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Meu terceiro conselho vem diretamente da
Biblia: seja quente ou seja frio, ndo seja

morno que eu te vomito. E exatamente isso
que esta escrito na carta de Laudiceia: seja
quente ou seja frio, ndo seja morno que eu

te vomito.

E preferivel o erro a omissao. O fracasso, ao
tédio. O escandalo, ao vazio. Porque ja vi
grandes livros e filmes sobre a tristeza, a

tragédia, o fracasso. Mas ninguém narra o

ocio, a acomodacao, o nao fazer, o remanso.

Colabore com seu biografo. Faga, erre,
tente, falhe, lute. Mas, por favor, ndo jogue
fora, se acomodando, a extraordinaria
oportunidade de ter vivido. Tendo
consciéncia de que cada homem foi feito
para fazer historia. Que todo homem & um
milagre e traz em si uma revolugéo. Que é
mais do que sexo ou dinheiro. Vocé foi
criado para construir piramides e versos,
descobrir continentes e mundos e caminhar,
sempre, com um saco de interrogagdes na

mao e uma caixa de possibilidades na outra.

[Nizan Guanaes]
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Nos somos muitos
Ndao somos fracos
Somos sozinhos nesta multidao
N6s somos s6 um corag¢ao

Sangrando pelo sonho de...

[Lulu Santos & Nelson Motta]
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Lista de Abreviaturas

AA(s): aminoacido(s)

AcM(s): anticorpo(s) monoclonal(is)

A. tumefaciens: Agrobacterium tumefaciens

C: segmento génico que corresponde a regido constante das cadeias de um anticorpo.
Pode ser x ou A nas cadeias leves e o, 8, €, y ou p nas cadeias pesadas

Cu: constant heavy [regido constante da cadeia pesada de um anticorpo]

C.: constant light [regido constante da cadeia leve de um anticorpo]

CaMV: Cauliflower Mosaic Virus [virus do mosaico da couve-flor]

cDNA: DNA complementar, sintetizado através de PCR reversa a partir de RNAs
mensageiros

CDR(s): complementarity-determining region(s) [regido(6es) determinante(s) de
complementaridade]

D: segmento génico que determina a diversidade nas cadeias pesadas de um anticorpo
DNA: desoxiribonucleic acid [acido desoxirribonucleico]

dsFv: dissulfide-linked Fv [molécula de Fv ligada por uma ponte de dissulfeto]

E. coli: Escherichia coli

Fab: antigen binding fragment [fragmento de ligagéo ao atigeno]

FR(s): frame work region(s) [regido estrutural]

Gal: galactosamina

GalNac: N-acetil-galactosamina

GlIcNac: N-acetil-glicosamina

Gly: glicina

gus: gene gus, gusA ou uidA, que codifica a enzima B-glucuronidase

GUS: enzima B-glucuronidase

hGH: human growth hormone [horménio de crescimento humano]

His: histidina

HV(s): hipervariable region(s) [regiées hipervariaveis]

IgA: classe de imunoglobulinas que contém as cadeias pesadas do isotipo a
IgD: classe de imunoglobulinas que contém as cadeias pesadas do isotipo &

IgE: classe de imunoglobulinas que contém as cadeias pesadas do isotipo

IgG: classe de imunoglobulinas que contém as cadeias pesadas do isotipo y
IgM: classe de imunoglobulinas que contém as cadeias pesadas do isotipo p

J: segmento génico que promove a unido (joining) da regido variavel com a regiao
constante nas cadeias leves e pesadas de um anticorpo

kDa: kilo-Daltons

MS: meio de cultura para tecidos vegetais (segundo Murashige & Skoog, 1962)
MU: 4-metilumbeliferona

MUC1: gene MUC1, que codifica uma mucina

MUG: 4-metil-umbeliferil-B-D-glucuronideo



Ni-NTA: niquel — nitrilo-triacetic-acid (niquel — acido-nitrilo-triacético)

PCR: polymerase chain reaction [reacdo em cadeia da polimerase]

PGK: promotor de y-kafirina

PS: peptideo sinal

RE: reticulo endoplasmatico

RNA: ribonucleic acid [acido ribonucleico]

scFv: single chain fragment variable [fragmento variavel de cadeia unica]
SDS-PAGE: SDS - polyacrylamide gel electrophoresis [eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS]

Ser: serina

sTn: antigeno sialil-Tn. Corresponde a um antigeno Tn ligado uma molécula de acido
sidlico

T35S: terminador 35S

TF: antigeno TF (Thomsen-Friedenreich). Antigeno Tn ligado a um residuo de galactose
Thr: treonina

Tn: antigeno Tn. Porgéo glicidica antigénica encontrada na superficie de algumas células
sanguineas - em certas patologias - € em mucinas

V: segmento génico que determina a variabilidade nos anticorpos, tanto nas cadeias
pesadas quanto nas cadeias leves

V. variable heavy [regido variavel da cadeia pesada de um anticorpo]

V. variable light [regido variavel da cadeia leve de um anticorpo]



Resumo

Um fragmento de anticorpo do tipo scFv consiste numa molécula que contém os
dominios variaveis das cadeias leve e pesada de um anticorpo, unidos por um
peptideo conector flexivel. Estas pequenas moléculas recombinantes apresentam
vantagens porque possuem a mesma atividade de ligacdo ao antigeno que as
imunoglobulinas inteiras e ndo requerem os mesmos processos de montagem e
enovelamento necessarios que os anticorpos inteiros. Estes fragmentos tém
diversas aplicagcbes e sao amplamente usados em diagndsticos e terapias de
tumores, geralmente marcados com isétopos radioativos ou como produtos de
fusdao com toxinas. A maioria dos fragmentos scFv comerciais utilizados
atualmente é produzida em bactérias. Porém, muitas vezes este sistema ndo é o
mais indicado para expressdo de genes eucaridticos, principaimente se o produto
final requer algum tipo de processamento pés-traducional. Na busca por sistemas
mais econdmicos e eficazes para produg¢do de anticorpos e seus derivados, as
plantas tém sido utilizadas para expressar genes que codificam estas moléculas.
O presente trabalho relata a producao de um fragmento scFv, construido a partir
de um anticorpo monoclonal com provavel afinidade a antigenos especificos de
cancer de mama, em sementes de plantas transgénicas de Nicotiana tabacum. As
plantas foram obtidas a partir de transformacéao de discos foliares de tabaco com
Agrobacterium tumefaciens, seguida de selegdo e regeneracdao em presenca de
kanamicina. O T-DNA contém a seqiiéncia codificadora do fragmento scFv sob
controle de um promotor especifico de endosperma e do terminador 35S do Virus
do mosaico da couve flor. Andlises realizadas através de Southem blotting
confirmaram a presenca do transgene na maioria das plantas regeneradas e
andlises feitas por westermn blotting revelaram que a maioria das plantas
transgénicas produz o fragmento scFv em suas sementes. O fragmento produzido
em plantas foi parcialmente purificado para ser caracterizado quanto aos aspectos
bioquimicos.



Abstract

ScFv fragments consist of antibody fragments containing the variable domains of
both the light and heavy chains, joined by a flexible linker. These small
recombinant molecules represent an advantage, since they usually retain the same
binding activity of whole immunoglobulins but don’t require the complex
assembling processes of whole antibodies. The scFv fragments have a broad
range of applications and are very useful in tumor diagnosis and therapy, even
radioactively labeled or fused with toxins. Nowadays, most commercial scFv
fragments are produced in bacteria. Although, plants have been increasingly
considered as cost efficient and contamination safe factories for the production of
recombinant mammalian proteins, including antibodies and its derivatives. The
present work aimed to use transgenic tobacco seeds to produce an scFv fragment
obtained from a monoclonal antibody candidate to recognize a breast cancer
antigen. Nicofiana tabacum transgenic plants were obtained from Agrobacterium
tumefaciens mediated transformation. The transformants were selected and
regenerated in the presence of kanamicina. In the T-DNA, the expression of the
coding sequence for the scFv fragment is being controlled by a seed endosperm
specific promoter and by the Cauliflower Mosaic Virus 35S terminator. Southern
blotting analysis confimed the presence of the scFv transgene in most
regenerated plants. Western blotting analysis showed that most of the transgenic
plants produce the scFv antibody fragment in the seeds. This plant made antibody
fragment was partially purified in order to have its biochemical properties
characterized.



Capitulo

Introducao

Sistemas para produgido de
proteinas heterélogas

Proteinas heterélogas sao aquelas
produzidas em organismos diferentes
daqueles de sua origem. Atualmente, as
proteinas heterélogas podem ser produ-
zidas tanto em sistemas procariéticos,
quanto eucarioticos.

Dentre os procariotos destaca-se
a bactéria Escherichia coli. Atualmente,
este sistema é o mais empregado pela
industria biotecnoldgica na produgao de
proteinas recombinantes, pois apresen-
ta a vantagem de oferecer maior rendi-
mento. Porém, muitas vezes ele ndo é o
mais indicado para a expressdo de
genes eucaridticos, principalmente se a
proteina requer algum tipo de proces-
samento pos-traducional. Além das
limitacbes associadas ao processa-
mento protéico, outra desvantagem
reside no fato de que proteinas exége-
nas podem ser degradadas pela agao
de proteases bacterianas. Além disso,
muitas proteinas heterélogas podem ser
téxicas as bactérias (Georgiou, 1988;
Georgiou & Bowden, 1991). Um outro
problema apresentado por este sistema
consiste no fato de que altos niveis de
expressdo de genes exoégenos, geral-
mente, resultam na formacéao de corpos

de inclusao, que sao agregados consti-
tuidos de proteinas desnaturadas ou
incorretamente  enoveladas (Schein,
1989). Apesar destas estruturas prote-
gerem as proteinas da acao de protea-
ses e facilitarem a sua purificagao, sua
formacdo apresenta a desvantajosa
necessidade de extracao na presenca
de agentes desnaturantes. A solubiliza-
cao dos agregados e a recuperacao da
estrutura funcional da proteina reque-
rem etapas adicionais no processo de
purificagdo, o que pode representar um
aumento consideravel no custo final do
produto de interesse.

Os sistemas eucariéticos, ao con-
trario dos bacterianos, permitem a modi-
ficacio e o processamento das
proteinas (Bradley, 1990) e incluem:
leveduras, culturas de células de mami-
feros e de insetos, animais transgénicos
e plantas.

As leveduras consistem no siste-
ma eucaridtico de expressao de protei-
nas heterélogas mais antigo. A primeira
levedura utilizada foi o levedo de panifi-
cacao Saccharomyces cerevisae
(Romanos ef al., 1992). Atualmente este
levedo vem sendo substituido pela
Picha pastoris, que apresenta melhores
rendimentos na produgdo (Ratner,



1989). Os sistemas baseados em leve-
duras sdo tdo econdémicos quanto Os
bacterianos. No entanto, alguns estudos
mostram que as proteinas produzidas
muitas vezes sao hiperglicosiladas e,
quando produzidas em altos niveis, sao
instaveis e insoltveis (Higgins, 1995).

Células de mamiferos e de inse-
tos sdo muito utilizadas para produzir
proteinas de interesse farmacéutico (em
sua maioria de origem eucaribtica) devi-
do a sua habilidade para realizar glicosi-
lagbes e processamentos complexos
(Goosen, 1993). No entanto, um pro-
blema que advém do uso de culturas de
células animais consiste na presenca de
certos contaminantes, como virus, piro-
genos, restos celulares, lipideos, DNA e
proteinas das proprias células, (Pollock
et al, 1999). Um outro aspecto a ser
considerado é o de que os rendimentos
da produgdo geraimente sa@o baixos.
Além disso, o requerimento de soro fetal
bovino nos meios de culturas para célu-
las de mamiferos tornam a produgao
extremamente dispendiosa.

Estima-se que nos préximos anos
havera um grande crescimento na de-
manda por biofarmacos. Com os avan-
cos obtidos a partir de estudos de
genomas, novas proteinas terapéuticas
estdao sendo descobertas. Devido a esta
perspectiva ha a necessidade de se
buscar sistemas de produgao mais
eficientes. Estes novos sistemas devem

garantir tanto a disponibilidade de pro-
dutos farmacéuticos recombinantes
seguros quanto a viabilidade econémica
de produgéo (Giddings et al., 2000).

Ha alguns anos, o leite de ani-
mais transgénicos surgiu como uma
alternativa promissora de producédo de
proteinas humanas, uma vez que as
células das glandulas mamarias sao
capazes de enovelar corretamente pro-
teinas complexas e de fazer modifica-
cbes pos-traducionais, incluindo-se ai
glicosilagbes e y-carboxilagéo (Lubon et
al., 1996; Velaner et al., 1997). Exem-
plos bem sucedidos ja foram obtidos
para varias proteinas, produzidas em
gado, cabra, ovelha, porco, coelho e
camundongo (Larrick & Thomas, 2001).
Entre os farmacos protéicos produzidos
por glandulas mamarias incluem-se
anticorpos (Pollock et al., 1999), o ativa-
dor do plasminogénio tecidual (Gordon
et al., 1987; Pittius et al., 1988), o fator
IX de coagulagdo sanguinea (Clark et
al., 1989) e a uroquinase (Meade et al.,
1990).

Como a utilizagao do leite como
fonte de proteinas heterdlogas restringe
a producdo a fémeas em fase de lacta-
cdo, Kerr et al. (1998) propuseram a
produ¢do em urina de animais transgé-
nicos. Eles utilizaram um promotor es-
pecifico do endotélio de bexiga para a
produgcdo de horménio de crescimento
humano (hGH) em camundongos trans-



génicos. Também com o mesmo objeti-
vo Dyck et al. (1999) descreveram a
producado de hGH no epitélio da vesicula
seminal e no fluido seminal de camun-
dongos transgénicos. Neste trabalho, a
expressdo do gene do hGH foi controla-
da pelo promotor P12, especifico para a
glandula acessoéria sexual masculina.

Uma abordagem recente na utili-
zagdo de animais para a produgédo de
proteinas heterdlogas consiste na utili-
zagao de ovos de galinhas transgénicas
Harvey et al, (2002) demonstraram o
potencial desta técnica através de pro-
ducao de B-lactamase na clara de ovos.

Apesar das vantagens apresen-
tadas, a producdo de animais transgéni-
cos nao representa uma pratica trivial.
Neste processo estdo envolvidas as
técnicas de microinjegao ou de transfe-
réncia nuclear, que consomem muito
tempo e dinheiro. Além destas técnicas
nao representarem uma rotina em mui-
tos laboratdrios, a freqiiéncia de obten-
¢ao de animais transgénicos viaveis ndo
é muito alta.

Um outro aspecto que deve ser
considerado com relagao a producgao de
proteinas recombinantes em animais é o
risco de contaminagao por virus animais
e prions (Larrick & Thomas, 2001).

Com o crescimento do dominio
sobre as técnicas de transformagao de
plantas (que cada vez mais sao eficien-
temente aplicaveis a um maior numero

de espécies) e sobre a biologia dos
virus vegetais, as plantas tém se torna-
do um sistema alternativo e atraente
para a produgdo de lipideos, carboidra-
tos e proteinas (Goddijn & Pen, 1995).

Os vegetais representam um dos
sistemas mais econdémicos para a pro-
ducdo em larga escala de proteinas
para uso industrial e farmacéutico. Este
sistema apresenta as seguintes vanta-
gens: baixo custo para o estabelecimen-
to de grandes plantacbes; a facilidade
de manuten¢ao da area plantada; o fato
de ja estarem estabelecidas as praticas
de colheita, transporte, estocagem e
processamento do material vegetal; a
possibilidade de compartimentalizagao
das proteinas recombinantes em dife-
rentes organelas; a presenca de 6rgaos
naturais de acumulo de proteinas e a
eliminagdo da necessidade de purifica-
¢do do produto de interesse quando o
tecido contendo a proteina recombinan-
te é utilizado como alimento (Kusnadi et
al., 1997).

Kusnadi et al. (1997) estimaram
que os custos de produgao de proteinas
recombinantes em plantas podem ser
até 10 a 50 vezes menores que 0S Cus-
tos para produgao das mesmas protei-
nas em E. colii.

Além das vantagens econdmicas,
ha beneficios qualitativos que favore-
cem o uso de plantas para produzir
proteinas recombinantes, em particular



as de interesse farmacéutico. Os pro-
cessos de sintese, secre¢éo e modifica-
¢do pos-traducional sdo similares em
células vegetais e animais, havendo
pequenas diferengcas somente no pa-
drdo de glicosilagao de proteinas. Além
disso, como ainda ndo foram descritos
patégenos comuns a animais e vege-
tais, os produtos obtidos de plantas
aparentemente estdo livres de contami-
nagdo por patégenos animais (princi-
palmente virus) e toxinas microbianas
(Giddings, 2001).

Duas estratégias diferentes para
obter a expressao de genes heterdlogos
em plantas tém sido utilizadas com
sucesso. Uma delas consiste na ex-
pressdo transiente do gene de interes-
se, utilizando vetores virais. O sistema
baseia-se na utilizagdo de virus de RNA
fita-simples, que ocorrem naturalmente
nas plantas. Neste caso, o fragmento de
acido nucléico que codifica a proteina
de interesse é inserido no genoma do
virus, geralmente fusionado a regiao
estrutural de um dos genes que codifica
uma das proteinas da capa viral. Apds a
infecgdo da planta, o virus promove sua
auto-replicagdo e expressdo de seus
genes, incluindo o gene codificador da
proteina recombinante (Figura 1, lado
esquerdo). Trata-se de uma expressao
transiente. A planta funciona apenas
como um veiculo para a amplificagao
das particulas virais. A proteina recom-
binante pode ser recuperada através do

processamento da proteina da capa
viral purificada a partir de extratos dos
tecidos infectados. Opcionalmente, as
particulas virais quiméricas purificadas
podem ser utilizadas diretamente na
formulagdo de vacinas orais e nasais
(Beachy et al., 1996).

A outra estratégia consiste na ob-
tencdo de plantas transgénicas. Nesse
caso ocorre a integragdo estavel do
gene de interesse no genoma vegetal. A
integracdo pode ser obtida de forma
indireta, utilizando-se a bactéria Agro-
bacterium, ou através de métodos dire-
tos de transformagdo, que incluem:
microinjecao; eletroporagéo de tecidos,
células e protoplastos; e o bombardea-
mento com microparticulas cobertas
com DNA (Mason & Arntzen, 1995;
Giddings et al., 2000; Leite, 2001).

A utilizacao de plantas
transgénicas como
biorreatores

A produgdo de proteinas recombinantes
através de plantas transgénicas envolve
os seguintes passos: (1) insergdo do
gene de interesse no vetor de transfor-
magao; (2) transformacgéao; (3) selegdo e
regeneracdo; (4) andlise das plantas
regeneradas e (5) extragéo, purificagao
e caracterizacdo estrutural e funcional
da proteina recombinante (Figura 1,
lado direito).
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Figura 1: Representagéo esquematica d
proteinas heterologas em plantas. Do lado es
etapas envolvidas na producdo utilizando-se viru
gacéo das particulas virais, que con
protéica. Do lado direto s&o mostrada

logas em plantas transgénicas. Nessa estratégia, o gene de interes

as diferentes estratégias utilizadas na produgéo de

querdo estdo representadas as principais
s. A planta serve como um meio de propa-

tém a proteina de interesse geralmente fusionada & capa
s as principais etapas da producao de proteinas hetero-

se esta integrado no

genoma vegetal. Modificado a partir de Parizotto et al. (2000).

A transformacéo de plantas apre-
senta a vantagem de que o transgene €
fixado na linhagem. Dessa forma, atra-
vés de autofecundacgao ele estara pre-
sente também nas geracoes
subsegiientes. Além disso, é possivel a
incorporagdo de mais de um gene de
interesse no mesmo individuo. Na maio-
ria das vezes isso & obtido através do
cruzamento de duas plantas, cada uma

contendo um dos transgenes (Mason &
Arntzen, 1995).

Geralmente o gene de interesse &
inserido em um cassete de expressao
que contém um promotor seguido da
sequiéncia codificadora da proteina, e de
uma sequéncia contendo sinal e sitio de
poliadenilagdo. A regidao promotora,
além de conter a seqiéncia de DNA
responsavel pela ligagdo da RNA poli-
merase no inicio da transcri¢do, apre-
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senta também sitios de ligagao para
diversos fatores que regulam o processo
de transcricdo. Estes elementos regula-
dores sdo responsaveis pela ativagado
ou inibicdo da expressdo em resposta a
diversos estimulos, sendo portanto
capazes de controlar os niveis de ex-
pressdo em fungdo da natureza do
tecido e do seu estagio de desenvolvi-
mento. Portanto, a escolha de um pro-
motor adequado representa uma
importante etapa para o sucesso da
expressdo de proteinas heterélogas em
plantas. Atualmente, existe um grande
nimero de promotores de plantas dis-
poniveis, sendo que a op¢do dependera
da estratégia a ser empregada na pro-
dugdo da proteina recombinante. Os
niveis de expressao e o local do acumu-
lo da proteina recombinante sao os
principais fatores a serem levados em
conta na escolha do promotor (Leite,
2001).

Diversos peptideos de interesse
industrial e farmacéutico ja foram produ-
zidos em plantas transgénicas, com
sucesso. Eles compreendem anticorpos,
antigenos vacinais, hormonios, soroal-
bunima humana, peptideos anticoagu-
lantes e enzimas (Giddings et al., 2000;
Daniell et al., 2001; Giddings, 2001;
Leite, 2001).

O promotor do transcrito 35S do
virus do mosaico da couve-flor (P35S
CaMV) e seus derivados estao entre os

promotores mais utilizados no controle
da expressdo de proteinas heterdlogas
em plantas. Este promotor ja foi testado
na expressao de soroalbumina humana
(Sijmons et al, 1990), anticorpos
(During et al., 1990; Hiatt et al., 1989,
Firek et al., 1993, Ma et al., 1995), vaci-
nas (Mason et al, 1992; Haq et al.,
1995) e eritropoietina (Matsumoto et al.,
1995). Apesar de ser considerado um
promotor constitutivo, capaz de promo-
ver a expressdo de forma generalizada
na planta, o P35S CaMV apresenta
atividade varidvel nos diversos tecidos,
sendo mais ativo em folhas (De Clerq et
al., 1989).

A utilizacdo do promotor constitu-
tivo do gene que codifica a ubiquitina
em milho resultou no acumulo de altos
niveis de avidina (Hood et al, 1997),
B-glucuronidase (Witcher et al., 1998) e
aprotinina (Zhong et al., 1999) em em-
brides de milho.

A secregdo de proteinas heterd-
logas em exsudatos de raizes, a rizose-
cregao, constitui um exemplo de sistema
de produgdo de proteinas recombinan-
tes em plantas, onde s&o utilizados
promotores especificos de raizes.
Borisjuk et al. (1999) demonstraram a
eficiéncia desta estratégia através da
producdo de altos niveis da proteina
verde fluorescente (GFP), da fosfatase
alcalina de placenta humana e de uma
xilanase bacteriana em plantas transgé-



nicas de tabaco, cultivadas em condi-
¢Oes de hidroponia.

Uma estratégia que tem se mos-
trado eficaz para aumentar os niveis de
expressdo de transgenes em plantas é o
direcionamento da integragdo o gene
para cloroplastos, que pode ser obtida
inserindo-se nos vetores de transforma-
cao sequéncias homélogas a seqién-
cias presentes nestas organelas. Desta
forma, através de recombinagdo homo-
loga, o cassete de expressao é integra-
do ao genoma plastidial. Como cerca de
cem cloroplastos estdao presentes numa
célula, o nimero de cépias do transgene
é naturalmente amplificado, 0 que de-
termina um maior nivel de expresséao.
Uma outra vantagem da obtengdo de
plantas transplastdmicas (como sao
chamadas as plantas cuja integragéo do
transgene é direcionada para cloroplas-
tos), é que 0 genoma plastidial raramen-
te é transmitido através de graos de
polen (Scott & Wilkinson, 1999), o que
elimina os riscos de escape do transge-
ne para espécies selvagens.

Um aspecto que deve ser consi-
derado na avaliagdo da eficiéncia de
plantas transgénicas para a producio
de proteinas heterdlogas é a estabilida-
de da expressdo. O silenciamento géni-
co de transgenes em plantas tem sido
observado por varios grupos. Revisoes
sobre este assunto foram feitas por
Flavell (1994); Meyer & Saedler (1996);

Meyer (1996); Depicker & Van Montagu
(1997); Stam et al. (1997) e Matzke &
Matzke, (1998). Apesar dos transfor-
mantes jovens muitas vezes acumula-
rem proteinas heterélogas em altos
niveis, plantas mais velhas podem acu-
mular 100 vezes menos as mesmas
proteinas. Além disso, plantas da pro-
génie de transformantes primarios (que
apresentam altos niveis de acumulo de
proteinas heterélogas) geralmente apre-
sentam niveis muito reduzidos de ex-
pressdo do transgene. Provavelmente,
isso é conseqléncia da ocorréncia de
homozigose na progénie, 0 que provoca
uma inativagao reversivel do transgene
devido a altos niveis de expressdo ou
de uma inativagdo transcricional pro-
gressiva (De Neve et al., 1999).

O processamento pds-transcri-
cional pode exercer grande influéncia
nos niveis de producdo de proteinas
heterdlogas em plantas transgénicas.
Através de varios exemplos tem sido
demonstrado que a introdugcdo de in-
trons potencializa a expressao génica.
Os mecanismos envolvidos nesta ativa-
¢do nao foram ainda completamente
esclarecidos. No entanto, este efeito
parece estar relacionado com a eficién-
cia do processamento e com a estabili-
dade do RNA. A regido 3 nao traduzida
também exerce grande influéncia na
estabilidade do mRNA, através da pre-
senca do sinal e sitio de poliadenilagao
(Hunt, 1994), bem como de outros moti-



vos capazes de estimular ou inibir sua
degradacao (Sullivan & Green, 1993).

A produgdo de proteinas hetero-
logas em plantas depende também da
eficiéncia da tradugdo. A sequéncia
nucleotidica ndo traduzida da regido 5’
dos mRNAs, conhecida como sequéncia
lider, exerce forte influéncia na etapa de
iniciagdo da tradu¢do. Um grande nume-
ro de vetores utilizados na transforma-
cdo de plantas incorpora sequéncias
lideres virais e a regido consenso de
iniciacdo de tradugdo de vertebrados
(G/A)NNATGG identificada por Kozak
(1987).

Apés a iniciagdo, a velocidade da
tradugdo pode ser limitada pela privagéo
de tRNAs especificos. Este problema
pode ser contornado, como demonstra-
do na expressdo da proteina inseticida
CrylA (Perlak et al, 1991) e de uma
toxina recombinante de E. coli (Mason
et al., 1998), através da substituicao dos
codons originais pelos mais frequentes
na espécie transformada (Murray et al.,
1989).

Deve-se pensar também nos pro-
cessamentos  pés-traducionais  que
serdao realizados com as proteinas de
interesse. Staub et al. (2000) descreve-
ram a obtencd@o de altos niveis de ren-
dimento de hGH através da
transformagdo de cloroplastos de taba-
co. Entretanto, grande parte do hGH
recombinante produzido apresentou um

residuo do aminoacido prolina na ex-
tremidade aminoterminal, ao invés do
residuo de fenilalanina presente na
mesma regidao no horménio natural. Este
resultado indica que a estratégia utiliza-
da no processamento do hGH nascente,
catalisado por uma protease especifica
para a ubiquitina, que é produzida simul-
taneamente com a proteina de fusao
ubiquitina-hGH, ndo apresentou a efici-
éncia desejada em cloroplastos. A feni-
lalanina que deveria estar presente na
extremidade aminoterminal do hGH
provavelmente foi removida durante o
processamento da proteina de fuséao.
Portanto, apesar do alto rendimento
descrito para a produgdo do hGH, o
sistema de expressdo baseado em
cloroplastos requer aperfeicoamento na
etapa de processamento pés-
traducional.

Uma das modificacbes pds-
traducionais que devem ser avaliadas
num sistema de expressao de proteinas
heterélogas é a glicosilagdo, que de-
sempenha um papel determinante em
varias atividades fisiologicas dos poli-
peptideos (Meynial-Salles & Combes,
1996; Imperiali & O’Connor, 1999;
Palacpac et al, 1999; Leite, 2001). A
adicdo de carboidratos constitui uma
das principais modificagcbes das protei-
nas em eucariotos. A maioria das prote-
inas soliuveis e de membrana
produzidas no reticulo endoplasmético
(RE), destinadas as diversas organelas



ou secretadas no espago extracelular, é
glicoproteina. A adicdo do residuo de
acicar a cadeia polipeptidica pode
ocorrer através de ligagbes glicosidicas
com o grupo amino da cadeia lateral de
um residuo de asparagina
(N-glicosilagao), ou com a hidroxila da
cadeia lateral de residuos de serina e
treonina (O-glicosilagdo). Enquanto a
N-glicosilacdo inicia-se no interior do
RE, a O-glicosilagdo ocorre depois que
a proteina abandonou este comparti-
mento.

Com o advento da utilizagdo de
plantas como reatores bioldgicos, a
caracterizagdo da N-glicosilagao das
proteinas recombinantes produzidas
adquiriu grande importancia, principal-
mente em sistemas que exploram o
direcionamento das proteinas para o
RE. Esta caracterizacao apresenta
ainda maior interesse na produgéo de
proteinas em alimentos e para uso clini-
co. Como a maioria das proteinas hu-
manas de interesse farmacéutico é
glicoproteina, um padrdo diferente de
glicosilagdo pode causar sua desativa-
¢do, ou ainda, devido ao carater imuno-
génico dos oligossacarideos, sua
utilizacao pode resultar em uma respos-
ta imune indesejavel. Nos alimentos, a
glicosilagdo pode resultar na produgéo
de novos alérgenos. Dessa maneira, é
necessario verificar se as glicanas,
presentes em proteinas de mamiferos
produzidas em plantas, diferem ou nao

das glicanas encontradas nas proteinas
produzidas pela fonte original.

Na N-glicosilagdo, um polissaca-
rideo é ligado covalentemente a um
residuo de asparagina, encontrado na
sequéncia consenso  Asn-X-Thr/Ser
(onde X pode ser qualquer aminoacido
com excecdo da prolina). A glicosilagao
de residuos de asparagina é uma modi-
ficacdo co-traducional de proteinas,
catalisada por enzimas especificas.
Apos a transferéncia para a proteina, as
glicanas sdo processadas através da
acdo de glicosil hidrolases e glicosil
transferases (Imperiali & O’Connor,
1999). De acordo com as substitui¢des,
as N-glicanas de plantas sdo classifica-
das em 4 grupos: ricas em manose,
complexas, paucinomanosidicas, e
hibridas (Lerouge et al, 1998). As
N-glicanas ricas em manose de plantas
sao idénticas as encontradas em outras
células eucariéticas. Porém as glicanas
complexas diferem substancialmente
entre sistemas vegetais e animais
(Palacpac et al., 1999).

Os mecanismos iniciais para rea-
lizagdo de N-glicosilagdo em mamiferos
e vegetais sdo evolucionariamente con-
servados e ocorrem no RE. Todavia, os
detalhes finais de “acabamento” e os
processamentos subseqlentes realiza-
dos no complexo de Golgi sdo diferen-
tes.



Uma maneira de contornar este
problema tem sido a modificacdo do
padrdo de glicosilagdo em plantas atra-
vés da transformagdo de plantas com
genes de enzimas humanas, envolvidas
na glicosilagdo. Palacpac et al. (1999)
conseguiram obter sucesso neste senti-
do, expressando a enzima P1,4-gala-
ctosil transferase, sob controle do pro-
motor P358S.

Sementes como
biorreatores

As folhas ndo constituem érgaos ade-
quados para o armazenamento de pro-
teinas recombinantes, pois seus tecidos
apresentam grande quantidade de agua
e alta atividade hidrolitica, resultando
em baixa estabilidade da proteina pro-
duzida. As sementes, por sua vez, apre-
sentam tecidos especializados, capazes
de armazenar proteinas de forma efici-
ente durante longos periodos. Devido ao
seu baixo contetido de agua as semen-
tes, ao contrario das folhas, nao reque-
rem condigbes especiais de
conservagao. Apesar desta vantagem,
até o momento poucos sistemas basea-
dos na expressao especifica em semen-
tes foram descritos (Leite, 2001).

As proteinas de reserva acumu-
lam-se em grandes quantidades nas
sementes, onde constituem fonte de
nitrogénio e enxofre a ser utilizada nos

primeiros estagios do desenvolvimento
das plantulas (Shewry et al, 1995).
Devido aos altos niveis de expresséo
proporcionados por seus promotores, 0s
genes que codificam proteinas de reser-
va de sementes representam excelente
fonte de promotores especificos de
sementes. Este tipo de promotor foi
utilizado na expressao de um anticorpo
modificado (Fiedler & Conrad, 1995), de
um antigeno do citomegalovirus huma-
no (Tackaberry et al, 1999) e da
B1,3-1,4-glucanase (Horvath et al,
2000).

O estudo de genes de prolaminas
(proteinas de reserva de sementes de
monocotiledéneas) em nosso laboratério
possibilitou 0 desenvolvimento de um
cassete para expressdo de proteinas
heterélogas em plantas. Este cassete
contém um promotor de y-kafirina (uma
prolamina de Sorghum vulgare), um
peptideo sinal de uma o-coixina de Coix
lacryma-jobi e o terminador T35S do
CaMV.

O promotor do gene da y-kafirina
(PGK) de sorgo promove expressao
especifica em endosperma (Freitas et
al., 1994). O peptideo sinal (PS) de Coix
promove o enderegcamento de polipepti-
deos nascentes para 0 RE (Ottoboni et
al, 1993). O cassete de expressédo
PGK-PS-gene de interesse-T35S foi
utilizado com sucesso na expressao do
gene do hormdnio de crescimento hu-

10



mano em sementes de tabaco transgé-
nico (Leite et al., 1999) e da proinsulina
humana em sementes de tabaco e milho
transgénicos (dados ndo publicados).

Estrutura geral dos
anticorpos e seus derivados

Segundo Kuby (1997), os anticorpos ou
imunoglobulinas sdo  glicoproteinas
multiméricas complexas do sistema
imune de animais superiores, responsa-
veis pelo reconhecimento e ligagdo a
antigenos. Estas moléculas foram inici-
almente identificadas na fragéo protéica
do soro sanguineo por A. Tiselius e E. A
Kabat. em 1939. Todas elas apresentam
certas caracteristicas estruturais em
comum e executam algumas fungbes
biolégicas especificas. Conforme ilustra
a Figura 2, a unidade béasica de um
anticorpo é composta por duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves, idénticas
entre si, unidas por pontes de dissulfeto
e por ligagdes nao covalentes.

Cada cadeia leve e cada cadeia
pesada de uma imunoglobulina
apresenta uma regido aminoterminal
varidvel que consiste de 100 a 110
aminoacidos e que é denominada V.
(variable light) nas cadeias leves e Vy
(variable heavy) nas cadeias pesadas.
Entre anticorpos distintos ocorre uma
alta variabilidade nesses dominios. O
restante das cadeias leve e pesada
exibe uma variacao limitada e constitui a

limitada e constitui a regido carboxiter-
minal constante.

As regides constantes das cadei-
as leves, denominadas C_ (constant
light), apresentam duas sequéncias
basicas de aminoacidos, designadas x e
A, que determinam dois subtipos de
anticorpos. As regides constantes das
cadeias pesadas, ou Cy (constant
heavy), agrupam-se em cinco padroes
diferentes de seqiiéncias de aminoaci-
dos: a, J, €, ¥, € L. As cadeias pesadas
de um anticorpo determinam a que
classe ou isotipo ele pertence, que po-
dem ser entdo IgA, IgD, IgE, IgG ou
IgM, respectivamente correspondentes
aos cinco padrdes de regido constante
evidenciados. Estes cinco isotipos apre-
sentam capacidade de multimerizagédo
distinta e funcdes efetoras préprias.

Tanto no homem quanto em ca-
mundongos as cadeias leves e pesadas
sdo codificadas por familias multigéni-
cas localizadas em cromossomos distin-
tos. Em camundongos, animais
freqlientemente utilizados na produgao
de anticorpos, 0os genes de x estao
situados no cromossomo 16; 0s genes
de A no cromossomo 6 e os genes codi-
ficantes das cadeias pesadas no cro-
mossomo 12 (Kuby, 1997). As familias x
e A contém 0s segmentos génicos V, J e
C. As familias a, 9, €, Y e p apresentam
os segmentos V, D, J e C. A Figura 3
exemplifica os processos de rearranjo
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Figura 2: Estrutura geral de um anticorpo do isotipo 1gG (A) e de alguns dos frag-

mentos de anticorpo que podem ser produzidos por digestao com papaina
Em A é mostrada uma IgG, que é composta por

por engenharia genética (B a E).

(E) ou

duas cadeias pesadas e duas cadeias leves, idénticas entre si. Em B observa-se
um fragmento Fv; em C um fragmento dsFv: em D um fragmento scFv e em E um

fragmento Fab.

No fragmento scFv pode ser observado, em cinza, o peptideo

conector de glicina e serina. Extraido e modificado a partir de Leite (2001).

sofridos por uma cadeia leve de um
anticorpo do subtipo «.

Tanto as cadeias leves quanto as
pesadas, quando enoveladas, apresen-
tam dominios que contém cerca de 110
residuos de aminoacidos, sendo que
uma ponte de dissulfeto forma uma alca

de aproximadamente 60 aminoacidos
(Figura 2).

Comparagdes detalhadas das
seqiiéncias de aminoacidos de Vi e Vo
revelaram que a variabilidade se con-
em hipervariaveis,

centra regioes
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Figura 3: Rearranjos génicos e processamento do RNA que ocorrem durante a formagéo de uma
cadeia leve do subtipo k. L: seqiiéncia lider. Em rosa sd0 mostrados os segmentos génicos V. Em
amarelo sdo mostrados os segmentos génicos J & em azul os segmentos génicos C. A sequéncia
lider & retirada durante o processamento do polipeptideo nascente. A cadeia leve final € uma com-
binacdo de um segmento V, um segmento J e um segmento C. y representa um pseudogene. (A)n
representa a cauda de poli A no RNA mensageiro maduro. Adaptado de Kuby (1997).

também chamadas regides determinan-
tes de complementaridade (CDRs).
Essas regides hipervariaveis formam o
sitio de ligagdo do anticorpo ao antige-
no.

Em humanos e em camundongos
trés CDRs estdo presentes em cada
cadeia leve e cada cadeia pesada,
constituindo 15% a 20% dos dominios
variaveis. Os outros 80% a 85% desses
dominios exibem uma baixa variagao
constituindo as regides estruturais. A

regido de ligagéo ao antigeno & também
denominada paratopo, € a porgao da
molécula antigénica que interage com O
paratopo € designada epitopo.

As funcdes efetoras, que envol-
vem a fixacdo do complemenio € a
ligagéo a células do sistema imune, sao
mediadas pelos dominios constantes
dos anticorpos, que sdo entdo dispen-
saveis para o reconhecimento do e a
ligagéo ao antigeno.
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As imunoglobulinas sdo produzi-
das por linfocitos B, um dos tipos de
glébulos brancos presentes no sangue.
Cada célula B é denominada um clone e
produz anticorpos com uma determina-
da especificidade. Os anticorpos gera-
dos por um dado clone sdo ditos
monoclonais (AcM) e reconhecerdo
sempre 0 mesmo epitopo num antigeno.
Os linfocitos B ndo podem ser cultivados
e multiplicados para a produgdo de
AcMs fora de um animal. Por esta ra-
za0, Kohler & Milstein em 1975 descre-
veram um método para proporcionar a
fusdo de células B de um camundongo
imunizado, com células tumorais deriva-
das de um mieloma (também de ca-
mundongos). A célula resultante foi
denominada “hibridoma”, era imortal e
produzia o mesmo AcM que o linfécito B
original. Por este trabalho os autores
ganharam o prémio Nobel de medicina,
em 1984,

Até recentemente, a produgao de
anticorpos esteve limitada a metodolo-
gias muito laboriosas e demoradas, que
envolvem a imunizagdo de animais e a
formagdo de hibridomas. Tais proces-
so0s, além de trabalhosos e demorados,
implicam em baixos rendimentos de
producdo. Todavia, a tecnologia do DNA
recombinante e a possibilidade de am-
plificagdo de genes in vitro tornaram
possivel a clonagem e expressdo de
genes de anticorpos em bactérias.

Assim, em 1988 teve inicio a
chamada engenharia de anticorpos,
quando as equipes de Skerra e Better
demonstraram na revista Science que
fragmentos ativos de imunoglobulinas
poderiam ser expressos em E. coli. A
menor destas moléculas é o fragmento
Fv, obtido pela associagdo dos dominios
V4 e V| (Figura 2B).

A clonagem destes dominios é
possivel porque as seqliéncias que
codificam a regido estrutural da extremi-
dade aminoterminal e a regiao carboxi-
terminal do segmento J sdo
relativamente conservadas para todas
as classes de anticorpos. A amplificagao
dos genes das regides variaveis das
cadeias leves e pesadas pode ser obti-
da a partir de PCR, utilizando-se oligo-
nucleotideos que se anelam nessas
sequéncias conservadas (Amershan
Pharmacia Biotech, 2000).

No entanto, quando o anticorpo
recombinante é produzido, as interagdes
hidrofébicas entre estes dois dominios
nao sdo suficientemente fortes para
manté-los associados. Dessa forma,
moléculas semelhantes, mas que apre-
sentam uma liga¢do covalente unindo
os dois dominios, passaram a ser utili-
zadas. Uma das formas de produzir este
tipo de fragmento consiste no estabele-
cimento de pontes de dissulfeto na
interface entre Vu e V. (Reiter et al.,
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1994), obtendo-se assim fragmentos
dsFv (dissulfide-linked Fv) (Figura 2C).

Existe ainda um tipo de fragmen-
to denominado Fab, obtido através da
digestdo limitada com papaina. Este
fragmento é composto pela cadeia leve
ligada por uma ponte de dissulfeto a um
fragmento da cadeia pesada que inclui a
regido variavel e o dominio Cu1 (Figura
2E).

A estratégia mais utilizada atual-
mente consiste no uso de um peptideo
conector entre os dominios V4 e V.. O
fragmento resultante é denominado
single-chain Fv (scFv) (Figura 2D), e
constitui um fragmento Fv de cadeia
unica. O peptidio conector é geralmente
constituido por residuos de glicina e
serina que proporcionam flexibilidade e
resisténcia ao ataque de proteases.

Quando o conector flexivel apre-
senta mais do que 12 AAs, os dominios
Vx e V_ interagem entre si assumindo
uma orientagdo espacial similar a que
ocorre no fragmento Fv natural (Figura
4A). Com a diminuicao da extensdo do
conector os dominios interligados séo
incapazes de interagir entre si e séo
formados pares Vy/V_ através da combi-
nacao de dominios presentes em duas
moléculas separadas de scFv (Figura
4B). Os dimeros assim formados, de-
nominados diabodies, sao bivalentes,
pois apresentam dois sitios de combina-
¢do com antigenos. A redugdo do co-

nector para 2 ou menos AAs resulta na
formagdao de trimeros, denominados
triabodies (Figura 4C). Os fragmentos
de anticorpos ou mesmo multimeros
obtidos a partir destes, tém sido avalia-
dos como candidatos a substituicdo de
imunoglobulinas inteiras em aplicagoes
terapéuticas. Revisbes sobre o tema
foram feitas por Adams & Schier (1999);
Hudson & Kortt (1999); Chames & Baty
(2000); van Dijk & van de Winkel (2001).

Um histérico da producao
de anticorpos em plantas
transgénicas

Devido a possibilidade de produgdo de
anticorpos contra virtualmente quaisquer
antigenos, estas moléculas tém sido
exploradas em um grande numero de
aplicagoes médicas e industriais. Entre-
tanto, a alta complexidade estrutural dos
anticorpos inteiros impde limites a sua
producdo em larga escala. O fragmento
de anticorpo mais complexo ja produzi-
do em E. coli foi um Fab (Smith, 1996).
Nenhuma imunogiobulina inteira funcio-
nal foi produzida em bactérias até o
presente.

Da mesma maneira que a tecno-
logia do DNA recombinante possibilitou
a clonagem de genes de imunoglobuli-
nas para a expressdo dos fragmentos
de anticorpos em bactérias, ela tornou
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xilicos.
descritos também como abzymes.

A B

Vional paXe A T
s [

monomérico, conector L contendo mais do que
conector L com 3 a 12 AAs; (C) scFv trimerico

Figura 4: As diferentes formas de scFv. (A) scFv
12 residuos de AAs; (B) scFV dimérico (diabody),

(triabody), conector L com menos de 3 AAs. Modificado a partir de Hudson & Kortt (1999).

viavel a produgdo de imunoglobulinas
em outros sistemas.

Na tentativa de explorar os siste-

mas vegetais para a expressao de imu-
noglobulinas inteiras e funcionais, Hiatt
et al. (1989) demonstraram num traba-
lho pioneiro e inovador que plantas
transgénicas de tabaco eram capazes
de produzir um anticorpo catalitico fun-
cional do isotipo 1gG. Este anticorpo
liga-se a um éster fosfonato (P3) e cata-
lisa a hidrolise de certos ésteres carbo-

Anticorpos  cataliticos  sao

Neste trabalho, os cDNAs que

codificavam as cadeias pesada y e leve
« do anticorpo 6D4 (derivados de
mRNAs de um hibridoma de camundon-
go) foram utilizados para transformar
plantas de tabaco. Plantas transgénicas

expressando cada uma das cadeias
foram cruzadas entre si e originaram
uma progénie em que y € k estavam
sendo expressas simultaneamente. A
capacidade de ligacdo ao antigeno do
anticorpo produzido em plantas foi a
mesma do anticorpo produzido pelo
hibridoma 6D4.

Desde entdo surgiram na literatu-
ra varios relatos da produgdo de imuno-
globulinas e seus derivados em
sistemas vegetais. Os anticorpos produ-
zidos em plantas muitas vezes sao
denominados plantibodies.

Ma et al. (1995) mostraram a
possibilidade da utiliza¢ao de plantas
para produzir um anticorpo IgA secreto-
rio. As imunoglobulinas secretérias do
isotipo A sdo as mais abundantes em
secrecées mucosas e participam da

16



primeira linha de defesa contra agentes
infecciosos. Uma IgA funcional consiste
duma estrutura decamérica, onde duas
subunidades de IgA idénticas sao uni-
das por um peptideo conector. A molé-
cula funcional contém ainda um
peptideo relacionado com o sistema de
secregao.

Quatro linhagens de plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum
foram geradas e expressavam, cada
uma, uma cadeia leve x de cabra, uma
cadeia pesada hibrida o-y de cabra,
uma cadeia de ligacdo também de cabra
e um componente secretério de coelho.
O cruzamento sexual entre estas plan-
tas e entre seus descendentes resultou
na producado de plantas que expressa-
vam as quatro cadeias simultaneamen-
te. Os autores demonstraram que a
progénie foi capaz de produzir uma
imunoglobulina secretéria funcional, que
reconheceu uma adesina de superficie
de Streptococcus mutans, a bactéria
causadora da carie dental (Figura 5).
Até o momento, plantas transgénicas
constituem o Unico sistema de expres-
sdo heterdloga capaz de produzir IgAs
funcionais (Leite, 2001). A produgéo de
IgAs em mamiferos requer a utilizagéo
de dois tipos celulares (Mestecky &
McGhee, 1987), ao passo que em taba-
co transgénico esta classe de imunoglo-
bulinas é produzida em células
individuais (Frigerio et al., 2000).

Em plantas, a producao de anti-
corpos pode ter aplicagbes tanto in
planta como ex planta. Na maioria dos
casos, apenas a atividade de ligagao ao
antigeno é requerida, podendo ser utili-
zados fragmentos do tipo scFv ou dsFv.

Na aplicagao in planta, o anticor-
po recombinante age na prépria célula
em que é produzido. Esta estratégia
pode ser utilizada com o objetivo de
modificar a atividade in vivo de um de-
terminado alvo. Owen et al. (1992) fo-
ram os primeiros a modular uma via
metabdlica através da expresséo in situ
de um fragmento scFv anti-fitocromo,
em tabaco.

Tavladoraki et al. (1993) demons-
traram que a expressao constitutiva em
plantas transgénicas de Nicotiana
benthamiana de um fragmento scFv
contra o tombusvirus icosaédrico ACMV
(Artichoke Mottled Crinkle Virus), resul-
tou em atenuac¢ao dos sintomas e redu-
¢d0 na incidéncia de infecgao.

Para as aplicagbes ex planta, os
anticorpos recombinantes geralmente
tém que ser purificados e utilizados
como reagentes especificos. Na maioria
das vezes, sd0 necessarias grandes
quantidades de anticorpos, o que ge-
ralmente é limitado pelos baixos rendi-
mentos de alguns sistemas de
produgdo. As plantas transgénicas a-
presentam algumas vantagens na
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Figura 5: Esquema geral da
produgdo de uma imunoglo-
bulina do isotipo IgA em
tabaco transgénico (Ma et
al, 1995). Estdao evidencia-
das as quatro linhagens
transgénicas produzidas. Ao
lado de cada linhagem
esta(do) representada(s)
a(s) cadeia(s) polipeptidi-
ca(s) produzida(s) pela
planta. As setas indicam 0s
cruzamentos sexuais reali-
zados para que a linhagem
final produzisse o IgA fun-
cional. Extraido de Leite
(2001).

produgdo desse tipo de molécula. A
primeira consiste na possibilidade de
obtencdo de grande biomassa a baixo
custo, o que compensa o baixo nivel de
expresséo (quando comparado a siste-
mas bacterianos). A segunda consiste
na capacidade que as celulas vegetais
apresentam de sintetizar de forma efici-
ente diferentes versdes de anticorpos
(Peeters et al., 2001). Além disso, se-
gundo Hiatt (1990) e Smith & Gilick
(2000), estima-se que 0S plantibodies
apresentem custo final de producéo
menor que o dos anticorpos obtidos em
hibridomas ou em microrganismos.

Varios aspectos relacionados a
producdo de anticorpos favorecem a
utilizagdo de plantas transgénicas. Po-
rém, um requerimento critico para a

expressdo de anticorpos € seus frag-
mentos &€ o enovelamento e a monta-
gem corretos das cadeias individuais.
Em plantas superiores isso tem sido
obtido através do direcionamento dos
polipeptideos para o RE utilizando-se
peptideos sinais de plantas (De Neve et
al., 1993), animais (Hiatt et al., 1989) e
leveduras (Hein et al., 1991).

Em seu trabalho de 1989, Hiatt et
al. evidenciaram a necessidade de ex-
pressar a cadeia leve x € pesada y com
uma sequéncia lider. Foram geradas
plantas que expressavam ambas as
cadeias com e sem a seqiéncia lider.
Somente as plantas transformadas com
as construgées que tinham a sequiéncia
lider foram capazes de produzir imuno-
globulinas funcionais.
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Apesar da hipotese de que o e-
novelamento de imunoglobulinas pode-
ria ocorrer espontaneamente em
diversos compartimentos celulares nao
ser descartada, sabe-se que nos linfoci-
tos B as cadeias leve e pesada sao
sintetizadas como polipeptideos precur-
sores. Estes precursores sdao endereca-
dos ao limem do RE, onde as
seqliéncias sinais sao clivadas e algu-
mas chaperoninas auxiliam no enove-
lamento correto de imunoglobulinas
funcionais. Além disso, enzimas envol-
vidas na glicosilagdo de proteinas pro-
movem a adicdo de carboidratos em
sitios especificos.

A via de secregdo de proteinas,
mediada pelo complexo de Golgi, dire-
ciona os polipeptideos do RE para a
superficie celular ou para compartimen-
tos intracelulares (vacuolos em plantas
e leveduras e lisossomos em animais).
Uma grande variedade de proteinas de
interesse farmacéutico — dentre elas os
anticorpos — sdo secretadas por células
de mamiferos. Muitos dos passos da via
de secre¢do em plantas, incluindo o
enovelamento protéico, a oligomeriza-
¢ao, a glicosilagdo no RE e as primeiras
etapas do processamento de glicanas
do complexo de Golgi, sdo, se néo idén-
ticas, altamente similares aos passos da
via secretéria em mamiferos (Rayon et
al., 1998; Vitale & Denecke, 1999).

Em mamiferos, pelo menos duas
chaperonas (BiP/GRP78 e GRP94)
auxiliam no dobramento e na montagem
das cadeias leve e pesada dos anticor-
pos. Em plantas ja foram identificadas
no RE chaperonas homologas a BiP e
GRP94. Considerando-se a presenga
destas proteinas, é possivel inferir que o
enovelamento de anticorpos no RE de
células vegetais nao seja muito diferente
daquele que é promovido em células
animais (Peeters et al., 2001).

Com relagdo ao padrao de
glicosilagdao de anticorpos produzidos
em plantas, alguns grupos tém realizado
andlises para verificar se imunoglobuli-
nas produzidas por sistemas vegetais
apresentam as mesmas glicanas que as
produzidas por sistemas animais.

As imunoglobulinas séo glicopro-
teinas que apresentam uma variagao no
seu conteudo de carboidratos. Apesar
de a maioria dos estudos do grau de
glicosilacdo de anticorpos estar relacio-
nado a regidao constante, sabe-se que a
regiao variavel também pode ser glicosi-
lada. Os oligossacarideos presentes na
regiao variavel parecem estar envolvi-
dos na ligagdo ao antigeno, uma vez
que ficam expostos a ele nas imunoglo-
bulinas enoveladas (Dunn-Walters et al.,
2000).

Cabanes-Macheteau et al. (1999)
fizeram uma analise detalhada da glico-
silacdo de uma IgG monoclonal funcio-
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nal produzida em plantas transgénicas
de tabaco. As estruturas das N-glicanas
encontradas nas cadeias pesadas do
plantibody foram identificadas e compa-
radas as glicanas encontradas no anti-
corpo correspondente, de origem
murina. Todos os  sitios de
N-glicosilagdo encontrados estavam
glicosilados no anticorpo de origem
vegetal, assim como no produzido pelo
hibridoma. No entanto, o nimero de
glicoformas evidenciado no plantibody
foi maior do que o nimero encontrado
no anticorpo produzido por células de
mamifero. Dentre as glicoformas encon-
tradas, certos oligossacarideos eram
especificos de plantas. Apesar da diver-
sidade estrutural das glicanas adiciona-
das pelas células vegetais, a
glicosilagdo ndo resultou em alteragao
na solubilidade e na funcionalidade da
IgG vegetal. Os oligossacarideos pré-
prios de proteinas vegetais néao repre-
sentaram uma limitagdo para a
utilizagdo tépica da IgG em imunotera-
pia. Todavia, os autores consideraram
que a diferenga no padréo de glicosila-
cdo poderia provocar uma resposta
imunolégica em seres humanos, no
caso de administragao parenteral.

Na tentativa de avaliar a imuno-
genicidade de um plantibody em ani-
mais, Chargelegue et al. (2000)
imunizaram camundongos subcutanea-
mente (juntamente com um adjuvante)
com um anticorpo monoclonal recombi-

nante produzido em plantas transgéni-
cas de tabaco. Através de imu-
noensaios, imunoensaios de competi¢éo
e ressonancia plasménica em tempo
real nao foram detectados anticorpos
contra o plantibody inteiro € nem contra
a regido glicidica do mesmo. Estes
resultados favorecem a aplicagédo de
proteinas produzidas em plantas como
agentes terapéuticos.

O antigeno Th e sua
importancia como marcador
tumoral e pré-tumoral

Inicialmente o antigeno Tn foi identifica-
do em pacientes portadores da sindro-
me Tn, também conhecida como
poliaglutinabilidade permanente. Esta
doencga humana rara caracteriza-se pela
exposicdo de determinantes antigénicos
de natureza glicidica truncados, em
particular o antigeno Tn, na superficie
de uma parte das células sanguineas. A
expressdo deste antigeno é responsavel
pela aglutinagdo das hemécias. Os
pacientes portadores dessa sindrome
sdo, geraimente, separados em um
grupo sanguineo préprio, o grupo Tn,
em contraste com os grupos sanguineos
A, B, AB e O. Estes pacientes ocasio-
nalmente desenvolvem anemia hemoli-
tica, trombopenia e leucopenia,
distarbios provocados, na maioria das
vezes, por anticorpos naturais anti-Tn
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presentes no soro circulante (Bird et al.,
1971).

O antigeno Tn é encontrado tam-
bém, em pequenas quantidades, em um
tipo de proteina denominado mucina. As
mucinas constituem grande parte do
muco que recobre as superficies lumi-
nais de 6rgaos epiteliais. Dessa forma,
elas agem como uma barreira fisica
entre o ambiente extracelular e a mem-
brana plasmatica, e faz parte dos meca-
nismos de defesa desenvolvidos pelos
epitélios (Moniaux et al, 2001). Em
cancer, freqlientemente sua expressao
é elevada e o seu padrao de glicosila-
¢ao é alterado.

Varias familias de mucinas ja fo-
ram descritas. Todas elas apresentam
algumas caracteristicas comuns: 1) a
repeticio em tandem de certos domi-
nios nucleotidicos; 2) um dominio pepti-
dico contendo altas porcentagens de
serinas e treoninas e 3) um padréo de
expressdao de RNAs complexo (Moniaux
et al., 2001).

A familia de mucinas que apre-
senta maior utilidade clinica como mar-
cador tumoral, particularmente como
marcador em cancer de mama humano,
é codificada pelo gene polimérfico Muct
(Petrakou et al., 1998).

As MUC1 sao glicoproteinas as-
sociadas a membranas que represen-
tam o principal componente da
superficie luminal de células glandulares

normais. Elas foram descritas pela pri-
meira vez no leite humano, como um
produto de secre¢ao das células epiteli-
ais produtoras de leite.

As mucinas MUC1 estao organi-
zadas estruturalmente em trés domi-
nios: uma cauda citoplasmatica, uma
regido transmembrana e um dominio
extracelular extenso formado por repeti-
¢bes em tandem de um dominio de 20
aminoacidos. Carregam uma alta por-
centagem de oligossacarideos ligados a
hidroxilas livres (O-glicosilagdo) dos
residuos de serina e treonina localiza-
dos nessas regides repetitivas (revisado
por Van den Steen et al., 1998).

O primeiro passo na sintese dos
oligossacarideos O-ligados em protei-
nas do tipo mucina corresponde a adi-
cdo de N-acetil-galactosamina (GalNac)
a hidroxila, produzindo o antigeno Tn
(Figura 6). Em células normais ocorre,
entao, a adicao de um residuo de galac-
tose (Gal) ou N-acetil-glicosamina
(GlcNac), produzindo estruturas deno-
minas Core 1 (antigeno TF, Thomsen-
Friedenreich) e Core 3, respectivamen-
te. Estas estruturas sao posteriormente
estendidas através de glicosilagdes
adicionais (Van den Steen et al., 1998;
Itzkowitz et al., 1989; Cho et al., 1994).

Em células cancerosas, geral-
mente, algumas destas etapas de glico-
silacdo sdo inibidas, determinando o
acumulo dos antigenos Tn e TF. Em
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tumores é freqiiente também a adi¢édo
de A&cido sidlico (acido N-acetil-
neuraminico) apds a formagao do anti-
geno Tn. O &cido sidlico age como um
terminador da glicosilagdo, inibindo as
modificagbes subsequentes. Quando
isso ocorre, forma-se entdo o antigeno
sialil-Tn (sTn).

Apesar desse tipo de processa-
mento ainda ndo ser bem entendido,
sabe-se que as reagbes de glicosilagdo
sdo diretamente dependentes da ativi-
dade especifica de enzimas glicosil-
transferases e da disponibilidade dos
precursores (Schachter & Willians,
1982). Em células normais as vias en-
zimaticas de adicdo de Gal e GlcNac
sdo altamente ativas. Em contraste,
células tumorais apresentam estas duas
vias com atividade insuficiente e alta
atividade da via de adicdo de acido
sialico.

A expressao dos antigenos glici-
dicos Tn, TF e sTn tem sido relacionada
a prognésticos de transformagéao malig-
na e a agressividade de carcinomas em
varios orgaos (Springer, 1984), tais
como mama (Osinaga et al., 1992; Cho
et al, 1994; Kinney et al, 1997,
Hadden, 1999; Osinaga et al., 2000),
ovario (Kobayashi et al, 1992,
Ghazizadeh et al., 1997), utero (Hirao et
al., 1993; Terasawa et al., 1996), siste-
ma gastrintestinal (ltzkowitz et al., 1989;
itzkowitz et al., 1990; Cao et al, 1995;

Chung et al., 1996; Sakamoto et al.,
1997; Burdick et al, 1997), cavidade
nasal (Franchi & Gallo, 1996) e glandu-
las salivares (Therkildsen et al., 1993;
Therkildsen et al., 1998).

O antigeno Tn é expresso na
maioria dos  tumores  humanos
(Springer, 1984; Hakomori, 1989), sen-
do considerado um importante marcador
associado a prognésticos desfavoraveis
em cancer de mama (Osinaga et al.,
1992; Osinaga et al., 1994; Desai et al.,
1997; Konska et al., 1998). Babino et al.
(2000) observaram, ao analisar tecidos
mamarios e amostras de soro de ratos
com cancer de mama induzido por
N-nitrosometiluréa, que este antigeno é
detectavel nao somente em carcinomas
ja estabelecidos, mas também nos teci-
dos em processo de transformagéao
maligna, indicando portanto tratar-se de
um importante marcador pré-tumoral.

Devido ao seu carater imunogé-
nico € a associagao com carcinomas, 0s
antigenos Tn e sTn tém sido explorados
no desenvolvimento de vacinas anti-
cancer (Hadden, 1999; Miles & Taylor-
Papadimitriou, 1999). Por exemplo,
mucina da regiao submaxilar de ovelha,
enriquecida em antigeno Tn através de
tratamento com neuraminidase, foi utili-
zada com sucessO na imunizagdo de
camundongos contra a linhagem celular
metastatica de cancer de mama TA3-HA
(Singhal et al., 1991).
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polipeptidil-
GalNac transferase

GalNAc-R
Tn

i1.3-N-acetilglicosamil-
transferase

GleNacp1-3 GalNAc-R
(Core 3)

p1,3-galactosil-

transferase

2 6-sialiltransferase

Siaw 2,6GalNAc-R
sTn

Galp1-3 GalNAc-R

Elongagao

Ve

adicionais

Figura 6: Esquema simplificado das etapas iniciai

(Core 1)

glicosilagoes
adicionals

s de sintese dos O-glicanos ligados a mucina.

Tn, TF e sTn s&o determinantes antigénicos glicidicos expressos preferencialmente em células
cancerosas. R, representa residuos de serina ou treonina.

Encontra-se em fase final de en-
saios clinicos a vacina Theratope™
contra cancer metastatico de mama.
Esta construcdo associada com o adju-
vante Detox™ e com uma dose baixa de
ciclofosfamida apresentou alta atividade
imunogénica em animais e humanos
(Longenecker et al., 1994; Yacyshyn et
al., 1995; Miles et al., 1996). Diferentes
versdes de peptideos sintéticos conten-
do os determinantes antigénicos glicidi-

cos conjugados a diversas proteinas
portadoras tém sido testados na imuno-
terapia de cancer (Ding et al., 1993;
Lo-Man et al., 1999; Ragupathi et al.,
1999).

Anticorpos anti-Tn

Diversos anticorpos monoclonais
(AcMs) foram produzidos contra o anti-

geno Tn (Babino et al., 1997; Itzkowitz
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et al, 1989; Terasawa et al, 1996).
Esses anticorpos tém sido avaliados
quanto a sua especificidade para o
reconhecimento de células cancerosas.
Terasawa et al. (1996) demonstraram
que o antigeno Tn foi detectado pelos
anticorpos HB-Tn1 e B1.1 em 20% e
carcinomas uterinos invasivos analisa-
dos. Por outro lado, este antigeno ndo
foi detectado em nenhum dos 36 epité-
lios normais estudados.

O anticorpo monoclonal 83D4, do
isotipo IgM e subtipo x, foi produzido
através de imunizagdo de camundongos
com suspensdes celulares obtidas a
partir de se¢Ges de tecidos de cancer de
mama, fixados em formalina e embebi-
dos em parafina (Pancino et al., 1990).
Estudos imunocitoquimicos mostraram
que este AcM reage fortemente com
células de diversos carcinomas, incluin-
do cancer de mama, ovario e regidao do
colo retal, porém apresenta baixa ou
auséncia de reatividade com tecidos
normais (Charpin et al., 1992). O AcM
83D4 reconhece antigenos Tn encon-
trados em glicoproteinas de alto peso
molecular presentes em infiltrados de
cancer de mama (Pancino et al., 1991) e
na linhagem de células de céncer de
mama MCF-7 (Osinaga et al., 1994).
Estudos de espectroscopia plasmdnica
de superficie utilizando glicopeptideos
sintéticos mostraram que o reconheci-
mento pelo AcM 83D4 requer no minimo
dois residuos de Tn adjacentes, indi-

cando sua preferéncia por agrupamen-
tos desse determinante antigénico
(Osinaga et al., 2000).

Babino et al. (1997) clonaram 0s seg-
mentos génicos que codificam os domi-
nios Vy € V. do AcM 83D4. Para isso,
extrairam RNAs mensageiros totais do
hibridoma 83D4 e sintetizaram cDNAs
complementares. A partir dessa cole¢éao
de cDNAs, amplificaram as sequiéncias
codificantes de Vy e V_ utilizando oligo-
nucleotideos que se anelam nas extre-
midades 5 e 3 conservadas da regido
variavel. Foi montada entdo uma molé-
cula scFv contendo o dominio V4 na
extremidade aminoternimal e o dominio
VL na extremidade carboxiterminal,
utilizando um peptideo de glicina e seri-
na (Glys-Serq)s. Este fragmento, deno-
minado scFv direto (scFvDIR), foi
produzido em bactéria e testado através
de ELISA quanto a atividade anti-Tn,
mostrando-se eficiente no reconheci-
mento deste antigeno.

Um segundo fragmento scFv foi
construido a partir do hibridoma 83D4,
contendo, dessa vez, 0 dominio V. na
extremidade aminoterminal e o dominio
V4 na extremidade carboxiterminal. Este
fragmento foi denominado scFv invertido
(scFVINV). A Figura 7 mostra uma com-
paragao entre os dois fragmentos scFvs
83D4 construidos.
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Figura 7: Comparagéo entre scFVDIR e scFVINV do anticorpo monoclonal 83D4. O esquema
mostra os fragmentos inseridos no plasmideo pET22b" (Novagen), entre os sitios de Nco | e
Xho |. As posicdes relativas dos dominios VH, VL e do conector estao indicadas nas cores
vermelha, azul e verde, respectivamente. A seqiiéncia codificadora da cauda de histidina
((His)s) & 0 codon de finalizacao da tradugéo (TGA) originam-se do plasmideo.
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Capitulo

Apresentacdo da Tese,

Bl Justificativas e Objetivos

Apesar dos grandes avangos obtidos
com estudos sobre a biologia do céancer
e da atual habilidade em se detectar
tumores em estagios iniciais, poucos
agentes terapéuticos descobertos na
altima década tiveram grande impacto
nas taxas de combate a esta doenca.
Por outro lado, torna-se cada vez mais
evidente que o desenho racional de
drogas seria capaz de provocar mudan-
¢as significativas neste quadro.

Varias células tumorais apresen-
tam marcadores que sao expressos
especificamente na sua superficie ou
sao secretados para o ambiente circun-
dante. A utilizagdo destes marcadores
para diferenciar as células cancerosas
das células normmais consiste numa
estratégia valiosa de combate a tumo-
res. O desenho de drogas com capaci-
dade de fazer a distingao entre os tipos
celulares normal e tumoral representa o
primeiro passo no desenvolvimento de
terapias com as chamadas “drogas
inteligentes”.

Os anticorpos sdo moléculas ca-
pazes de diferenciar antigenos distintos
que apresentam alta similaridade. Di-
versos anticorpos especificos contra
antigenos tumorais tém sido produzidos

por grupos espalhados no mundo todo.
Estas proteinas poderiam funcionar
como carreadores de agentes terapéuti-
cos no estabelecimento de sistemas de
tratamento mais especificos e eficazes
contra canceres, e mais seguros aos
pacientes (Gilliland et al., 1980; Reiter &
Pastan, 1998).

Apesar de todas estas vantagens,
os meétodos atualmente disponiveis para
producdo de anticorpos em escala co-
mercial sdo altamente laboriosos e
apresentam altos custos. Isso torna o
produto final caro e muitas vezes invia-
vel na utilizagdo em terapias.

Ha algum tempo as plantas tém
sido exploradas como possiveis biofa-
bricas para a producgéo de proteinas de
interesse farmacéutico. Em nosso labo-
ratério, foi desenvolvido um cassete
para expressao de proteinas heteréio-
gas em sementes de plantas. Com a
finalidade de utilizar este cassete para
producao de anticorpos, foi estabelecida
uma colaboragdao com pesquisadores do
Laboratério de Oncologia Basica, De-
partamento de Bioquimica, Faculdade
de Medicina, Montevidéu, Uruguai.
Através desta colaboragao, nos propu-
semos a produzir o fragmento scFvINV
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83D4 anti-Tn em sementes de plantas
transgénicas de tabaco.

Diante destas perspectivas, a
presente dissertacdo teve o objetivo
| geral de expressar o fragmento scFVINV
do anticorpo monoclonal 83D4 em plan-
tas transgénicas de tabaco.

Para se chegar a este resultado,
o projeto teve os seguintes objetivos
especificos:

1) Realizar ensaios de transformagao
de discos foliares de tabaco utili-
zando Agrobacterium tumefaciens,
com uma construgcdo génica con-
tendo a sequéncia codificadante do
fragmento scFvINV 83D4 sob con-
trole do promotor de y-kafirina;

2) Selecionar e regenerar plantas
transgénicas;

3) Analisar as plantas selecionadas
guanto a integragao do transgene e
quanto a expressao do mesmo;

4) Avaliar a eficiéncia de plantas de
tabaco para produzir esse tipo de
molécula;

5) Estabelecer uma metodologia de
purificagdo do scFvINV a partir de
extratos protéicos de sementes.
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Capitulo

Materiais e Métodos

As metodologias de rotina, como diges-
tdo com enzimas de restricao, reagoes
de ligacao, transformagao de bactérias,
minipreparacdo de DNA de plasmideo
de E. coli, Southem blotting, western
blotting, preparo de meios de cultura e
solugbes foram realizadas de acordo
com as instrugées dos fabricantes dos
reagentes e com Sambrook et al.
(1989).

Producao do fragmento
scFVINV em bactéria

A producdo do fragmento scFvINV
recombinante foi realizada a partir do
plasmideo pETscFvINV utilizando-se a
cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL de
E. coli (Stratagene). A indugao foi feita
em uma cultura de 600 mi obtida diluin-
do-se (com base na DO a 600 nm) um
pré-inéculo de aproximadamente 18
horas para DO 0,1. A inducéo foi reali-
zada com 200 mM de lactose, por 6
horas, a 37°C, sob agitagdo de
300 rpm. Foram testadas indugbes em
meio LB e meio 2YT. Para cada expe-
rimento realizado foi feito um experi-
mento controle, sem a adicdo de
lactose. Apbds o periodo de indugao, a
cultura foi centrifugada por 15 minutos a

4.000 rpm (rotor A-4-62, Eppendorf). O
sobrenadante foi descartado e o sedi-
mento foi suspenso em 180 ml de tam-
pao de lise (tris-HCI pH 7,5 50 mM;
Benzamidina-HCI 5 mM; DTT 5 mM;
EDTA 5 mM). A lise foi realizada adicio-
nando-se lizozima (0,3 mg/ml de cultu-
ra), seguida de congelamento em
nitrogénio liquido; apo6s o degelo a 37°C
foram realizados 8 ciclos (40 segundos
cada) de sonicagao (em gelo). O lisado
foi entdo centrifugado por 25 minutos a
14.000 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi
considerado como a fragdo sollivel do
extrato e o sedimento como a fragao
insoluvel. O sedimento foi suspenso em
180 mi de tampao de lise gelado. Amos-
tras das 2 fragdes foram analisadas em
SDS-PAGE 15% em condigdes reduto-
ras.

Purificacao do scFVvINV
produzido em bactéria

As proteinas presentes na fragdo inso-
lavel foram solubilizadas em tampao de
ligacao (tris-HCI pH 8,0 20 mM; imidazol
5 mM; NaCl 0,5 M e uréia 4 M). Apés a
solubilizagdo, o material foi centrifugado
por 30 minutos a 14.000 rpm (rotor
S$S-34, Sorval).
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A primeira etapa de purificagao
consistiu em uma cromatografia de
afinidade a metal (IMAC, immobilized
metal chelate affinity chromatography),
utilizando-se uma resina com uma ma-
triz de agarose contendo o grupamento
quelante Ni-NTA (Quiagen). A cromato-
grafia foi realizada a temperatura ambi-
ente. A resina foi previamente
equilbrada em tampédo de ligagdo. A
adsorcdo das proteinas foi realizada
antes do empacotamento da resina, sob
agitacdo suave. Apds a adsorgao, a
resina foi empacotada em coluna de
15 mm de didmetro, por 40 mm de altu-
ra. A renaturagdo protéica foi promovida
com as proteinas adsorvidas a resina,
usando-se um gradiente decrescente de
concentracdo de uréia de 4 M a 0,5 M,
em tampao de renaturagdo (tris-HCI
pH 8,0 20 mM; imidazol 20 mM; NaCl
0,5 M). A eluicao do anticorpo adsorvido
foi feita com um gradiente de 20 mM a
1 M de imidazol, em tampao de elui¢ao
(tris-HCI pH 8,0 20 mM; NaCl 0,5M;
uréia 0,5 mM). A quantificagdo da prote-
ina total nas amostras coletadas foi feita
segundo Bradford (1976).

As fragdes coletadas na cromato-
grafia de afinidade que apresentaram
proteina foram reunidas e a mistura
contendo 7,2 ml foi submetida a uma
cromatografia de exclusédo molecular
(filtragao em gel), que consistiu na se-
gunda etapa de purificagdo. Foi utilizada
a resina Superdex 75 (Amersham

Pharmacia Biotech) empacotada em
coluna XK 26/70 (Amersham Pharmacia
Biotech), com altura de 62,4cm de
resina. A coluna foi equilibrada e lavada
com tampdo contendo tris-HCI pH 7,5
25 mM; DTT 1 mM; EDTA 5 mM e NaCl
150 mM.

A estimativa da massa molecular
dos produtos de eluigdo foi realizada
com base no coeficiente de eluigdo
(Kav), utilizando-se a relagao:

[Kav-Ve-Vo/Vt-Vo]

onde Ve representa o volume de elui-
¢do; Vo, o volume morto da resina,
determinado através do volume de elui-
¢ao de Blue-Dextran (2000 kDa); e Vt, o
volume total de resina empacotada.
Uma curva padrao estabelecida utilizan-
do-se as proteinas: soroalbumina bovina
(67 kDa), ovalbumina (43 kDa), quimio-
tripsinogénio A (25 kDa) e ribonuclease
A (13,7 kDa). Com base nos volumes de
eluicdo, Vt de 331,13ml e Vo de
106,25 ml, foram calculados os respec-
tivos Kav. Os valores de Kav foram
relacionados linearmente com os loga-
ritmos das massas moleculares de cada
proteina. A massa molecular do anticor-
po recombinante recuperado foi obtida
através de interpolagao grafica.

As fragdes contendo o fragmento
de anticorpo recombinante foram reuni-
das e concentradas através de ultrafil-
tracdo em aparelho de filtragédo
tangencial Labscale TFF System
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(Millipore). Foi utilizada membrana
Pellicon XL  Filter (PXBO10A50,
Millipore) que apresenta limite de exclu-
sao de 10 kDa.

Imunizacao de coelhos para
producdo de anti-soros
policlonais

Anticorpos policlonais contra o scFVINV
produzido em bactéria foram obtidos a
partir de imunizacdo de coelhos da
linhagem Nova Zelandia. Foram imuni-
zados 2 coelhos machos de aproxima-
damente 14 semanas. O scFvINV puro
foi administrado em trés doses. A pri-
meira dose foi aplicada na forma de
uma emulsdo (1:1, volume:volume) com
adjuvante completo de Freund (Sigma).
A segunda e a terceira doses foram
aplicadas na forma de emulséo
(1:1, volume:volume) com adjuvante
incompleto de Freund (Sigma). Para
preparacdo das emulsdes, o scFvINV foi
previamente submetido a desnaturagdo
por 10 minutos a 100°C em tampao
contendo tris-HCI pH 6,8 0,3 M; glicerol
40%; B-mercaptoetanol 5% e SDS 2%.
Em cada dose, procedeu-se a aplicagéo
de cerca de 20 ug de scFvINV puro em
cada animal, sendo que o total de emul-
sdo administrada foi dividido em quatro
injecdes subcutdneas na regido ventral
e quatro injegbes subcutaneas na regiao
dorsal.

Dezesseis dias apds a aplicagédo
da primeira dose, foi aplicada a segun-
da. A primeira coleta de sangue para
obtengdao do soro foi realizada 20 dias
apoés a administra¢do da segunda dose.

Uma terceira dose de scFviNV
puro foi administrada 35 dias apds a
segunda. A segunda coleta de sangue
foi realizada quinze dias apds a aplica-
¢ao da terceira dose do antigeno.

As amostras de sangue coletadas
foram centrifugadas a temperatura am-
biente por 20 minutos a 3000 rpm (rotor
A-4-62, Sorval). Os sobrenadantes
foram coletados e submetidos a nova
centrifugagdo por 10 minutos a
3000 rpm (rotor A-4-62, Sorval). Os
sobrenadantes foram entdo coletados e
estocados a -20°C até o momento de
utilizagao.

A especificidade dos soros obti-
dos contra o scFvINV foi testada através
de western blotting.

Western blottings do
scFVINV produzido em
bactéria

Para andlise das etapas de purificagao
do scFVINV a partir de extratos bacteri-
anos as amostras foram submetidas a
eletroforese em SDS-PAGE 15% (con-
di¢coes redutoras) e as proteinas transfe-
ridas para membranas Hybond-N
(Amersham Pharmacia Biotech). Foram
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utilizados os seguintes anticorpos prima-
rios: anti-soro policlonal, preparado em
coelho, especifico contra o anticorpo
monoclonal AcM 83D4 [diluicdo 1:500,
incubacdo por 15 horas a temperatura
ambiente] (gentiimente cedido pelos
Drs. Alvaro Babino e Eduardo Osinaga)
e anti-soro policlonal, produzido em
coelho, especifico para reconhecimento
da cauda de Histidina [diluicao 1:500,
incubagao por 15 horas a temperatura
ambiente] (His-Probe G-18, Santa Cruz
Biotechnology).

Para andlise dos anticorpos poli-
clonais produzidos em coelho, amostras
de scFVINV puro foram submetidas a
eletroforese em SDS-PAGE 15% em
condigcOes redutoras e transferidas para
membranas Hybond-N  (Amersham
Pharmacia Biotech). Foram aplicados no
gel 200 ng e 50 ng de scFvINV, para
cada teste efetuado. Como anticorpos
primarios foram utilizados os soros cole-
tados (12 e 2° coletas) dos coelhos 1 e
2, imunizados com o scFvINV puro.
Foram testadas as seguintes dilui¢bes:
1:250; 1:500 e 1:1000, com incubagéo
por 15 horas, a temperatura ambiente.

Como anticorpo secundario foi
utilizado anti-soro anti-igG de coelho
conjugado a fosfatase-alcalina, prepara-
do em cabra (Sigma) [diluicdo 1:5000,
incubagdo por 2 horas a temperatura
ambiente]. A revelagéo foi realizada com
o substrato quimioluminescente da

fosfatase-alcalina CSPD (Tropix) e filme
Kodak MXG/Plus.

Ensaios de Elisa

Os ensaios de Elisa para teste da espe-
cificidade do fragmento scFvINV produ-
zido em bactéria contra 0 antigeno Tn
foram realizados pelos colaboradores do
Uruguai. A metodologia descrita a seguir
foi obtida através de comunicagdo pes-
soal.

O antigeno Tn foi submetido ao
ensaio sob a forma de mucina submaxi-
lar ovina, que foi purificada de glandulas
submaxilares de carneiro. A mucina
pura foi submetida a desializagao por
tratamento com HCI 0,01 M durante 1
hora, a 80°C, seguido de neutralizagdo
com NaOH 0,01 M.

A mucina desializada foi adsorvi-
da a placa de Elisa em uma concentra-
¢ao de 250 ng/ml em tampéao carbonato,
pH 9,6, a 4°C, durante aproximadamen-
te 15 horas. O bloqueio foi realizado
utilizando-se gelatina 1% em PBS. A
incubagdo com os anticorpos foi realiza-
da em PBS contendo Tween20 0,1% e
gelatina 0,5%, por 1 hora e meia a 37°C.
As lavagens foram realizadas com PBS
contendo Tween20 0,05%. Como anti-
corpo secundario foi utilizado um anti-
corpo anti-83D4 produzido em coelho.
Foi utilizado um anticorpo terciario anti-
IG de coelho conjugado a Biotina
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(Sigma), na diluigdo 1:6000. A revelagcao
foi feita com avidina conjugada a pero-
xidase (Sigma), na diluicdo 1:2000, com
ABTS como substrato. A densidade
optica foi analisada em leitor de Elisa,
com um comprimento de onda de
405 nm.

Construcdo dos plasmideos
para expressao do scFVINV
em sementes de plantas

A sequéncia codificadora do fragmento
scFVINV foi obtida a partir do plasmideo
pETscFvINV, que ¢é o plasmideo
pET22b+ (Novagen) contendo o frag-
mento scFVINV (Figuras 7 e 8), gentil-
mente cedido pelos Drs. Alvaro Babino
e Eduardo Osinaga do Laboratério de
Oncologia Basica, Departamento de
Bioguimica, Faculdade de Medicina,
Montevidéu, Uruguai. O fragmento
scFvINV foi amplificado por PCR, utili-
zando-se como iniciadores os oligonu-
cleotideos B5SCFV e K3SCFV (Figura
8). As reagdes de PCR foram realizadas
através de uma etapa inicial de
desnaturagdo a 94°C por 3 minutos,
seguida de 30 ciclos de: desnaturagéo
a94°C por 45 segundos, anelamento a
50°C por 30 segundos e extensdo pela
Tli DNA polimerase (Promega) a 72°C
por 1 minuto e 30 segundos e de uma
ultima etapa de extensdo a 72°C por 20
minutos. O produto da reagdo foi

produto da reagdo foi submetido a di-
gestdo com a enzima Kpn |

O fragmento PSscFvINV foi obti-
do a partir da adi¢dao da sequéncia codi-
ficadora do peptideo sinal de Coix (PS)
a extremidade abrupta §' do fragmento
scFVvINV (Figura 9). A sequéncia codifi-
cadora de PS é resultante do anelamen-
to dos oligonucleotideos sintéticos PS1
e PS2 (este, previamente fosforilado),
que geram um fragmento com extremi-
dade 3’ abrupta e extremidade 5 com-
pativel com produto de digestdo com a
enzima Nco I. Ao produto de ligagéo
entre PS e o fragmento scFvINV foi
adicionado o plasmideo pRT-PGK,
contendo o promotor de y-kafirina,
previamente digerido com Knp | e
Nco | obtendo-se o plasmideo
pRT-PSscFvINV (Figura 9).

O fragmento scFVINV foi seqgien-
ciado utilizando-se o plasmideo
pRT-PSscFviINV como molde e os ini-
ciadores CONS3 CTTATCTGGGAAC-
TACTCACAC] e CONS5 [CCCTCG-
TACGCCTATGCAC] (Figura 9). Foram
utilizados o ABlI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, um ABI PRISM™ 310
Genetic Analyzer e o programa DNA
Sequencing Analysis Software Version
3.0 (Applied Biosystems). Os sequienci-
amentos foram realizados em ftriplicata.
As seqléncias consenso obtidas a partir
do seqlenciamento foram comparadas
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721 CACTCGAGCAR CCACCARCCAC CACCACTGAG ATCQGGCTGCT AACAAAGCCuggﬁﬂnGGAAG
<= ctc taggCCATGGa ttgtttcg “K3SCEV
TKpnl

Figura 8: Seqléncias do scFvINV (clonado em pET22b+) e dos iniciadores B5SCFV e
K3SCFV. As linhas inferiores representam a sequéncia de nucleotideos e as linhas superiores
a sequéncia de aminoacidos. A esquerda estdo indicados 0s numeros do nucleotideos. O sitio
para reconhecimento pela enzima Kpn | esta indicado pela seta.

A partir do plasmideo
pRT-PSscFVINV retirou-se 0 cassete de
expressao PGK-PSscFvINV-T35S com
a enzima Hind 1ll, o qual foi transferido
para o plasmideo pBI131 (Clontech)
previamente digerido com a mesma
enzima (Figura 9).

com as sequéncias de Vy e V. do anti-
corpo monoclonal 83D4, depositadas no
banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Foi utili-
zado o programa BLAST. Os numeros
de acesso sdo AF201961 para VL e
AF201962 para V.
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Figura 9: Estratégia para construgdo dos plasmideos pRT-PSscFVINV e pBI131-PSscFvINV. O fragmento
scFvINV amplificado por PCR a partir de pETscFVINV, purificado, digerido com Kpn | e ligado ao peptideo
sinal de Coix (PS). O segmento resultante foi clonado em pRT-PGK previamente digerido com Kpnle Ncol.
O cassete de expressao PGK-PSscFVINV-T35S foi retirado de pRT-PSscFvINV por digestao com Hindlll e
clonado em pBI131, resultando no plasmideo pBI131-PSscFVINV. A regido do T-DNA do vetor binario
pBI1131, delimitada pelas bordas direita (RB) e esquerda (LB), contem os genes nptll e gus, que codificam as
enzimas neomicina fosfotransferase (que confere resisténcia a kanamicina) e B-glucuronidase (GUS),
respectivamente. Estes genes estao sob controle do promotor da nopalina sintetase (PNOS) e da ribulose-
1,5-bifosfato carboxilase (PRBS) e do sinal de poliadenilagéo da nopalina sintetase (3'NOS). bla: gene que
codifica a enzima B-lactamase, que confere resisténcia a ampicilina; f1 origin: origem de replicacéo para
fagos filamentosos; ori: origemde replicagéo do plasmideo; /act: seqliéncia codificadora do repressor Lacl.
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Obtencao de células de
Agrobacterium tumefaciens
contendo o plasmideo
pBl131-PSscFvVvINV

Células competentes de A. tumefaciens
da linhagem LBA 4404 foram prepara-
das como descrito no Manual de Trans-
formacdo de Plantas de Brasileiro &
Carneiro (1998), contendo 50 pg/mi de
estreptomicina. A transformagcdo das
células competentes com o plasmideo
pBl131-PSscFVINV foi realizada através
de choque térmico segundo descrito por
Brasileiro & Carneiro (1998).

Para realizagdo de Southern
blotting de DNA plasmidial de agrobac-
téria, a extracdo de plasmideos foi reali-
zada de acordo com Hooykaas (1988).
Como controle negativo foi utilizado
DNA plasmidial de A. fumefaciens nao
transformada com o  plasmideo
pBI131-PSscFvINV. Como controle
positivo foi utilizado o plasmideo
pRT-PSscFvINV. Os plasmideos foram
digeridos com a enzima Hind lll. Os
produtos da digestéo foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1% e
transferidos para membrana Hybond-N
(Amersham Pharmacia Biotech).

Obtencao e marcacédo de
sondas radioativas e
condi¢cdes para
Southern blotting

As sondas utilizadas na detecgdo do
gene scFVINV nos Southern blottings de
DNA plasmidial de A. tumefaciens e
DNA gendmico de plantas foram obtidas
através de amplificagdo por PCR do
fragmento scFvINV, utilizando-se como
molde o plasmideo pETscFvINV e como
iniciadores 0s oligonucleotideos
B5SCFV e K3SCFV. O fragmento obtido
a partir da reacdo de amplificagédo foi
marcado radioativamente através da
incorporagdo de [0®2P]-dATP (3000
Ci/ mmol, 10 mCi/ml — NEN Life Science
Products Inc) pelo método Random
Primer utilizando-se o Kit Megaprime
DNA Labeling System (Amersham
Pharmacia Biotech). A sonda apresen-
tou atividade especifica de aproxima-
damente 10® cpm/ug.

A hibridizacado das membranas
com a sonda especifica para o scFvINV
foi realizada por 15 horas, a 42°C, em
solugao de hibridizagdo (tris-HCI pH 7,5
0,01 M; DNA de esperma de salméao
0,4 mg/ml; formamida deionizada 50%;
SDS 1%; SSC 5X; solugdo de Denhardt
2X). A membrana foi lavada 2 vezes, 15
minutos cada, com solugdo contendo
SSC 1X e SDS 0,1% a 55°C e 2 vezes,
15 minutos cada, com solugdo contendo
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SSC 0,1X e SDS 0,1% na mesma tem-
peratura. O resultado foi visualizado
através de exposicao a Hyperfim MP
(Amersham Pharmacia Biotech).

Transformacgao de
tabaco via
Agrobacterium tumefaciens

Sementes de Nicotiana tabacum, culti-
var SR1, foram desinfestadas por 5
lavagens com: etanol 70% (1 minuto);
hipoclorito de sédio 1% (10 minutos) e
agua destilada estéril (2 minutos). Apds
a desinfestacdo, as sementes foram
semeadas em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) contendo 100mg/l de
inositol, e cultivadas apds a germinagéo
até as plantas atingirem aproximada-
mente 10 cm de altura. Quando as plan-
tas atingiram este estagio de
desenvolvimento, discos foliares de
tabaco foram transformados segundo
Horsch et al. (1988). Os transformantes
foram selecionados e regenerados em
meio MS contendo AIA 0,1 mg/l; BAP
0,1img/l; MES 0,549/l cefotaxima
100 ug/ml e kanamicina 100 pg/ml.

Apds a regeneragéo as plantas
foram aclimatadas e cultivadas em casa
de vegetacdo. Folhas jovens foram
coletadas e conservadas a —-20°C até o
momento da extracao de DNA ou prote-
inas. Quando as plantas produziram
sementes, esperou-se que as capsulas

amadurecessem e secassem para se-
rem coletadas. Apds a coleta elas foram
expostas ao sol por 8 horas, para elimi-
nacdo da umidade e acondicionadas a
temperatura ambiente até o momento
da extragao de proteinas.

Teste quantitativo da
atividade da enzima
B-glucuronidase (GUS) em
folhas de tabaco

A atividade especifica da enzima
B-glucuronidase (GUS) (em extratos
protéicos obtidos a partir de folhas das
plantas regeneradas) foi quantificada
fluorimetricamente utilizando-se 4-metil-
umbeliferil-B-D-glucuronideo (MUG)
como substrato. Os extratos protéicos
de folhas e as reagdes foram obtidos
conforme descrito por Jefferson (1987),
e com modificagdbes no tampdo de ex-
tracdo de proteinas (adicdo de metanol),
segundo proposto por Li et al. (1993).
As medidas de fluorescéncia foram
realizadas em um F-200 Fluorescence
Spectrofotometer (Hitachi) com excita-
¢40 a 365 nm e emissdo a 455 nm.
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Analise por Southern
blotting das plantas
selecionadas com
kanamicina

O DNA gendmico das plantas foi extrai-
do segundo o método descrito por Sa-
ghai-Maroof et al. (1984) utilizando-se o
tampédo tris-HCI pH 8,0 0,1 M; CTAB
2%: EDTA 0,02M; NaCl 1,4M; B-
mercaptoetanol 0,4%.

Aproximadamente 5pg de DNA
foram digeridos com 10U da enzima
Hind il por 16 horas. Os produtos da
digestdao foram submetidos a eletrofore-
se em gel de agarose 0,9% e transferi-
dos para membrana  Hybond-N
(Amershan Pharmacia Biotech) através
do método de transferéncia alcalina
(Sambrook et al., 1989).

Western blottings de

extratos protéicos de

sementes de plantas
transgénicas

Para andlise da expressao do fragmento
scFvINV nas plantas transgénicas, fo-
ram preparados extratos protéicos da
seguinte maneira: 50 mg de semente
foram macerados em 1 ml de tamp&o de
extragdo (tris-HCI pH 8,5 50 mM; ben-
zamidina 5 mM; DTT 5 mM; EDTA 2 mM
e triton X-100 0,2%). O material foi cen-
trifugado por 20 minutos a 14.000 rpm
(rotor FA45-30-11, Eppendorf), a 4°C. A

fracdo aquosa foi recolhida e foi subme-
tida a outra centrifugagao por 20 minu-
tos a 14.000 rpm (rotor FA45-30-11,
Eppendorf), a temperatura ambiente.
20 ul de extrato foram usados para
preparar as amostras para cada planta.
Como controle positivo foi utilizado o
scFVINV purificado de extratos bacteria-
nos. Como controle negativo foi utilizado
extrato de sementes de tabaco SR1 ndo
transformado. As amostras foram sub-
metidas a eletroforese em SDS-PAGE
15% em condi¢des redutoras e as prote-
inas foram transferidas para membranas
Hybond-N  (Amersham  Pharmacia
Biotech). Como anticorpo primario foi
utilizado o anti-soro policlonal preparado
no coelho 2 (22 coleta) [diluicdo 1:1000,
incubacdao por 15 horas a temperatura
ambiente]. Os western blottings para
analise das etapas de purificagdo do
scFVINV produzido em sementes de
plantas foram realizados nas mesmas
condigoes.

Como anticorpo secundario foi
utilizado anti-soro anti-lIgG de coelho
conjugado a fosfatase-alcalina, prepara-
do em cabra (Sigma) [diluigdo 1:5000,
incubagdo por 2 horas a temperatura
ambiente]. A revelagao foi realizada com
o substrato quimioluminescente da
fosfatase-alcalina CSPD (Tropix) e filme
Kodak MXG/Plus.
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Purificacdo do scFVINV
produzido em sementes de
tabaco transgénico

O fragmento recombinante scFVINV foi
purificado a partir de extrato preparado
através de homogeneizagdo de 4g de
sementes (planta T30) em 100 ml de
tampdo de extragdo (tris-HCI pH 8,0
50 mM; benzamidina 5 mM; triton X-100
0,2%).

O homogenato foi submetido a
agitagao orbital por duas horas a tempe-
ratura ambiente, entao centrifugado por
10 minutos a 3.500 rpm (rotor A-4-62,
Eppendorf). Apés a centrifugagédo, a
fase lipidica foi removida com ajuda de
pipeta Pasteur e a amostra foi centrifu-
gada por 20 minutos a 12.000 rpm a
10°C (rotor F34-6-38, Eppendorf). O
volume da amostra foi completado para
100 ml com agua seguido da adi¢gdo de
NaCl suficiente para obter-se uma con-
centragdo final de 500 mM. Em seguida
foram realizadas trés extra¢gdes com 1
volume de n-hexano. A amostra foi
entdo centrifugada por 30 minutos a
12.000 rpm a 10°C (rotor F34-6-38,
Eppendorf). Ao sobrenadante foi
adicionado imidazol suficiente para
obter uma concentragao final de 10 mM.

A primeira etapa de purificagéo
foi realizada através de cromatografia
IMAC utilizando-se uma resina de aga-
rose contendo Cu-IDA (acido iminodia-
cético). A agarose utilizada apresenta

4% de ligagdo cruzada, possibilitando
sua utilizacdo em aparelthos de croma-
tografia de alta presséo.

Foi utilizada uma coluna Waters
AP-1 (10 mm x 100 mm) contendo apro-
ximadamente 6 mi de resina IDA-
Agarose (Sigma). Inicialmente a resina
foi lavada com 50 ml de tampéao acetato
de sédio pH4,0 10 mM, seguido de
igual volume do mesmo tampéao acres-
cido de 20 mM de sulfato cuprico. O
excesso de Cu foi retirado através de
lavagem com 50 ml de tampéao acetato
de sédio pH4,0 10 mM seguido de
50 ml de agua deionizada.

A coluna foi entdo equilibrada
com 50 ml de tampéao de ligagao (tris-
HCI pH8,0 20 mM; imidazol 10 mM;
NaCl 0,5 M). Apds a injegao da amostra
a coluna foi lavada com 50 ml de tam-
pao de lavagem (tris-HCI pH 8,0 20 mM;
imidazol 20 mM; NaCl 0,5 M). As protei-
nas ligantes foram eluidas utilizando-se
um gradiente de 20 mM a 500 mM de
imidazol em um volume de 40 ml, no
mesmo tampao.

Todos os procedimentos foram
realizados em aparelho HPLC biocom-
pativel, HRLC (Bio-Rad). Foi utilizado
fluxo de 1 ml//min e durante a eluigao
foram recolhidas fragdes de 0,5ml. A
presenca do scFVINV nas diversas fra-
¢Oes foi analisada através de SDS-
PAGE em condigdes redutoras, seguida
de western blotting especifico.
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As fragbes que apresentaram o
fragmento de anticorpo forma reunidas e
submetidas a cromatografia de fase
reversa. A cromatografia foi realizada
em coluna AP-1 (10 mm x100 mm,
Waters) contendo aproximadamente
6 ml de resina Poros R2 (PerSeptive). A
coluna foi pré-equilibrada com 50 ml de
solucdo A, constituida por acetonitrila
(ACN) 2% e éacido trifluoroacético (TFA)
0,065%. Apds a injegao da amostra a
coluna foi lavada com 30 mi de solugdo
A e as proteinas adsorvidas foram elui-

das com 40 ml de um gradiente linear
de 0 a 70% de solugdo B (ACN conten-
do 0,05% de TFA). A coluna foi entao
lavada com 20 ml de solugdao B. A ab-
sorbancia a 214 nm foi monitorada,
registrada e foram coletadas fragdes de
0,5 mi.

A presenca do scFvINV nas di-
versas fraces foi analisada através de
SDS-PAGE em condi¢cdes redutoras,
seguida de western blotting.
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Capitulo

Resultados e Discussédo

Obtengdo dos plasmideos
para transformacao
de tabaco

O fragmento scFvINV de 761 pb foi
obtido através de amplificacdo por PCR
a partir do plasmideo pET-scFvINV,
utilizando-se os oligonucleotideos inici-
adores B5SCFV e K3SCFV (Figura 8). A
utilizacdo do iniciador B5SCFV, com-
plementar a regiao 5 da fita molde,
além de gerar uma terminacao abrupta
nesta extremidade, teve como objetivos:
1) eliminar o cédon original de iniciagdo
de transcri¢cdo; 2) eliminar o cédon adja-
cente que correspondente a um residuo
de glicina e 3) substituir o residuo de
acido aspartico subseqiiente por valina.
Este procedimento teve a finalidade de
adaptar o fragmento amplificado a adi-
¢ao do fragmento PS. A substituicdo do
acido aspartico é justificada pela obser-
vagcao de baixa frequiéncia de residuos
acidos em regides préximas a sitios de
processamento envolvendo peptideos
sinais de enderegcamento para o RE. O
iniciador K3SCFV é complementar a
regido do plasmideo pET 22b+ adjacen-
te a extremidade 3’ da seqiiéncia codifi-
cadora de scFvINV. Este iniciador foi
desenhado para manter no produto

amplificado por PCR a cauda de histidi-
na que esta codificada no plasmideo
pET22b+. Além disso, o iniciador
K3SCFV promoveu a adigdo de um sitio
de reconhecimento para a enzima Kpn i.

O fragmento PSscFVINV foi obti-
do através da adigcao da sequéncia PS
codificadora do peptideo sinal de
a-coixina ao fragmento scFvINV (Figura
9). O fragmento PS foi obtido a partir do
anelamento dos oligonucleotideos PS1
e PS2. Quando anelados, estes oligo-
nucleotideos geram um fragmento com
a extremidade 5 apresentando com-
plementaridade com extremidades ge-
radas por digestdio com Ncol e
extremidade 3’ abrupta.

A insercado do fragmento
PSscFvINV no plasmideo pRT-PGK foi
verificada através da analise de diges-
tdo com a enzima Hind Ill (Figura 10). A
obtencdo do plasmideo pBI131-
PSscFVvINV pode ser verificada na Figu-
ra 11, também por digestdao com a en-
zima Hind Ill.

O plasmideo pRT-PSscFvINV foi
seqiienciado com a finalidade de con-
firmar a manutencao da fase leitura no
fragmento scFVvINV apds a adigdo do
fragmento PS.
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Figura 10: Andlise da construcdo do plasmideo
pRT-PSscFvINV. Amostras de DNA plasmidial de dois
clones transformados com a construgdo pRT-PSscFvINV
foram digeridos com as enzimas Hind Il (A) e Kpn | + Nco |
(B). Em 1 e 2 sdo mostrados clones de pRT-PSscFVINV e
em 3 é mostrado o plasmideo pRT-PGK. A digestao com a
enzima Hind Ill resultou, em ambos clones analisados, em
dois fragmentos, coerentes com os tamanhos 2.769 pb e
2.284 pb esperados. Na digestdo dupla com as enzimas
Kpn | e Nco | observou-se a liberagdo de um fragmento de
aproximadamente 800 pb, indicando a presenca do frag-
mento PSscFvINV (813 pb).

Analise da seqliéncia dos
clones de pRT-PSscFvVvINV

Dois clones independentes foram se-
quienciados, utilizando-se como iniciado-
res os oligonucleotideos CONS5 e
CONS3. O oligonucleotideo CONS5
anela-se no promotor PGK e CONS3
anela-se no terminador T35S (Figura 9).

As sequéncias obtidas foram
idénticas para os dois clones. Entretan-
to, a comparagdo das sequéncias obti-
das com a seqiéncia esperada,
baseada nas sequéncias de Vy e V. do
AcM 83D4 (publicadas por Babino et al.,
1997), depositadas no banco de dados
do NCBI, mostrou diversas discrepan-
cias. Foram encontradas substituicoes
em 85 posicoes ao longo dos
804 nucleotideos entre o codon de inici-
acdo (ATG) e o cédon de terminagao da
traducdo (TGA). Dentre as mutagoes
encontradas, 24 ndo resultam em alte-
racbes na sequéncia de aminoacidos.

No entanto, 61 delas resultam em subs-
tituicdes de aminodcidos. De acordo
com o alinhamento entre aminoacidos
realizado pelo programa Clustal X
1.64b, utilizando a matriz de similarida-
de Gonnet, a sequéncia obtida apresen-
ta 83,5% de identidade e 88,4% de
similaridade com a sequéncia esperada.

Dois clones foram também se-
quenciados a partir do plasmideo
pET-scFVINV. Os resultados obtidos
confirmam as sequéncias observadas
para 0s clones sequlenciados em
pRT-PSscFvINV., eliminando a hipdtese
de que o erro pode ter ocorrido durante
0 processo de clonagem.

A alta discrepancia entre as duas
seqliéncias foi encontrada principalmen-
te na cadeia pesada do scFVvINV 83D4.
Verifica-se que um grande numero de
aminodcidos discrepantes encontra-se
localizado nos CDRs (Figura 12), o que
poderia comprometer a especificidade
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Figura 11: Andlise da construgcao
do plasmideo pBI131-PSscFvINV.
Amostras de DNA plasmidial foram
digeridas com Hind lll. De todos os
clones contendo pBI131-
PSscFvINV analisados, apenas
um (seta) apresentou o inserto
esperado de aproximadamente
2.300 pb, que corresponde ao
cassete de expressio PGK-
PSscFvINV-T35S, de 2.284 pb.

de reconhecimento do fragmento em
questao.

Babino et al. (1997), quando rela-
taram a construcdo do scFvDIR, fizeram
uma andlise de qual seria a porgéo da
regido variavel responsavel pela intera-
cdo com o antigeno Tn. Até entao, ne-
nhuma sequéncia de anticorpos anti-Tn
havia sido publicada, apesar da produ-
cdo e a da caracterizagdo de varios
anticorpos com esta especificidade ja
terem sido relatadas. No entanto, as
sequiéncias de varios anticorpos anti-
sTn era conhecida. Alguns destes anti-
corpos anti-sTn, reconhecem fracamen-
te o antigeno Tn. A comparacao entre
as seqléncias das regides variaveis das
cadeias leve e pesada do anticorpo
83D4 com anticorpos anti-sTn indicou
que as cadeias leves originaram-se de
genes diferentes nas células da linha-
gem germinativa. Todavia, todos os
anticorpos anti-sTn e o anti-Tn 83D4
possuem O mesmo segmento geénico
(VhoeTAG1) (Figura 13), indicando que a
cadeia pesada desempenha um papel

fundamental para a afinidade, no reco-
nhecimento desses antigenos. Como 0
AcM 83D4 ndo reconhece sTn, 0 USO
preferencial deste segmento génico
provavelmente esta associado a ligacao
ao antigeno Tn.

Apesar das sequéncias analisa-
das serem altamente similares, algumas
mutacbes somaticas nado silenciosas
nas cadeias pesadas foram encontra-
das. Estas mutacbes revelaram duas
substituicbes recorrentes de aminoaci-
dos, ambas ocorrendo no CDR2 da
cadeia pesada. Uma delas envolve a
substituicdo Gly56-Asp e é encontrada
em todos menos um dos anticorpos anti-
sTn (Figura 13). No entanto, ela nao
esta presente no 83D4. A outra envolve
a substituicdo lle51-Phe. Esta é a unica
mutacdo somatica ndo silenciosa obser-
vada no 83D4 e também é evidenciada

em dois dos cinco AcMs anti-sTn.

Outras mutacdes somaticas sao
encontradas no dominio Vy. Entretanto
elas estdo presentes somente em um
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Figura 12: Comparagao entre as seqiiéncias de aminoacidos esperada e observada deduzidas a
partir da sequéncia nucleotidica do fragmento PSscFVINV. A seqléncia superior representa a
seqiiéncia esperada e a inferior, a observada. O peptideo sinal de Coix (PS) aparece assinalado
em cor magenta. Em azul observa-se a regido variavel da cadeia leve e em verde a regi&o variavel

da cadeia pesada do anticorpo. A cor amarela indica

as regides determinantes de complementari-

dade ao antigeno (CDRs). O peptideo conector formado por glicina e serina aparece assinalado
em cinza. Em vermelho séo indicados os aminoacidos da seqiiéncia observada que nao coincidem

com 0s seus correspondentes na sequéncia espera

da. O alinhamento foi realizado utilizando o

programa Clustal X 1.64b, utilizando a matriz de similaridade Gonnet. O simbolo "." indica identida-
de entre os aminodacidos, ":" indica ocorréncia de substituicio dentro de um dos seguintes grupos
fortemente conservados: STA; NEQK; NHQK; NDEQ:; QHRK; MILV; MILF; HY; FYW e "." indica
ocorréncia de substituicao dentro de um dos seguintes grupos fracamente conservados: CSA; ATV,
SAG: STNK; STPA; SGND; SNDEQK; NDEQHK; NEQHRK: FVLIM; HFY. Os CDRs foram defini-

dos segundo proposto por Kabat (http://www.rubic.rdg

anticorpo, o que sugere que estas alte-
racées nao desempenham um papel
predominante na interagdo com O anti-
geno.

Babino et al. (1997) construiram
um modelo tridimensional para o Fv

.ac.uk/abs/).

83D4 (Figura 14), baseando-se em
estruturas depositadas para fragmentos
Fab. De acordo com as similaridades
nas sequéncias de aminoacidos, as
estruturas cristalinas dos anticorpos
B72.3 (cédigo PDB Ibbj), 17E8 (leap) e



FR1 CDR1 FR2 CDR2 =1
VaoTAGL | OVOLQOSDAELVKPGASVKISCKASGYTET DHAIH WVEQKPEQGLEWIG | YISPGNGDIKYNEKFKGEATL
T T | S S e G ] NI S| e ) A L i S o e
T I T e e e R I R [ = e e ] Sl e o
CC46 R e s h T | e P St el A Ee s et
Seia T e e e e S | W s ciaiee o I O
AT s e G e e SRR UL R e AT T
T s R SR st A a0 T e _J
FR3 [ CDR3 FR4
[ viaracl TADKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYFCKR
T i T S b T D SYGNYDY WGQGTTLTVSS
e I [N e ) e e e T Pt G o | TN ST
e i B b PR e TG EVCEEE. || suoiatsjuisislaniss mis
el e b e e e s T, R O e e ol a
T I bt D R ACE OO T R. BTl | s e e
|__ccoz T A e T. SLSGNS |  ...-.ee....

Figura 13: Comparagéo da seqiéncia de aminoacidos de Vy da linhagem germinativa (VuaTAG1),
com as seqiiéncias de Vy do anticorpo anti Tn 83D4 e dos anticorpos anti sTn B72.3, CC46, CC49,
CC83 e CCY92. Os pontos indicam identidade. FRs: regides estruturais. CDRs: regioes determinantes
de complementaridade. Retirado de Babino et al. (1997).

Figura 14: Modelo molecular do
sitio de ligagdo ao antigeno do
anticorpo  monoclonal  83D4,
mostrando a cavidade putativa
de ligacdo a Tn. Os residuos
conservados que definem a
cavidade estdo indicados se-
gundo a numeracao proposta
por Kabat* Figura feita com
programa GRASP (Nicholls et
al, 1991), gentiimente cedida
por Alvaro Babino e Eduardo
Osinaga.

* http://www.rubic.rdg.ac.uk/abs

Hy-HEL5 (3hfl) foram utilizadas como (lopg) e M29B (livl) como molde para a
moldes para a cadeia pesada e as es- cadeia leve.
truturas de Hy-HEL10 (3hfm), OPG2

44



Os trés CDRs da cadeia leve e os
CDRs 1 e 2 da cadeia pesada séo alta-
mente homodlogos aos CDRs dos anti-
corpos usados como molde, tanto na
sequéncia quanto em extensdo, permi-
tindo a dedugao de um modelo altamen-
te confiavel para uma fragdo
representativa do sitio de ligagdo ao
antigeno do AcM 83D4.

Varias conformagbes foram tes-
tadas e em todas elas é evidenciada
uma cavidade, préxima ao centro do
paratopo, que seria a regiao putativa de
ligacdo ao antigeno.

O assoalho e grande parte das la-
terais desta cavidade sao formados por
residuos dos CDR H1 e CDR H2. Ape-
sar da maioria deste residuos situarem-
se em posi¢oes nas imunoglobulinas em
que geralmente ocorre muita variagéo
na sequéncia, todos sdo altamente
conservados nos anticorpos anti-Tn e
anti-sTn analisados (Figura 13). Dessa
forma, a uso preferencial do mesmo
segmento génico nos anticorpos que
reconhecem o antigeno Tn pode estar
associada a formagdo desta cavidade
de ligacdo, que provavelmente serve
para acomodar a protuberancia glicidica
representada pela estrutura Tn.

Diante destes resultados obtidos
por Babino et al. (1997) e das discre-
pancias encontradas nos dois clones de
pRT-PSscFVINV com relagdo a seqién-
cia esperada, a especificidade e a fun-

cionalidade do fragmento de anticorpo
recebido pelos colaboradores do Uru-
guai foi questionada.

O alto grau de conservagao entre
a regiao variavel da cadeia pesada dos
anticorpos anti-sTn e do anticorpo 83D4,
sugere que provavelmente o fragmento
recombinante de anticorpo provavel-
mente trata-se de uma outra molécuia,
que ndo o fragmento scFvINV do AcM
83D4. No entanto, por questdes praticas
o fragmento discrepante continuara
sendo chamado de scFviNV 83D4 (ou
somente scFviNV) nesta dissertagao.
Com a finalidade de verificar se o scF-
vINV discrepante apresenta atividade
contra o antigeno Tn, iniciou se uma
etapa de produgdo deste fragmento
recombinante de anticorpo em bactéria,
para posteriormente realizar a purifica-
¢ao do mesmo e utiliza-lo em ensaios
de ELISA para avaliagdo da sua especi-
ficidade.

Além disso, foi dada continuidade
ao projeto de transformagéo de plantas
com este fragmento, uma vez que pro-
duzido em plantas ele poderia ser usado
como um modelo para avaliagdo da
eficiéncia de vegetais na produgéo des-
te tipo de moléculas e para o estabele-
cimento de metodologias de purificagao.
A possibilidade de utilizagdo tanto de
vegetais quanto de bactéria permite a
realizacdo de uma posterior compara
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Figura 15: Southern blotting de
DNA plasmideal de A. tumefaci-
ens. Foi utilizado como sonda um
fragmento de 761 pb amplificado
por PCR com os iniciadores
B5SCEV e K3SCFV. 1) Controle
negativo; 2 a 11 DNAs plasmidiais
das colonias de agrobactéria
selecionadas por kanamicina; 12:
Controle positivo (pRT-PSscFVINV
digerido com Hind lll).

cdo da composi¢do e da estrutura de
um mesmo produto génico expresso em
sistemas diferentes.

Confirmacéao da
transformacéao de
agrobactéria com

o plasmideo
pBI131-PSscFVvINV

A confirmacdo da transformagéo da A.
tumefaciens com o  plasmideo
pBlI131-PSscFVvINV foi realizada por
meio de Southern blotting de DNA
plasmidial (Figura 15). No controle ne-
gativo, nao houve deteccdo do cassete
de expressdo pela sonda, ao contrario
do controle positivo, no qual um frag-
mento de aproximadamente 2.300 pb foi
detectado. Este fragmento corresponde
ao cassete de expressdo de 2.284 pb,
liberado pela digestdio de PpRT-
PSscFvINV com a enzima Hind lll. Os
fragmentos detectados nas onze cold-
nias analisadas t8m o mesmo tamanho

ih 2 8 4 5U6LTZIBIISHI0T] sl 2y

-2.284 pb

que o detectado no controle positivo,
indicando tratar-se do cassete de ex-
pressdo liberado pela digestao do DNA
plasmidial com a enzima Hind Ill.

Selecao de plantas
resistentes a kanamicina

Foram regeneradas 52 plantulas, que
foram transferidas para vermiculita. Trés
destas plantulas morreram durante 0
periodo de aclimatagdo e 49 foram
transferidas para terra e mantidas em
casa de vegetacdo. Com o objetivo de
analisar as plantas regeneradas, foram
coletadas folhas para: 1) extragdo DNA
para realizagao de Southern blotting e 2)
extracdo de proteinas para realizacao
de ensaio de atividade da enzima -
glucuronidase.
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Analise quantitativa
da atividade de
B-glucuronidase em
folhas de tabaco

De todas as plantas selecionadas com
kanamicina, 35 foram analisadas quanto
a atividade de B-glucuronidase. A Figura
16 apresenta os dados relativos ao
ensaio de atividade especifica desta
enzima em extratos protéicos foliares
das plantas.

O gene gus, gusA ou mesmo
uidA (um dos genes presentes no
T-DNA do plasmideo
pBl131-PSscFvINV) foi isolado de
E. coli, codifica a enzima
B-glucuronidase e é um gene repdrter
amplamente usado para a discriminagéo
entre plantas transformadas e nao trans-
formadas. No entanto, a expressdo de
gus é considerada apenas uma evidén-
cia da transformacdo, ndo sendo sufici-
ente como prova definitiva da integragéo
do gene gus no genoma da planta
(Potrykus, 1990). A integragdo s6 pode
ser confirmada através da realizagao de
técnicas de hibridagdo, como Southern
blotting. Ainda assim, o ensaio de GUS
é extremamente Gtil na identificacdo de
tecidos ou plantas potenciaimente trans-
formados.

O ensaio fluorimétrico de GUS é
um método muito sensivel para identifi-
car e quantificar a atividade da

B-glucuronidase em extratos de tecidos
de plantas candidatas a serem transgé-
nicas ou mesmo para a andlise de ex-
pressao transiente. O substrato utilizado
é o MUG, que é hidrolisado pela GUS,
resultando em A4cido glucurénico e
4-metilumbeliferona (MU), que apresen-
ta fluorescéncia em pH alcalino
(Jefferson, 1987).

Das 35 plantas analisadas, treze
plantas ndo apresentaram atividade de
GUS. Nove plantas apresentaram ativi-
dade entre zero e 5 pmoles de substrato
formado/minuto/ug de proteina. A planta
controle (cultivar SR1, ndo submetida a
ensaio de transformagcdo com agrobac-
téria) ndo apresentou atividade enzima-
tica. As demais plantas apresentaram
atividade superior a 5 pmoles de subs-
trato formado/minuto/pg de proteina.

Como a planta controle nao apre-
sentou atividade de B-glucuronidase, a
ocorréncia de atividade enzimatica em
extratos protéicos foliares das plantas
regeneradas apds o ensaio de transfor-
macgdo indica a possibilidade de ter
ocorrido integracdo do T-DNA no DNA
vegetal, em pelo menos um sitio trans-
cricionalmente ativo do genoma. Tais
plantas sdo fortes candidatas a conte-
rem o cassete de expressao
PGK-PSscFVvINV-T35S e a estarem
expressando a molécula scFvINV.
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Distribuicdo de freqiiéncia da atividade especifica de !
B-glucuronidase nas plantas regeneradas

Numero de plantas
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Atividade especifica de g-glucuronidase ,
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=)

Figura 16: Atividade especifica da enzima p-glucuronidase em extratos protéicos foliares das
plantas regeneradas, expressa em (pmoles de substrato formado/minuto/pg de proteina).

Analise por Southern
blotting das plantas
selecionadas com
kanamicina

As plantas selecionadas com kanamici-
na foram analisadas através de
Southern blotting, para confirmacgéo da
integragdo do transgene (scFVvINV) no
genoma vegetal. Os DNAs gendémicos
foram digeridos com a enzima Hind I,
para liberagdo do cassete de expresséo
PGK-PSscFvINV-T35S  integro, de
2.284 pb. A sonda utilizada, que apre-
senta 100% de identidade com o trans-
gene, identificou a presenca de um
fragmento de mesmo tamanho daquele
gerado pela digestao do controle positi-

vo em 8 das 13 plantas cuja analise €
mostrada na Figura 17, confirmando a
integragdo do transgene (scFvINV) no
genoma vegetal. O tamanho das bandas
observadas é coerente com o tamanho
esperado para o cassete de expressao
integro.

Producio do fragmento
scFvINV em bactéria

A expressdo do fragmento scFVINV
recombinante foi realizada utilizando-se
a cepa de E.coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL (Stratagene). Esta linhagem
contém copias extras dos genes que
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2.284 pb -

codificam os tRNAs argU, ileY e leuW.
Estes tRNAs reconhecem os codons
AGA e AGG da arginina, AUA da isoleu-
cina e CUA da leucina, respectivamente.
Estes codons, frequentes em genes
eucarioticos, sao considerados raros em
genes bacterianos. Portanto, a utilizagao
desta cepa tem por objetivo aumentar a
eficiéncia de tradugdo de genes eucario-
ticos no sistema bacteriano de expres-
sao.

No plasmideo pET-scFvINV o
gene de scFVINV estd sob controle do
promotor da T7 RNA polimerase e na
cepa bacteriana utilizada, o gene da T7
RNA polimerase estd sob controle do
operon Jac. A expressao de genes con-
trolados por este operon geralmente €
induzida utilizando-se isopropil-B-D-
galactosideo (IPTG). Devido ao elevado
custo do IPTG, decidimos testar a lacto-
se para produgéo do scFVvINV, um indu-
tor que apresenta menor custo. Com
esta finalidade foram realizados ensaios
comparativos de inducdo por IPTG e
lactose. Estes ensaios demonstraram
que a utilizagdo de 200 mM de lactose

Figura 17: Southern blotting das
plantas selecionadas em pre-
senca de kanamicina. C+: Con-
trole positivo (plasmideo pRT-
PSscFvINV digerido com a
enzima Hind Ill). 05 a 27: plantas
regeneradas. C-: Controle nega-
tivo (planta SR1 ndo submetida
a ensaio de transformagéo).

resulta na indugdo da expressao de uma
proteina de massa aparente de 30 kDa,
com rendimentos comparaveis aos
obtidos utilizando-se 1 mM de IPTG.
Ensaios adicionais realizados com meio
LB apresentaram indugdo equivalente. A
utilizacdo de meio LB reduziu o tempo
de crescimento bacteriano. Baseado
nestes resultados foram adotadas as
seguintes condigbes para a produgao do
scFvINV: inducdo com 200 mM de lac-
tose, por seis horas, em meio LB. A
Figura 18A mostra o resultado da anali-
se através de SDS-PAGE 15% de extra-
tos bacterianos obtidos nas condi¢coes
estabelecidas.

Foi também realizado ensaio vi-
sando verificar a solubilidade do
scFvINV produzido em bactéria. A Figu-
ra 18B mostra que a proteina induzida
encontra-se na fracdo insoluvel, indi-
cando que ela acumula-se em corpuscu-
los de inclusdo. Os corpos de inclusao
sdo formados por agregados da maioria
das proteinas insoluveis em E. coli. Do
ponto de vista da purificagdo de
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proteinas, expressar uma proteina inso-
livel que forma corpos de incluséo pode
ser interessante porque elimina dos
processos de purificagao as proteinas
soldveis. No entanto, purificar proteinas
dos corpos de inclusdo requer a solubili-
zagdo das mesmas com altas concen-
tracoes de uréia ou com cloreto de
guanidina, o que acontece por desnatu-
racdo. Uma vez que a atividade da
proteina de interesse depende da sua
estrutura tridimensional, torna-se neces-
sario realizar um processo de renatura-
cao que garanta o seu re-enovelamento
adequado.

Purificacdao do scFVvINV
recombinante produzido
em bactéria

A cromatografia de afinidade a niquel foi
realizada utilizando-se uma coluna em-
pacotada com uma resina de NTA (aci-
do nitrilotriacético). Este grupo funciona
como um quelante de ions metalicos.

Figura 18: Andlise através de
SDS-PAGE de amostras protéicas
obtidas durante indugdo da ex-
pressdo do anticorpo recombinan-
te scFvINV 83D4 em E. coli. Em A
observam-se 0 experimento con-
trole (C) e o induzido (I) com
200 mM de lactose, por seis horas.
Em B observam-se as fragoes
soltvel (S) e insoluvel (I) do extra-
to bacteriano.

Uma molécula de NTA possui quatro
sitios de interagdo que ocupam quatro
dos seis sitios de coordenagdo do ni-
quel, deixando dois livres para interagao
com a cauda de histidina (Figura 19A).
Esta propriedade permite que 0 grupo
NTA ligue-se de forma muito estavel a
atomos de niquel, retendo estes ions
em uma grande variedade de condi-
coes. O complexo Ni-NTA apresenta
uma alta afinidade por motivos que
contém seis residuos de histidina. Esta
caracteristica permite uma melhor dis-
criminacéo entre a proteina de interesse
e as contaminantes portadoras de do-
minios enriquecidos em residuos de His.
Dessa forma, as proteinas bacterianas
que se ligam com menor afinidade a
resina podem ser eluidas em condigoes
relativamente estringentes, sem afetar a
ligacao da cauda de histidina.

A eluicdo da proteina pode ser
realizada através de redugao do pH, que
determina a protonagao dos residuos de
histidina e por consequéncia redugao da
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afinidade da proteina ligante. No entan-
to, a redugdo do pH para os niveis ne-
cessarios para eluicao pode resultar em
alteragOes irreversiveis na conformagao
protéica. As proteinas ligantes podem
ser eluidas também com EDTA. O que-
lante EDTA compete com o grupo NTA
na coordenacdo dos metais bivalentes.
Neste caso, as proteinas sdo co-eluidas
com o metal. Outra alternativa consiste
na utilizagao de imidazol que, por com-
peticdo com a histidina, liga-se ao com-
plexo Ni-NTA e provoca a dissociagao
da proteina da resina (Figura 19B).

Conforme descrito na metodolo-
gia, antes de ser submetida a cromato-
grafia de afinidade, a fragao insoltvel do
extrato bacteriano foi tratada por uma
hora e meia com tampéao contendo 4 M
de uréia. A finalidade deste tratamento
foi promover a solubilizagdo dos pepti-
deos presentes nos corpusculos de
inclusdo, para proceder a cromatografia
de afinidade a niquel. A adsorgdao do
fragmento de anticorpo a resina foi
realizada em tampao contendo 5 mM de
imidazol, mantendo-se as condigbes
desnaturantes. A presenga de 20 mM de
imidazol nos tampdes de renaturagdo
tem por finalidade aumentar a especifi-
cidade da purificagdo. No entanto, esta
concentragao de imidazol ndo é sufici-
ente para provocar a eluigdo do 6xHis-
scFvINV, uma vez que a cauda de histi-
dina apresenta alta afinidade por metais
bivalentes. Com a finalidade de promo-

ver renaturagao da proteina in loco, a
coluna foi submetida a um gradiente
linear decrescente na concentragdo de
uréia, de 4 M para 0,5 M. O scFvINV foi
eluido da coluna com um gradiente
linear crescente (de 20 mM a 1 M) de
imidazol na presen¢a de O,5 M de uréia.
A Figura 20 mostra o perfil de eluicao da
coluna de afinidade a niquel. A partir da
fragcdo 48 comega a ocorrer detecgdo de
peptideos, sendo que o pico de eluigdo
ocorre em 700 mM de imidazol.

Analises em SDS-PAGE 15% in-
dicaram que uma proteina de massa
aparente 30 kDa foi eluida. Essa massa
aparente é relativamente coerente com
o tamanho esperado para o fragmento
scFVINV (26,6 kDa) (Figura 21). Na
eletroforese pode ser observada uma
banda correspondente a um peptideo de
massa aparente de aproximadamente
de 30 kDa, e de uma segunda banda,
de mobilidade um pouco maior.

As fragGes contendo o fragmento
recombinante de anticorpo obtidas a
partir da cromatografia de afinidade
foram reunidas e a mistura foi submeti-
da a uma segunda etapa de purificagao
cromatografica, que consistiu numa
filtracdo em gel. As fragbes eluidas na
filtracdo em gel foram monitoradas por
absorbancia a 280 nm. O perfil de elui-
¢ao obtido é mostrado na Figura 22.
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Evidenciou-se um pico de eluicao com
inicio na fragdo 25 e término na fragao
31. Essas fragbes correspondem aos
volumes de eluigao de 125 ml e 200 ml,
respectivamente. O apice do pico foi
observado entre as fragdes 27 e 28, o
que equivale a 137,5 ml.

Com base na curva de calibragao
previamente estabelecida para a coluna
Superdex 75, foi estimada a massa
molecular da proteina eluida na fragédo
27. O gréfico apresentado na forma de
inserto na Figura 22 mostra a relagao
entre os logaritmos das massas molecu-
lares e 0s respectivos coeficientes de
eluicdo (Kav) das proteinas utilizadas
como padrao. A seta sob scFVINV indica
o valor calculado de Kav para o frag-
mento recombinante.

A massa estimada para ©
scFVINV a partir do seu volume de elui-
¢do foi de 63,5 kDa. Essa estimativa
indica um comportamento diferente do
esperado para o scFVINV, que devido
ao seu tamanho esperado, deveria
apresentar um volume de eluigdo maior.
Possivelmente tal comportamento de-
corre de interagbes entre duas molécu-
las de scFVINV, o que faria com que a
proteina purificada se comportasse
como um dimero durante filtragdo em
gel. No entanto, até 0 momento néo foi
determinado se esta interagdo intermo-
lecular estaria acontecendo devido a
pontes de dissulfeto ligando dois mo-

némeros durante o processo de renatu-
ragdo ou devido a interagdes nao
covalentes, como pontes de hidrogénio
e interagOes hidrofdbicas. Analises em
SDS-PAGE 15% realizadas com a mis-
tura das fracbes obtidas mostram a
presenga de um polipeptideo de massa
aparente 30 kDa (Figura 23). A realiza-
¢do da eletroforese em condigbes des-
naturantes e redutoras elimina a
possibilidade de visualizagdo de dime-
ros no gel.

A confirmagao de que o0 scFvINV
esta presente nas fragées coletadas foi
realizada por western blotting. A Figura
24 mostra o resultado obtido utilizando-
se os anticorpos anti-AcM 83D4 cedido
pelos colaboradores do Uruguai (A) e
anti-cauda de His (B). Com o anticorpo
especifico contra o AcM 83D4 foi detec-
tada a proteina de aproximadamente
30 kDa em todas as amostras analisa-
das. Com o anticorpo especifico contra
a cauda de histidina também foi detec-
tada a proteina de 30 kDa em todas as
amostras analisadas. As duas bandas
purificadas (de maior e menor mobilida-
de) sao reconhecidas por ambos os
anticorpos.

O western blotting realizado para
detecgdo da cauda de histidina detec-
tou, além do provavel scFvINV, varios
outros peptideos. Este padrao era espe-
rado, uma vez que 0 produto obtido a
partir da cromatografia de afinidade a
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Figura 24: Western blotting utili-
zando-se os anticorpos anti AcM
83D4 (A) e anti cauda His (B). 1)
Extrato bacteriano total; 2) Fracdo
insoluvel solubilizada em uréia; 3)
Pool de amostras obtidas apés a
filtracdo em gel e 4) Material con-
centrado obtido apés a ultrafiltra-
cao.

45

Figura 22: Curva de eluicdo das
proteinas obtidas na filtracao em
gel. Cada fragdo corresponde a
5ml. As letras representam, no
grafico menor, as proteinas
padrdo e, no grafico maior, seus
volumes de elui¢ao:

a) Blue dextram;

b) Soroalbumina bovina;

c) Ovoalbumina;

d) Quimiotripsinogénio A;

e) Ribonuclease A.

O grafico menor, apresentado na
forma de inserto, mostra a
relagiao entre os logaritmos das
massas moleculares e os res-
pectivos coeficientes de elui¢ao
(Kav) das proteinas utilizadas
como padrdo. A seta sob scFv
indica o valor calculado de Kav
para o fragmento scFVINV.

Figura 23: SDS-PAGE 15% com amostras
das etapas de purificagdo: 1) Extrato bacte-
riano total; 2) Fragéo insollvel solubilizada
em uréia; 3) Pool de amostras obtidas apos
a filtracdo em gel e 4) Material obtido apos
a filtragao tangencial.
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niquel mostrou varios contaminantes
que foram co-purificados provavelmente
por apresentar residuos de histidinas
em alguma regido da molécula. A Figura
24 mostra ainda que as duas bandas
evidenciadas nas Figuras 21 e 23 sao
reconhecidas por ambos anticorpos. O
reconhecimento pelo anticorpo an-
ti-AcM 83D4 de duas bandas indica a
ocorréncia de alguma modificagdo pds-
traducional, que poderia alterar o padrao
de migragao das moléculas modificadas,
ou mesmo de uma clivagem na extremi-
dade aminoterminal.

Producao de anticorpos
policlonais contra o
fragmento scFVINV

purificado a partir de
extratos bacterianos

Dois coelhos machos foram imunizados
com o scFvINV purificado de extratos
bacterianos, com a finalidade de produ-
zir anticorpos policlonais que deverado
ser utilizados na andlise, através de
western blotting, de extratos protéicos
de sementes das plantas transgénicas.

A imunizagao foi realizada com
mais de uma dose para garantir uma
resposta imune eficiente. A primeira
dose consiste na apresentagao do anti-
geno ao sistema imune e gera uma
resposta imune primaria, a partir da qual
ocorre maturagdo da afinidade dos

anticorpos produzidos contra o imund-
geno e os linfécitos envolvidos na res-
posta se diferenciam em células de
memodria. As doses subsequentes con-
sistem de reforgos, em que as células
de memdria sdo recrutadas e os anti-
corpos produzidos apresentam maior
afinidade com o antigeno aplicado. Em
cada reforco é gerada uma resposta
imune secundaria, muito mais eficiente
que a primaria € na qual o titulo de
anticorpos produzidos é superior.

Os soros obtidos a partir dos
sangues coletados dos coelhos imuni-
zados foram utilizados como anti-soros
para padronizagdo da técnica de
western blotting e para determinagéo do
limite de detecgao do scFVINV por es-
ses anti-soros, através desta técnica.

Os dois soros testados reconhe-
ceram duas bandas de aproximadamen-
te 30 kDa (Figura 25), correspondentes
as duas bandas do scFvINV puro.

A Tabela 1 mostra uma represen-
tacdo do resultado obtido no filme
Kodak utilizado para revelagdo do
western blotting. O sinal (+) indica ocor-
réncia de deteccdo; o sinal (-) indica
auséncia de detecgdo. A primeira coleta
de sangue foi realizada 20 dias apds a
administragdo do antigeno. Os soros de
ambos os coelhos obtidos nesta coleta
nédo se mostraram eficientes para detec-
tar 50 ng de scFVvINV puro nas trés
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Figura 25: Western blot-
ting utilizando-se o soro do
Coelho 2 (2° coleta) como
anticorpo  primario, na
diluicdo: 1:1000. Duas
bandas de aproximada-
mente 30kDa  foram
reconhecidas.

& kDa

Tabela 1: Deteccdo do fragmento scFvINV produzido em bactéria pelo anticorpos monoclonais
produzidos em coelho. A primeira coleta foi realizada 20 dias ap6s a administragao do antigeno.

Coelho 1 Coelho 1 Coelho 2 Coelho 2
1% coleta 2° coleta 12 coleta 2% coleta
50 ng 200 ng 50 ng 200 ng 50 ng 200 ng 50 ng 200 ng
scFvINV [ scFvINV scFvINV scFvINV scFvINV || scFvINV || scFvINV scFvINV
1:250 || o o - -
Diluigdodo F1-500 =
Anticorpo g - bt | +H A || A
Primario
1:1000 +
++ - R R - + At -

diluicdes testadas. Apesar do soro do
coelho 1 detectar 200 ng de scFvINV
em todas as diluicdes avaliadas, o sinal
observado foi fraco se comparado ao
sinal observado para o soro obtido do
mesmo coelho, na segunda coleta. A
Tabela 1 evidencia que 0s anti-soros
obtidos na segunda coleta, realizada
quinze dias ap6s o reforgo, foram muito
mais eficientes na detecgao do scFVINV,
o que indica que no 20° dia apds a ad-

ministracdo do imundgeno o titulo dos
anticorpos gerados na resposta imune
estava mais baixo do que no 50° dia. Os
soros dos dois coelhos, obtidos na se-
gunda coleta, detectaram tanto 200 ng
quanto 50 ng de scFVINV nas trés dilui-
coes avaliadas e ndo houve diferen¢a
significativa entre essas trés diluicoes
com relacdo ao sinal de hibridagao
especifica. No entanto, a medida que o
anti-soro foi diluido, o background foi




reduzido, indicando que diluigdes acima
de 1:1000 devem ser testadas na tenta-
tiva de se otimizar uma condicdo em
que ocorra menor background sem
perda do limite de deteccéo do antige-
no.

Teste da especificidade do
scFvINV produzido em
bactéria contra o
antigeno Tn

Para testar a especificidade do fragmen-
to scFvINV, cuja seqliéncia apresentou
discrepancias em relagdo a sequéncia
esperada, contra o antigeno Tn, este
fragmento do AcM 83D4 foi produzido
em bactéria e purificado a partir de
extratos protéicos bacterianos. O
scFvINV puro foi entdo enviado ao Uru-
guai para realizagéo de teste de especi-
ficidade através de Elisa. Como controle

ELISA

positivo foi utilizado o anticorpo mono-
clonal anti-Tn 83D4 (IgM - molécula
inteira). A Figura 26 mostra o resultado
obtido, onde o anticorpo monoclonal
83D4 reconheceu todas as concenira-
coes de mucina desializada imobilizada
nas placas de Elisa. Ja o fragmento
scFvINV n3o reconheceu nenhuma das
concentragdes de mucina desializada
testadas.

Babino et al. (1997) mostraram
que a especificidade de alguns anticor-
pos anti-sTn e do anticorpo anti-Tn
83D4 ¢é determinada principalmente
pelos CDR H1 e CDR H2. Alem disso,
estas regides sdo altamente conserva-
das e esta conservagdo parece estar
associada a especificidade destes anti-
corpos. Os resultados obtidos apés o
seqlienciamento do fragmento scFVINV
indicam que varias mutagdes nao silen-
ciosas estdo presentes nestes CDRs.

— A MO

B =

83D4 Figura 26: Ensaio de Elisa
realizado com diferentes
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concentragcbes de mucina
desializada. Em A obser-
A" vam-se as densidades

opticas verificadas para O
anticorpo monoclonal anti Tn
83D4. Em B observam-se as
densidades Opticas verifica-
das para o fragmento
scFvINV purificado a partir
de exiratos bacterianos.
Resultados  obtidos  por
Eduardo Osinaga e Alvaro
60 Babino.
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Portanto, o ndo reconhecimento do
antigeno Tn pelo fragmento scFvINV
pode ser explicado pela ocorréncia das
discrepancias nas seqiéncias do scF-
viINV e de Vy e V. do anticorpo mono-
clonal 83D4.

Durante a produc¢éo de anticorpos
monoclonais através da tecnologia de
hibridoma, uma cole¢do de clones de
linfécitos B produzidos ap6s a imuniza-
cao sdo fundidos com as células de
mieloma. Dessa forma, a cole¢do de
hibridomas passa por um processo de
selecdo em que sdo eles sdo colocados
em contato com o antigeno. Uma vez
feita uma selegcdo, os clones sofrem
nova selecdo para aumentar a especifi-
cidade do processo.

Quando um clone é selecionado,
ele produz um anticorpo monoclonal
especifico contra o antigeno. Se durante
o processo de selegdo houver contami-
nagdo por outro clone de hibridomas,
essa contaminacdo sera perpetuada
tanto na produg¢do de anticorpos quanto
na extragdo de DNA, RNA ou proteinas.

Através de comunicag¢éo pessoal
com os Drs. Eduardo Osinaga e Alvaro
Babino, foi levantada a possibilidade de
ter ocorrido uma contaminagao durante
o processo de selecdo do hibridoma
83D4. Caso isso tenha realmente ocor-
rido, esta contaminagdo seria propaga-
da nas etapas de producdo de cDNAs
para a clonagem das regides variaveis

das cadeias leve e pesada do AcM
83D4.

Como o AcM 83D4 foi produzido
a partir de imunizagao de camundongos
com suspensOes celulares obtidas a
partir de secgdes de tecidos de cancer
de mama, a possibilidade de ocorréncia
de sele¢do de um clone de hibridoma
produtor de um AcM especifico contra
outro antigeno de cancer de mama nao
pode ser descartada.

Anéalise da producgao do

fragmento scFvINV nas

sementes das plantas
transgénicas

O anti-soro policlonal produzido
na 22 coleta de sangue do coelho 2 foi
utilizado para analisar através de wes-
tern blotting os extratos protéicos de
sementes das plantas transgénicas
quanto a expressao do fragmento scF-
vINV. A Figura 27 mostra o resultado
obtido na analise de alguns dos eventos
de transformagdo. Como controle nega-
tivo foi utilizado o extrato protéico de
uma planta de tabaco ndo submetida a
transformagdo com A. tumefaciens.
Como controle positivo foi utilizado o
fragmento scFvINV purificado a partir de
extratos bacterianos. E possivel eviden-
ciar que o anti-soro anti-scFVINV
reconheceu uma banda de
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Figura 27: Western blotting de C- 29 30 31 32 33 34‘ 35 36 C+

extratos protéicos de semen-
tes de algumas das plantas
transformadas com o fragmen-
to scFvINV. Como controle
negativo (C-) foi utilizado uma
planta de tabaco SR1 nao
transformada e como controle
positivo (C+) foi utilizado o
scFVINV purificado a partir de
extratos bacterianos. Os
nimeros indicam os eventos
transformantes analisados.

aproximadamente 30 kDa em 7 das 8
plantas, indicando que tais plantas estao
produzindo o fragmento scFVINV.

As bandas reconhecidas nas a-
mostras protéicas dos extratos de se-
mentes apresentam uma mobilidade
eletroforética um pouco inferior que 0O
fragmento scFVINV produzido em bacté-
ria. Apesar de ndo terem sido realizadas
andlises que possam justificar esse
padrdo, duas hipéteses podem explicar
esta observacgao.

A primeira delas consiste na pos-
sibilidade das células vegetais nao esta-
rem realizando o correto processamento
do PS de enderecamento ao RE. O PS
¢ constituido de 21 AAs, o que repre-
senta cerca de 2kDa a mais na se-
quéncia primaria da proteina, antes de
ocorrer o processamento deste peptideo
no RE.

Makowski & Ramsby (1997) fize-
ram uma revisdo a respeito da producao
e das aplicagbes de SDS-PAGE na

-29kDa

determinagdo da massa molecular de
proteinas. Nessa revisdo, proteinas de
6,5 kDa a 205 kDa foram separadas em
SDS-PAGE contendo géis de separagao
com diferentes concentragdoes de acri-
lamida-bisacrilamida. Segundo os resul-
tados mostrados, num gel de 15% seria
possivel evidenciar uma diferenca de
2kDa entre polipeptideos que estao
entre 20 kDa e 35 kDa.

Dessa forma, € necessario consi-
derar que a diferenca no padrdo migra-
tério evidenciado no western blotting,
pode ser decorrente de uma diferenca
na massa molecular provocada pela
permanéncia parcial ou total do PS.

A segunda hipdtese consiste na
possibilidade de ocorréncia de glicosila-
¢ao do scFVvINV produzido em plantas.
A presenga de carboidratos promove um
retardamento eletroforético das glicopro-
teinas. Assim, mesmo que o PS esteja
sendo clivado, a adi¢ao de oligossacari-
deos pode estar provocando a diferenca
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na mobilidade eletroforética observada.
Ja foi descrito que as plantas sao capa-
zes de glicosilar proteinas heterélogas
(Bardor et al., 1999), incluindo os anti-
corpos (Bakker et al., 2001).

Purificacdao do scFVvINV
produzido em sementes de
plantas

O extrato de 4g de sementes, preparado
conforme descrito em Materiais e Méto-
dos, foi inicialmente submetido a croma-
tografia IMAC. A resina utilizada
apresenta como quelante de metais o
grupo IDA (acido iminodiacético). Este
grupamento apresenta capacidade de
realizar 3 ligacdes coordenadas enguan-
to que o grupo NTA (&cido nitrilotriacéti-
co) faz 4 ligagbes com metais
bivalentes. As proteinas ligantes podem
ser eluidas de forma similar aos proces-
sos descritos anteriormente para a resi-
na Ni-NTA.

Como a proteina scFvINV apre-
sentou-se soluvel no tampao de extra-
¢éo utilizado, o processo de purificacéo
do fragmento de anticorpo recombinante
produzido em sementes foi realizado
sem as etapas de desnaturagdo e rena-
turagdo protéicas utilizadas na purifica-
¢ao da proteina produzida em bactéria.

A Figura 28 mostra a analise ele-
troforética das fragdes obtidas na cro-
matografia IMAC. E possivel evidenciar

que uma grande quantidade das protei-
nas presentes no extrato nao se ligaram
a resina (coluna L, Figura 28A). A anali-
se de western blotting mostra que 0
fragmento scFvINV foi eluido entre as
fracbes 38 e 54 (Figura 28B) e que uma
pequena fragdo da proteina recombi-
nante presente no extrato de semente
nao se ligou a resina (coluna L). As
fragOes eluidas que apresentaram reati-
vidade com o anticorpo anti-scFviNV
foram reunidas em duas amostras. Uma
delas incluiu as fragbes 38 a 47 que se
apresentaram contaminadas com dife-
rentes proteinas e a segunda foi obtida
a partir da reunido das fragbes reativas
48 a 54 que segundo o gel corado com
comassie blue apresentaram baixo
indice de contaminagao (Figuras 28A e
28B).

A amostra obtida a partir da reu-
nido das fragbes de menor pureza foi
submetida a cromatografia de fase re-
versa. Este método de separagdao de
moléculas baseia na diferenga de hidro-
fobicidade. As moléculas apolares ou
hidrofdbicas ligam-se a fase estaciona-
ria enguanto que as polares mantém-se
na fase moével. A eluicdo diferencial das
moléculas ligadas é realizada através da
reducdo da polaridade da fase mobvel
com a aplicagdo de gradientes conti-
nuos. O gradiente é geralmente realiza-
do partindo-se de uma baixa
concentracdo de um solvente organico
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Figura 28: Andlise eletroforética das fragdes obtidas na cromatografia IMAC duran-
te a purificagdo do scFVINV produzido em sementes. Em A evidencia-se um SDS-
PAGE 15% corado com comassie blue e em B observa-se um western blotting
revelado com anticorpo anti-scFVINV. L: amostra durante a o lavagem da coluna
com tampao contendo 20 mM de imidazol. Os numeros representam as fragoes
coletadas apés o inicio do gradiente de imidazol (20 a 500 mM) utilizado na eluicdo.

(acetonitrila, metanol ou isopropanol)
misturado com agua.

Um componente importante do
sistema de solvente neste tipo de cro-
matografia & o agente pareador de ions.
Este tipo de agente apresenta carater
anfifilico e, portanto, é capaz de ligar-
se,através de interagdes hidrofdbicas, a
fase estacionéaria e de pontes salinas, as
cadeias laterais dos residuos de amino-

acidos das proteinas. O agente parea-
dor mais utilizado em cromatografias de
fase reversa de biomoléculas é o acido
trifluoracético (TFA).

A resina Poros 50 R2 utilizada na
cromatografia de fase reversa é consti-
tuida por uma matriz de perfusdo. Este
tipo de resina é formado por particulas
que, além de apresentar os poros de
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Figura 29: Perfil de eluicdo da cromatografia de fase reversa reali-
zada com a amostra de scFvINV obtida a partir da reuniao das
fragGes 38 a 47 eluidas na cromatografia IMAC.

A
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Figura 30: Andlise eletroforética das fragGes obtidas na cromatografia de fase reversa.
Em A observa-se 0 SDS-PAGE 15% corado com comassie blue; em B observa-se 0
western blotting revelado com anticorpo anti-scFvVINV.C": controle positivo(scFVINV
produzido em bactéria). Os numeros representam as fragdes coletadas apos o inicio do
gradiente de acetonitrila utilizado na elui¢ao.
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difusdo das resinas  convencio-
nais,apresentam poros adicionais de
maior calibre. Esta caracteristica produz
um aumento de area de interagdo das
particulas do soluto com a superficie
interna. A presenga dos poros adicionais
resulta em redugao do tempo de difusao
das

particulas do soluto para os sitios inter-
nos de ligagdo. Portanto a cromatografia
pode ser realizada em um tempo menor,
sem perda de resolugdo ou da capaci-
dade de ligagao.

A Figura 29 mostra o perfil de elu-
icdo da cromatografia de fase reversa.
O gradiente de acetonitrila resultou na
eluicdo de dois picos principais com
tempos de retengao de aproximadamen-
te 36 e 38 minutos. A analise feita por
SDS-PAGE das fragdes corresponden-
tes aos dois picos, seguida de western
blotting (Figura 30), demonstra que o
primeiro pico eluido corresponde a pro-
teinas contaminantes (fragdes 41 a 47)
(Figura 30A), uma vez que nenhuma
proteina foi detectada pelo anticorpo
anti-scFVINV. Para realizagdo dos géis,
as amostras foram preparadas com um
décimo do volume total das fragdes
coletadas. Nas colunas correspondentes
as fragbes que representam o segundo
pico, nenhuma proteina foi visualizada.
No entanto, um polipeptideo de massa
aparente 30 kDa foi imunodetectado,
evidenciando a presenga do scFvINV
nestas fragdes (Figura 30B).
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Capitulo

Conclusodoes

O objetivo do presente trabalho era
obter plantas transgénicas de tabaco
expressando o fragmento scFvINV do
anticorpo monoclonal 83D4, que reco-
nhece um antigeno altamente expresso
em células de cancer de mama.

Foi obtida uma construgdo con-
tendo a sequéncia codificadora do frag-
mento scFVINV do anticorpo monoclonal
83D4 sob controle do promotor de y-kafi-
rina, especifico para expressdo, em
endosperma de sementes, e do termi-
nador 35S. O anticorpo monocional
83D4 reconhece antigeno Tn, altamente
expresso em células de cancer de ma-
ma e de outros canceres. O cassete de
expressao contém ainda um peptideo
sinal para endere¢camento para o reticu-
lo endoplasmatico.

Esta construgdo foi seqlienciada
e verificou-se que, apesar da fase de
leitura ter sido mantida ap6s a realiza-
¢ao das etapas de clonagem, a seqiién-
cia do fragmento scFvINV néao
corresponde a esperada. Varias das
mutagdes encontradas resultam em
mudanca de aminoacidos.

A comparacgao da seqiiéncia obti-
da com a seqiiéncia esperada e a anali-
se de dados previamente publicados,
relativos ao fragmento Fv do anticorpo

monoclonal 83D4, indicaram que as
substituicbes de aminoacidos verifica-
das, aparentemente, sao criticas para a
funcionalidade deste fragmento de anti-
corpo, uma vez que varios dos residuos
substituidos estao localizados nas regi-
oes determinantes de complementari-
dade ao antigeno.

O fragmento scFVINV foi produzi-
do em bactéria e acumulou-se na fragao
insolivel do extrato bacteriano. Foi
estabelecida uma metodologia para
purificacdo baseada em duas etapas
cromatograficas (IMAC e filtragao em
gel).

Dois polipeptideos de aproxima-
damente 30 kDa foram co-purificados e

sao reconhecidos por anticorpos poli-
clonais anti scFvINV.

A proteina pura foi enviada ao
Laboratério de Oncologia Basica, De-
partamento de Bioquimica, Faculdade
de Medicina, Montevidéu, Uruguai, para
ser testada contra o antigeno Tn. Os
Elisas realizados mostraram que o
fragmento de anticorpo testado nao
reconheceu mucinas desializadas.

Foram obtidas plantas transgéni-
cas de tabaco. Estas plantas foram
avaliadas quanto a expressdo em se-



mentes e, através de western blotting a
maioria mostrou estar produzindo o
fragmento scfviNV, o que indica que o
promotor de y-kafirina foi capaz de pro-
mover a expressao da seqiéncia codifi-
cadora do fragmento scFvINV em
sementes de tabaco.

O fragmento scFvINV produzido
em plantas apresentou mobilidade ele-
troforética um pouco menor que O pro-
duzido em bactérias, em condigoes
redutoras.

Foi estabelecida uma metodolo-
gia para purificagdo desta molécula a
partir de extratos protéicos de semen-
tes.
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Capitulo

Perspectivas

Algumas caracterizagbes bioquimicas
do scFViNV produzido em bactéria e em
plantas precisam ser realizadas. O
fragmento de anticorpo, produzido em
bactérias, deve ser avaliado através de
SDS-PAGE em condigbes nao redutoras
para esclarecer se o comportamento
apresentado por esta molécula no pro-
cesso de filtracdo em gel (eluicdo como
um dimero) é consequéncia da ocorrén-
cia de dimerizacéo.

Em colaboragao com o grupo do
Dr. Eduardo Osinaga serao realizados
ensaios de imunohistoquimica visando a
provavel identificacdo da especificidade
do fragmento de anticorpo scFVINV.

Caracterizagdes bioquimicas do
scFvINV produzido em sementes de
plantas deverao ser realizadas.

A obtengdo do scFvINV de ori-
gem vegetal na forma pura permite
ainda a realizagdao de uma comparagao
entre os sistemas bacteriano e vegetal,
quanto a eficiéncia de processamento
glicolitico deste fragmento de anticorpo.
Radha & Wold (1997) descrevem em
sua revisdao de 1997 algumas técnicas
uteis na identificagdo de modificagbes
pos-traducionais comuns em proteinas.
Deverao ser utilizadas técnicas croma-
tograficas utilizando HPLC e espectro-

metria de massa (Jensen et al., 1997)
para avaliar qualitativamente o padrao
de glicosilagdo dos produtos bacteriano
e vegetal.

Uma vez que foram detectadas
as discrepancias entre as sequéncias de
Vy e Vi do AcM 83D4 e do scFvINV
produzido em plantas, os colaboradores
do Uruguai nos enviaram clones do
scFvDIR. Foram feitas construcbes para
transformagdo de plantas com esta
molécula, utilizando o mesmo cassete
de expressao especifico de sementes.
Foram realizados ensaios de transfor-
macao de discos foliares de tabaco e
plantas selecionadas com kanamicina
foram regeneradas e estdo em casa de
vegetacdo. Estas plantas serdo analisa-
das da mesma forma.

O cassete de expressao
PGK-gene de interesse-T35S contém o
promotor de y-kafirina, que € um promo-
tor especifico de endosperma de sorgo.
Em dicotiledoneas, geralmente o en-
dosperma é reduzido, quando nédo esta
ausente. Nesta grupo vegetal um dos
principais tecidos de reserva € o cotile-
done.

Na maioria das monocotiledo-
neas, o endosperma consiste no princi-
pal tecido de reserva e representa
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grande porcentagem da massa total da
semente. Assim, a utilizacdo de um
promotor especifico de endosperma
para expressdo de proteinas heterdlo-
gas em monocotiedoneas representa
uma vantagem em relagdo a produgéo
em dicotiledéneas.

Plantas de tabaco geralmente
sdo usadas porque a transformacédo de
Nicotiana é relativamente simples e
geralmente é realizada através de en-
saios com A. tumefaciens. Monocotile-
dbneas, por sua vez, nao sdo faciimente
transformaveis por agrobactéria, mas
sim por processos de biobalistica.

Na tentativa de produzir plantas
transgénicas de milho contento o casse-
te de expressdo PGK-PSscFvDIR-T35S,
uma colaboragdao com pesquisadores da
Embraba Milho e Sorgo (Embrapa, Sete
Lagoas, MG). Calos embriogénicos de
milho foram bombardeados com cons-
trucOes contendo o cassete de expres-
sdo mencionado. Estes calos estao
sendo submetidos a processos de sele-
¢cdo para a regeneracdo de possiveis
transformantes.

Diante da utilizagdo de animais
transgénicos como uma possibilidade
promissora para produzir proteinas de
interesse farmacéutico, uma colabora-
¢do com pesquisadores da Embrapa
Recursos genéticos e Biotecnologia
(Embrapa, Brasilia, DF) foi estabelecida.
O scFvINV 83D4 sera produzido em

fibroblastos transfectados sob o controle
de sequéncias promotoras especificas.
Além disso, serdo gerados animais
transgénicos contendo este fragmento
de anticorpo clonado sob controle do
promotor de B-caseina, que é especifico
de glandulas mamarias. Os plasmideos
necessdrios para a realizagdo deste
trabalho estdo, neste momento, sendo
produzidos em nosso laboratério.

Plantas de tabaco foram trans-
formadas com vetores de expressao
contendo a regido codificadora do frag-
mento scFvINV precedida por um pepti-
deo sinal de enderegamento ao RE, sob
controle de um promotor especifico de
sementes.

Plantas transgénicas expressan-
do o fragmento de anticorpo foram pro-
duzidas.

No entanto, a analise da seqién-
cia dos clones recebidos mostrou dis-
crepancias em relagdo a sequbencia
esperada para o fragmento scFVINV.
Para avaliar a especificidade deste
fragmento contra 0 antigeno reconheci-
do pelo AcM 83D4, o mesmo foi produ-
zido em bactéria e posteriormente
purificado.

O teste de especificidade (Elisa)
mostrou que o fragmento produzido nao
reconhece o antigeno Tn.
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Teste adicionais para tentar de-
terminar a especificidade do scFviNV
deveréo ser realizados no Uruguai.

Mesmo que o fragmento scFvINV
nao apresente atividade contra outro
antigeno produzido por células tumorais
de mama, o sistema estabelecido pode-
ra servir como um modelo para avalia-
gao de processamentos pés-
traducionais realizados por plantas em
proteinas de origem animal. Deverado
ser avaliadas a eficiéncia de clivagem
do PS de enderegamento ao RE e o
padrao de glicosilagao do fragmento
scFVINV.

O mesmo trabalho esté sendo re-
alizado para o fragmento scFvDIR, que
ndo apresenta discrepancias na se-
qliéncia observada em relagdo a espe-
rada.

A possibilidade de expressdo do
scFvDIR em sementes de plantas trans-
génicas, em sistemas bacterianos e em
células animais tornara possivel a reali-
zagao de uma comparagao entre os trés
sistemas. Poderdo ser comparados (1)
os niveis de producgao da proteina hete-
réloga; (2) a eficiéncia de processamen-
to pés-traducional, (3) a qualidade dos
processamentos realizados e (5) a es-
pecificidade contra o antigeno Tn do
scFVINV produzido em cada um destes
sistemas.

68



Capitulo

Referéncias

Bibliograficas

Adams GP, Schier R. (1999) Generating
improved single-chain Fv molecules for
tumor targeting. Journal of Immunologi-
cal Methods 231: 249-260.

Amershan Pharmacia Biotech (2000) Re-
combinant Phage Antibody System.
Technical Buletin.

Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore
DD, Seidman JG, Smith JA, Struhl K
(1997) Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Inc, USA.

Babino A, Pritsch O, Oppezzo P, Du Pas-
quier R, Roseto A, Osinaga E, Alzari
PM. (1997) Molecular cloning of a mono-
clonal anti-tumor antibody specific for
the Tn antigen and expression of an
active single-chain Fv fragment. Hybri-
doma 16(4): 317-324.

Babino A, Oppezzo P, Bianco S, Barrios E,
Berois N, Navarrete H, Osinaga E.
(2000) Tn antigen is a pre-cancerous
biomarker in breast tissue and serum in
N-Nitrosomethylurea-induced rat mam-
mary carcinogenesis. /nternational Jour-
nal of Cancer 86(6):753-759.

Bakker H, Bardor M, Molthoff JW, Gomord
V, Elbers |, Stevens LH, Jordi W, Lom-
men A, Faye L, Lerouge P, Bosch D.
(2001) Galactose-extended glycans of
antibodies produced by transgenic
plants. Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 98: 2899-
2904.

Bardor M, Faye L, Lerouge P. (1999) Analy-

sis of the N-glycosylation of recombinant
glycoproteins produced in transgenic
plants. Trends in Plant Science 4. 376-
380.

Beachy RN, Fitchen JH, Hein MB. (1996)
Use of plant viruses for delivery of vac-
cine epitopes. Annals of the New York
Academy of Sciences 792:43-49.

Better M, Chang CP, Robinson RR, Horwitz
AH. (1988) Escherichia coli secretion of
anactive chimeric antibody fragment.
Science 240: 1041-1043.

Bird GWG, Shinton NK, Wingham J. (1971)
Persistent mixed-field polyagglutination.
British Journal of Haematology 21: 443-
453,

Borisjuk NV, Borisjuk LG, Logendra S, Pe-
tersen F, Gleba Y, Raskin I. (1999) Pro-
duction of recombinant proteins in plant
root exudates. Nature Biotechnology 1T7:
466-469.

Bradford MM. (1976) A rapid and sensitive
method for quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle
of protein-dye binding. Analytical Bio-
chemistry 72: 248-254.

Bradiey MK. (1990) Overexpression of pro-
teins in eukaryotes. Methods in Enzy-
mology 182: 112-143.

Brasileiro ACM & Cameiro VTC (eds.).
(1998) Manual de transformacao genéti-
ca de plantas. Embrapa, Brasilia.

Burdick MD, Harris A, Reid CJ, Iwamura T,
Hollingsworth MA. (1997) Oligosaccha-

69



rides expressed on MUC1 produced by
pancreatic and colon tumor cell lines.
Journal of Biological Chemistry 272:
24198-24202.

Cabanes-Macheteau M, Fitchette-Laine AC,
Loutelier-Bourhis C, Lange C, Vine ND,
Ma JKC, Lerouge P, Faye L. (1999) N-
glycosylation of a mouse IgG expressed
in transgenic tobacco plants. Glycobiol-
ogy 9(4): 365-372.

Cao Y, Karsten UR, Liebrich W, Haensch
W, Springer GF, Schlag PM. (1995) Ex-
pression of Thomsen-Friedenreich-
related antigens in primary and metastic
colorectal carcinomas. A reevaluation.
Cancer 76: 1700-1708.

Chames P & Baty D. (2000) Antibody engi-
neering and its applications in tumor tar-
geting and intracellular immunization.
FEMS Microbiology Letters 189: 1-8.

Chargelegue D, Vine ND, van Dolieweerd
CJ, Drake PMW, Ma JKC. (2000) A mur-
ine monoclonal antibody produced in
transgenic plants with plant-specific gly-
cans is not immunogenic in mice.
Transgenic Research 9(3): 187-194.

Charpin C, Pancino G, Osinaga E, Bonnier
P, Lavaut MN, Allasia C, Roseto A.
(1992) Monoclonal antibody 83D4 im-
munoreactivity in human tissues: cellular
distribution, and microcytophotometric
analysis of immunoprecipitates on tissue
sections. Anticancer Research 12: 209-
224.

Cho SH, Sahin A, Hortobaguy G, Hitteiman
WN, Dhimgra K. (1994) Sialyl-Tn anti-
gen expression occurs early during hu-
man mammary carcinogenesis and is
associated with high nuclear grade and

aneupoidy. Cancer Research 54: 6302-
6305.

Chung Y, Yamashita Y, Kato Y, Nakata B,
Sawada T, Sowa M. (1996) Prognostic
significance of T antigen expression in
patients with gastric carcinoma. Cancer
77:1768-1773.

Clark AJ, Archibaid AL, Bessos H, Harris S,
McClenaghan M, Prowse C, Simons JP,
Whitelaw. (1989) The molecular manipu-
lation of milk composition. Genome 31:
950-955.

Daniell H, Streatfield SJ, Wycoff K. (2001)
Medical molecular farming: production of
antibodies, biopharmaceuticals and edi-
ble vaccines in plants. Trends in Plant
Science 6: 219-226.

De Clerq A, Vandewiele M, De Rycke R,
Van Damme J, Van Montagu M, Kreb-
bers E, Vandkerckhove J. (1989) Ex-
pression and processing of an Arabbi-
dopsis 2S albumin in transgenic to-
bacco. Journal of Plant Physiology 92:
899-907.

De Neve M, De Buck S, De Wilde C, Van
Houdt H, Strobbe I, Jacobs A, Van Mon-
tagu M, Depicker A. (1999) Gene silenc-
ing results in instability of antibody pro-
duction in transgenic plants. Molecular
and General Genetics 260: 582-592.

De Neve M, De Loose M, Jacobs A, Van
Houdt H, Kaluza B, Weidle U, Van Mon-
tagu M, Depicker A. (1993) Assembly of
an antibody and its derived antibody
fragment in Nicotiana and Arabidopsis.
Transgenic Research 2: 227-237.

Depicker A & Van Montagu M. (1997) Post-
transcriptional gene silencing in plants.
Current Opinion in Cell Biology 9: 373-

70



382.

Desai PR, Ujjainwala LH, Caristedt SC,
Springer GF. (1997) Antibodies to pan-
carcinoma Tn epitope: their altered lev-
els in breast carcinoma patients. Onko-
logie 20: 472-477.

Ding L, Lalani E-N, Reddish M, Koganty R,
Wong T, Samuel J, Yacyshyn MB,
Meikle A, Fung PYS, Taylor-
Papadimitriou J, Longenecker BM.
(1993) Immunogenicity of synthetic pep-
tides related to he core peptide se-
quence encoded by the human MUC1
mucin gene: effect of immunisation on
the growth of murine mammary adeno-
carcinoma cells transfected with the hu-
man MUC1 gene. Cancer Immunology
Immunotherapy 36: 9-17.

Dunn-Walters D, Bousier L, Spencer J.
(2000) Effect of hypermutation on poten-
tial N-glycosylation sites in human im-
munoglobulin heavy chain variable re-
gions. Molecular Immunology 37: 107-
113.

During K, Hipper S, Kreuzaler F, Schell J.
(1990) Synthesis and self-assembly of a
functional monoclional antibody in trans-
genic Nicotiana tabacum. Plant Molecu-
lar Biology 15: 281-293.

Dyck MK, Gagné D, Oullet M, Sénéchal J-F,
Bélanger E, Lacroix D, Sirard M-A, Poth-
ier F. (1999) Seminal vesicle production
and secretion of growth hormone into
seminal fuild. Nature Biotechnology 17
1087-1090.

Fiedler U & Conrad U. (1995) High level
production and long term-storage of
engineered antibodies in transgenic
tobacco seeds. Bio/Technology 13.

1090-1093.

Firek S, Draper J, Owen MRL, Gandecha A,
Cockburn W, Whitelan GC. (1993) Se-
crection of a functional single-chain Fv
protein in transgenic tobacco plants and
cell suspension cultures. Plant Molecular
Biology 23: 861-870.

Flavell RB. (1994) Inactivation of gene ex-
pression in plants as a consequence of
specific sequence duplication. Proceed-
ings of the National Academy of Sci-
ences USA 91: 3490-34-96.

Folha de Sao Paulo. (1992) Novo manual
da redagdo. Folha de S&o Paulo, Séo
Paulo, Brasil.

Franchi A & Gallo O. (1996) Prognostic im-
plications of sialosyl-Tn antigen expres-
sion in sinonasal intestinal-type adeno-
carcinoma. European Journal of Cancer.
Part B. Oral Oncology. 32B: 123-127.

Freitas FA, Yunes JA, da Silva MJ, Arruda
P, Leite A. (1994) Structural characteri-
zation and promoter activity analysis of
the ykafirin gene from sorghum.
Molecular and General Genetics 245:
177-186.

Frigerio L, Vine ND, Pedrazzini E, Hein MB,
Wang F, Ma JK-C, Vitale A. (2000) As-
sembly, secretion and vacuolar delivery
of a hybrid immunoglobulin in plants.
Plant Physiology 123: 1483-1493.

Georgiou G. (1988) Optimizing the produc-
tion of recombinant proteins in microor-
ganism. AIChE J. 34: 1233-1248.

Georgiou G & Bowden GA. (1991) Inclusion
body formation and the recovery of ag-
gregated recombinant proteins. 333-356
In: Ho C, Prokop A, Bajpaj R (eds.). Re-
combinant DNA technology and applica-

71



tions. McGraw-Hill, New York, EUA.

Ghazizadeh M, Ogawa H, Sasaki Y, Araki T,
Aihara K. (1997) Mucin carbohydrate an-
tigens (T, Tn, sialyl-Tn) in human ovar-
ian carcinomas: relationship with histo-
pathology and prognosis. Human Pa-
thology 28: 960-966.

Giddings G, Allison G. Brooks D, Carter A.
(2000) Transgenic plants as factories for
biopharmaceuticals. Nature Biotechnol-
ogy 18: 1151-1155.

Giddings G. (2001) Transgenic plants as
protein factories. Current Opinion in Bio-
technology 12: 450-454.

Gillland DG, Steplewski Z, Coliier RJ,
Mitchell KF, Chang TH, Koprowski H.
(1980)  Aktibody-directed  cytotoxity
agents: use of monocional antibody to
direct the action of toxin A chains to co-
lorectal carcinoma cells. Proceedings of
the National Academy of Sciences USA
77: 4539-4543.

Goddijn OJM & Pen J. (1995) Plants as
biorreactors. Tibtech 13: 379-387.

Goosen MFA. (1993) insect cell culture en-
gineering: an overview. 1-16 In: Goosen
MFA, Baugulis A, Faulkner P (eds.) In-
sect cell culture engineering. Marcel
Dekker, New York.

Gordon K, Lee E, Vitale JA, Smith AE,
Westphal H, Hennighausen L. (1987)
Production of human tissue plasminogen
activator in transgenic mouse milk.
Bio/Technology 5: 1183-1187.

Hadden JW. (1999) The immunology and
immunotherapy of breast cancer: an up-
date. International Journal of Immuno-
pharmacology 21: 79-101.

Hakomori S. (1989) Aberrant glycosylation

in tumors and tumor-associated carbo-
hydrate antigens. Advances in Cancer
Research 52: 257-331.

Haq TA, Mason HS, Clements JD, Arntzen
CJ. (1995) Oral immunization with a re-
combinant bacterial antigen produced in
transgenic plants. Science 268. 714-
716.

Harvey AJ, Speksnijder G, Baugh LR, Mor-
ris JA, Ivarie R (2002) Expression of ex-
ogenous protein in the egg whit of trans-
genic chickens. Nature Biotechnology
20: 396-399.

Hein MB, Tang Y, McLeod DA, Janda KD,
Hiatt A. (1991) Evaluation of immu-
noglobulins from plant cells. Biotechnol-
ogy Progress 7: 455-461.

Hiatt A, Cafferkey R, Bowdish K. (1989)
Production of antibodies in transgenic
plants. Nature 342: 76-78.

Hiatt A (1990). Antibodies produced in
plants. Nature 344: 469-470.

Higgins DR. (1995) Culture of yeast for the
production of heterologous proteins.
5.7.1-5.7.16 In: Coligan JE, Dunn BM,
Ploegh HL, Speicher DW, Wingfield PT,
(eds.) Current Protocols in Protein Sci-
ence. John Wiley & Sons, Inc, USA.

Hirao T, Sakamoto Y, Kamada M, Hamada
S, Aono T. (1993) Tn antigen, a marker
of potential for metastasis of uterine cer-
vix cancer cells. Cancer72: 154-159.

Hood EE, Witcher DR, Maddock S, Meyer T,
Baszcszynski C, Bailey M, Flynn P, Reg-
ister J, Marshall L, Kulisek E, Kusnadi A,
Enavgelista R, Nikolov Z, Wooge C,
Mehigh RJ, Hernan R, Kappel WK, Rit-
land D, Li CP, Howard JA. (1997) Com-
mercial production of avidin from trans-

72



genic maize: characterization of trans-
formant, production, processing, extrac-
tion and purification. Molecular Breed-
ing, 3: 291-306.

Hooykaas PJ. (1988) Agrobacterium mo-
lecular genetics. In: Plant Molecular Bi-
ology Manual A4:1-13, Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, Holanda.

Horsch RB, Fry J, Hoffemann N, Neider-
meyer J, Rogers SG, Fraley RT. (1988).
Leaf disc transformation. In Gelvin SB,
Schiperoort RA, Verma DPS (eds.) Plant
Molecular Biology Manual, pp. A5: 1-9,
Kluwer Academic Publishers, Dorcrecht,
Holanda.

Horvath H, Huang J, Wong O, Kohl E, Okita
T, Kannangara G, von Wettstein D.
(2000) The production of recombinant
proteins in transgenic barley grains.
Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 97: 1914-1919.

Hudson PJ, Kortt AA. (1999) High avidity
scFv multimers; diabodies and triabod-
ies. Journal of Immunological Method
231: 177-189.

Hunt AG. (1994) Messenger RNA 3’ end
formation in plants. Annual Review of
Plant Molecular Physiology and Plant
Molecular Biology 43: 177-200.

Imperiali B & O’Connor S. (1999) Effect of
N-inked glycosylation on glycopeptide
and glycoprotein structure. Current
Opinion in Chemical Biology 3: 643-649.

Itzkowitz SH, Yuan M, Montgomery CK,
Kjeldsen T, Takahashi HK, Bigbee WL,
Kim YS. (1989) Expression of Tn, sialo-
syl-Tn and T antigens in human colon
cancer. Cancer Research 49: 197-204.

ltzkowitz SH, Bloom EJ, Kokal WA, Maodin

G, Hakomori S, Kim YS. (1990) Sialosyl-
Tn. A novel mucin antigen associated
with prognosis in colorectal cancer pa-
tients. Cancer 66: 1960-1966.

Jefferson RA. (1987) Assaying chimeric
genes in plants: the gus gene fusion sys-
tem. Plant Molecular Biology 5: 387-405.

Jense, ON, Shevchenko, Namm Matthias.
(1997) Protein analysis by mass spec-
trometry. 29-56 In: Creighton TE (ed.)
Protein structure: a practical approach.
Oxford University Press Inc., New York,
USA.

Kerr DE, Liang F, Bondioli KR, Zhao H,
Kreibich G, Wall RJ, Sun T-T. (1998)
The blader as a biorreactor: urothelium
production and secretion of growth hor-
mone into urine. Nature Biotechnology
16: 75-79.

Kinney AY, Sahin A, Vernon SW,
Frankowski RF, Annegers JF, Horto-
bagyi GN, Buzdar AU, Frye DK, Dhingra
K. (1997) The prognostic significance of
sialyl-Tn antigen in women treated with
adjuvant chemotherapy. Cancer
80:2240-2249.

Kobayashi H, Terao T, Kawashima Y.
(1992) Serum sialyi-Tn as an independ-
ent predictor of poor prognosis in pa-
tients with epithelial ovarian cancer.
Journal of Clinical Oncology, 10: 95-101.

Kohler G & Milstein C. (1975) Continuous
cultures of fused cells secreting antibody
of predefined specificity. Nature 256:
495-497.

Konska G, Guilllot J, De Latour M, Fonck Y.
(1998) Expression of Tn antigen and N-
acetyllactosamine residues in malignant
and benign human breast tumors de-

73



tected by lectins and monoclonal anti-
body 83D4. International Journal of On-
cology 12: 361-367.

Kozak M. (1987) An analysis of 5'-
noncoding sequences from 699 verte-
brate messenger RNA sequences: inti-
mations of translational control. Nucleic
Acids Research 15: 8125-8148.

Krishna RG & Wold F. (1997) Identification
of common post-transiational modifica-
tions. 91-113 In: Creighton TE (ed.) Pro-
tein structure: a practical approach. Ox-
ford University Press Inc., New York,
USA.

Kuby J. (1997) Immunology. 3rd ed. W. H.
Freeman and Company, USA.

Kusnadi AR, Nikolov ZL, Howard JA. (1997)
Production of Recombinant proteins in
transgenic plants: practical considera-
tions. Biotechnology and Bioengineering
56(5): 473-484.

Larrick JW & Thomas DW. (2001) Producing
proteins in transgenic plants and ani-
mals. Current Opinion in Biotechnology
12: 411-418.

Leite A, Kemper EL, da Silva MJ, Luchessi
AD, Siloto RMP, Bonaccorsi ED, EL-
Dorry HF, Arruda P. (1999) Expression
of correctly processed human growth
hormone in seeds of transgenic tabacco
plants. Molecular Breeding 6: 47-53.

Leite A. (2001) Expressdo de proteinas he-
terélogas em plantas. 1057-1083. In:
Nass LL, Valois ACC, de Melo IS, Vala-
dares-Inglis MC (eds.) Recursos genéti-
cos & melhoramento — Plantas. Funda-
¢do MT, Rondondpolis.

Lerouge P, Cabanes-Macheteau M, Cath-
erine R, Fischette-Lainé A-C, Gomord V,

Faye L. (1998) N-glycoprotein biosyn-
thesis in plants: recent developments
and future trends. Plant Molecular Biol-
ogy 38: 31-48.

Li L, Qu RD, Kochko A, Fauquet C, Beauchy
RN. (1993) Na improved rice
transformation system using the biolistic
method. Plant Cell Reports 12: 250-255.

Lo-Man R, Bay S, Vichier-Guerre S, Deriaud
E, Cantacuzene D, Leclere C. (1999) A
fully synthetic immnogen carryng a car-
cinoma-associated carbohydrate for ac-
tive specific immunotherapy. Cancer
Research 59: 1520-1524.

Longenecker BM, Reddish M, Koganty R,
MaclLean GD. (1994) Specificity of 1gG
response in mice and human breast
cancer patients following immunization
against synthetic sialyl-Tn, an epitope
with possible functional significance in
metastasis. Advances in Experimental
Medicine and Biology 353: 105-124.

Lubon H, Paleyanda RK, Velander WH,
Drohan WN. (1996) Blood proteins from
transgenic animal biorreactors. Trans-
fus. Med. Ver. 10: 131-143.

Ma JK-C, Hiatt A, Hein M, Vine ND, Wang
F, Stabila P, van Dolleweerd C, Mostov
K, Lehner T. (1995) Generation and as-
sembly of secretory antibodies in plants.
Science 268: 716-719.

Makowski GS & Ramsby ML. (1997) Protein
molecular weight determination by so-
dium dodecil sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis. 1-27 In: Creighton TE
(ed.) Protein structure: a practical ap-
proach. Oxford University Press Inc.,
New York, USA.

Mason HS & Arntzen CJ. (1995) Transgenic

74



plants as vaccine production systems.
Tibtech 13: 388-397.

Mason HS, Haq TA, Clements JD, Arntzen
CJ. (1998) Edible vaccine protects mice
against Escherichia coli heat-labile en-
terotoxin (LT): potatoes expressing a
synthetic LT-B gene. Vaccine 16: 1336-
1343.

Mason HS, Lam DM-K, Arntzen CJ. (1992)
Expression of hepatitis B surface anti-
gen in transgenic plants. Proceedings of
National Academy of Sciences USA 89:
11745-11749.

Matsumoto S, lkura K, Ueda M, Sasaki R.
(1995) Characterization of a human gly-
coprotein (erythropoietin) produced in
cultured tobacco cells. Plant Molecular
Biology 27: 1163-1172.

Matzke AJM & Matzke MA. (1998) Position
effects and epigenetic silencing of plant
transgenes. Current Opinion in Plant Bi-
ology 1: 142-148.

Meade J, Gates L, Lacy E, Lonberg N.
(1990) Bovine alpha-S1-casein gene-
sequences direct high level expression
of active human urokinase in muose
milk. Bio/Technology 8: 443-446.

Mestecky K & McGhee JR. (1987) Immu-
noglobulin A (IgA) molecular and cellular
interactions involved in IgA biosynthesis
and immune response. lAdvances in
immunology 40: 153-245.

Meyer P (1996) Repeat-induced gene si-
lencing: commom mechanisms in piants
and fungi. Biological Chemistry Hoppe-
Seyler 377: 87-95.

Meyer P & Saedier H. (1996) Homology-
dependent gene silencing in plants. An-
nual Reviews Plant Physiology Plant

Molecular Biology 47: 23-48.

Meynial-Salles | & Combes D. (1996) In vitro
glycosylation: na enzymatic approach.
Journal of Biotechnology 46: 1-14.

Miles DW & Taylor-Papadimitriou J. (1999)
Therapeutic aspects of polymorphic
epithelial mucin in adenocarcinoma.
Phamacology & Therapeutics 82: 97-
106.

Miles DW, Towlson KE, Graham R, Reddish
M, Longenecker BM, Taylor-
Papadimitriou J, Rubens RD. (1996) A
randomized, phase Il study of sialyl-Tn
and Detox-B adjuvant with or without
cyclophosphamide pretreatment for the
active specific immunotherapy of breast
cancer. British Journal of Cancer 74:
1292-1296.

Moniaux N, Escande F, Porchet N, Aubert
JP, Batra SK. (2001) Structural organi-
zation and classification of the human
mucin genes. Frontiers in Biosciences 6.
1192-1206.

Murashige T & Skoog F. (1962) A revised
medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Plant
Physiology 15: 473-497.

Murray EE, Lotzer J, Eberie M. (1989)
Codon usage in plant genes. Nucleic Ac-
ids Research 17 477-498.

Nicholls A, Sharp KA, Honig B. (1991) Pro-
tein folding and association: insights
from the interfacial and thermodynamic
properties of hydrocarbons. Proteins 11:
281-296.

Osinaga E, Pancino G, Beuzelin M, Babino
A, Rodriguez D, Robello C, Tiscornia A,
Phillips E, Bourguignat A, Roseto
A.(1992) Detection of a soluble antigen

75



defined by monoclonal antibody 83D4 in
serous effusions associated with breast
carcinoma. Cancer 69(7): 1746-1749.

Osinaga E, Pancino G, Porchet N, Berois N,
De Cremoux P, Mistro D, Aubert JP,
Calvo F, Roseto A (1994) Analisys of an
heterogenneous group of breast-
carcinoma-associated glycoproteins
bearing Tn determinant. Breast Cancer
Research and Treatment 32: 139-152.

Osinaga E, Bay S, Tello D, Babino A,
Pritsch O, Assemat K, Cantacuzene D,
Nakada H, Alzari P. (2000) Analysis of
the fine specificity of Tn-binding proteins
using synthetic glycopeptide epitopes
and a biosensor based on surface plas-
mon resonance spectorscopy. FEBS
Letters 469(1): 24- 28.

Ottoboni LMM, Leite A, Yunes JA, Targon
MLPN, de Souza Filho GA, Arruda P.
(1993) Sequence analysis of 22kDa-like
o-coixin genes and their comparison
with homologous zein and kafirina genes
reveals highly conserved protein struc-
ture and regulatory elements. Plant Mo-
lecular Biology 21: 765-778.

Owen M, Gandecha A, Cockburn B, White-
lan G. (1992) Synthesis of a functional
anti-phytochrome single-chain Fv protein
in transgenic tobacco. Bio/Technology
10: 790-794.

Palacpac NQ, Yoshida S, Sakai H, Kimura
Y, Fujiyama K, Yoshida T, Seki T.
(1999) Stable expression of human
B1,4-galactosyltransferase in plant cells
modifies N-linked glycosylation patterns.
Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 96: 4692-4697.

Pancino G, Osinaga E, Vorauher W,

Kakouch A, Mistro D, Charpin C, Roseto
A. (1990) Production of a monoclonal
antibody as an immunohistochemical
marker on paraffin embedded tissues
using a new immunization method. Hy-
bridoma 9: 389-395.

Pancino G, Osinaga, E, Charpin C, Mistro
D, Barque JPh, Roseto A. (1991) Purifi-
cation and caraterization of a breast-
cancer-associated glycoprotein not ex-
pressed in normal breast and identifi-
cated by monocional antibody 83D4.
British Journal of Cancer 63: 390-398.

Parizotto EA, De Lucca PC, Jungmann L,
Kemper EL, da Silva AC, Leite A. (2000)
Plantas como biorreatores. Biotecnolo-
gia Ciéncia e Desenvolvimento 17: 12-
17.

Peeters K, De Wilde Chris, De Jaeger G,
Angenon G, Deepicker A. (2001) Pro-
duction of antibodies and antibody frag-
ments in plants. Vaccine 19: 2756-2761.

Perlak FJ, Fuchs RL, Dean DF, McPherson
SL, Fischoff DA. (1991) Modification of
the coding sequences enhances plant
expression of insect control protein
genes. Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 88: 3324-
3328.

Petrakou E, Murray A, Price MR. Epitope
Mapping of Anti-MUC1 Mucin Protein
Core Monoclonal Antibodies. (1998)
Tumor Biology 19(1): 21-29.

Pittius CW, Hennighause L, Lee E, West-
phal H, Nicols E, Vitale J, Gordon K.
(1988) A milk protein gene promoter di-
rects the expression of human-tissue
plasminogen-activator cDNA to the
mammary-gland in transgenic mice.

76



Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 85: 5874-5878.

Pollock DP, Kutzko JP, Birck-Wilson E, Wil-
liams JL, Echelard Y, Meade HM. (1999)
Transgenic milk as a method for the
production of recombinant antibodies.
Journal of Immunological Methods 231:
147-157.

Potrykus 1. (1990) Gene transfer to plants:
assesment and perspectives. Physiolo-
gia Plantarum 79: 125-134.

Ragupathi G, Howard L, Cappeloo S, Ko-
ganty RR, Qiu D, Longenecker BM,
Reddish MA, Lloyd KO, Livingston PO.
(1999) Vacines prepared with silayl-Tn
and sialyl-Tn trimers using the 4-(4-
maleimidomethyl)cyclohexane-1-
carboxyl hydrazide linker group result in
optimal antibody titers against ovine
submaxillary mucin and sialyl-Tn posi-
tive tumor cells. Cancer Immunology
Immunotherapy 48: 1-8.

Ratner M. (1989) Protein expression in
yeast. Bio/Technology 15: 141-146.

Rayon C, Lerouge P, Faye L. (1998) The
protein N-glycosylation in plants. Journal
of Experimental Botany 49: 1463-1472.

Reiter Y, Brinkmann U, Webber KO, Jung
SH, Lee B, Pastan I. (1994) Engineering
interchain disulfide bonds into conserved
framework regions of Fv fragments: im-
proved biochemical characteristics of re-
combinant immunotoxins containing di-
sulfide-stabilized Fv. Protein Engineer-
ing 7: 697-704.

Reiter Y & Pastan . (1998) Recombinant Fv
immunotoxins and Fv fragments as
novel agents for cancer therapy and di-
agnosis. Tibtech 16: 513-520.

Romanos MA, Scorer CA, Clare JJ. (1992)
Foreign gene expression in yeast a re-
view. Yeast 8: 423-488.

Saghai-Maroof MA, Soliman KM, Jorgensen
RA, Allard RW. (1984) Proceedings of
the National Academy of Sciences USA.
81(24): 8014-8018.

Sakamoto H; Yonezawa S, Utsunomiya T,
Tanaka S, Kim YS, Sato E. (1997)
Mucin antigen expression in gastric car-
cinomas of young and old adults. Hu-
man Pathology 28: 1056-1065.

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. (1989)
Molecular Cloning. A laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press,
New York, USA.

Schachter H & Williams D. (1982) Biosynte-
sis of mucus glycoproteins. 3-28 In:
Chantler EN, Elder JB, Eltein M (eds.)
Mucus in health and disease Il. Plenum
Publishing Corporation, New York, USA.

Schein CH. (1989) Production of soluble
recombinant proteins in  bacteria.
Bio/Technology 7: 1141-1149.

Shinghal A, Fohn M, Hakomori S. (1991)
Induction of N-acetylgalactosamine-O-
serine/threonine (Tn) antigen-mediated
cellular immune response for active im-
munotherapy in mice. Cancer Research
51: 1406-1411.

Shewry PR, Nappier JA, Tatham AS. (1995)
Seed storage proteins: structures and
biosynthesis. The Plant Cell 7: 945-956.

Simons PC, Peter CS, Dekker BMM,
Schrammeijer B, Verwoerd TC, Van den
Elzen PJM, Hoekema A. (1990) Produc-
tion of correctly processed human serum
albumin in transgenic plants.
Bio/Technology 8: 217-221.

77



Skerra A & Pluckthun A. (1988) Assembly of
a functional immunoglobulin Fv fragment
in Escherichia coli. Science 240: 1038-
1041.

Smith MD. (1996) Antibody production in
plants. Biotechnology Advances 14(3):
267-281.

Smith MD & Glick BR. (2000) The produc-
tion of antibodies in plants: an idea
whose time has come? Biotechnology
Advances 18: 85-89.

Springer G. (1984) T and Tn, general carci-
noma auto-antigens. Science 224: 1198-
1206.

Stam M, de Bruin R, Kenter S, van der
Hoorn RAL, van Blokland R, Mol JNM,
Kooter JM. (1997) Post-transcriptional
silencing of chalcone syntase in Petunia
by inverted transgen repeats. The Plant
Journal 12: 63-82.

Staub JM, Garcia B, Graves J, Hajdukiewicz
PTJ, Hunter P, Nehra N, Paradkar V,
Schiittler M, Carroll JA, Spatola L, Wrad
D, Ye G, Russel DA. (2000) High-yeld
production of a human therapeutic pro-
tein in tobacco chloroplasts. Nature Bio-
technology 18: 333-338.

Sulivan ML & Green PJ. (1993) Post-
transcriptional regulation of nuclear-
encoded genes in higher plants: the
roles of NRNMA stability and translation.
Plant Molecular Biology 23: 1091-1104.

Scott SE & Wilkinson MJ. (1999) Low prob-
ability of chioroplast movement from oil-
seed rape (Brassica napus) into wild
Brassica rapa. Nature Biotechnology 17
390-392.

Tackaberry ES, Dudani AK, Prior F, Tocchi
M, Sardana R, Altosaar |, Ganz PR.

(1999) Development of biopharma-
ceuticals in plant expression sys-
tems: cloning, expression and immu-
nological reactivity of human cy-
tomegalovirus glycoprotein B (UL55)
in seeds of transgenic tobacco. Vac-

cine 17: 3020-3029.

Tavladoraki P, Benvenuto E, Trinca S, De
Martinis D, Cattaneo A, Galeffi P. (1993)
Transgenic plants expressing a func-
tional single-chain Fv antibody are spe-
cifically protected from virus attack. Na-
ture 366: 469-472.

Taylor-Papadimitriou T, Burchell J, Miles
DW, Dalziel M. (1999) MUC1 and can-
cer. Biochimica et Biophysica Acta 1455:
301-313.

Terasawa K, Furumoto H, Kamada M, Aono
T. (1996) Expression of Tn and sialyl-Tn
antigens in the neoplasic transformation
of uterine cervical epithelial cells. Can-
cer Research 56(9): 2229-2232.

Therkildsen MH, Mandel U, Christensen M,
Dabelsteen E. (1993) Simple mucin-type
Tn and sialosyl-Tn carbohydrate anti-
gens in salivary gland carcinomas. Can-
cer72: 1147-1154.

Therkildsen MH, Andersen LJ, Christensen,
M, Hansen HS, Schiodt T, Dabelsteen
E. (1998) Salivary gland carcinomas:
prognostic significance of simple mucin-
type carbohydrate antigens. Oral Oncol-
ogy 34: 44-51.

Van den Steen P, Rudd PM, Dwek RA, Op-
denakkier G. (1998) Concepts and prin-
ciples of O-Linked glycosylation. Critical
Reviwes in Biochemistry and Molecular
Biology 33(3). 151-208.

van Dijk MA, van de Winkel (2001) Human

78



antibodies as next generation therapeu-
tics. Current Opinion in Chemical Biol-
ogy 5: 368-374.

Velander WH, Lubin H, Drohan WN. (1997)
Transgenic livestock as drug factories.
Scientific American 276: 70-74.

Verma R, Boleti E, George AJT. (1998) An-
tibody engineering: Comparison of bac-
terial, yeast, insect and mammaliam ex-
pression systems. Journal of Immu-
nological Methods 216: 165-181.

Vitale A & Denecke J. (1999) The endo-
plasmic reticulum gatway of the secre-
tory pathway. Plant Cell 11: 615-628.

von Mensdorff-Pouilly S, Snijdewint FG,
Verstraeten AA, Verheijen RH, Kene-
mans P. (2000) Human MUC1 mucin: a
multifaceted glycoprotein. International
Journal of Biological Markers 15(4). 343-
356.

Yacyshyn MB, Poppema S, Berg A, Mac-
Lean GD, Reddish MA, Meikle A, Lon-
genecker BM. (1995) CD69+ and HLA-
DR+ activation antigens on peripheral
blood lymphocyte populations in metas-
tatic breast and ovarian cancer patients.
Correlations with survival following ac-
tive specific immunotherapy. Interna-
tional Journal of Cancer 61: 470-474.

Witcher DR, Hood EE, Peterson D, Bailey
M, Bond D, Kusnadi A, Evangelista R,
Nikolov Z, Wooge C, Mehigh R, Kappe
W, Register J, Howard JA. (1998)
Commercial production of O-
glucoronidase (GUS): a model system
for the production of protein in plants.
Molecular Breeding 4: 301-312.

Zhong G-Y, Peterson D, Delaney DE, Bailey
M, Witcher DR, Register J, Bond D, Li

C-P, Marshall L, Kulisek E, Ritland D,
Meyer T, Hood EE, Howard JA. (1999)
Commercial production of aprotinin in
transgenic maize seeds. Molecular
Breeding 5: 345-356.

79



