficaz contra as células cancerigenas (MANTOVANI; BARAJON;
GARLANDA, 2017;(WOOFF et al., 2019; ZHANG; BORCHERDING; KOLB, 2020).

Além de seu papel nessas doengas, a IL-1 também foi implicada em outras condigdes,
como a sindrome da fadiga cronica, doenca periodontal, doengas neurodegenerativas como
Alzheimer e esclerose miultipla (KANEKO et al., 2019, MIGLIORINI et al., 2020,
PYRILLOU; BURZYNSKI; CLARKE, 2020, WOOFF et al., 2019).

Sabendo da presenca elevada de IL-1B em diversas doengas desenvolveu-se
tratamentos que reduzem seus niveis como o Anankira® usado no tratamento de artrite
reumatoide que se liga aos receptores da IL-1; Canakinumab® usado no tratamento de adultos
e criancas com doencas inflamatdérias genéticas raras denominadas sindromes periodicas
associadas a criopirina (CAPS), com alvo a IL-1B e Rilonacepet® usado também no
tratamento da CAPS, mas que atua como um receptor chamariz, ligando-se a IL-1 e
impedindo-a de ativar seus proprios receptores (DINARELLO, 2019, KANEKO et al., 2019).

Esses medicamentos geralmente sdo administrados por injecdo ou infusdo e podem ser
eficazes na reducdo da inflama¢do e na melhora dos sintomas em pacientes com condigdes
que envolvem superproducdo de IL-1. Porém, sdo produzidos em células animais o que
elevam os custos e os torna pouco acessiveis a populacdo (HERNANDEZ et al., 2018). Isso
porque a plataforma animal possui um alto custo de produgao, e por isso, alternativas como a
plataforma vegetal sdo estudadas para sintetizar proteinas complexas com rapidez, facil
escalonamento, resisténcia a patdégenos e capacidade de elaborar modificacdes pods

transducionais. (CATELLANTI et al., 2020, BUYEL; TWYMAN; FISCHER, 2017).
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Assim como a IL-1p pode ser usada como alvo de tratamentos, também se apresenta
como ferramenta de diagndsticos em determinadas condigdes como as citadas anteriormente,
em que niveis elevados de IL-1p podem ser uma indicagdo de inflamagdo ou resposta imune
desregulada (KANEKO et al., 2019). Portanto, podem ser usadas para ajudar a diagnosticar e
monitorar essas doengas por medi¢do no sangue ou outros fluidos corporais (KURT et al.,
2007).

Atualmente, existem varios métodos disponiveis para medir os niveis de IL-1f,
incluindo Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISAs) e ensaios multiplex. Esses
métodos geralmente sdo sensiveis e especificos, mas podem ter algumas limitagdes, incluindo
a necessidade de equipamentos especializados e pessoal qualificado (VILA et al., 2017). Por
isso, como alternativa no mercado, os estudos sobre biossensores tém sido cada vez maiores
(MOHANKUMAR et al., 2021).

Um biossensor ¢ um dispositivo que usa um elemento de reconhecimento biologico
(como uma enzima, anticorpo ou sonda de DNA) para detectar ¢ medir um analito especifico
(como um composto quimico, proteina ou virus). Como mostra a figura 1, o elemento de
reconhecimento bioldgico é combinado com um transdutor, que converte a resposta bioldgica

em um sinal elétrico que pode ser medido e analisado ap6s uma amplificagdo e processamento

do sinal (PUROHIT et al., 2020).

Figura 1. Esquema geral das parti¢des de um biossensor.

— & Analito

Z T e -~ —» Bioreceptor

Yy Tv' 91 r 4 __—+ Transdutor

—— Processador

——— Display

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Com isso, os biossensores sao amplamente utilizados em uma variedade de aplicagdes
incluindo diagnosticos médicos, mas também monitoramento ambiental, testes de seguranca
alimentar e descoberta de medicamentos (PUROHIT et al., 2020). Existem muitos tipos
diferentes de biossensores e por isso sdo categorizados de diferentes maneiras a depender do
seu transdutor, molécula de reconhecimento bioldgico e aplicagdo. Como sdo os casos de
biossensores que utilizam moléculas baseados em enzimas, imunossensores ou biossensores
de DNA. Além disso, sdo projetados para detectar um analito especifico ¢ pode usar uma
variedade de diferentes mecanismos de transducdo para isso, os categorizando também como
optico, eletroquimico ou piezoelétrico. Existem muitos outros tipos de biossensores, cada um
com suas proprias caracteristicas e aplicacdes especificas (CONROY et al., 2009, PUROHIT
et al., 2020).

Em geral, os biossensores oferecem um método rapido, sensivel e especifico para
detectar e medir varios analitos. S30 uma ferramenta importante em varios campos e
continnam a evoluir e melhorar 2 medida que novas tecnologias e abordagens sao
desenvolvidas (PUROHIT et al., 2020). Assim como os trabalhos ja realizados para analisar
25-HydroxyvitaminD3 (LEE; NGUYEN; GU, 2017), cancer de pulmio e bronquios, mama,
prostata e colon (SHARIFIANJAZI et al., 2021), IL-1P por meio de dispositivo ITO (AYDIN;
SEZGINTURK, 2018), IL-6 (KHAN; MUJAHID, 2020), virus como Dengue, Ebola, Zika,
HIV (KHAN et al., 2020) e Sars-cov-2 (MADDALI et al., 2020) demonstram.

No entanto, também existem desafios para o desenvolvimento e uso de biossensores,
incluindo a necessidade de elementos de reconhecimento bioldgico robustos, estaveis e
reprodutiveis, bem como a necessidade de dispositivos faceis de usar, portateis e acessiveis
(PUROHIT et al., 2020). Quando utilizados os anticorpos, os biossensores sdo caracterizados
como imunossensores e a partir das propriedades de ligacdo especificas dos anticorpos ¢
possivel detectar e medir a presenca de um antigeno especifico em uma amostra (CONROY et
al., 2009)

Para suprir as necessidades do biossensor o anticorpo pode ser usado inteiro de forma
direta ou imobilizados em um suporte sélido, como uma placa de microtitulacio ou uma
nanoparticula. Os anticorpos oferecem vdarias vantagens sobre os métodos analiticos
tradicionais, incluindo alta sensibilidade, especificidade e rapidez, bem como a capacidade de
realizar medi¢des no local de atendimento ou em tempo real (CONROY et al., 2009,

MOHANKUMAR et al., 2021, PUROHIT et al., 2020).
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Por isso, utilizar uma plataforma de produ¢do do anticorpo barata junto a um
biossensor se tornou uma opg¢ao viavel para diagndsticos mais eficientes (CONROY et al.,
2009). A alta sensibilidade, especificidade, rapidez, portabilidade e reutilizacdo sao
parametros importantes em diagndsticos e cada vez mais necessarios como presenciamos com
a carga crescente de doengas infecciosas, incluindo infec¢des emergentes e reemergentes,
como influenza, Ebola e COVID-19 (HANSON et al., 2020, LOZANO et al., 2012).

Nestas situacdes, testes de diagnéstico rapido podem ajudar a identificar e isolar
individuos infectados, e assim, ajudar a controlar a propagacdo da infeccdo e proteger a satde
publica (LOZANO et al., 2012). A melhora no diagndstico de doencas ¢ capaz de reduzir o
tempo de entrega do resultado ao paciente e determinar o curso de tratamento adequado. Isso
¢ especialmente importante em emergéncias, onde um diagnostico rapido ¢ fundamental para
fornecer atendimento eficaz (HANSON et al., 2020).

Dispositivos de diagndstico mais rapidos também podem ajudar a reduzir o numero de
testes e procedimentos desnecessarios, o que pode economizar tempo e recursos € melhorar os
resultados dos pacientes (LOZANO et al., 2012). A partir disso, consegue-se reduzir a
necessidade de hospitalizagdo, testes especializados e outros recursos que permitem uma
economia de custos para pacientes e profissionais de saude (GOLINELLI et al., 2020).

Portanto, uma molécula eficaz para o reconhecimento biologico e o desenvolvimento e
uso de dispositivos de diagndstico mais rapidos e baratos podem ajudar a melhorar os
resultados dos pacientes, reduzir a carga de doencas e reduzir os custos com saude (HANSON
et al., 2020, LOZANO et al., 2012, GOLINELLI et al., 2020). Considerando todos os
aspectos apresentados até aqui, o trabalho visou expressar uma anti-IL-13 em N. benthamiana

para diagnosticos em biossensor.

2 METODOLOGIA
2.1. PROVA DE VIABILIDADE COM IL-1 COMERCIAL EM BIOSENSOR DE
OXIDO DE GRAFENO

Com o objetivo de verificar a capacidade de conjugar um anticorpo com o aparato ja
desenvolvido pelo Departamento de Fisica e o Departamento de Engenharia da UFJF foi
realizado um teste de prova de conceito. Nessa etapa, verificou-se a possibilidade de utilizar
uma IL-1 comercial (OptEIA™ Human IL-13 ELISA Kit II) para identificar a anti-IL-1
também comercial na tecnologia ja existente, similar ao que se pretende realizar com a

produzida em laboratorio.
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O biossensor cedido ¢ baseado em fibra dptica e 6xido de grafeno e sua montagem foi
inteiramente realizada pelos departamentos do ICE. Apds a montagem do biossensor foi
realizado um teste para testar a ligagdo em diferentes concentragdes (50, 2500 e 5000

picogramas).

2.2. CONSTRUCAO DO VETOR DE EXPRESSAO EM PLANTAS

A sequéncia de aminoacidos da proteina alvo foi obtida a partir da sequéncia scFab da
droga Canakinumab® e modificada com o linker de glicina unindo as cadeias leve e pesada
do anticorpo. A partir da sequéncia do fragmento foram realizadas andlises sobre a sua
viabilidade por meio do ProtParam (web.expasy.org/protparam/) e o AlgPred
(crdd.osdd.net/raghava/algpred)).

Sabendo da viabilidade da sequéncia, a proteina molde foi selecionada a partir do
alinhamento local da sequéncia no BLASTDp
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteinsl). Com uma identidade de 98% o modelo
foi construido a partir da Canakinumab®. O modelo foi construido a partir de modelagem
comparativa (template based) da estrutura cristalografica do Canakinumab® do Protein Data
Ban (rcsb.org/) de ID 4G6J.

Ap6s a selecdo da estrutura de referéncia, foi realizado um alinhamento global entre a
sequéncia de aminoacidos da molécula-alvo com o femplate utilizando o algoritmo
CLUSTALW (ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). A construcdo do modelo foi feita na presenca
de 4gua no software ModellerlOvl (salilab.org/modeller/), um programa de modelagem
estrutural comparativa por satisfacdo de restricdes espaciais. Nele foram obtidos 10 modelos
tridimensionais para a anti-IL-1B-sc Fab que foram alinhados um a um com o template e
avaliados segundo os valores RMSD.

A partir desses valores e da visualizagdao no Pymol, notou-se um desvio dos modelos
em relacdo ao template. Uma interferéncia do linker nos modelos devido a sua posi¢do. Como
solugdo aplicou-se restricdes de contato para encurtar sua distincia a 6 A (desvio padrio = 0,5
A) dos residuos S121-F374, S162-V421, K45-F352, L.98-1.292 e S232-S413. A validagdo dos
modelos foi feita nos programas Procheck (ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECKY/) e
no proprio Modeller para analise da qualidade estereoquimica. Além de andlise visual no
PyMOL (pymol.org/2/), um sistema grafico molecular gratuito de plataforma cruzada que
permite, além da visualizagdo e geragdo de imagens de alta qualidade, a anélise de

dados moleculares.


https://pymol.org/2/
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A partir da modelagem, a sequéncia do gene foi estabelecida e sintetizada
comercialmente (Integrated DNA Technologies, EUA) no plasmideo pUCIDT-Kan. Em
seguida, clonado no vetor binario pENTR 4 (Thermo Fisher Scientific, EUA) por meio da
atuacdo das enzimas de restricdo Xhol/Ncol e ligase T4. Por fim, utilizando o método de
Gateway da LR clonase (Thermo Fisher Scientific, EUA) o gene recombinante foi transferido
para o vetor final pK7GW2D.

O vetor final teve a sequéncia com codons otimizados para expressao vegetal, além da
inclusdo de genes EgfpER e NPTII para selecdo positiva e negativa das plantas; genes de
resisténcia aos antibidticos rifampicina, gentamicina e espectinomicina para que fosse
possivel passar pelas futuras etapas de selecdo negativa; promotor Cauliflower mosaic virus
35S, ja que a expressdo foi inteiramente voltada a planta e proteina reporter GFP (para
selecdo positiva). Para confirmacdo das etapas de clonagem foram usados meio de gel de

Agarose 1% corados com Sybr Safe.

2.3. TRANSFORMACAO ESTAVEL DE ANTICORPO MONOCLONAL EM N.

benthamiana

A transformagdo estavel foi realizada como descrito em MOTTA,2022, utilizando M.
benthamiana obtidas por germinag¢do em condi¢do estéril, luz constante (fotoperiodo de 16h e
fotons a 250 pmol m-2 s-1) e temperatura estavel (25°£2°C) em meio Murashige e Skoog pH
5,8 (MS; Murashige & Skoog, 1962) contendo 0,7% (p/v) de adgar em p6 e 3% (p/v) de
sacarose. As condi¢des foram mantidas durante 4 a 6 semanas até serem selecionadas para a
transformagdo génica.

Na transformacdo genética foi usada uma colonia individualizada da linhagem
Rhizobium radiobacter GV3101 carregando o vetor pK7-anti-IL1B estabelecido por
eletroporacdo. A colonia foi inoculada em meio LB suplementado com 50 mg/L de
rifampicina, 50 mg/L de gentamicina e 50 mg/L de espectinomicina. Em seguida, a colonia
em meio LB foi conduzida por dois dias a crescimento bacteriano em uma temperatura de
28°C e agitacao de 180 rpm. Apos esse periodo foi feita a centrifugacao a 5.000 rpm e a
ressuspensdo em meio MS com 20 uM de acetoseringona até alcancar densidade Optica de
(OD)w=10,1.

Foram selecionados 60 explantes foliares de N benthamiana com lcm:, que foram
perfurados com bisturi e colocados em meio MS ressuspendido por 30 minutos em agitacao

constante. Os explantes foram retirados e secados em papel filtro e colocados em meio MS
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para co-cultura ao longo de 48 horas. Passado o periodo de co-cultura em meio liquido, os
explantes foram lavados em agua destilada, secados novamente e realocados em meio MS
solido com 100 mg/L de canamicina ¢ 200 mg/L de timentin. Para ser usada como controle
utilizou-se 5 explantes diretamente expostos a meio de selegao.

Apods duas a trés semanas depois da co-cultura, os 23 clones que surgiram foram
transferidos para novos meios MS com antibidticos. A selecdo negativa foi conduzida de
modo gradativo para evitar contaminagdo seguindo as concentragoes de 50 mg/L de
canamicina e 200 mg/L de timentin; 50 mg/L canamicina e 100 mg/L timentin; ¢ 50 mg/L
canamicina. Em seguida, os clones foram subcultivados e mantidos por trés a quatro semanas
nas mesmas condi¢cdes de germinagdo para obtencdo de material para verificacdo da
transformagdo por PCR e microscopia de fluorescéncia para identificagdo de GFP.

O DNA foi extraido previamente por CTAB (2% CTAB; 1,4M NaCl; 100 mM Tris-
HCI pH 8; 20 mM EDTA; 0,2% B-mercaptoetanol, 400uL de cloroférmio:alcool isoamilico-
24:1). Na PCR o DNA foi usado em concentracao entre 150-50 ng com primers flanqueadores
da regido Attrl e Attr2 do pPK7GW2D R:5’-TCATTTGGAGAGGACTCCGGTA-3’ e F: 5°-
TTTTTGCGGACTCTAGCATGG-3" cada um a 0,5 uM e Taq DNA Polimerase a 5 U
(Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil), ANTP a 0,4 mM, tampao 1X (Promega GoTaq buffer) e
MgCl.a 1,8 mM. O aquecimento foi conduzido no periodo inicial a 95° C por 5 minutos, em
35 ciclos posteriores de 1 min a 95°C, 1 minuto a 62°C e 1 minuto a 72°C, finalizando com
uma etapa de 5 minutos a 72°C. As amostras finais foram aplicadas em gel de agarose 1%
com Sybr Safe (Life Technologies, EUA) e postas em cuba de eletroforese a 100 mV.

Para visualizacdo do GFP as plantas de cada clone tiveram folhas retiradas apds trés
semanas e colocadas em banho com etanol 70% (v/v) durante trés dias. Em seguida, foram
secadas, achatadas entre lamina/laminula e levadas ao microscopio de fluorescéncia com

irradiac¢do da luz 500 nm de comprimento de onda.

2.4. EXTRACAO,PURIFICACAO E SDS-PAGE DA PROTEINA

Para extracdo da proteina as plantas tiveram as folhas recolhidas e pesadas para
calculos posteriores e foram pulverizadas com nitrogénio liquido em cadinho de porcelana até
obter um po fino. O pod foi coletado em tubos onde adicionou-se a solu¢ao tampao (Tris-HCI
SmM pH 6,7, SDS 2% p/v, sacarose 8% p/v e inibidor de protease leupeptina 0,5ug/ml,
pepstadina 0,07pug/ml, inibidor de tripsina 500ug/ml e PMSF 2ug/ml) que foi levada a

centrifugacao duas vezes em 4°C por 30 min a 5000 rpm.



21

Com o sobrenadante, realizou-se a purificagdo em coluna cromatografica HisTrap HP
5 mL impregnada por niquel (GE Healthcare), realizado de acordo com as orientagdes do
fabricante. O gradiente de imidazol para eluicdo dos scFab foi a 500mMAs e as fracdes
obtidas foram submetidas aos métodos de quantificagdo por bicinchoninic acid assay (BCA)
com leitura por NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, EUA).

As plantas foram mantidas em manutengdo e a partir de outros testes de quantificagao
de proteinas em cada clone escolheu-se o clone P20 para o SDS-PAGE, porém ainda serao
feitas melhores purificagcdes ¢ SDS-PAGE com os outros clones a fim de identificar o melhor
rendimento. Para confirmagdo da presenca da proteina foi realizado o SDS-PAGE (30 mA)
ndo redutivo de 5-15% (p/v) usando coloracdo Coomassie Brilliant Blue e coloragdo por
impregnacdo de prata para a proteina total e trés fracdes de proteinas purificadas todas do
clone P20.

A partir dos primeiros resultados de quantificagdo verificou-se a necessidade de usar
um novo método para verificar o rendimento. A nova quantificacao foi feita por Lowry e um
novo SDS-PAGE com uma N. benthamiana selvagem para controle negativo e um gradiente

de albumina para controle positivo e uso na comparacao das densidades das bandas foi feito.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. IDENTIFICACAO DE ANTIGENO EM BIOSSENSOR DE FIBRA OPTICA
CONJUGADO A OXIDO DE GRAFENO

A partir do uso da IL-1 comercial foi possivel verificar que o sinal gerado pelo
reconhecimento do antigeno alvo apresenta uma frequéncia e poténcia maiores. Isso indica

que seria viavel diferenciar o sinal de leitura do antigeno do sinal basal.

Figura 2. Leitura de frequéncia e poténcia do sinal gerado através do reconhecimento

do antigeno alvo pelo biossensor.
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sensor BO01

Legenda: Concentragdo de antigeno a 50 picogramas (A), 25000 picogramas (B) e 50000
picogramas(C). A linha preta representa o sinal basal e a linha vermelha o sinal gerado pela ligagao do
anticorpo com o antigeno. Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base nestes resultados podemos concluir que € possivel a conjugagdo de
anticorpos com o sistema fibra Optica e 6xido de grafeno desenvolvido pelo Departamento de
Fisica e Engenharia, e que este sistema pode gerar um sinal de leitura identificavel.
Consequentemente, testes futuros com a anti-IL-1 scFab laboratorial podem ser feitos a fim

de demonstrar sua aplicabilidade em diagnosticos.

3.2. CONSTRUCAO DO VETOR DE EXPRESSAO EM PLANTAS

Os resultados obtidos no ProtParam demonstraram um pH otimo, estabilidade da
proteina em diversas temperaturas, hidrofilicidade e uma meia vida satisfatoria para ensaios
biologicos. No AlgPred a proteina se mostrou ndo alergénica e sem epitopo IgE

experimentalmente comprovado, importante para seu uso como biofdrmaco e em biossensor.

Quadro 1. Resultados da viabilidade da sequéncia.

ProtParam AlgPred

pl teorico 7,33 Epitopo IgE Nao alergénico



Peso molecular

Indice alifatico

GRAVY

Meia vida estimada

Indice de
instabilidade

49,674 kDa

65,01

-0,384

1h (reticuldcitos, in
vitro)

30min (levedura, in
vitro)

>10h (E. coli, in
vitro)

51,66 (instavel)

MAST

Predicao por
residuo de
aminoacido

Predicao por
residuo de

dipeptideo

Método hibrido

BLAST

Nao alergénico
0,5589(Nao

alergénico)

0,3668(Nao
alergénico)

Nao alergénico

Nao alergénico
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Os modelos gerados foram validados pelo Modeller e o Procheck com resultados na

Tabela 2. O resultado ranquea priorizando os parametros do Procheck (i.e. Core, Permitido,

Raros e Proibitivos), seguido dos resultados de DOPE e mol pdf concebidos pelo Modeller.

Portanto, o melhor modelo foi o nimero 8. Seus resultados apontam menor valor da funcdo de

energia, menor valor de DOPE normalizado e presenga de 93,8% dos residuos em ambientes

quimicamente favoraveis.

Quadro 2. Resultado dos modelos obtidos no Modeller 10v1.

Modelos Modeller Procheck
maipaf DOPE GA341 m_:_;:-u;:'.:adr Core Permiido Raros Prostitivos

modelo 8 3,660 148480 61897 777340 1.000000 0,701930 93.8% 56% 0.20% 0.40%
modelo 4 3821037800 62163, 117190 1.000000 0,732180 93.6% 68.00% 0 0.40%
modelo § 3 455533940 62 569.757810 1.000000 0.812770 4% 6.20% 0 0.40%
modelo & 3.448 987300 62 028,085540 1.000000 0, 716750 93.4% 6,00% 0.20% 0.40%
modelo 1 3.629.662350 61.168.996000 1.000000 0.618810 93.2% 6.40% 0 0.40%
modelo 0 3843772220 62 611 648440 1.000000 0, 783340 903.2% 6.20% 0.20% 0.40%
maodelo 2 4374334470 80917085540 1.000000 0,550080 90.2% 8.20% 0.20% 0.40%
modelo 7 Ja3 T4 63 044,045310 1.000000 0,832750 909.2% 6,20% 0.20% 0.40%
modelo § 3.224. 767580 £3 510.019530 1.000000 0.885790 93.2% 6.00% 0.40% 0.40%
modelo 3 3,654 142090 61.993,198220 1000000 0,712810 93.0% 6.40% 0 0.60%

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Com a otimizagao dos modelos finais ajustando a restricdo de contato do linker com os

residuos obteve-se o modelo final da proteina (Figura 3).
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Figura 3. Modelo final com a otimizagao por restri¢do de contato.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A construgdo da sequéncia para modelagem foi desenhada a partir da sequéncia de de
forma que possuisse a cadeia leve, o linker, a cadeia pesada e a His-tag para sistema de

expressao em plantas (Figura 4).

Figura 4. Desenho do vetor final pPK7GW2D para sistema de expressao de proteina

em plantas.

935‘3 n — .
F & &, {o Fl?

PKAWGE2D anti IL-1g scFab
13,828 bp

Fonte: Adaptacdo do vetor disponivel em https://gatewayvectors.vib.be/collection/pk7wg2d
(2022)
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3.3. TRANSFORMACAO ESTAVEL DE ANTICORPO MONOCLONAL EM N.

benthamiana

Passados trés semanas apds a co-cultura foi possivel perceber o efeito da selegao
negativa ocorrendo sobre os explantes (Figura 5). Nas duas semanas seguintes, os tecidos
foliares passaram a emitir brotos das regides perfuradas e ganharam aspecto de calos (Figura
f e 5d). Os tecidos afetados pela selecdo apresentavam-se com aspecto desclorofilado, tipico
de morte celular (Figura 5a e 5c e 5b), presente também em toda a extensdo foliar das 5
amostras controles.

Dos 60 explantes foliares iniciais, 28 clones foram obtidos e individualizados em
novos recipientes com meio de selecdo até que tivessem condicdes para extragdo de DNA.
Quatro dessas plantas apresentaram fenétipos de hiperhidricidade dias depois de serem

transferidos ao magenta box (Figura Se).

Figura 5. Transformacdo genética de N.benthamiana.

Legenda: Em A,B e C temos brotos em morte celular, ja em D,E e F brotos bem sucedidos, porém

com E representando hiperhidricidade. Fonte: MOTTA, 2022
A extragao foi validada pela razao de absorbancia 260/280 nm (aplicamos a reagdo da
polimerase somente amostras de pureza na faixa 1,8 a 2,1). O PCR mostrou que 18 clones

possuem o gene scFab anti-IL1J em seus tecidos (Figura 6a), apresentando banda na altura de
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~1500 bp. O que implica em uma taxa de regenera¢do de 46,67% e transformacao de 30%
(35,71% de evasao da selecdo negativa).

Figura 6. Validacao de transformacao em gel de sacarose.

M PFio M3 =13 Fl4 Fli FLT P OFF P 0 O PFER PED

[himeeriss ciones

Legenda. Bandas obtidas por PCR em géis de agarose 1%. Em A) é representada em sequéncia a
marcagao positiva das plantas transformadas, transformadas, enquanto B) marca os controles.

Fonte: MOTTA, 2022.
Na microscopia por fluorescéncia para leitura do GFP apenas P17 apresentou pontos

de fluorescéncia.

FIGURA 7. Tecidos vegetais em microscopio de fluorescéncia.

Legenda: Em A) controle negativo, em B) clone P17 e em C) controle positivo.Fonte:

MOTTA, 2022

3.4. EXTRACAO,PURIFICACAO E SDS-PAGE DA PROTEINA
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Na quantifica¢do por BCA as fragdes das proteinas purificadas foram de 1276pg/ml
para a fragdo 1(GF1), 1120pg/ml para a fragdo 2 (GF2) e de 0,651 png/ml para a fragdo 3
(GF3), enquanto a proteina total 1323pug/ml. Portanto o rendimento em relagdo as proteinas
totais soluveis foram 96% para a fracdo 1(GF1), 84% para a fragcdo 2 (GF2) e 49% para a
fragdo 3 (GF3). Esses valores indicam um alto rendimento de proteina na planta e ainda
precisa ser confirmado com outros testes € novas replicagdes. Em novos estudos também ¢
possivel que a partir da caracterizagao ¢ melhoramento dos clones se tenha um aumento da
produgdo e consequentemente reducao dos custos de produgdo da molécula.

Nos géis do SDS-PAGE foi possivel visualizar uma banda tinica de altura compativel
com a massa da anti-IL-1f scFab (~50kDa) tanto na proteina total quanto nas amostras
purificadas do clone P20. A densidade da banda em relacdo ao BCA ainda ndo permite
afirmar com certeza o rendimento da proteina, porém com ajustes em protocolos € mais
estudos quanto a caracterizacao da expressao na planta serd possivel. Portanto, a proteina foi
expressa com sucesso, porém mais teste quanto sua funcionalidade precisam ser feitas como
Western-Blot e ELISA. Além de conjugagdo com o biossensor utilizado na prova de conceito
deste trabalho, que dessa fora indicara a capacidade de o anticorpo monoclonal desenvolvido
aqui ser utilizado em biossensores e mais adiante, diagnosticos.

Figura 8. Géis de acrilamida a 15% com proteinas recombinantes.

A M GPtnT GFl GF2 GF3 B M GPtnT GF1 GF2 GF3
250 kD 250 kD
150 kD 150 kD
100 kD 100 kD
75kD 75kD
50kD 50 kD
37kD 37kD
25kD 25kD

Legenda: Em A temos o gel corado por coloragdo por impregnagdo de prata e em B usando coloragao

Coomassie Brilliant Blue. Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Como os valores do BCA nao correspondiam a densidade da banda em SDS-PAGE e com a disponivel
na literatura para outros mABs produzidos em N. benthamiana, a nova quantificagdo foi feita paras as
fragdes 1 e 2. Nelas, uma nova concentragdo correspondente a literatura e a relagdo as densidades da
banda da proteina total do clone P20 com o gradiente de albumina. Os resultados mostraram um valor
de 0,94pg/ml e 0,64pug/ml para a fragdo 1 e 2, respectivamente. O que refor¢a a densidade das
bandas da proteina total estar abaixo de 200pg/ml, mas que ainda sera quantificada

novamente, com a albumina usada no controle positivo (Figura 9).

Figura 9. Géis de acrilamida a 15% com proteina total.

negativo

M S GerP20 A500 A250 Al25 A25 Al2,5 Al

250 kD | — Sy
150 kD : i f I I

100 kD , B st
75 kD : e e

37 kD

25k = .

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4 CONCLUSAO

A IL-1 ¢ uma citocina inflamatéria envolvida em diversas doencgas, incluindo as
autoimunes, cancer ¢ doencas cardiovasculares. Isso se da principalmente devido a um
fendmeno conhecido como tempestade de citocinas e por isso seu uso farmacologico se
tornou alvo de muitas pesquisas (PYRILLA; BURZYNSKI; CLARKE, 2020).

A producao de proteinas recombinantes atualmente ¢ bastante elevada devido ao uso
majoritario de plataformas de células animais e, por isso, a plataforma vegetal se tornou uma
promessa na produ¢do biofarmacéutica. O uso de plantas para a producdo de anticorpos

monoclonais pode aliviar o mercado de farmacos e diagnosticos (HERNANDEZ et al., 2018).
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J& que os anticorpos sdo um bioreceptor bem desenvolvido para uma variedade de
biossensores, tecnologia inovadora na area de analises moleculares (CONROY et al., 2009).

No atual trabalho foi possivel expressar uma anti-IL1 scFab promissora para uso em
medicamentos e biossensores como mostram o SDS-PAGE. No entanto, mais testes sdo
necessarios para ambas as aplicagdes. Visando diagnosticos por meio de biossensores, mais
testes precisam ser feitos para avaliar a usabilidade do anticorpo na tecnologia ja desenvolvida
pelo Departamento de Fisica e Engenharia, assim como a criagdo de um novo aparato
aplicado especificamente ao diagnodstico.

Com o objetivo de avangar na aplicagdo do anti-IL1B scFab em diagnosticos por
biossensores € preciso estudos futuros para avaliar a sua sensibilidade, limite de deteccao,
limite de quantificagdo, seletividade, faixa dindmica linear, tempo de resposta, tempo de
recuperacdo e avaliagdo com amostras reais com os analitos. Isso porque, os pardmetros tanto
para a melhor atuacdo do biossensor, como do anticorpo precisam estar definidos. Dessa
forma, a melhor tecnologia serd desenvolvida e podera chegar ao sistema de satide para aliviar

o0s custos, tempo e eficiéncia dos diagnosticos.
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