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“A semente que morre semente,

nao viveu,

nao realizou a missao que Ihe estava reservada:
multiplicar e produzir vida.”

Joanna de Angelis



Ao Kﬁ

presenca transformadora em minha vida.
Obrigada pelo seu exemplo,

pela sua alegria, pelo seu apoio.

(Era uma vez uma disciplina de Genética...)



Agradecimentos

Ao meu orientador, Adilson, pela oportunidade de trabalhar com Engenharia
Genética, e por tudo que pude aprender através deste Doutorado.

Ao CNPq e aos meus pais, pelo apoio financeiro.

Aos doutores Anete P. de Souza, Antonio C. Boschero, Jérg Kobarg, Maria
Helena de S. Goldman, Marie-Anne Van Sluys e Michel G. A. Vincentz, membros
da banca examinadora.

Aos doutores Celso E. Benedetti, Marcelo Menossi e Michel G. A. Vincentz,
pela participagdo na pré-banca.

A Dra. Heloisa R. T. de Sousa, da Biobras, pela proinsulina humana que foi
utilizada como padréo neste trabalho e pela atengdo com que sempre me atendeu.

Aos doutores Antonio C. Boschero e Everardo M. Carneiro, e a Maria
Esméria C. Amaral, pela realizacdo dos radioimunoensaios.

Aos colegas André, Edson, Celso, Rodrigo, Fabinho e Alba, que me
ajudaram de modo especial com as técnicas novas que aprendi durante o
Doutorado.

Ao Mério, pela participacdo neste projeto e pela continuidade de parte dele,
através de sua Iniciagédo Cientifica.

Ao Eduardo, pela ajuda em todas as etapas do processo de obtencéo das
sementes de tabaco transgénico.

Ao seu Chico, pela ajuda no manejo das plantas na casa-de-vegetacao.

Aos colegas e técnicos do Laboratério de Biologia Molecular de Plantas, do
CBMEG, por todos 0s nossos bons momentos.

Aos amigos Ed, Dani, Ju, Marcela, lvy e Eliana, pela convivéncia gostosa
desde os meus tempos de Mestrado.

As amigas (além de colegas) Luciana, Alba, Adriana, Leticia e Luciane, pelo
convivio agradavel no laboratério e por nossos almogos, com direito a café e

vi



terapia. A Adriana, agradeco também pela acolhida tdo gentil em sua casa, nesta
fase de transicao.

A amiga Sandrinha, pelo apoio nos momentos muito dificeis, e por sua paz,
que sempre me inspirou.

A minha amiga-irma Stela, pela amizade que nos une ha tanto tempo, por
nossas conversas interminaveis e pelo apoio constante.

Ao meu irmao Tuco (Sérgio), pelo amor que sempre nos uniu.

A minha irm&-amiga Renata, pela presenca tao carinhosa em minha vida.

A minha mae, Sénia, pelo seu amor, seu carinho, seu zelo, e pela paciéncia
gue tem comigo.

Ao meu pai, Sérgio, pelo exemplo de for¢a e discernimento que tem sido em
minha vida.

A Deus, pela minha vida, pelas minhas lutas.

vii



indice

Abreviaturas
Resumo
Abstract
Introducgao
O uso de plantas como biorreatores
O uso de plantas transgénicas como biorreatores
A insulina humana
Objetivos
Materiais e métodos
Material vegetal
Oligonucleotidios utilizados
Construcdo dos plasmidios
Transformagao de agrobactérias
Minipreparacdo de DNA plasmidial de agrobactérias
Transformacéo de tabaco
Extracdo de DNA das plantas
Amplificacdo por PCR do DNA das plantas
Southern blotting

Avaliacdo da atividade da enzima B-glucoronidase

Extracédo de proteinas solluveis das sementes
Radioimunoensaio
Imunoensaios para detecc¢do de insulina e peptidio C
Western blotting
Técnicas cromatograficas
Resultados e discussao
Obtencéo das plantas transgénicas
Andlise das plantas transformadas

©O© Hh W N - X

14
20
21
21
21
22
28
28
29
30
31
31
33

34
35
35
35
36
38
38
40

viii



Andlise da expressao do transgene nas sementes de tabaco
Caracterizacdo do produto de expressdo do transgene
Conclusées
Literatura citada

43
49
59
61



Abreviaturas

ANA
BA
CaMV
cpm
DTT
EDTA
GUS
gus
kDa
pb
PCR
PMSF
RIE
SDS
SDS-PAGE
SSC
rpm
tris

acido naftalenoacético

benziladenina

virus do mosaico da couve-fior

cintilagbes por minuto

ditiotreitol

acido etilenodiaminotetracético

enzima B-glucoronidase

gene que codifica a enzima B-glucoronidase
kilodaltons

pares de bases

polymerase chain reaction
phenylmethanesulfony! fluoride
radioimunoensaio

dodecil sulfato de sédio

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
salt sodium citrate

rota¢des por minuto
tris(hidroximetil)aminometano



Resumo

As plantas podem ser exploradas como biorreatores para a produgéo de
proteinas, carboidratos e lipidios em larga escala. A producdo de proteinas
heterélogas é particularmente promissora, principalmente a produc@o daquelas
que apresentam interesse farmacéutico ou industrial.

Visando explorar as plantas como biorreatores para a producéo de insulina
humana, foram obtidas plantas transgénicas transformadas com a regiéo
codificadora da proinsulina humana. O tabaco foi empregado como planta modelo
e foi utilizado um cassete de expressdo semente-especifico.

As plantas foram transformadas com vetores de expressdo contendo a
regido codificadora da proinsulina humana precedida por dois tipos de peptidios-
sinais: o nativo da insulina humana, e o peptidio-sinal de uma proteina de reserva
de Coix lacryma-jobi.

A avaliacdo das plantas transformadas através de radioimunoensaios para a
detecgédo de insulina, utilizando-se um anticorpo policlonal, revelou a presenca de
peptidios imunorreativos. Para melhor caracterizar o produto de expresséo do
transgene, foram realizados imunoensaios mais especificos com uma das plantas
transgénicas, transformada com o vetor de expressdo contendo o peptidio-sinal
humano. Estes ensaios detectaram a presen¢a de proinsulina humana nas
sementes. A insulina humana ndo foi detectada, indicando a auséncia de
processamento proteolitico tal qual o observado em mamiferos durante a sintese
de insulina madura.

As plantas transgénicas obtidas neste trabalho permitirdao que o
processamento dos dois tipos de preprohorménios recombinantes produzidos seja

avaliado em trabalho subsequente.



Abstract

Advances in biotechnology are enabling plants to be exploited as biorreactors
for the production of proteins, carbohydrates and lipids. Plants are also becoming
economically important systems for producing heterologous proteins, mainly
pharmaceutical polypeptides and industrial enzymes.

To explore plants as biorreactors for the production of human insulin, the
cDNA encoding proinsulin under the control of a seed-specific promoter was
introduced into tobacco via Agrobacterium tumefaciens gene transfer.

The human preproinsulin presequence or the signal sequence from a Coix
lacryma-jobi prolamin was used to address the recombinant protein to the
secretory pathway.

Insulin-related products were detected and measured in the transgenic plants
by radioimmunoassays. To characterize the immunoreactive products, one of the
transgenic plants was analyzed through more specific immunoassays. These
assays detected human proinsulin in tobacco seeds. Human insulin was not
detected, suggesting that the expected proteolytic processing of proinsulin did not
occur.

Processing of preproprotein precursors produced by both types of transgenic
plants will be studied in additional experiments.



Introducao

O grande progresso da biologia molecular de plantas nas Ultimas duas
décadas permitiu que as plantas cultivadas pudessem ser modificadas através de
uma nova abordagem. A tecnologia do DNA recombinante veio trazer novas
ferramentas para a manipulacédo genética de plantas, permitindo que algumas das
limitacoes dos métodos cléssicos fossem superadas.

Através dos esforcos no mundo todo para se estudar a fun¢do dos genomas,
praticamente qualquer gene de interesse esta, ou logo estara disponivel. Assim,
genes que codificam caracteristicas de interesse (genes responsaveis pela
resisténcia a um processo fitopatogénico qualquer, por exempio) podem ser
identificados e inseridos em variedades bem estabelecidas, economicamente
importantes.

Dentre as aplicacdbes da tecnologia do DNA recombinante, o
desenvolvimento de plantas transgénicas, com novas caracteristicas, € uma das
mais importantes. As plantas podem ser alteradas com basicamente duas
finalidades: a) modificagcao fenotipica da planta visando-se ao melhoramento de
suas caracteristicas agrondmicas e de suas qualidades nutricionais, e b) uso
destas plantas como biorreatores para produtos terapéuticos e produtos de
interesse industrial.

Inicialmente, o desenvolvimento de plantas transgénicas visava apenas ao
melhoramento agrondémico, através da introducdo de genes capazes de conferir
resisténcia a herbicidas e ao ataque de insetos e microorganismos. Atualmente, as
plantas transgénicas estdo sendo também exploradas para o desenvolvimento de
alimentos que apresentem conteudo balanceado de aminoacidos, ou ainda, que
sejam enriquecidos em Oleos insaturados e vitaminas. Alguns grupos tém
abordado problemas como a desnutricdo, e 0 exemplo que se tornou mais
conhecido neste sentido é o do “arroz dourado”, que foi geneticamente modificado
para produzir beta-caroteno, precursor da vitamina A (Ye et al., 2000). Este arroz



ainda ndo esta pronto para ser comercializado, e muitos testes precisam ser
realizados (previstos para terminar em 2003), como por exemplo analises para se
saber se o corpo humano pode, eficientemente, absorver o beta-caroteno
produzido pelo arroz transgénico.

O uso de plantas como biorreatores

As plantas podem ser exploradas como biorreatores para a produgédo de
proteinas, carboidratos e lipidios em larga escala. A produgdo de proteinas
heter6logas é particularmente promissora, principalmente a produgdo daquelas
que apresentam interesse farmacéutico ou industrial. Adicionaimente, alteragdes
genéticas que determinam modificagdes em vias metabdlicas das plantas podem
ser empregadas para a producdo de polimeros ou compostos organicos de baixo
peso molecular.

O numero de compostos produzidos através dessa abordagem tem
aumentado consideravelmente, sendo que a viabilidade do uso das plantas como
biorreatores j& foi demonstrada para a produc@o de carboidratos, acidos graxos,
polipeptidios utilizados como farmacos, enzimas de uso industrial e plasticos
biodegradéveis (revisbes sobre o assunto podem ser encontradas em Goddijn &
Pen, 1995; Hood & Jilka, 1999; Parizotto et al., 2000).

A agricultura é o sistema mais econdmico para a producéo de proteinas em
larga escala. Todas as suas vantagens aplicam-se também & producéo de
proteinas heterodlogas, representando uma alternativa para os sistemas baseados
em fermentagdo microbiana, células animais e animais transgénicos. Algumas
destas vantagens estao citadas a seguir:

a) As plantas apresentam oOrgdos destinados para a funcdo de
armazenamento (sementes, tubérculos, raizes especializadas), onde altos niveis
de proteinas podem ser estocados. As proteinas produzidas em sementes,
particularmente, permitem a redugdo dos gastos com armazenamento.

b) As plantas, ao contrario dos microorganismos procariotos, sédo capazes de
realizar modificagbes pos-traducionais de proteinas eucaridticas, muitas vezes

essenciais ao seu funcionamento.



c) As plantas apresentam baixos riscos de contamina¢dao por organismos
patogénicos aos humanos, e apresentam também vantagens quando se leva em
conta a aceitacéo por parte do consumidor.

d) As plantas sdo potenciaimente uma fonte de produtos recombinantes de
baixo custo. Kusnadi et al. (1997) estimaram que o custo da producdo de
proteinas recombinantes em determinadas plantas pode ser de 10 a 50 vezes
menor que o custo da producdo destas mesmas proteinas em Escherichia coli.
Harris (1999) comparou diferentes sistemas de expressao para a producdo de
fragmentos de anticorpos. O custo de producao estimado por massa de fragmento
para os sistemas baseados em células de mamiferos transfectadas, leite de
animais transgénicos e bactérias recombinantes foi, respectivamente, 1000, 200 e
3,3 vezes superior ao custo de produgao estimado para o sistema baseado em
plantas transgénicas.

Basicamente, duas diferentes estratégias podem ser utilizadas para a
producio de proteinas heterdlogas em plantas. Uma delas baseia-se na utilizacdo
de virus contendo RNA de fita simples, que ocorrem naturalmente nas plantas. O
gene que codifica a proteina de interesse € inserido no genoma do virus,
geralmente fusionado a regido estrutural de um gene que codifica uma proteina da
capa viral. Depois de infectar a planta, o virus promove sua replicacdo e a
expressao de seus genes, incluindo o gene que codifica a proteina heteréloga. A
expressao deste gene é transitoria, pois ele ndo é integrado ao genoma da planta.
Esta, por sua vez, funciona como um veiculo para a amplificacdo das particulas
virais (Figura 1). A proteina recombinante é recuperada através do processamento
da proteina da capa viral, que é purificada a partir de extratos dos tecidos
infectados. Opcionalmente, as particulas virais quiméricas purificadas podem ser
utilizadas diretamente na formulacdo de vacinas orais e nasais (Beachy et al.,
1996).

A outra estratégia para a producdo de proteinas heterélogas em plantas
consiste na introducado do gene que codifica a proteina de interesse no genoma da
planta através de técnicas de transformacao genética, envolvendo portanto a
obtencdo de plantas transgénicas. O desenvolvimento de uma série de técnicas



de transformacdo permitiu a obtencdo de plantas transgénicas da maioria das
espécies cultivadas. A integrag@o estavel permite a expressao permanente do
gene e sua transferéncia a progénie da planta transformada (Figura 1). Enquanto
a estratégia mediada por virus geralmente determina a expressaoc apenas em
folhas, a integracdo permanente apresenta maior versatilidade, permitindo que a

expressdo ocorra especificamente nos diversos 6rgdos e tecidos das plantas.
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Figura 1. Representacdo esquematica das diferentes estratégias utilizadas na producao de
proteinas heter6logas em plantas. Do lado esquerdo estdo representadas as principais etapas
envolvidas na produgdo de protefnas heterélogas em plantas através do emprego de virus
carreadores. Do lado direito estdo representadas as principais etapas envolvidas na producao de
proteinas heterélogas em plantas transgénicas e transplastémicas.



A tecido-especificidade da expressdo nas plantas transgénicas é obtida
através da utilizacdo de promotores especificos. O direcionamento para os
diversos compartimentos intracelulares, por sua vez, é obtido através da incluséo
de peptidios-sinais na proteina recombinante. Estas caracteristicas tém sido
exploradas no desenvolvimento de sistemas de producéao capazes de simplificar o
armazenamento do material vegetal colhido e os processos de extracédo e
purificacao das proteinas recombinantes.

Geralmente, o gene de interesse é incluido em um cassete de expressao que
contém a seqléncia nucleotidica codificadora da proteina heterdloga precedida
por um promotor, e seguida de uma seqléncia contendo sinal e sitio de
poliadenilacdo. O promotor é responsavel pela ativacdo ou inibicdo da expressdo
em resposta a diversos estimulos, sendo capaz de controlar os niveis de
expressao em funcéo da natureza do tecido e do seu estagio de desenvolvimento.
Portanto, a escolha adequada do promotor representa uma importante etapa para
0 sucesso do uso de plantas como biorreatores.

A secrecdo de proteinas heterdlogas em exsudatos de raizes, a
rizosecregdo, constitui um exemplo de sistema de producdo de proteinas
recombinantes em plantas, onde sao utilizados promotores especificos de raizes.
Borisjuk et al. (1999) demonstraram a eficiéncia deste sistema através da
producdo de altos niveis da proteina fluorescente de agua viva (GFP), da
fosfatase alcalina de placenta humana, e de xilanase bacteriana em plantas de
tabaco transgénicas, cultivadas em condi¢des de hidroponia.

Alguns sistemas baseiam-se na insercao do polipeptidio de interesse em
proteinas carreadoras. Neste caso, a tecido-especificidade da expressdo génica e
o direcionamento ao compartimento celular apropriado serdo controlados,
respectivamente, pelo promotor e pelo peptidio-sinal da proteina carreadora. Esta
estratégia foi utilizada na producédo de encefalina inserida na albumina 2S de
Arabidopsis thaliana (Vandekerckhove et al., 1989), e do anticoagulante hirudina
inserido em oleosina (Parmenter et al.,, 1995). Os sinais presentes nas proteinas
albumina 2S e oleosina enderecam a produ¢ao das proteinas recombinantes para
corpusculos proteicos e lipidicos de sementes, respectivamente. A grande



vantagem do sistema baseado no uso de oleosinas reside no fato de que os
corpusculos lipidicos e as proteinas associadas, devido a sua baixa densidade,
sdo facilmente isolados por flotacdo apds centrifugacdo a baixa rotacdo.
Atualmente, a empresa canadense SemBioSys (www.sembiosys.ca) explora este
sistema de expressao para a produ¢édo de diversas proteinas recombinantes em
canola transgénica.

As proteinas heterdlogas podem ainda ser produzidas em cloroplastos, em
plantas transformadas através da introducdo dos genes codificadores das
proteinas de interesse no préprio DNA do cloroplasto, por meio de técnicas de
biobalistica e posterior integracdo do cassete de expressao por recombinacdo
homdloga (Figura 1). Para diferenciar estas plantas das plantas transgénicas com
insercoes no DNA nuclear, as plantas assim obtidas sao denominadas de
transplastdmicas. O grande numero de cloroplastos presentes nas células das
folhas (aproximadamente 100 por célula) determina grande amplificacdo génica,
podendo resultar em altos rendimentos na producado da proteina recombinante. A
transformacdo de cloroplastos apresenta, ainda, vantagem em relacédo a
contencdo biolégica, posto que o genoma plastidial raramente é transmitido via
polen.

Recentemente, Staub et al. (2000) descreveram a obtenc¢do de rendimentos
superiores a 7% das proteinas soluveis totais paré a producao do horménio de
crescimento humano (hGH) em cloroplastos de tabaco. Entretanto, grande parte
do hGH recombinante produzido apresentou um residuo do aminoéacido prolina na
extremidade amidica, ao invés do residuo de fenilalanina presente na mesma
regido do horménio natural. Este resultado indica que a estratégia utilizada no
processamento, catalisado por uma protease especifica para ubiquitina, que é
produzida simultaneamente com a proteina de fusdao ubiquitina-hGH, nao
apresentou a eficiéncia desejada em cioroplastos. A fenilalanina que deveria estar
presente na extremidade amidica do hGH recombinante foi provavelmente
removida durante o processamento da proteina de fusédo. Portanto, apesar do alto
rendimento descrito para a produ¢ao do hGH, o sistema de expressdo baseado



em cloroplastos requer aperfeicoamento na etapa de processamento pods-
traducional das proteinas recombinantes.

O uso de plantas transgénicas como biorreatores

A producédo de proteinas usadas como farmacos em plantas constitui-se em
uma alternativa para processos muitas vezes caros, 0s quais nem sempre sdo
capazes de suprir a demanda destes produtos. Vandekerckhove et al. (1989)
realizaram um dos trabalhos pioneiros nesta é&rea de pesquisa, onde o
neuropeptidio leu-encefalina (um analgésico opidide) foi produzido em Arabidopsis
thaliana e em Brassica napus (canola), como parte de uma proteina de reserva da
semente, a albumina 2S. Através de clivagens proteoliticas o peptidio foi isolado e
entdo purificado, com rendimento de 0,1% do total de proteinas extraidas das
sementes.

O numero de farmacos produzidos em plantas aumentou bastante desde
entdo, e atuaimente existem plantas transgénicas capazes de sintetizar as
seguintes proteinas humanas: interferon oD, albumina sérica, angiotensina,
proteina C, fator de crescimento epidérmico, eritropoietina, glucocerebrosidase,
encefalina, hemoglobina, colageno e o-1-antitripsina, entre outras (conforme
revisado por Giddings et al., 2000).

Embora os trabalhos iniciais tenham dado énfase a producdo de
polipeptidios de valor farmacéutico, as plantas tém sido testadas também para a
producao de enzimas industriais. Um dos exemplos importantes da viabilidade
deste tipo de aplicacdo estd demonstrado no trabalho de Pen et al. (1992), onde
plantas de tabaco transgénicas produziram a a-amilase de Bacillus licheniformis. A
enzima produzida foi secretada para o0 espaco intercelular, atingindo niveis de até
0,3% das proteinas soluveis totais. O mesmo grupo (Pen et al., 1993) desenvolveu
sementes de tabaco transgénicas capazes de produzir fitase. A fitase degrada o
fitato, que é a principal forma de armazenamento de fésforo em sementes, sendo
este, por sua vez, dificimente aproveitado naquela forma pelos animais
monogastricos. A fitase j& é produzida por plantas como a soja, que poderdo ser



usadas diretamente como suplemento para racdes, substituindo o uso de fitases
provenientes de fungos, disponiveis no mercado.

Nawrath et al. (1994) e Poirier et al. (1995) mostraram que plasticos
biodegradaveis podem ser produzidos em plantas. Herbers et al. (1995) obtiveram
tabaco transgénico capaz de sintetizar xilanase, enzima com inimeras aplicacoes
na industria de papel, na industria de alimentos e na agricultura.

As plantas geneticamente modificadas também podem ser aplicadas para a
producdo de vacinas. Genes de antigenos de patégenos bacterianos ou virais
podem ser expressos em plantas, sem a perda de suas propriedades
imunogénicas originais. Segundo Moffat (1995), os pesquisadores usam diversas
abordagens para produzir antigenos vacinais em plantas, sendo muito
promissoras as “vacinas comestiveis”, pela reducdo nos custos e facilidade de
administracdo, uma vez que simplificariam 0s processos envolvidos na producao e
distribuicao das vacinas.

Buscando demonstrar que proteinas heterélogas produzidas em plantas
poderiam induzir resposta imune nos animais, Mason et al. (1992) introduziram,
em tabaco, o gene codificador da proteina de superficie do virus da hepatite B
(HBV), ligado a um promotor constitutivo. Imunoensaios revelaram a presenca da
proteina viral em extratos das folhas transformadas, indicando a viabilidade da
producdo de antigenos vacinais em plantas. Thanavala et al (1995)
demonstraram que a proteina viral obtida nos extratos das folhas de tabaco
transformadas foi capaz de induzir resposta imunogénica in vivo, quando utilizada
na imunizacdo parenteral de camundongos. Dando prosseguimento a este
trabalho, Richter et al. (2000) demostraram a imunogenicidade oral do antigeno de
superficie do HBV, produzido em tubérculos de batata transgénica, em ensaios
pré-clinicos com camundongos. Uma vez que a apresentacdo de antigenos pela
via oral requer maiores quantidades do imunégeno em relacdo a via parenteral,
estes autores tém trabalhado no desenvolvimento de vetores que permitam elevar
os niveis de produgdo do antigeno de superficie do HBV nas plantas transgénicas.

Trabalhando com a subunidade B da enterotoxina termolabil (LT-B) de
E. coli Haq et al. (1995) produziram tabaco e batata transgénicos. As duas
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espécies de plantas produziram o peptidio exégeno. Camundongos alimentados
com as batatas geneticamente modificadas desenvolveram anticorpos contra a
enterotoxina, demonstrando a viabilidade da producédo de vacinas comestiveis a
parir de plantas transgénicas. Entretanto, devido ao baixo nivel de producéo do
antigeno, os autores desenharam um gene sintético que codifica a LT-B, no qual
foram feitas alteracdes visando aumentar a estabilidade do mRNA e a eficiéncia
do processo de traducdo (Mason et al., 1998). Desta forma, aumentaram as taxas
de producdo do antigeno nas plantas, o0 que resultou na elevacdo dos niveis de
producdo de IgG (no soro) e de IgA (secretada pela mucosa intestinal) nos
camundongos testados.

Mason et al. (1996), trabalhando também com tabaco e batata, obtiveram
plantas transgénicas que produziram a proteina do capsidio do virus Norwalk, um
calicivirus que causa gastroenterite aguda epidémica na espécie humana. O
antigeno produzido nas folhas do tabaco ou nos tubérculos da batata mostrou-se
imunogénico em camundongos. Os camundongos alimentados com batata, bem
como aqueles que receberam extratos de folhas de tabaco, desenvolveram
imunoglobulinas do tipo IgG que reconheceram especificamente a proteina viral.

Os primeiros testes clinicos realizados com plantas transgénicas, que
mostraram sucesso ha imunizacéo de seres humanos, foram descritos por Tacket
et al, em 1998. Os voluntarios submetidos aos testes foram alimentados com
batatas transgénicas cruas contendo a toxina LT-B de E. coli enterotoxigénica
(ETEC). A ingestao destas batatas resultou em resposta imune significativa, tanto
sistémica quanto em mucosas, comprovando que as proteinas produzidas nas
plantas transgénicas mantiveram sua imunogenicidade. Este resultado pode
estimular o desenvolvimento de estratégias de imunizacdo oral através da
utilizacdo de plantas transgénicas, especialmente para doencas do trato
gastrointestinal, tais como o cdlera e outras enterites de origem viral ou
bacteriana.

Com uma estratégia diferente de trabalho, visando a imuniza¢do passiva
através de plantas transgénicas, Ma et al. (1994) obtiveram quatro linhagens de
tabaco transgénico, cada uma delas produzindo uma das quatro cadeias
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polipeptidicas que compdem um anticorpo monoclonal do tipo IgA, contra a
bactéria Streptococcus mutans, causadora da carie. Através de cruzamentos
sucessivos entre estas plantas, transformadas com um vetor de expressao
constitutiva, obtiveram plantas recombinantes produzindo simultaneamente as
quatro cadeias polipeptidicas, que resultaram em uma imunoglobulina do tipo IgA
funcional.

As imunoglobulinas do tipo IgA correspondem a principal classe de
anticorpos presentes em secrecoes como a saliva, a lagrima, o leite e secre¢des
do sistema respiratorio e intestinal, constituindo-se na primeira barreira contra
organismos patogénicos. Devido & sua estrutura complexa, estes anticorpos
apresentam maior estabilidade e resisténcia a protedlise que os anticorpos do tipo
IgG e IgM, presentes no soro. Nenhum outro sistema de expressao desenvolvido
até o momento foi capaz de produzir uma IgA recombinante funcional. Portanto, o
trabalho de Ma et al. (1994) mostrou quéo promissora é a utilizacdo de plantas
transgénicas para a producéo de proteinas heterélogas.

Dando continuidade a esse estudo, Ma et al. (1998) mostraram que esse
anticorpo obtido em planta, contra a proteina de adesdo de 185 kDa de
Streptococcus mutans, foi capaz de impedir que esta bactéria colonizasse dentes
e gengivas de voluntarios que se submeteram a testes. Nestes voluntarios, foram
aplicadas solugdes contendo os anticorpos recombinantes purificados a partir de
folhas das plantas transgénicas. Estes resultados demonstram que a abordagem
de imunoterapia passiva preventiva através de anticorpos produzidos em plantas
transgénicas também é promissora, podendo servir evidentemente para outros
tipos de infecgdes microbianas de mucosas.

Estudos recentes demonstraram a viabilidade da utilizacdo de plantas
comestiveis como veiculos para antigenos a serem utilizados em estratégias de
obten¢do de imunotolerancia contra doencgas autoimunes mediadas por células T.
Arakawa et al. (1998) descreveram a protecao de ratos contra o desenvolvimento
de diabetes autoimune através da alimentacdo com batatas transgénicas
produzindo uma proteina quimérica constituida pela subunidade B da toxina
colérica e pela insulina humana. O mecanismo deste processo ainda nao foi
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completamente elucidado. Segundo os autores, 0s autoantigenos possivelmente
agem ativando células supressoras do sistema imunolégico.

Os exemplos citados demonstram claramente que as plantas transgénicas
podem ser exploradas como uma alternativa interessante para a producdo de
proteinas heterdlogas. Entretanto, proteinas recombinantes produzidas na maioria
dos tecidos vegetais requerem que estes sejam armazenados em condicoes
especiais, quando nao séo extraidas imediatamente apés a colheita. A producdo
em sementes, por sua vez, permite 0 armazenamento por longos periodos, sem
que ocorra degradacao das proteinas recombinantes. Nas sementes, as proteinas
sdo0 compartimentalizadas em corpusculos proteicos, em um ambiente seco e
estavel, sem atividade enzimatica significativa antes da germinagao (Tackaberry et
al., 1999). Além disso, o0 uso de promotores semente-especificos impede a
producdo generalizada da proteina na planta, de modo que seus processos
metabdlicos basicos ndo sejam significativamente afetados.

Fiedler & Conrad (1995) mostraram que sementes transgénicas de tabaco,
produzindo um anticorpo que reconhece o hapteno oxazolona, puderam ser
armazenadas por um ano em temperatura ambiente sem que houvesse
degradac¢ao do anticorpo ou perda de sua atividade. Tackaberry et al. (1999), por
sua vez, mostraram a estabilidade de uma glicoproteina (a glicoproteina B do
citomegalovirus humano) em sementes de tabaco armazenadas por mais de 18
meses.

Inumeros promotores especificos de genes de proteinas de reserva de
sementes ja foram identificados e caracterizados. Os promotores de prolaminas,
particularmente, foram bem estudados e caracterizados em nosso laboratério, o
gue levou nossoO grupo a examinar se promotores de prolaminas de cereais
poderiam ser usados para a producéo de proteinas heterdlogas em plantas.

Confirmando a viabilidade da producdo de proteinas recombinantes em
sementes, através do uso de um promotor de uma prolamina de sorgo (um
promotor semente-especifico), Leite et al. (2000) desenvolveram um sistema de
expressao tecido-especifico que permitiu a producdo do horménio de crescimento
humano (hGH) em sementes de tabaco transgénico. O hormdnio recombinante
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produzido foi corretamente processado, apresentando propriedades de ligacéo a
receptores similares as da proteina nativa.

As duas primeiras proteinas heterélogas produzidas a partir de plantas
transgénicas a serem comercializadas (pela empresa Sigma) foram a avidina,
utilizada na producdo de reagentes para imunoensaios (Hood et al, 1997), e a
B-glucoronidase, usada em ensaios bioquimicos (Witcher ét. al., 1998). Estas duas
proteinas estdo sendo produzidas em sementes de milho transgénico
desenvolvidas pela empresa ProdiGene Inc (www.prodigene.com), mostrando que
o uso de plantas como biorreatores é hoje uma realidade, e abrindo perspectivas
para a produgdo em larga escala de outras proteinas de interesse econémico em

plantas.

A insulina humana

Nos animais, a insulina é produzida nas células B do pancreas e, assim como
outros hormonios e proteinas secretadas, € sintetizada como um precursor, a
preproinsulina (Figura 2).

O peptidio-sinal, responsavel pelo direcionamento da proteina para o reticulo
endoplasmatico, é clivado simultaneamente com a traducdo, produzindo a

proinsulina. A proinsulina humana é composta por 86 aminoacidos, que se ligam

Preproinsulina (M,=11.982)

Peptidio-sinal (M,=2.605) Cadeia B (M =3.430)

I ALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
o M= Cadeia A (M,=2.384)

RR : ! WELGGGPGAGSLOPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

Figura 2. Seqiiéncia de aminoécidos da preproinsulina humana. Estdo indicadas as sequéncias do
peptidio-sinal, cadeias A e B e peptidio C, bem como as massas moleculares (em kDa) deduzidas
para cada um dos peptidios.
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através de 3 pontes de dissulfeto. Este segundo precursor sofre entdo clivagens
proteoliticas internas gerando a insulina madura (Steiner et al, 1996). Este
processamento ocorre dentro da prépria célula B, em vesiculas secretdrias
formadas na rede trans-Golgi, onde a insulina processada permanece
armazenada até que a célula receba estimulo para sua liberacao.

As endoproteases responsaveis pelo processamento da proinsulina sao
proteases da familia da furina (Mackin, 1998), sendo as prohorménio-convertases
1 e 2 (PC1 e PC2) as endoproteases envolvidas neste processo (Steiner et al,,
1996). Estas enzimas clivam ligacoes peptidicas internas em dois pares de
aminoacidos basicos, liberando o peptidio C. Posteriormente, estes aminoacidos
basicos sdo removidos pela acdo da carboxipeptidase E/H (Figura 3), resultando
na insulina madura (Figura 4).

Varios resultados sugeriam que as enzimas endoproteoliticas apresentavam
especificidade para os sitios de clivagem. As convertases PC1 e PC2 clivariam
nas terminagdes carboxila dos aminoéacidos Arg® e Arg®, respectivamente (Figura
3). Entretanto, trabalhos recentes demonstraram que algumas enzimas s&ao
capazes de converter proinsulina em insulina, independentemente da presenca de
outras. Kaufmann et al. (1997) mostraram que tanto a PC1 como a PC2 podem,
isoladamente, clivar os dois sitios envolvidos na conversdo da proinsulina em
insulina. Vollenweider et al. (1995), por outro lado, mostraram que a PC1 ou a
furina (uma outra convertase) promovem isoladamente as clivagens na proinsulina
humana, sendo a PC2, entretanto, incapaz de fazer a conversdo nas células
testadas (células COS).

Desde o inicio da década de 20, o diabetes mellitus vem sendo tratado com
insulina purificada de pancreas de suinos ou bovinos, que vem sendo substituida
gradativamente por insulina recombinante. Em 1981, pesquisadores da Eli Lilly
divuigaram em um simpdsio americano (Seventh American Peptide Chemistry
Symposium) a producido de insulina e de proinsulina em bactérias através da
tecnologia do DNA recombinante. Visando a protecdo dos interesses de
propriedade, o protocolo obviamente nunca foi completamente descrito (Cowley &
Mackin, 1997). A insulina humana recombinante produzida em E. coli chegou ao
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mercado pela primeira vez em 1982 (Johnson, 1983), e desde entdo, muito se tem
trabalhado no desenvolvimento de métodos de produgdo de insulina recombinante
economicamente viaveis.

Atualmente, uma parte significativa da insulina recombinante & produzida em
sistemas de expressdo baseados em bactérias ou leveduras, que envolvem
metodologia complexa e cara para o processamento dos precursores de insulina

sintetizados e para a purificagdo da insulina processada.

Cadeia B

Figura 3. Representagdo esquematica da proinsulina humana, mostrando 0s sitios-alvos das
convertases PC1 e PC2, envolvidas no processamento. As regioes das cadeias A e B do peptidio
estio indicadas em diferentes cores. Os residuos de cisteina que participam da formagado de
pontes de dissulfeto estdo destacados. Os residuos retirados pela carboxipeptidase E/H (CPE)

estao representados em vermelho.

Cadeia B
: .oomo

Cadeia A

Figura 4. Representacdo esquematica da insulina humana madura, mostrando as cadeias Ae B, e
as pontes de dissulfeto presentes em sua estrutura.

16



A producio de insulina em sistemas bacterianos oferece como vantagens a
facilidade de manutencgao das culturas bacterianas, e o alto nivel de producao da
proteina recombinante. Entretanto, as bactérias ndo apresentam mecanismos de
enderecamento intracelular nem mecanismos de empacotamento. A producéo de
altos niveis de insulina recombinante em E. coli resulta na formagéo de
corpusculos de inclusdo, que s&o agregados constituidos de proteinas
desnaturadas. A solubilizacdo dos agregados e a recuperacdo da estrutura da
proteina nativa requerem etapas adicionais no processo de producao de insulina
recombinante.

Ja foram desenvolvidos sistemas de expressdo bacterianos nos quais a
proinsulina € secretada, ao invés de acumular-se dentro da célula bacteriana. A
proinsulina secretada, entretanto, é bastante sensivel a protedlise, e para
contornar este problema novos sistemas de expressdo foram desenvolvidos,
utilizando-se a fusdo de genes (Shen, 1984). Apesar desta abordagem resolver o
problema da degradacao proteolitica, o rendimento diminui bastante, e por isso a
estratégia de superexpresséo intracelular, resultando na formag¢éo de corpusculos
de inclusdo, continua sendo a estratégia mais utilizada para a producéo de
proinsulina em bactérias (Nilsson et al., 1996).

Cowley & Mackin (1997) desenvolveram um sistema de expressdo baseado
na producao de uma proteina de fusdo, consistindo de uma cauda aminoterminal
de polihistidina conectada a proinsulina humana através de um residuo de
metionina. As proteinas de fusdo produzidas de acordo com este protocolo
localizam-se em corpusculos de inclusdo, onde se encontram parcialmente
enoveladas. Os corpusculos de inclusdo sd0 recuperados através de
centrifugactes e lavagens com detergentes e desnaturantes, e solubilizados com
acido formico. A cauda de polihistidina é clivada com o uso de brometo de
cianogénio, e a proinsulina é entdo submetida a sulfitélise oxidativa (para a quebra
de pontes de dissulfeto incorretamente estabelecidas), seguida do
reenovelamento na presenca de baixas concentracdes de B-mercaptoetanol. A
proinsulina corretamente enovelada é finalmente purificada através de
cromatografia de fase reversa.
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O protocolo desenvolvido por Cowley & Mackin (1997) mostra a
complexidade do processo de recuperacdo da estrutura da proteina nativa,
guando a expressdo € realizada em sistemas bacterianos. Neste trabalho,
entretanto, os autores propuseram um protocolo para a producdo de proinsulina
recombinante, usada em diversos tipos de ensaios. A obtencdo de insulina
recombinante prevé, ainda, a clivagem enzimatica da proinsulina e subsequente
cromatografia, para purificacdo da insulina obtida (Nilsson et al., 1996).

Parte da insulina recombinante produzida atualmente é obtida através de
sistemas de expressdo secretdria que utilizam a levedura Saccharomyces
cerevisiae. A via secretbria desta levedura lembra a dos mamiferos, em funcéo de
sua capacidade de enovelamento, processamento proteolitico, glicosilacdo e
secrecdo de proteinas, embora esta via seja menos especializada que a das
células B do pancreas de mamiferos. A eficiéncia da expresséo neste sistema vem
sendo melhorada com o emprego de peptidios-sinais adequados (Kjeldsen et al.,
1999), e através da substituicao do peptidio C original por um mini peptidio C. O
precursor composto pelas cadeias A e B conectadas pelo mini peptidio C pode ser
purificado, e entdo convertido para insulina humana através da remocéo
proteolitica do peptidio conector (mini peptidio C). Estes sistemas sdo tao
econdmicos quanto 0s bacterianos, mas as proteinas sintetizadas sao
freqlientemente hiperglicosiladas e, quando produzidas em altos niveis, séo
instaveis e insoluveis.

A insulina humana recombinante, administrada através de injecdes
subcuténeas, nao apresenta 0 mesmo padrdo de acdo da insulina secretada
fisiologicamente. A absorcdo da insulina injetada é extremamente variavel,
resultando freglientemente em hipoglicemia e/ou hiperglicemia noturnas. Para
solucionar este problema, muitos analogos da insulina humana foram
desenvolvidos, com caracteristicas farmacocinéticas diferentes da insulina
humana. Através da engenharia de proteinas, busca-se desenvolver uma insulina
melhorada, que simule, quando injetada subcutaneamente, a secrecao fisiologica
de insulina. O primeiro destes analogos disponivel no mercado foi a insulina
LisPro, aprovada para uso clinico na Europa em Abril de 1996, e nos Estados
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Unidos em Junho de 1996 (Emilien et al., 1999). Esta insulina é idéntica & insulina
humana, exceto pela transposicdo da prolina e da lisina das posicoes 28 e 29 na
porcdo C-terminal da cadeia B. A insulina LisPro apresenta um padrdo de agéo
que melhor simula a secrecao fisiolégica de insulina humana.

Lee et al. (2000) desenvolveram um virus recombinante que expressa um
analogo de cadeia Unica da insulina humana, o qual ndo requer conversao
enzimatica para atuar como insulina biologicamente ativa. Este analogo de cadeia
Unica foi construido através da substituicdo dos 35 aminoacidos do peptidio
conector por um heptapeptidio, tendo normalizado 0s niveis de glucose nos
animais diabéticos testados durante todo o periodo avaliado (8 meses), sem
aparentes efeitos colaterais. Este virus podera ser utilizado para a terapia génica
do diabetes.

A producgdo de insulina em plantas é uma abordagem nova para a produgéo
de insulina recombinante. Além das vantagens ja mencionadas relativas ao uso de
plantas como biorreatores, esta proposta pode ser bastante promissora caso a
planta escolhida seja capaz de reproduzir os eventos de processamento que
ocorrem com a proinsulina humana.

Oliveira et al. (1999) mostraram a presenca de uma proteina na casca da
semente de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), com sequéncia de
aminoacidos idéntica & da insulina bovina. Esta insulina foi injetada em ratos
diabéticos, promovendo reducédo de glicose no sangue dos mesmos até niveis
normais. Estes resultados sugerem a existéncia de mecanismos de
processamento da proinsulina em plantas, embora nao existam evidéncias de que
estes mecanismos sejam idénticos aqueles que ocorrem nos mamiferos.

Seguindo uma das linhas de pesquisa de nosso laboratério, a produgao de
proteinas heterélogas em plantas, e com base nos dados de literatura citados
acima, decidimos avaliar a viabilidade da produgdao de insulina humana

recombinante em sementes de tabaco transgénico.
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Objetivos

Para avaliar a viabilidade da producdo de insulina humana madura em
sementes de tabaco transgénico, os objetivos deste trabalho foram:

1) A obtencdo de plantas transgénicas, transformadas com vetores de
expressdo semente-especificos contendo a regido codificadora da proinsulina
humana precedida por dois tipos de peptidios-sinais: o nativo da insulina humana,
e o peptidio-sinal de uma proteina de reserva de Coix lacryma-jobi.

2) A avaliagdo quantitativa e qualitativa do produto de expresséo dos
transgenes nas sementes das plantas transformadas.
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Materiais e métodos

Métodos utilizados rotineiramente, tais como minipreparacido de DNA
plasmidial e transformacéo de E. coli, digestdo de DNA com enzimas de restricéo,
clonagem em plasmidios, SDS-PAGE de proteinas, entre outras, estdo descritas
em Sambrook et al. (1989) e Ausubel et al. (1996).

Material vegetal

Foi utilizada, neste trabalho, a cultivar SR1 de tabaco (Nicotiana tabacum).
As sementes de tabaco foram germinadas in vitro, em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) modificado (sais MS 2,15 g/l; sacarose 10 g/l e agar 0,8%). As
plantulas resultantes do processo de germina¢éo foram inicialmente cultivadas in
vitro, em uma sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h e temperatura
controlada de 27 + 1°C. Depois de enraizadas, as plantas foram transferidas para
a casa de vegetacdo, onde foram mantidas. As sementes destas plantas foram

colhidas e armazenadas a temperatura ambiente.

Oligonucleotidios utilizados

Os oligonucleotidios sintéticos utilizados como iniciadores nas reac¢odes de

PCR estao mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotidios sintéticos utilizados como iniciadores nas reagdes de PCR

Oligonucleotidio Seqiéncia

CONS5 5/ CCCTCGTACGCCTATGCAC 3~
CONS3 5/ CTTATCTGGGAACTACTCACAC 3’
P15 5/ TTTGTGAACCACAACACTGTGCGGC 3’
DIR (M13/pUC) 5’ GTAAAACGACGGCCAGT 3’
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Construcao dos plasmidios

Para avaliar a viabilidade da producéo de insulina humana em sementes de
tabaco, as plantas foram transformadas com as construcées pBI-PPIh e
pBI-PSC-Plh (detalhadas a seguir). Nestas construcdes, a regido codificadora do
prohormdnio é precedida, respectivamente, pela regido codificadora do peptidio-
sinal da proteina nativa, e pela regido codificadora do peptidio-sinal de uma
proteina de reserva de Coix lacryma-jobi.

As regides codificadoras da preproinsulina humana ou da proinsulina
humana (presentes nas construcbes pBI-PPlh e pBI-PSC-Plh, respectivamente)
foram obtidas a partir do plasmidio pchi1-19, contendo o cDNA completo da
preproinsulina humana, cedido pelo Dr. Graeme |. Bell, do Instituto Médico Howard
Hughes, da Universidade de Chicago (EUA). Este plasmidio é baseado no vetor
pBR328, que apresenta baixa eficiéncia para a producdo de DNA plasmidial. O
fragmento EcoR | do plasmidio pchi1-19 (contendo o ¢cDNA da preproinsulina
humana) foi entdo transferido para o plasmidio pBluescript KS* (Stratagene),
resultando no plasmidio pKS-PPIh (Figura 5), que foi utilizado para a construgao
dos dois plasmidios descritos a seguir.

1) pBI-PPIh

Neste plasmidio, a regido codificadora da preproinsulina foi posicionada sob
controle do promotor da y-kafirina (uma prolamina de sorgo), que é semente-
especifico (Freitas et al, 1994). Inicialmente, a seqliéncia nucleotidica
codificadora da preproinsulina, representada pelo fragmento Nco l/BamH | (507
pb) do plasmidio pKS-PPlIh, foi transferida para o plasmidio pRT-PGK (Leite et al.,
2000), resultando no plasmidio pRT-PGK-PPIh (Figura 6). Posteriormente, o
fragmento Hind Il deste plasmidio, contendo o ¢cDNA da preproinsulina sob
controle do promotor da y-kafirina e do sinal de poliadenilacado do transcrito 35S do
virus do mosaico da couve-flor (3'35S CaMV), foi transferido para o vetor binario
pBi131 (Clontech), resultando no plasmidio pBI-PPIh (Figura 7).

22



2) pBI-PSC-Plh
Plasmidio similar ao anterior, onde o peptidio-sinal nativo da preproinsulina

humana foi substituido pelo peptidio-sinal da a-prolamina de Coix, codificado pelo

gene pBCX 25.10 (Ottoboni et al., 1993).
Inicialmente obtivemos o fragmento PSC (Figura 8), através do anelamento

dos oligonucleotidios sintéticos PS1 e PS2.
O anelamento foi realizado incubando-se 500 pmoles de cada um dos

oligonucleotidios nas seguintes temperaturas: 94°C por 4 min, 65°C por 15 min,
37°C por 15 min, 25°C por 15 min e 0°C por 15 min. O fragmento resuiltante (PSC)
apresenta a extremidade 5' protuberante e complementar aquela gerada pela
enzima Nco |. Fosforilamos o oligonucleotidio PS2 previamente, ja que os
oligonucleotidios sintéticos utilizados apresentam a extremidade 5’ defosforilada,

inviabilizando reacdes de ligacao posteriores.

Kpn |
Xho |
Hinc Il
Sal |
Cia |
Hind 1l
EcoR V
EcoR |
Neo |

pKS-PPIh

Pst|
EcoR |
Pstl
Sma |
BamH |
Xba |
Sacll
Sacl

Figura 5. Representagdo esquematica do plasmidio pKS-PPIh. Estdao mostrados o cDNA da
preproinsulina humana e o gene da p-lactamase, que confere resisténcia ao antibiético ampicilina.
Estao indicadas também as posicoes relativas de alguns dos sitios tnicos de restricao.
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Figura 6. Representacdo esquematica da construgao do plasmidio pRT-PGK-PPlh. O plasmidio
pRT-PGK contém o promotor da y-kafirina (PGK), e o sinal de poliadenilagdo do transcrito 35S do
CaMV (3'35S). Também & mostrado neste vetor o gene da B-lactamase, que confere resisténcia ao

antibiético ampicilina. A posigao relativa de alguns dos sitios Unicos de restricao estd indicada, bem
como os sitios de restrigao envolvidos na construgao do pRT-PGK-PPIh.
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O fragmento Plh, codificador da proinsulina humana, foi obtido através de
amplificacdo por PCR a partir do plasmidio pKS-PPIh, utilizando-se como
iniciadores os oligonucleotidios PI5 e DIR (Tabela 1), com seqliéncias
complementares presentes na regido 5' do cDNA da proinsulina e no vetor
pBluescript KS*, respectivamente. A reacdo de amplificacdo foi realizada nas

seguintes condigdes: uma desnaturagao inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos de

Hind Wl

RB LB
B PNOS npt il (kan®) INOS SRES p-glucoronidase (gus) 3NOS

pBI-131

pBI-PPlh

..: '! PSC prainsulina 3358 pBI-PSC-Plh

Figura 7. Representacdo esquematica dos plasmidios que foram utilizados para a transformagao
de plantas. Os plasmidios pBI-PPlh e pBI-PSC-Plh contém a regido codificadora da proinsulina
humana, o promotor da y-kafirina (PGK), e o sinal de poliadenilacdo do transcrito 35S do CaMV
(3'35S). O plasmidio pBI-PPIh contém o peptidio-sinal nativo (PSN) da preproinsulina humana. O
plasmidio pBI-PSC-Plh contém o peptidio-sinal de uma prolamina de Coix (PSC). A regiao do
T-DNA do vetor bindrio pBI131, delimitada pela bordas direita (RB) e esquerda (LB), contém os
genes npt Il  gus, que codificam as enzimas neomicina fosfotransferase (que confere resisténcia a
kanamicina) e B-glucoronidase (GUS), respectivamente. Estes genes estdo sob controle dos
promotores dos genes da nopalina-sintase (PNOS) e da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
(PRBS), respectivamente, e do sinal de poliadenilagdo da nopalina-sintase (3'NOS).
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amplificagdo, cada ciclo constando de desnaturacéo a 94°C por 1 min, anelamento
a 50°C por 1 min e extens&o a 72°C por 1 min, e uma extens&o final a 72°C por 10
min. O fragmento resultante da amplificacdo foi digerido com a enzima BamH | (o
sitio de restricdo para esta enzima fica préximo a extremidade 3’ daquele
fragmento), resultando no fragmento Plh.

A seguir, os fragmentos PSC e Plh foram inseridos no vetor pRT-PGK
(previamente digerido com as enzimas de restricdo Nco | e BamH 1) através de
uma ligacéo tripla, onde a relagdo molar usada foi de 6:6:1 (PSC:Plh:vetor). Esta
reacdo de ligacdo resultou no plasmidio pRT-PGK-PSC-PIh (Figura 9). O
fragmento Hind Il deste plasmidio foi entdo transferido para o vetor pBl131,
produzindo o plasmidio pBI-PSC-Pih (Figura 7).

A seqiiéncia nucleotidica das construgdes foi monitorada através do
seqlienciamento dos plasmidios intermedidrios construidos em pRT-PGK,
utilizando-se a técnica baseada em dideoxinucleotidios, e os iniciadores CONS5 e
CONS3 (Tabela 1). Estes iniciadores apresentam sequéncias complementares na
regido do promotor da y-kafirina, e na regido do sinal de poliadenilagdo do
transcrito 35S do CaMV, respectivamente, conforme mostrado na Figura 9.

Os plasmidios pBI-PPIh e pBI-PSC-Plh, além de conter a regido codificadora
da proinsulina humana, apresentam também os genes npt Il e gus. Estes genes
codificam as enzimas neomicina fosfotransferase (que confere resisténcia a
kanamicina) e B-glucoronidase (GUS), respectivamente. O gene npt I/ é utilizado
como marcador para a selecdo das plantas transformadas, e 0 gene gus, por sua
vez, é utilizado como reporter para a confirmacéo da transformacéo.

M A T K I F A L L V L L A L 8 A 8 A T T A
PS1l:5’ -CATGGCTACCAAGATATTTGCCCTCCTTGTGCTCCTTGCTCTTTCAGCGAGCGCTACAACTGCG-3

PS2: 3’ -CGATGGTTCTATAAACGGGAGGAACACGAGGAACGAGAAAGTCGCTCGCGATGTTGACGC-5"

Figura 8. Segiéncia nucleotidica do fragmento PSC, produzido através do anelamento dos
oligonucleotidios sintéticos PS1 e PS2. A sequéncia de aminodcidos correspondente esta
representada acima da seqiiéncia nucleotidica.
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Fragmento PSC

Neo |
vy M A T K I F A L LV L L AL 8 A 838 A T T A
PS1:5' -CATGGCTACCAAGATATTTGCCCTCCTTGTGCTCCTTGCTCTTTCAGCGAGCGCTACAACTGCG-3!

o 2 PS2: 3' -CGATGETTCTATAAACGGGAGGAACACGAGGAACGAGAAAGTCGCTCGCGATGTTGACGC -5

Fragmento Plh

BamH |

Digestao com BamH |

Digestdo com Neo |/BamH |

Ligacao

Hind Il
Sph |
Pst|

BamH |

pRT-PGK-PSC-Plh

Eunsyioid

Figura 9. Representacdo esquematica da construcdo do plasmidio pRT-PGK-PSC-Plh. O
plasmidio pRT-PGK contém o promotor da +y-kafirina (PGK), e o sinal de poliadenilagac do
transcrito 35S do CaMV (3'35S). Também estdo mostrados neste vetor o gene da B-lactamase, que
confere resisténcia ao antibiético ampicilina, a posicdo relativa de alguns dos sitios unicos de
restricao, os sitios de restricdo envolvidos na construgao do pRT-PGK-PSC-PIh, e a localizagao
das regides complementares acs oligonucleotidios CONS5 e CONS3, utilizados para o
sequlienciamento das construgoes intermediarias.
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Transformagao de agrobactérias

Utilizamos a linhagem LBA4404/pAL4404 de Agrobacterium tumefaciens
para transformar tabaco, conforme descrito adiante. A transformacdo das
agrobactérias com as construcdes pBI-PPlh e pBI-PSC-Plh foi realizada segundo
o protocolo descrito por Gynheung et al. (1988), com algumas modificacoes.

Células competentes das agrobactérias foram misturadas a 1 pg do
plasmidio de interesse, e submetidas a choque térmico (37°C, 5 min). Em seguida,
foi adicionado 1 ml de meio YEP (peptona 1%; extrato de leveduras 1%, NaCl
0,5%; pH 7,0) e esta cultura foi incubada por 3 h (28°C). As bactérias foram entéo
inoculadas em placas de Petri contendo meio YEP e antibidticos (kanamicina

50 ug/mi e estreptomicina 25 pug/ml).

Minipreparagdo de DNA plasmidial de agrobacterias

O DNA plasmidial das agrobactérias transformadas foi extraido de acordo
com o protocolo descrito por Hooykaas (1988), com algumas modificagoes.

Inicialmente, as agrobactérias foram inoculadas em 2 ml de meio LB
(peptona 1%; extrato de leveduras 0,5%; NaCl 1,0%; pH 7,2), e a cultura foi
incubada durante a noite (28°C). A seguir, 0,5 ml desta cultura foi transferido para
um tubo de microcentrifuga. Este tubo foi centrifugado (13.000 rpm, 1 min) e 0
sedimento foi suspenso em 100 pl de solugdo | (tris-HCI pH 8,0 256 mM; EDTA
10 mM; glicose 50 mM; lisozima 4 mg/ml).

Depois de uma incubagdo de 10 min (temperatura ambiente), foram
adicionados 200 ul de solugdo Il recém-preparada (SDS 1%; NaOH 0,2 N), e 0
material foi incubado por 10 minutos (temperatura ambiente).

Foram entdo adicionados 30 pl de fenol alcalino (fenol equilibrado com 2
volumes de NaOH 0,2 N), e em seguida 150 pl de acetato de sédio pH 4,8 3 M.

Depois de uma incubagdo de 20 min (-20°C), a amostra foi centrifugada
(13.000 rpm, 3 min), o sobrenadante foi coletado e foram adicionados 400 ul de
fenol-cloroférmio (fenol, cloroférmio e alcool isoamilico na proporgéo 24:24:1). A
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amostra foi novamente centrifugada (13.000 rpm, 3 min), e a fase superior foi
coletada.

Foram adicionados 800 ul de etanol gelado, o tubo foi centrifugado
(13.000 rpm, 10 min) e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado
com 250 ul de etanol 70%, foi seco, e suspenso em 25 pul de TE pH 8,0 (tris-HCI
10 mM; EDTA 1 mM), contendo 20 ug/ml de RNAse.

Transformagao de tabaco

As plantas foram transformadas através do co-cuitivo de discos foliares de
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. SR1) com as agrobactérias
transformadas, segundo o protocolo descrito por Horsch et al. (1988), com
algumas modificagdes. |

As agrobactérias transformadas com as construgées pBI-PPlh e pBI-PSC-Plh
foram inoculadas em meio LB (peptona 1%; extrato de leveduras 0,5%; NaCl
1,0%; pH 7,2) contendo antibiéticos (kanamicina 50 pg/ml e estreptomicina
25 ug/ml), e a cultura foi incubada durante a noite (28°C). No dia seguinte, esta
cultura foi diluida (1:10) com o0 meio MSO (sais MS 4,3 ¢/l; vitaminas B5 1 mi/l;
sacarose 30 g/l; agar 0,8%). O estoque de vitaminas B5 usado neste meio é
composto por mioinositol 100 mg/ml; tiamina 10 mg/ml; acido nicotinico 1 mg/ml e
piridoxina 1 mg/ml.

Discos foliares de tabaco provenientes de plantas cultivadas in vitro foram
imersos na cultura diluida de agrobactérias durante alguns segundos, foram secos
com papéis de filtro esterilizados, e incubados em placas de Petri contendo meio
MS104 (meio MSO acrescido de BA 1,0 pg/ml e ANA 0,1 ug/ml), com a superficie
superior voltada para baixo, durante 3 dias. Todo o processo de regeneracéo das
plantas foi realizado em uma sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h e
temperatura controlada de 27 + 1°C.

Apbs o co-cultivo, os explantes foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de selecdo MS (meio MS104 acrescido de carbenicilina 500 pg/mi
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e kanamicina 300 pg/ml), onde foram cultivados durante algumas semanas (3-5
semanas).

Os brotos que se desenvolveram a partir dos explantes foram transferidos
para frascos contendo meio de enraizamento MS (meio MSO contendo 0,6% de
agar, acrescido de carbenicilina 500 pg/ml e kanamicina 100 ug/ml). Depois de
enraizadas, as plantulas foram transferidas para copos plasticos contendo
vermiculita. Estas plantulas foram acondicionadas em caixas de plastico cobertas
com filme de PVC, tendo sido aclimatadas as condi¢des de umidade da sala de
crescimento através da abertura gradual do filme de PVC. Depois de algumas
semanas, as plantas foram transferidas para sacos plasticos contendo terra e
foram cultivadas em casa de vegetacéo.

Amostras de folhas das plantas transformadas foram coletadas durante o seu
desenvolvimento e armazenadas a -70°C, para serem utilizadas em ensaios
posteriores. As sementes destas plantas foram colhidas e armazenadas a
temperatura ambiente.

As sementes obtidas das plantas que regeneraram a partir do processo de
transformacdo inicial foram denominadas T (sementes transgénicas T.). Estas
sementes foram germinadas na presenca de kanamicina para a obtengédo de
novas plantas. As pléntulas resultantes do processo de germinacdo foram
cultivadas in vitro, inicialmente, e depois transferidas para a casa de vegetagéo.
As sementes obtidas a partir destas plantas também foram colhidas e
armazenadas, tendo sido denominadas T» (sementes transgénicas Ta).

Extragcdo de DNA das plantas

O DNA gendmico das plantas foi obtido a partir de folhas das plantas
regeneradas, conforme descrito por Ausubel et al. (1996), com algumas
modificacdes.

Dois gramas de tecido foliar foram congelados em N liquido e macerados
em gral. O material pulverizado foi transferido para um tubo Falcon de 50 ml.
Quando o tubo atingiu a temperatura ambiente foram adicionados 15 ml de
tampdo de extragdo (tris-HCI pH 8,0 100 mM; EDTA 20 mM; NaCl 1,4 M
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CTAB 2%; sarcosil 1%; B-mercaptoetanol 0,4%) pré-aquecido a 65°C. O tubo foi
agitado até completa suspensdo do material pulverizado.

Depois de uma incubacéo de 1 h (65°C), com ocasionais agitacoes, o tubo foi
retirado do banho, e quando atingiu a temperatura ambiente foram adicionados
15 ml de cloroférmio-alcool isoamilico (na proporgdo 24:1). O tubo foi incubado,
sob leve agitacdo, por 10 min.

A amostra foi centrifugada (3.000 rpm, 5 min) e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Foi adicionado 1 volume de alcool isopropilico e a
amostra foi centrifugada (3.000 rpm, 20 min) novamente. O sedimento foi lavado
com etanol 70%, e depois de seco foi suspenso em 2 mi de TE pH 8,0 (tris-HCI
10 mM; EDTA 1 mM) contendo 25 pug/ml de RNAse. O tubo foi incubado a 50°C

até completa dissolucéo do sedimento.

Amplificacdo por PCR do DNA das plantas

Para a amplificacdo através de PCR, o DNA gendmico das plantas
regeneradas foi utilizado como molde, e como iniciadores foram utilizados os
oligonucleotidios CONS5 e CONS3 (Tabela 1). Estes iniciadores apresentam
sequiéncias complementares no cassete de expressdo das construcdes utilizadas
para a transformacéo das plantas (Figura 9). A reacdo de amplificacédo foi
realizada nas seguintes condi¢des: uma desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min, 30
ciclos de amplificagdo, cada ciclo constando de desnaturacéo a 94°C por 1 min,
anelamento a 47°C por 1 min e extenséo a 72°C por 1 min, e uma extenso final a
72°C por 10 min.

Os produtos da reacao foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 1% (contendo brometo de etidio), seguida de visualizacdo através de

transilumina¢do com luz ultravioleta.
Southern blotting

1) DNA plasmidial de agrobactérias
O DNA plasmidial das agrobactérias foi iniciaimente digerido com a enzima
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de restricdo Hind Ill. O DNA digerido foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1%, e transferido p\‘ara membranas de nylon (Hybond-N, Amersham
Pharmacia Biotech). Estas membranas foram hibridizadas com duas sondas: uma
especifica para a proinsulina humana, e outra especifica para o peptidio-sinal da
o-prolamina de Coix.

A sonda especifica para a proinsulina humana foi obtida a partir do plasmidio
pRT-PGK-PSC-PIh, através de amplificacdo por PCR do fragmento Plh. Como
iniciadores foram utilizados os oligonucleotidios PI5 e CONS3 (Tabela 1). Depois
de amplificado, o fragmento foi marcado através da incorporagdo de o-[P**JdCTP
em reacdo de extensdo com iniciadores randdémicos, catalisada pelo fragmento
Kilenow da DNA polimerase [, tendo sido utilizado o kit Megaprime Labelling
System, da Amersham Pharmacia Biotech.

A sonda especifica para o peptidio-sinal da o-prolamina de Coix, por sua
vez, foi obtida através de reacdo de fosforilacdo do oligonucleotidio PS1,
catalisada pela enzima T4 polinucleotidio quinase. Como doador de fosfato foi
utilizado y-[P**)ATP.

Os nucleotidios ndo incorporados durante a marcacao das sondas foram
removidos utilizando-se o kit Nucleotide Removal (QIAGEN). As sonda especificas
para a proinsulina humana e para o peptidio-sinal de origem vegetal apresentaram
atividades especificas de 1 x 10° cpm/ug de DNA e de 5 x 10® cpm/ug de
oligonucleotidio, respectivamente. A radioatividade foi medida utilizando-se um
contador de cintilagcbes Rackbeta 1217 (LKB).

A hibridizacdo da membrana com a sonda especifica para a proinsulina
humana foi realizada durante a noite, a 42°C, em solugdo de hibridizacdo
(SSC 5X; formamida 50%,; sarcosil 0,1%; SDS 0,02%; leite em p6 desnatado 1%).
A hibridizacdo da membrana com a sonda especifica para o peptidio-sinal de
origem vegetal foi realizada durante a noite, a temperatura ambiente, em solugdo
de hibridizacéo (SSC 5X; tampao fosfato de sodio pH 7,0 10 mM; sarcosil 0,1%;
SDS 0,02%,; leite em pd desnatado 0,25%).

As membranas foram lavadas e expostas a um filme de raios-X (Hyperfilm,
Amersham Pharmacia Biotech), a -70°C, utilizando-se um cassete provido de telas
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intensificadoras.

2) DNA genémico de tabaco

Aproximadamente 2 pug de DNA gendmico de folhas de tabaco foram
digeridos com a enzima Hind |ll, submetidos & eletroforese em gel de agarose
0,8%, e entdo transferidos para uma membrana de nylon (Hybond-N, Amersham
Pharmacia Biotech).

Essa membrana foi hibridizada com uma sonda especifica para a proinsulina
humana, a mesma usada no ensaio de Southern blotting com DNA plasmidial de
agrobactérias. As condi¢Oes de hibridizagdo também foram as mesmas.

As membranas foram lavadas e expostas a um filme de raios-X (Hyperfilm,
Amersham Pharmacia Biotech), a -70°C, utilizando-se um cassete provido de telas

intensificadoras.

Avaliacdo da atividade da enzima 3-glucoronidase

A atividade da enzima B-glucoronidase (GUS) foi quantificada
fluorimetricamente nas folhas das plantas regeneradas, utilizando-se MUG
(4-metil-umbeliferil-B-D-glucoronidio) como substrato, conforme o protocolo
descrito por Jefferson (1987).

Amostras de 100-150 mg de folhas foram homogeneizadas em 200 ul de
tampdo de extracdo (tampdo fosfato de sddio pH 7,0 50 mM; B-mercaptoetanol
10 mM; EDTA 10 mM; Triton X-100 0,2%; PMSF 0,15 mg/ml), no gelo. O extrato
foi clarificado por centrifugagdo (13.000 rpm, 10 min, 4°C) e o sobrenadante foi
utilizado para a dosagem da atividade de GUS.

Cinqlienta microlitros do extrato proteico foram misturados a 500 pl de
tampdo de reagdo (tampdo fosfato de sédio pH 7,0 50 mM; EDTA 10 mM;
B-mercaptoetanol 10 mM; sarcosil 0,075%; Triton X-100 0,2%; metanol 20%)
contendo 1 mM de MUG. O metanol foi adicionado devido a sua capacidade de
suprimir a atividade enddgena de GUS (Li et al, 1993). As reagdes foram
incubadas a 37°C e amostras de 100 ul destas reacbes foram retiradas em trés

tempos diferentes e misturadas a 900 ul de carbonato de sodio 0,2 M. A
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fluorescéncia foi medida em um fluorimetro modelo F200, da Hitachi, utilizando-se
os comprimentos de onda 365 e 455 nm para excitagdo e emisséo,
respectivamente.

A concentracdo de proteinas desse material foi determinada através do
método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se o kit Bio-Rad Protein Assay e
soroalbumina bovina como padréo.

Uma unidade (U) de atividade enzimética da B-glucoronidase foi definida
como sendo a quantidade de enzima capaz de catalisar a producédo de 1 nmol de
metil umbeliferona em 1 min, a 37°C. A atividade especifica (U/mg) foi calculada
através da razdo entre a atividade enzimédtica em 1 ml e a concentracdo de
proteina soluvel total, em mg, no mesmo volume.

Extracao de proteinas soltveis das sementes

Para a extracdo de proteinas sollveis das sementes, dois métodos foram
utilizados.

Para as sementes T;, 500 mg de sementes das plantas testadas foram
homogeneizadas em gral, no gelo, em 1 ml de tampao de extracdo (tris-HCI
pH 8,0 50 mM; EDTA 2 mM; benzamidina 5 mM; DTT 5 mM; Triton X-100 0,02%).
O extrato foi clarificado por centrifugacdo (12.000 rpm, 15 min, 4°C) e o
sobrenadante foi armazenado a -20°C para ensaios subseqiientes.

Para as sementes T, utilizamos o protocolo descrito por Tager et al. (1975),
com algumas modifica¢cdes. Cem miligramas de sementes foram homogeneizadas
em gral, no gelo, em 1 ml de solu¢ao acido/aicool (etanol 95%; HCI 0,24 N). A
seguir, foi adicionada agua suficiente para reduzir a concentracdo do etanol para
70%. A amostra foi mantida sob agita¢@o orbital, na geladeira, por 3 h, e foi entdo
centrifugada (14.000 rpm, 20 min, 4°C). O sobrenadante foi recuperado e o pH foi
elevado para 8,0, com a adiciao de NH,OH 6M. A amostra foi novamente
centrifugada (14.000 rpm, 20 min, 4°C), o sobrenadante foi recuperado e o pH foi
ajustado para 5,3 com a adicéo de acetato de aménio pH 5,3 2 M. A solucéo foi
entao diluida com 2 volumes de etanol e 4 volumes de éter etilico, e mantida
durante a noite a 4°C. O precipitado formado foi coletado através de centrifugacdo
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(14.000 rpm, 30 min, 4°C) e, depois de seco, foi dissolvido em TE pH 8,0 (tris-HCI
10 mM; EDTA 1 mM) e armazenado a -20°C.

Radioimunoensaio

O nivel de producdo de (pro)insulina recombinante nas sementes foi
estimado através de radioimunoensaios (RIE). Estes RIE foram realizados no
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da UNICAMP,
conforme descrito por Delattre & Boschero (1983). Os ensaios foram realizados a
partir de extratos de sementes, tendo sido utilizado um anticorpo policlonal contra

insulina de origem suina.

Imunoensaios para detec¢ao de insulina e peptidio C

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Fisiologia Clinica do
Hospital das Clinicas da UNICAMP, utilizando-se os kits IMMULITE Insulin e
IMMULITE C-Peptide (Diagnostic Products Corporation) para a quantificacéo de
insulina e de peptidio C, respectivamente. Nestes ensaios, a deteccdo dos
produtos de interesse é realizada através de quimioluminescéncia, sendo
utilizados anticorpos especificos. De acordo com as informacdes do fabricante, o
ensaio para deteccdo de insulina néo apresenta reacao cruzada com proinsulina
ou com peptidio C, e 0 ensaio para deteccéo de peptidio C, embora nao apresente
reacdo cruzada com insulina, apresenta 13% de reatividade com proinsulina.

Western blotting

Aliquotas dos exiratos de sementes foram misturadas com tampao de
amostra 4X (tris-HCI pH 8,0 40 mM; SDS 10%,; glicero! 20%; B- mercaptoetanol
5%; azul de bromofenol 0,025%) e incubadas a 95°C por 5 min. As proteinas dos
extratos foram separadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida (15%)
contendo SDS (SDS-PAGE), e transferidas para uma membrana de nylon
(Hybond-N, Amersham Pharmacia Biotech). Esta membrana foi blogueada em
solucdo contendo 5% de leite em pd desnatado, durante a noite, foi lavada e
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incubada com um anticorpo monoclonal contra a proinsulina humana (RDI-
TRK2P9-3A1, da Research Diagnostics) durante 3 h, sob agitacdo. A membrana
foi lavada novamente, e incubada com um anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado a fosfatase alcalina (Santa Cruz Biotechnology), por 2 h, sob agitacado.
Ela foi lavada mais uma vez, incubada em tampéo (tris-HCI pH 9,5 100 mM; NaCl
100 mM) por 5 min, e em tamp&ao contendo um substrato quimioluminescente para
a fosfatase alcalina (CSPD, da Tropix) por mais 5 min. A membrana foi entdo
exposta a um filme de raios-X (T-Mat, da Kodac).

Técnicas cromatogréaficas

Extratos contendo as proteinas sollveis das sementes T, foram analisados
através de técnicas cromatograficas de fase reversa e de troca idnica.

A cromatografia de fase reversa foi realizada em coluna AP-1 (10 mm x
100 mm, da Waters) contendo aproximadamente 6 ml da resina Poros 50 R2
(PerSeptive). A coluna foi pré-equilibrada com 50 ml de solu¢ao A (acetonitrila 2%,;
acido trifluoracético 0,065%), utilizando-se fluxo de 2 ml/min. Apés a inje¢éo da
amostra, a coluna foi lavada com 20 mi de solugdo A, e as proteinas adsorvidas
foram eluidas com 60 m! de um gradiente linear de 0 a 100% de solugdo B
(acetonitrila; acido trifluoracético 0,05%). A coluna foi entdo lavada com 20 mi de
solugdo B. A absorbancia a 214 nm foi monitorada, registrada, e foram coletadas
fracOes de 0,5 ml.

A cromatografia de troca idnica foi realizada em coluna AP-1 (10 mm x
100 mm, da Waters) contendo aproximadamente 7 ml da resina aniénica Poros 50
HQ (PerSeptive). A coluna foi pré-equilibrada com 50 mi de soluc¢éo A (tris-HCI pH
8,2 25 mM), utilizando-se fluxo de 2 mi/min. Apés a injecdo da amostra, a coluna
foi lavada com 30 ml de solugao A, e as proteinas adsorvidas foram eluidas com
80 ml de um gradiente linear de 0 a 100% de solug¢édo B (tris-HCI pH 8,2 25 mM,;
NaCl 1 M). A coluna foi entdo lavada com 20 ml de solucdo B. A absorbéancia a
214 nm e a condutividade foram monitoradas e registradas. Foram coletadas

fracOes de 1,0 ml.
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Todos os processos cromatograficos foram realizados em aparelho de HPLC
biocompativel, HRLC (Bio-Rad), equipado com Solvent Delivery System Model
2700, Programable UV/VIS Monitor Model 1790 e Econo Gradient Monitor Model
EG-1.
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Resultados e discussao

Obtencao das plantas transgénicas

Conforme descrito em "Materiais € métodos", inicialmente obtivemos o
plasmidio pKS-PPIh (Figura 5), que foi utilizado para a constru¢éo dos plasmidios
pRT-PGK-PPIh (Figura 6) e pRT-PGK-PSC-Plh (Figura 9). A sequéncia
nucleotidica destes plasmidios foi confirmada através de seqlenciamento. Apos
esta verificacédo, os cassetes de expressdo foram transteridos para o vetor binario
pBl131, resultando, respectivamente, nos plasmidios pBI-PPlh e pBI-PSC-Plh
(Figura 7).

Os plasmidios pBI-PPIh e pBI-PSC-Pih, além de conter a regido codificadora
da proinsulina humana controlada por um promotor semente-especifico,
apresentam ainda um gene marcador (que confere resisténcia a kanamicina), para
a selecdo das plantas transformadas, e um gene reporter (que codifica GUS), para
a confirmagdo da transformagdo. Nas constru¢des pBI-PPih e pBI-PSC-Plh, a
regido codificadora do prohorménio é precedida, respectivamente, pela regido
codificadora do peptidio-sinal da proteina nativa, e pela regiéo codificadora do
peptidio-sinal de uma proteina de reserva de Coix.

O peptidio-sinal da proteina nativa foi substituido pelo peptidio-sinal de uma
proteina de reserva de Coix, na construgdo pBI-PSC-Plh, para viabilizar o
direcionamento da proteina recombinante para a via secretéria das células. Este
mesmo peptidio-sinal foi utilizado por Leite et al. (2000) para a expressao do
horménio de crescimento humano em sementes de tabaco transgénico, tendo sido
eficiente no direcionamento da proteina recombinante para o reticulo
endoplasmatico, e corretamente removido da proteina precursora.

Por outro lado, a construcdo pBI-PPIh permitira avaliar se as plantas de
tabaco transgénicas sdo capazes de reconhecer e processar corretamente o
peptidio-sinal nativo da insulina humana. A eficiéncia do processamento das
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proteinas contendo o peptidio-sinal nativo ou 0 peptidio-sinal da a-prolamina de
Coix podera ser comparada.

Dando continuidade ao processo de obtengdo de plantas transgénicas, as
agrobactérias foram transformadas com as construcdes pBI-PPlh e pBI-PSC-PIh.
A presenca destes plasmidios nas agrobactérias transformadas foi confirmada
através de Southern blotting. Foram utilizadas duas sondas: uma especifica para a
proinsulina humana, e outra especifica para o peptidio-sinal da o-prolamina de
Coix (Figura 10).

Conforme mostra a Figura 10A, a hibridizagdo do DNA plamidial extraido das
linhagens de agrobactérias transformadas com os plasmidios pBI-PPlh (canaletas
1-4) e pBI-PSC-Plh (canaletas 5-9), realizada com a sonda especifica para a
proinsulina, resultou em bandas compativeis com os tamanhos esperados de 1842
e 1833 pb, respectivamente. Por outro lado, a sonda especifica para o peptidio-

- - 509 pb

Figura 10. Southern blotting de DNA plasmidial extraido de agrobactérias transformadas com 0s
plasmidios pBI-PPIh e pBI-PSC-Plh. A) Sonda especifica para a proinsulina humana; B) Sonda
especifica para o peptidio-sinal da o-prolamina de Coix. Canaletas 1-4: DNA plasmidial de
agrobactérias transformadas com a construgdo pBI-PPlh. Canaletas 5-9: DNA plasmidial de
agrobactérias transformadas com a construgao pBI-PSC-Plh. Canaleta 10: DNA do vetor pBi131
(controle negativo). Canaleta 11: DNA do plasmidio pKS-PPlh (controle positivo para a sonda
especifica para a proinsulina humana). O DNA plasmidial das agrobactérias e 0 DNA do vetor
pBI131 foram digeridos com a enzima de restricdo Hind Ill. O DNA do plasmidio pKS-PPlh foi
digerido com a enzima de restricdo EcoR |, liberando um inserto de 509 pb.
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sinal da a-prolamina de Coix reconheceu seqliéncias complementares apenas nos
plasmidios extraidos de agrobactérias transformadas com a construcdo
pBI-PSC-PIh (Figura 10B), conforme esperado. Portanto, estes resultados
confirmaram a presenca dos plasmidios de interesse nas agrobactérias
transformadas.

As plantas foram entdo transformadas através do co-cultivo de discos foliares
de plantas de tabaco com as agrobactérias transformadas.

As pléntulas regeneradas in vitro, em meio contendo kanamicina, foram
transferidas para a casa de vegetacdo, onde foram cultivadas. Chegaram ao
estadgio de producdo de sementes 30 plantas transformadas com a constru¢édo
pBI-PPIh, e 47 plantas transformadas com a construcao pBI-PSC-Plh.

As sementes dessas 77 plantas (sementes T;) foram colhidas e
armazenadas a temperatura ambiente para ensaios posteriores.

A transformacédo e a integracdo do fragmento de transferéncia nas plantas
transformadas foram avaliadas (os resultados estdo descritos a seguir), e
sementes das plantas com resultados positivos para todos os ensaios envolvidos
(18 plantas) foram germinadas na presenca de kanamicina, para a obtencdo de
nova geracao das plantas. As plantulas resultantes do processo de germinagéo
foram cultivadas in vitro inicialimente, e depois transferidas para a casa de
vegetacdao. As sementes obtidas a partir destas plantas (sementes T,) também
foram colhidas e armazenadas a temperatura ambiente.

Analise das plantas transformadas

Para confirmar a transformacéo, as 77 plantas regeneradas que chegaram
ao estagio de producdo de sementes foram testadas inicialmente através de PCR.
O DNA gendmico destas plantas, obtido a partir de folhas, foi utilizado como molde
para a reacdo de amplificacdo. As plantas contendo o transgene foram
identificadas pela presenca de um produto amplificado de 604 pb para as plantas
transformadas com a constru¢do pBI-PPlh, ou de 595 pb no caso das plantas
transformadas com a construcdo pBI-PSC-Plh. A Figura 11 mostra o resultado

para algumas das plantas testadas.
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Conforme mostrado na Tabela 2, a reacéo de amplificagdo por PCR detectou
a presenca da regido codificadora da proinsulina humana em 33,3% das plantas
transformadas com a construcdo pBI-PPlh, e em 21,3% das plantas transformadas

com a construcéo pBI-PSC-Plh.

Tabela 2. Resultado da amplificacdo por PCR para as plantas transformadas com
as construgoes pBI-PPlh e pBI-PSC-Plh

Construcao Plantas Resultado da PCR
regeneradas’ + -

pBI-PPlh 30 10 20

pBI-PSC-Plh 47 10 37

' Plantas regeneradas que chegaram ao estagio de produgao de sementes

As plantas com resultado positivo para a amplificagao através de PCR foram
submetidas entdo a ensaio para avaliar a expressdo do gene reporter (gus),
presente no cassete de expressao dos plasmidios pBI-PPlh e pBI-PSC-Plh.
Embora o resultado negativo para a reacdo de amplificacdo por PCR nao
signifique necessariamente a auséncia da regiao codificadora da proinsulina
humana no genoma da planta, nés selecionamos as plantas com resultado

positivo em fungdo do grande numero de plantas com O qual estavamos

trabalhando.

-517 pb

Figura 11. Amplificagdao por PCR do DNA gendémico de algumas das plantas regeneradas. A
reacdo de amplificagdo foi realizada utilizando-se 0s oligonucleotidios CONS5 e CONS3.
Canaletas 1 e 13: marcadores moleculares (1 kb DNA Ladder, Gibco BRL). Canaletas 2-11: DNA
de plantas regeneradas, com resultado positivo. Canaleta 12: DNA da planta SR1 nao
transformada (controle negativo).
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Para avaliar a expressdo do gene repérter, a atividade da enzima
B-glucoronidase (GUS) foi quantificada fluorimetricamente nas folhas das plantas

regeneradas. Os resultados estdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultado da quantificagdo da atividade da enzima B-glucoronidase (GUS)
nas folhas das plantas transformadas

Planta’ U/mg Planta’ U/mg
N1 457,9 C1 726,0
N3 409,0 C2 460,9
N5 241,2 C3 8,9
N6 405,0 Cé 377,5
N7 695,9 c20 130,2
N8 492,7 C21 28,0
N9 2563,8 C23 7113
N10 978,1 C44B 1717,6
N37B 163,9 C46B 312,3
N39B 280,1 C55B 111,8
N43B? 339,76 SR1° 0,00

' N: plantas transformadas com a construgao pBI-PPlh; C: plantas transformadas com
a construcdo pBI-PSC-Plh

2 Esta planta nao chegou ao estégio de produgao de sementes

% Planta SR1 ndo transformada (controle negativo)

As plantas com resultado da quantificacdo da atividade de GUS maior que
100 U/mg foram ent&o analisadas através de Southern blotting (Figura 12). O DNA
gendmico destas plantas, obtido a partir de folhas, foi digerido com a enzima de
restricdo Hind 1ll, submetido & eletroforese e transferido para uma membrana de
nylon. Esta membrana foi hibridizada com uma sonda especifica para a
proinsulina humana. As plantas contendo o transgene foram identificadas pela
presenca de uma banda de aproximadamente 1840 pb (1842 pb para as plantas
transformadas com a construcdo pBI-PPlh, ou 1833 pb para as plantas
transformadas com a construcéo pBI-PSC-PIh).

O resultado do Southern blotting (Figura 12) mostra bandas correspondentes
ao cassete de expressdo de intensidades diferentes, sugerindo a integracao de
diferentes numeros de copias. Devido a presenca de sitios Hind Il flanqueando o
fragmento integrado, ndo é possivel saber, através deste ensaio, se a integracao
das cdpias ocorreu em um mesmo /ocus ou em /oci diferentes.
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Para limitar o nimero de plantas para os ensaios seguintes, relacionados a
analise da producdo de (pro)insulina recombinante nas sementes de tabaco,
selecionamos as linhagens férteis com resultado positivo para o ensaio de
Southern blotting. Estas linhagens ndo apresentaram alteracoes fenotipicas
aparentes em relagdo a linhagem SR1 ndo transformada. Adotamos esta conduta
em funcdo das dificuldades de se trabalhar com um numero grande de plantas,

relacionadas ao seu manejo e & falta de espago na casa de vegetagao.

AT s 4 5 6 7T B 9 1011 12 18 14 15 16 17 18 18 20 2 2

1842p0" - s et Bl R B TN~ WA e W

01 - contr. positivo 07 - N7 13 - N43B 19 - C44B

02 - contr. positivo 08 - N8 14 - C1 20 - C46B

03 - N1 09 - N9 15-C2 21 - C55B

04 - N3 10 - N10 16 - C6 22 - contr. negativo

05-N5 11 - N37B 17 - C20

06 - N6 12 - N39B 18 - C23

Figura 12. Southern blotting do DNA genomico das plantas regeneradas que apresentaram
atividade de GUS superior a 100 U/mg. Canaletas 1 e 2: respectivamente, 5 e 10 pg de DNA do
plasmidio pRT-PGK-PPIh digerido com a enzima Hind Il (controle positivo). Canaletas 3-21: DNA
das plantas testadas. A planta N43B foi testada apesar de ndo ter chegado ao estagio de produgao
de sementes. Canaleta 22: DNA da planta SR1 ndo transformada (controle negativo). Foi utilizada
uma sonda especifica para a proinsulina humana. O DNA genémico de folhas de tabaco (2 pug) foi
digerido com a enzima Hind lll. N: plantas transformadas com a constru¢ao pBI-PPlh; C: plantas

transformadas com a construgao pBI-PSC-Plh.

Andlise da expressdo do transgene nas sementes de tabaco

A producdo de (pro)insulina recombinante nas sementes das plantas
transformadas foi avaliada através de radioimunoensaios (RIE). Os RIE foram
adotados inicialmente em funcdo de sua sensibilidade, podendo detectar baixos

niveis de insulina (a partir de 20 pg).
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Os RIE foram realizados a pariir de extratos de sementes, tendo sido
utilizado um anticorpo policlonal contra insulina de origem suina, que é
rotineiramente utilizado nos ensaios para deteccdo de insulina humana ou murina
no Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da UNICAMP.

Conforme mencionado no item anterior, selecionamos para esse ensaio as
linhagens férteis com resultado positivo para o ensaio de Southern blotting. As
sementes T, (obtidas a partir de plantas provenientes da germinacdo das
sementes T4) destas linhagens também foram avaliadas através de RIE.

Os resultados do RIE para as sementes T, e para as sementes To estdo
mostrados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

As diferencas observadas na quantificacdo de (pro)insulina recombinante
nas sementes das diversas linhagens podem ser decorrentes de variacao no nivel
de expressdo do transgene, devido ao diferente numero de copias integradas e/ou
aos diferentes sitios de integragéo.

Os valores obtidos nos RIE podem estar subestimados caso a proinsulina
produzida pelas plantas ndo esteja sendo processada, pois o0 anticorpo utilizado
neste RIE é um anticorpo policlonal produzido contra insulina, que pode estar
detectando proinsulina através de reatividade cruzada.

Os resultados dos RIE para as sementes T, € para as sementes T, estdo
graficamente representados na Figura 13. Aparentemente, houve diminuicdo do
nivel de expressédo de (pro)insulina nas sementes T,. Entretanto, os niveis de
expressado das sementes Ty e T2 ndo podem ser comparados, pois foram utilizados
métodos diferentes para a extracdo de proteinas sollveis destas duas geracdes
de sementes.

O método utilizado para a extragao de proteinas solluveis das sementes T foi
substituido por um método desenvolvido para a extracéo de proinsulina, insulina e
peptidio-C de tecido pancreatico (descrito em “Materiais e métodos”). Este método
envolve etapas de pré-purificacdo, e foi utilizado para a extracéo de proteinas
soliiveis das sementes T, visando-se a obtencao de uma mistura com menor
complexidade proteica e com maior rendimento de (pro)insulina.



Tabela 4. Detecgdo e quantificagdo de (pro)insulina recombinante através de
radioimunoensaio a partir de extratos de sementes T,

Planta’ ‘ng/g semente” Planta’ _ng/g semente”
N1 7,76 C1 11,88
N3 5,82 C2 16,38
N5 13,2 C6 13,1
N6 6,92 C20 8,86
N7 15,26 C23 2,74
N8 21,00 C44B -2
N9 8,94 C46B 16,26
N10 6,04 C55B 2,2
N37B 9,34

N39B -2 SR1¢ 0,00

' N: plantas transformadas com a construgdo pBI-PPIh; C: plantas transformadas com
a construgao pBi-PSC-Plh

2 Resultados do RIE: ng (pro)insulina/ml de extrato de sementes. Estes valores foram
convertidos para ng (pro)insulina/g de sementes

3 As sementes T, destas plantas n3o foram submetidas ao RIE, embora elas apresen-

tassem resultado positivo para o ensaio de Southern blotting

4 Planta SR1 ndo transformada (controle negativo)

Tabela 5. Deteccdo e quantificacdo de (pro)insulina recombinante através de
radioimunoensaio a partir de extratos de sementes T;

Planta’ ng/g semente® Planta’ ng/g semente®
N1 7,52 C1 3,04
N3 2,16 C2 6,96
N5 5,24 C6 6,72
N6 3,08 C20 3,44
N7 9,28 C23 3,4
N8 2,76 C44B 6,8
N9 1,92 C46B 54
N10 0,84 Cs55B 1,88
N37B 5,8

N39B 9,48 SR1® 0,00

' N: plantas transformadas com a construgdo pBI-PPlh; C: plantas transformadas com
a construgido pBI-PSC-Plh

2 Resultados do RIE: ng (pro)insulina/ml de extrato de sementes. Estes valores foram
convertidos para ng (pro)insulina/g de sementes

3 Planta SR1 ndo transformada (controle negativo)
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A expressdo dos genes contidos no T-DNA dos plasmidios utilizados na
transformacédo das plantas depende, entreé outros fatores, do sitio em que ©
fragmento de transferéncia é integrado. Com base nesta premissa, foi verificado
se existia correlacdo entre a expressdo do gene reporter e a expressao do gene
da (pro)insulina, apesar destes dois genes possuirem promotores diferentes. No
caso da correlacdo ser positiva, as melhores linhagens em relacdo ao nivel de
expressdo de (pro)insulina poderiam ser selecionadas precocemente, através de
ensaios para a quantificacdo da atividade de GUS. A Figura 14, entretanto, mostra
a inexisténcia de tal correlagdo, inviabilizando a selegdo precoce das plantas

iransformadas baseada na avaliacdo da atividade de GUS.
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Figura 13. Representagdo gréfica dos resultados obtidos nos radioimunoensaios para
quantificagdo da (pro)insulina recombinante em extratos de sementes T; e T,. As sementes T, das
plantas N39B e C44B nao foram submetidas ao RIE. N: plantas transformadas com a construgao
pBI-PPIh; C: plantas transformadas com a construgao pBI-PSC-Plh. SR1: planta nao transformada

(controle negativo).
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O nivel de producéo de (pro)insulina nas sementes das plantas transgénicas
foi baixo, em relacdo aos niveis obtidos por outros grupos que também produziram
proteinas heter6logas em sementes de tabaco. Pen et al. (1993), por exemplo,
obtiveram tabaco transgénico capaz de produzir fitase em niveis de até 1% das
proteinas sollveis das sementes maduras, utilizando o promotor constitutivo
CaMV 35S. Tackaberry et al. (1999), por sua vez, desenvolveram sementes de
tabaco transgénicas capazes de expressar a glicoproteina B do citomegalovirus
humano em niveis que variaram de 70-146 ng/mg de proteinas extraidas. Estes
autores usaram um promotor semente-especifico, o promotor Gt3 da glutelina, a
principal proteina de reserva do endosperma de sementes de arroz.

O baixo nivel de (pro)insulina recombinante produzida nas sementes

transgénicas pode ser resultado do uso de um promotor proveniente de uma
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Figura 14. Representagdo grafica dos resultados da quantificagao da (pro)insulina recombinante
em extratos de sementes T, e da quantificacdo da atividade da B-glucoronidase (GUS) nas folhas
das plantas transformadas. N: plantas transformadas com a construcao pBI-PPlh; C: plantas
transformadas com a construgdo pBI-PSC-PIh. SR1: planta ndo transformada (controle negativo).
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planta monocotiledénea (0 sorgo) para a expressdo de uma proteina heteréloga
em uma planta dicotiledénea (o tabaco). Este promotor foi escolhido por ser
responsével pela producdo de até 5% do total de proteinas de reserva das
sementes de sorgo, dirigindo a expressdo do gene da y-kafirina, que por suavez e
representado por apenas algumas cdpias no genoma dessa planta (Leite et al.,
2000). Além disso, este promotor confere expressdo endosperma-especifica do
gene gus em milho (Freitas et al., 1994). As proteinas recombinantes produzidas e
armazenadas no endosperma das plantas poderiam ser faciimente extraidas.
Provavelmente, niveis mais altos de producédo de (pro)insulina poderdo ser obtidos
em monocotileddneas como o milho, por exemplo.

Os niveis de producéo de (pro)insulina humana nas sementes de tabaco
foram bem menores que os niveis de producdo do horménio de crescimento
humano obtidos por Leite et al. (2000), com o mesmo sistema de expresséo (até
0,16% das proteinas solUveis totais). A quantidade reduzida de (pro)insulina
presente nas sementes também pode ser decorrente de fatores que afetam a
estabilidade do mRNA (como seqliéncias desestabilizadoras do mRNA e sinais de
poliadenilagdo ndo genuinos), e da menor eficiéncia de traducéo, em fungédo de
diferencas de codon usage entre a espécie humana e Nicotiana tabacum.

Avaliamos, a partir do site http://zearth.kazusa.or.ja, as diferentes freqliéncias
de uso dos cddons correspondentes ao residuo de leucina nos seres humanos
(Homo sapiens) e no tabaco (Nicotiana tabacum). Avaliamos este residuo por ser
ele o mais freqliente na seqiiéncia primaria da preproinsulina humana. Esta
apresenta 20 residuos de leucina, codificados por trincas de bases nitrogenadas
diferentes. Catorze destes 20 residuos sdo traduzidos a partir do cédon CUG, que
por sua vez corresponde ao céddon mais usado nos genes humanos para codificar
a leucina. Nos genes humanos avaliados através do site citado acima, sua
freqiéncia de uso € de 40,3%, em relacdo &s demais trincas de bases
nitrogenadas que codificam a leucina. Em tabaco, por outro lado, a freqliéncia de
uso deste cédon é de 11,7%. Estas diferencas podem acarretar uma menor
eficiéncia de traducdo de genes humanos em plantas de tabaco.
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Mason et al. (1998) mostraram o aumento da producéo da toxina LT-B de E.
coli em batata através do uso de uma sequéncia codificadora otimizada para
plantas. As modificagdes na seqléncia original incluiram a remog&o de motivos
desestabilizadores do mRNA e de potenciais sinais de processamento, além de
substituicdes das bases nitrogenadas da segliéncia codificadora, para que 0s
cédons de todos os aminodcidos da proteina fossem aqueles usados
preferencialmente pelas plantas.

Detectada a presenca de (pro)insulina recombinante nas diferentes linhagens
testadas através de radioimunoensaios, selecionamos a linhagem N7,
transformada com o vetor de expressdo contendo o peptidio-sinal humano, para
ensaios subseqiientes. Esta linhagem foi escolhida por ter apresentado um dos
melhores resultados no RIE realizado para a quantificacdo de (pro)insulina em
extratos de sementes T».

Caracterizagdo do produto de expressao do transgene

N3o se sabe se as plantas de tabaco, per se, sdo capazes de reproduzir 0s
eventos do processamento que ocorre com a proinsulina humana, necessario para
a sintese de insulina humana madura. Para avaliar esta questao, foram realizados
ensaios visando & caracterizacdo do produto de expressao do transgene.

Devido ao baixo nivel de proteina recombinante produzida nas sementes,
ndo foi possivel a obtencgdo, através de purificacdo, de quantidade suficiente para
a andlise de sua estrutura primaria através de seqlenciamento. Portanto, para
verificar se o produto de expressdo do transgene sofreu 0 mesmo processamento
que ocorre com a proinsulina humana, um extrato de sementes T da linhagem N7
foi testado através imunoensaios especificos para a detecgdo de insulina madura
e de peptidio C, conforme descrito em "Materiais e métodos". Os resultados
destes ensaios estdo mostrados na Tabela 6.

O imunoensaio especifico para insulina ndo detectou este produto nos
extratos de sementes das linhagens N7 e SR1. Por outro lado, o imunoensaio
especifico para peptidio C indicou a presenga de proinsulina apenas no extrato de
sementes da linhagem N7. A presenca de proinsulina é justificada pelo fato do
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imunoensaio para detecgdo do peptidio C apresentar reatividade cruzada com a
proinsulina (13%).

Tabela 6. Resultado de imunoensaios para a detec¢ao de insulina processada e

de peptidio C
Linhagem Insulina (uUV/ml)!  Peptidio-C (ng/ml)*
N7 .- 1 11
SR1?

! Sensibilidade do ensaio: a partir de 2 pUI/ml. Ul= unidades internacionais. Este
ensaio nao apresenta reatividade cruzada com a proinsulina

2 Sensibilidade do ensaio: a partir de 0,3 ng/ml. Este ensaio nio apresenta
reatividade cruzada com a insulina, mas apresenta 13% de reatividade cruzada
com a proinsulina

% Linhagem SR1 nao transformada (controle negativo)

Os resultados desses imunoensaios indicaram que o produto expresso pelo
transgene nado sofreu processamento. Com base nestes resultados, foram
realizados ensaios de western blotting para confirmar a natureza do produto de
expressdao do transgene, utilizando-se um anticorpo monocional contra a
proinsulina humana (descrito em "Materiais e métodos") que, segundo o
fabricante, néo apresenta reatividade cruzada com a insulina humana.

Inicialmente, foram realizados ensaios para a padronizacéo da técnica, onde
insulina e proinsulina produzidas pela Biobras foram utilizadas como padroes. A
insulina utilizada consiste em insulina de origem bovina e suina (insulina mista),
altamente purificada. A proinsulina usada, por sua vez, é um produto intermediario
do processo de producao de insulina humana recombinante em E. coli pela
Biobras, e nos foi gentiimente cedida pela Dra. Heloisa R. T. de Sousa,
pesquisadora da referida empresa.

A proinsulina humana padrdo apresentou 3 bandas imunorreativas no
western blotting. Esta proinsulina &, na realidade, uma proteina de fusdo composta
por uma cauda N-terminal de polihistidina (M-A-H-H-H-H-H-H-M-G-R) conectada a
proinsulina humana. A banda de menor peso molecular (10,6 kDa) observada na
Figura 15 corresponde a proteina de fusd@o renaturada, obtida durante o processo
de producdo de insulina humana recombinante em E. coli pela Biobras (Dra.
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Heloisa R. T. de Sousa, comunicacdo pessoal). As bandas de maior peso
molecular correspondem a formas nao renaturadas da proteina de fusao.

Depois de padronizada a técnica, realizamos ensaios de western blotting
com extratos de sementes T2 das linhagens N7 e SR1 ndo transformada (controle
negativo). Aliquotas dos extratos de sementes foram misturadas com tampao de
amostra contendo B-mercaptoetanol, e as proteinas destes extratos foram
separadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) contendo SDS
(SDS-PAGE), conforme descrito em “Materiais e métodos”. A Figura 15 mostra o
resultado obtido em um destes ensaios. A canaleta 6 mostra que nao fo possivel
detectar proinsulina nos extratos de sementes através desta abordagem.

Uma vez que a técnica de western blotting nao apresentou sensibilidade
suficiente para detectar proinsulina nas amostras avaliadas, foram testadas
técnicas cromatograficas visando ao enriquecimento do produto de expressao do
transgene da linhagem N7. O método utilizado para a extracdo de proteinas
soltiveis das sementes T desta linhagem permitiu a obtengdo de uma mistura pré-

purificada, com menor complexidade proteica, aumentando a eficiéncia das

técnicas cromatograficas.

kDa

10,6 - ._ “m AW e

Figura 15. Western blotting de extratos de sementes. Canaletas 1-4: amostras contendo 125, 62,
31 e 15 ng, respectivamente, de proinsulina humana recombinante da Biobras (controle positivo).
Canaleta 5: amostra contendo 125 ng de insulina humana da Biobras. Canaleta 6: extrato de
sementes da planta N7. Canaleta 7: extrato de sementes da planta SR1 ndo transformada
(controle negativo). Foi utilizado um anticorpo monaclonal contra a proinsulina humana.
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Foram testadas duas técnicas cromatograficas: cromatografia de fase
reversa e cromatografia de troca ibnica, conforme descrito em "Materiais e
métodos". Estas cromatografias foram inicialmente realizadas com proinsulina
padrdo (proinsulina humana recombinante da Biobrés), para avaliagédo do tempo
de retencdo desta proteina em cada uma das colunas usadas. As fragOes
correspondentes aos picos dos cromatogramas foram coletadas e analisadas
através de SDS-PAGE. O tempo de retencdo da proinsulina padréo foi de 28
minutos na coluna de fase reversa (Figura 16A), e de 27 minutos na coluna de
troca i6nica (Figura 17A).

A Figura 16A mostra o perfil de elui¢do da cromatografia de fase reversa de
um extrato de sementes (T») da linhagem N7. A andlise das fragbes coletadas
através de western blotting (Figura 16B) indicou a presenca de proteina reativa
com o anticorpo especifico para a proinsulina humana. As fragcoes imunorreativas
apresentaram tempo de retengdo comparavel ao tempo de retencéo da proinsulina
humana padréo. Apesar do tempo de retencdo indicar a presenca de proinsulina, a
banda imunorreativa apresentou peso molecular aparente de aproximadamente
20 kDa, superior portanto, ao da proinsulina humana (9,4 kDa).

A presenca de proteinas relacionadas & proinsulina, nas fragdes de nimero
63-80 da cromatografia mostrada na Figura 16A, foi também avaliada através de
um radioimunoensaio. Os resultados deste ensaio estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Radioimunoensaio para quantificagdo de proinsulina recombinante nas
fragdes 63-80, coletadas na cromatografia de fase reversa realizada com um extrato
de sementes (T,) da linhagem N7

Fracéo ng/ml Fracéo ng/mi
63 72 1,14
64 --- 73 1,28
65 --- 74 2,92
66 - 75 4,46
67 0,04 76 -
68 0,08 77 ---
69 0,16 78 ---
70 0,32 79 ---
71 0,68 80 ---

' Resultados do RIE: ng proinsulina/m! da fragao avaliada
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Figura 16. Caracterizagao da proteina recombinante produzida nas sementes transgénicas. A)
Cromatografia de fase reversa de um extrato de sementes (T,) da linhagem N7 (em azul), e de 40
ug de proinsulina humana padrao (em vermelho). Foi injetado 0,5 ml de extrato preparado a partir
de 1,5 g de sementes. Aliquotas das fragoes correspondentes aos picos do cromatograma foram
submetidas a western blotting para detecgao da presenca de proinsulina recombinante. B) Western
blotting. As canaletas estdo numeradas de acordo com a fragdo testada. Estas fragoes (72-80)
estdo representadas no cromatograma por barras verticais. Canaleta P: 30 ng de proinsulina
humana recombinante da Biobras (controle positivo). Foi utilizado um anticorpo monoclonal contra
a proinsulina humana.
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Os resultados do RIE confirmaram a presenca de proinsulina em algumas
das fracOes avaliadas. As fragcdes com reatividade imunolégica no ensaio de
western blotting (Figura 16B, fracdes 73-75) apresentaram os mais altos niveis de
proinsulina, de acordo com os resultados do RIE. Conforme j& mencionado
anteriormente, o anticorpo policlonal utilizado no RIE detecta proinsulina através
de reatividade cruzada, e os valores obtidos estdo subestimados.

A Figura 17A mostra o perfil de eluicdo da cromatografia de troca iénica de
um extrato de sementes (T2) da linhagem N7. A andlise atraves de western
blotting das fracdes coletadas (Figura 17B) indicou, também neste caso, a
presenca de proteina reativa com o anticorpo especifico para a proinsulina
humana. As fracOes imunorreativas apresentaram tempo de retengdo comparavel
ao obtido com a proinsulina humana padrdao. O ensaio de western blotting
apontou, ainda, que as bandas imunorreativas apresentaram peso molecular
aparente (de aproximadamente 20 kDa, quando comparadas a padrées de peso
molecular) similar ao peso das bandas detectadas nas fracOes obtidas na
cromatografia de fase reversa.

A alta especificidade do anticorpo monoclonal utilizado nos ensaios de
western blotting indica que as bandas detectadas nestes ensaios representam
peptidios que compartilham sitios de reconhecimento com a proinsulina humana.

A diferenca do peso molecular aparente das bandas detectadas nos ensaios
de western blotting, em relacdo ao peso esperado (9,4 kDa), pode indicar a
auséncia de enovelamento ou O enovelamento incorreto da proteina
recombinante. A linhagem N7 contém a regido codificadora da proinsulina humana
precedida pelo peptidio-sinal humano, que pode ndo estar direcionando a
proinsulina recombinante para o reticulo endoplasmético, onde ocorreria 0
enovelamento.

Os resultados obtidos nos ensaios de western blotting podem indicar, ainda,
a formacdo de dimeros de proinsulina estaveis nas condicdes utlizadas nos
ensaios, ou a ocorréncia de modificagcbes poés-traducionais. A glicosilacdo, por
exemplo, pode resultar em significativo retardamento na mobilidade eletroforética
da proteina.
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Figura 17. Caracterizacdo da proteina recombinante produzida nas sementes transgénicas. A)
Cromatografia de troca idnica de um extrato de sementes (T,) da linhagem N7 (em azul), e de 400
ug de proinsulina humana padrao (em vermelho). Foram injetados 2 ml de extrato preparado a
partir de 5 g de sementes. Aliquotas das fragbes correspondentes aos picos do cromatograma
foram submetidas a western blotting para detecg@o da presenca de proinsulina recombinante. B)
Western blotting. As canaletas estdo numeradas de acordo com a fracdo testada. Estas fragoes
(52-60) estdo representadas no cromatograma por barras verticais. Canaleta P: 50 ng de
proinsulina humana recombinante da Biobras (controle positivo). Foi utilizado um anticorpo
monoclonal contra a proinsulina humana.
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Uma preocupacédo relacionada a expressdo de farmacos em plantas é a
extens&o e natureza das modificacGes pds-traducionais. A glicosilacao representa
uma das mais importantes, visto que seu padrdo nas plantas é diferente daquele
encontrado nos animais (Giddings et al., 2000). A glicosilacao de precursores de
proteinas transgénicas ja foi observada, como no caso da esporamina de batata
doce produzida em células de tabaco (Matsuoka et al., 1995). Pen et al. (1993),
por sua vez, expressaram a regido codificadora da fitase madura de Aspergillus
niger em sementes de tabaco transgénico. Estes autores observaram uma
alteracao no peso molecular da fitase produzida em tabaco, em relacdo a enzima
proveniente de Aspergillus niger, causada por diferencas no padrdo de
glicosilagao.

Portanto, o peso molecular aparente das bandas detectadas nos ensaios de
western blotting pode estar aumentado devido a glicosilacdo da proteina
recombinante. Por outro lado, o peptidio-sinal humano produzido pela linhagem
N7 pode n&o estar sendo adequadamente processado nas plantas. Sijmons et al.
(1990) produziram albumina sérica humana (ASH) processada em batata e tabaco
transgénicos, usando o promotor constitutivo CaMV 35S. A ASH ¢ sintetizada na
forma de uma preproproteina, cujo processamento consiste na remocdo do
prepeptidio aminoterminal de 18 aminoéacidos, seguida da remog¢ao do propeptidio
(os 6 aminoacidos aminoterminais da proalbumina) por uma serino-protease. As
plantas foram transformadas com vetores de expressdo contendo a regiao
codificadora da proalbumina humana precedida por dois tipos de peptidios-sinais:
o nativo da albumina humana, e o peptidio-sinal da proteina PR-S de tabaco. Os
autores demonstraram que a HSA pdde ser secretada com os dois tipos de
peptidios-sinais utilizados. Tanto o peptidio-sinal humano quanto o vegetal foram
corretamente processados. Entretanto, a construcdo contendo o peptidio-sinal
humano resultou no processamento parcial da proteina precursora e secregao de
proalbumina humana (o propeptidio nao foi removido neste caso), enquanto que a
construcdo contendo o peptidio-sinal vegetal resultou na secrecao de HSA

corretamente processada.
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E importante que se esclareca, em trabalhos subseqlentes, a causa do
aumento do peso molecular das bandas detectadas nos ensaios de western
blotting, em relacdo ao peso da proinsulina humana padrdo. A hipétese de
glicosilacdo podera ser testada submetendo-se os extratos de sementes a
tratamentos de deglicosilacdo utilizando-se glicosidases ou o &cido
trifluorometanosulfénico (TFMS), seguidos de ensaios de western blotting. A
reducdo do peso molecular da proinsulina recombinante confirmaria a ocorréncia
de glicosilagdo nesta proteina.

Para avaliar 0 enovelamento das proteinas recombinantes, 0s extratos de
sementes poderiam ser submetidos a tratamentos com altas concentracoes de
agentes desnaturantes e de agentes redutores, como a uréia e o DTT, seguidos
de tratamento com agentes alquilantes, para impedir o reestabelecimento das
pontes de dissulfeto, e conseqlientemente o reenovelamento das proteinas. Desta
forma, a proinsulina recombinante poderia ser comparada com o padréo de
proinsulina, submetido ao mesmo tratamento. O SDS e o B-mercaptoetanol
utilizados nas eletroforeses em gel de poliacrilamida provavelmente néo foram
suficientes para desnaturar completamente a proinsulina humana padréo. Isto
explicaria a ocorréncia de bandas correspondendo a formas renaturadas e nao
renaturadas desta proteina nos ensaios de western blotting.

A determinacdo da seqiiéncia aminoterminal da proteina recombinante, por
sua vez, permitira a avaliagdo do processamento do peptidio-sinal humano.

Também serdo realizados ensaios para a caracterizacdo da proteina
recombinante produzida pelas linhagens transformadas com o vetor de expressao
contendo o peptidio-sinal vegetal. Serd interessante comparar 0 processamento
das proteinas recombinantes contendo o peptidio-sinal humano, com as proteinas
recombinantes contendo o peptidio-sinal vegetal.

Embora o tabaco seja bastante empregado em pesquisas como planta
modelo, uma vez que é faciimente transformado, bem caracterizado e facil de se
trabalhar, ndo é ideal para aplicacbes comerciais ou outras aplicagbes em larga
escala (Giddings, 2000). Os cassetes de expressdo desenvolvidos neste trabalho
estdo sendo testados também em plantas que possivelmente possibilitarao maior

57



rendimento na producdo de proteinas recombinantes em sementes, tais como o
milho e a soja. Os ensaios com milho estédo sendo realizados por pesquisadores
do CBMEG (UNICAMP), em colaboracdo com pesquisadores do Nucleo de
Biologia Aplicada do Centro de Milho e Sorgo (Embrapa, Sete Lagoas, MG), e os
ensaios com soja estdo sendo realizados em colaboragao com pesquisadores do
Centro de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa, Brasilia, DF).
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Conclustes

Para avaliar a viabilidade da producdo de insulina humana em sementes de
plantas transgénicas, plantas de tabaco foram transformadas com vetores de
expressao contendo a regido codificadora da proinsulina humana precedida por
dois tipos de peptidios-sinais: o nativo da insulina humana, e o peptidio-sinal de
uma proteina de reserva de Coix.

O nivel de producdo da proteina recombinante nas sementes das plantas
transgénicas foi baixo, em relacdo aos niveis obtidos por outros grupos que
também expressaram proteinas heterdlogas em sementes de tabaco. A producéo
da proteina recombinante poderia ser aumentada através do uso de uma
seqliéncia codificadora otimizada para plantas. As modificacdes na seqiiéncia
original incluiriam a remocdo de motivos desestabilizadores do mRNA e de
potenciais sinais de processamento, além de substituicbes das bases
nitrogenadas da seqléncia codificadora, para que os codons dos aminoacidos da
proteina fossem aqueles usados preferencialmente pelas plantas. O uso dos
cassetes de expressdo desenvolvidos neste trabalho em plantas
monocotileddneas provavelmente resultard em niveis mais altos de producdo da
proteina recombinante, uma vez que o promotor utilizado nestes cassetes é
proveniente de uma planta monocotiledénea.

Os imunoensaios realizados para a caracterizagéo do produto de expressao
do transgene em uma das plantas, transformada com o vetor de expresséo
contendo o peptidio-sinal humano, demonstraram a presenca de proinsulina nas
sementes destas plantas, e indicaram, por outro lado, que o processamento
proteolitico deste prohormdnio em tabaco n&o ocorre tal qual o observado em
mamiferos durante a sintese de insulina madura.

A proinsulina recombinante detectada nos imunoensaios apresentou
mobilidade eletroforética andmala, resultante possivelmente de enovelamento
incorreto, modificagées pos-traducionais ou de processo de dimerizagdo. Ensaios
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adicionais sdo necessarios para melhor caracterizacdo bioquimica das proteinas
recombinantes, e para a avaliacdo do processamento das preproproteinas
produzidas a partir dos dois vetores de expressdo utilizados para a transformacéao
das plantas. A padronizacao, neste trabalho, de varios métodos para a analise dos
produtos recombinantes (as técnicas de purificacao destes produtos e diversos
imunoensaios) permitird a realizacdo desses ensaios com relativa facilidade.

Para a obtencdo de insulina recombinante nas sementes de tabaco
transgénicas, as plantas precisardo ser modificadas através da introducdo de
genes codificadores de enzimas que permitam o processamento da proinsulina

humana.
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