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Resumo

O uso de plantas transgénicas para a produgdo de proteinas recombinantes oferece muitas
vantagens comparativamente a sistemas mais convencionais. As culturas de células vegetais em
suspensao sao particularmente interessantes pois combinam as vantagens da producdo em
plantas com os beneficios dos sistemas de producdo baseados em culturas celulares.

Neste trabalho, culturas de células em suspensdo de Arabidopsis thaliana foram usadas pela
primeira vez para estudar a expressdo de proteinas recombinantes, usando a eritropoietina como
proteina modelo. Foram geradas culturas de células em suspensao de Arabidopsis a partir de
plantas transgénicas expressando EPO na forma secretada (EPO-AH) e na forma retida no
reticulo endoplasmatico (EPO-ERH). A presenca de EPO-AH foi confirmada no meio de cultura
e de EPO-ERH no extracto celular. A EPO-ERH produzida em Arabidopsis apresentou apenas
uma isoforma e uma massa molecular superior comparativamente a EPO na forma secretada
produzida em Medicago, também em estudo, o que pode ser um indicio de que a EPO secretada
esta a ser direccionada a vias ndo esperadas, sofrendo alteracdes no perfil de glicosilagéo.
Foram utilizadas varias estratégias para purificar EPO das culturas de células de Arabidopsis e
de Medicago, incluindo cromatografia de troca ionica e de afinidade. A purificacdo parcial da
EPO foi atingida usando cromatografia de troca catiénica como passo de purificacéo inicial.
Também se observou a morfologia celular e a viabilidade das culturas foi analisada usando
microscopia optica e de fluorescéncia. As culturas de ambas as espécies foram comparadas,
realizando vérios procedimentos de coloracdo com corantes fluorescentes. As culturas de
Arabidopsis mostraram células com dimensdes menores do que as de Medicago, e agregados
celulares mais compactos. Nas células de Medicago o compartimento vacuolar ocupou a maioria
do volume celular e a quantidade de citoplasma foi reduzida.

As culturas de células em suspensdo de Arabidopsis thaliana constituem um sistema promissor
para a producdo de proteinas recombinantes. Os resultados obtidos neste estudo serdo muito
Uteis para pesquisas futuras que irdo contribuir para o estabelecimento de novas plataformas
baseadas em plantas para producdo de moléculas economicamente importantes.

Palavras-chave: Biotecnologia vegetal, Molecular Farming, Arabidopsis thaliana, Medicago
truncatula, culturas de células em suspenséo, proteina recombinante, eritropoietina
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Abstract

The use of transgenic plants for the production of recombinant proteins offers many advantages
when compared to more conventional systems. Plant cell suspension cultures are particularly
interesting since they combine the advantages of plants with the benefits of production systems
based on cell cultures.

In this work, Arabidopsis thaliana cell suspension cultures were used for the first time to study the
expression of recombinant proteins, using erythropoietin as a model protein. Cell cultures were
generated from transgenic Arabidopsis plants which express rEPO, either secreted (EPO-AH) or
retained in the endoplasmic reticulum (EPO-ERH). For both forms we confirmed that the
recombinant protein was present either in the culture medium or in the cellular extracts. The
EPO-ERH produced in Arabidopsis showed only one isoform and a higher molecular weight
compared to the secreted version of EPO produced in Medicago, also under study, which may be
an indication that the secreted EPO is being directed to unexpected routes and undergoing
changes in glycosylation profile.

Several strategies were addressed to purify EPO from cell cultures of Arabidopsis and Medicago,
including ion-exchange and affinity chromatography. Partial purification of EPO was achieved
using cation-exchange chromatography as the initial step of purification. Cell morphology was
also observed and the viability of the cultures was analysed using light and fluorescence
microscopy. The cultures of both plant species were compared by carrying out various staining
procedures with fluorescent dyes.

Arabidopsis cultures showed smaller cells than those of Medicago and more compact clusters. In
Medicago cells the vacuolar compartment took up most of the cellular volume and the
cytoplasmatic volume was reduced.

Arabidopsis thaliana suspension cell cultures are a promising system for the production of
recombinant proteins. The results of this study will be useful for future research that will contribute
to the establishment of new plant-based platforms for production of high valuable molecules.

Key-words: Plant biotechnology, Molecular Farming, Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula,
suspension cell cultures, recombinant protein, erythropoietin
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1. Introducéao

1.1 Cultura in vitro de tecidos vegetais

Os primeiros trabalhos com a cultura de tecidos, foram publicados em 1902 por Haberlandt que
foi um grande impulsionador da cultura de tecidos in vitro. As suas tentativas de regeneragéo de
plantas originadas de uma Unica célula ndo foram bem sucedidas, possivelmente, em virtude da
falta de hormonas vegetais no meio nutritivo, que até entdo eram compostos desconhecidos,
bem como em decorréncia da utilizacdo de espécies inadequadas, da baixa densidade de
indculo e explantes de tecidos maduros. No entanto o seu trabalho contribuiu de forma decisiva
para 0 desenvolvimento de pesquisas futuras nesta area. Haberlandt ainda estabeleceu o
conceito de totipoténcia celular que era inerente a teoria celular de Schleiden e de Schwann que
reconhece a célula como a unidade primaria de todos os organismos vivos e que constitui a base
da biotecnologia vegetal (Thorpe, 2007; Vasil, 2008).

Os primeiros trabalhos conduziram a culturas de raizes, culturas de embrides, e as primeiras
verdadeiras culturas de callus/tecidos. As primeiras culturas de tecidos vegetais foram obtidas
em 1934 por Gautheret de tecido cambial de Acer pseudoplatanus. Os anos seguintes, de 1940
a 1960, foram marcados pelo desenvolvimento de novas técnicas e aperfeicoamento das ja
disponiveis. Foi durante este periodo de tempo que a maioria das técnicas in vitro usadas hoje
foram grandemente desenvolvidas (Thorpe, 2007; Vasil, 2008).

A cultura de tecidos vegetais é uma ferramenta importante em estudos de Ciéncia fundamental e
em estudos aplicados para a Industria. Pode ser definida como uma cultura asséptica de
protoplastos, células, tecidos ou 6rgdos e os seus componentes mantidos sob condicfes
ambientais controladas in vitro. A cultura in vitro baseia-se na totipoténcia e plasticidade da
célula vegetal. A maioria das células mantém a totipoténcia podendo dar origem a massas de
células indiferenciadas que podem ser mantidas indefinidamente em cultura. Devido as suas
propriedades € possivel direccionar o desenvolvimento de células vegetais em cultura por

manipulagdo dos componentes do meio (Thorpe, 2007).

1.1.1 Condi¢0es de crescimento e meio de cultura de células vegetais
As células vegetais em cultura in vitro ndo conseguem sintetizar os seus proprios nutrientes. E a

composicdo do meio de cultura que permite as células vegetais crescerem e desenvolverem-se.
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O meio deve fornecer alguns componentes basicos como minerais essenciais que Sao
fornecidos como uma mistura complexa de sais, suplementos organicos como vitaminas e
aminodcidos, uma fonte de carbono que é geralmente fornecida através do aglcar sacarose e
reguladores de crescimento. Em relacdo ao ambiente de cultura, também devem ser mantidos
alguns parametros dentro de limites aceitaveis, tais como, a temperatura, o pH, luz e o

arejamento (ver e.g. Slater et al., 2003).

Os reguladores de crescimento das plantas mais usados séo as hormonas vegetais ou 0s seus
analogos sintéticos que englobam cinco classes principais: auxinas, citocininas, giberelinas,
acido abcisico e etileno (ver e.g. Slater et al., 2003).

As auxinas e as citocininas promovem a divisdo celular e sdo as duas hormonas vegetais mais
usadas. A propor¢do entre auxina e citocinina usada determina o tipo de cultura estabelecido ou
regenerado. Uma concentragdo maior de auxina em relacdo a citocinina favorece a formagéo de
raizes, ao passo que uma maior concentragdo de citocinina favorece a formacéo de rebentos.
Uma concentragdo semelhante das duas hormonas favorece a producao de callus.

As auxinas foram as primeiras hormonas a serem descobertas, promovem a divisdo e o
crescimento das células. O acido indol-acético (IAA) ocorre naturalmente em tecidos vegetais,
mas 0 seu uso em cultura de tecidos € limitado devido & sua instabilidade sob calor e luz, razéo
pela qual geralmente é usado o &cido 2,4-diclorofenoxiacético, andlogo sintético de I1AA, como
fonte de auxina, mostrando-se extremamente eficiente.

As citocininas promovem a divisdo celular, modificacdo da dominancia apical e diferenciacéo de
rebentos em cultura de tecidos. A zeatina e a isopenteniladenina (2-1P) sdo duas citocininas que
ocorrem naturalmente. A zeatina é usada em cultura de tecidos, mas é cara e relativamente
instavel, por isso, usam-se analogos sintéticos que incluem benzilaminopurina (BAP) e 6-
furfurilaminopurina (cinetina). Geralmente, depois de um certo periodo em cultivo, as células
adquirem a capacidade para crescerem e se dividirem independentemente de reguladores de
crescimento. Este fendmeno que ocorre naturalmente € conhecido por habituacdo (Slater et al.,
2003).

1.2 Culturas de células vegetais em suspensao

As técnicas de cultura de células vegetais em suspensdo iniciaram-se na década de 1960 como
uma ferramenta possivel para estudar e produzir metabolitos secundarios de plantas (revisto por
Mulabagal e Tsay, 2004). Estes compostos sdo conhecidos por desempenharem um papel

importante na adaptacdo das plantas aos seus ambientes e também representam uma fonte
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importante de substancias farmacologicamente activas. Tradicionalmente eram extraidos das
plantas e usados como aditivos alimentares, pigmentos, corantes, insecticidas, cosméticos e
perfumes e em quimica fina. Todavia devido a instabilidades ambientais e geopoliticas, 0s
habitats naturais de plantas medicinais encontram-se em perigo e consequentemente as plantas
correm risco de extingdo, tornando-se dificil adquirir compostos derivados destas plantas
(Mulabagal e Tsay, 2004). Avangos em biotecnologia possibilitaram o uso de culturas de células
vegetais como uma alternativa potencial a agricultura convencional para a producdo de
metabolitos secundarios.

Existem vérias estratégias, usando sistemas de cultura in vitro, que tém sido estudadas com o
objectivo de aumentar e melhorar a produgdo de metabolitos secundarios. Contudo, apenas um
numero reduzido de compostos tem sido produzido e comercializado a partir da cultura de
células em suspensdo, devido em parte a dificuldade em atingir rendimentos moderados.
Exemplos de produgdo em larga escala destas substancias sdo os alcaldides, paclitaxel e
shikonin (Boehm, 2007). Este ltimo foi, nos anos oitenta, o primeiro exemplo de uma aplicacéo
industrial de um metabolito de planta produzido em culturas de células vegetais (Sommer et al.,
1999).

1.2.1 Estabelecimento de linhas celulares transgénicas

As suspensdes de células vegetais transformadas podem ser obtidas directamente de uma
planta transformada ou por transformacao de uma cultura wild type. No primeiro caso, todas as
células estdo transformadas e ndo ha necessidade de selec¢do. No segundo caso, as células
podem ser transformadas por co-cultivo com Agrobacterium (An, 1985) ou por bombardeamento
de particulas (Christou et al., 1988), em que deve existir um passo extra de seleccao.

O callus é um tecido indiferenciado obtido de explantes cultivados em meio sélido contendo a
mistura apropriada de hormonas vegetais para manter o estado indiferenciado. As culturas de
tecidos vegetais podem ser iniciadas de qualquer parte da planta (raizes, caule, folhas ou
sementes). Geralmente os explantes mais adequados séo os de tecidos mais jovens, saudaveis
e que se encontram em divisdo celular. O explante deve ser esterilizado para remover
contaminacdo microbiana, antes de ser iniciada a cultura. A cultura de callus é sempre induzida
e mantida no escuro de forma a evitar diferenciagéo induzida por luz.

Quando o callus € colocado em meio liquido com todos os elementos e nutrientes requeridos
para o crescimento optimo (geralmente com a mesma composi¢ao que o meio sdlido usado para
o callus com excepcao do agente solidificante) e agitado, células isoladas ou aglomerados de
células sao libertadas para o meio. Sob condi¢des adequadas, as células crescem e dividem-se
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produzindo uma cultura celular em suspensdo. Para iniciar uma cultura deve ser usado um
indculo relativamente grande para que as células acumulem rapidamente. No entanto o indculo
também ndo deve ser demasiado grande, pois produtos toxicos libertados de células danificadas
ou sob pressao poderiam acumular a niveis letais. Aglomerados celulares grandes podem ser
removidos durante a subcultura da suspensao celular.

As suspensdes celulares podem ser mantidas como culturas batch em frascos Erlenmeyer ou
em fermentadores. O meio de cultura é continuamente substituido por meio fresco, resultando
em diluicdo da suspensdo e inicio de outro ciclo de crescimento batch. O grau de dilui¢do
durante a subcultura deve ser determinado empiricamente para cada cultura. Um grau de
diluicdo demasiado grande resultaria num periodo lag prolongado e em casos extremos morte
das células transferidas.

Apds subcultura, as células dividem-se e a biomassa da cultura aumenta até os nutrientes do
meio esgotarem e/ou acumularem subprodutos toxicos a niveis inibitérios, fase designada por
fase estacionaria. Se as células permanecem por demasiado tempo nesta fase, ocorre morte
celular e a cultura sera perdida. Devido a este facto, as células devem ser transferidas em
intervalos regulares que coincidem com os ciclos de vida culminando na fase estacionaria, razéo
por que é importante determinar os parametros de ciclo de crescimento em batch para cada
cultura celular em suspensao (Slater et al., 2003).

1.3 Producéo de proteinas recombinantes em células vegetais

Do uso de plantas transgénicas como plataforma de produgdo podem surgir alguns problemas,
tais como, variacdo de producdo da proteina ao longo de vérias geracdes, inactivacdo do gene e
ainda contaminagdo do campo de cultivo.

As proteinas com fins terapéuticos devem ser produzidas em condicbes controladas e de
elevada esterilidade a fim de possibilitar a aprovacéo pelas entidades regulamentares necessaria
para comercializar qualquer produto farmacéutico independentemente da fonte de producéo. A
cultura de células vegetais in vitro apresenta-se vantajosa quando este tipo de produto é
desejado, possibilitando a sua obtencdo em condigBes controladas e reprodutiveis,
independentemente da sazonalidade dos ciclos agricolas.

Numa determinada cultura as células vegetais sdo geralmente uniformes em tamanho e tipo,
conduzindo a elevada homogeneidade das proteinas produzidas nestas células
comparativamente a planta (Liénard et al., 2007). Além disso, o procedimento torna-se mais
simples para o isolamento e purificacdo do produto relativamente ao uso de plantas,
especialmente quando o produto é secretado para o meio de cultura. As culturas celulares



Producdo de eritropoietina em culturas de células de Arabidopsis thaliana

evitam problemas que surgem de plantas transgénicas que crescem em campo, enquanto retém
as vantagens dos sistemas de produgéo vegetal (Stoger et al., 2002; revisto por Hellwig et al.,
2004), e beneficiam do conhecimento de tecnologia de cultura de células. Este tipo de sistema
revela-se vantajoso ao proporcionar consisténcia do produto entre lotes, elevado nivel de
contencdo, tempo de geracao mais rapido, baixo custo de manutencéo, controlo preciso sobre as
condigbes de crescimento e a possibilidade de controlar todos os passos do processo sob
praticas de fabrico certificadas (revisto por Hellwig et al., 2004). O meio de cultura é mais simples
que o de células de mamifero, composto principalmente por aglcares simples (sacarose) e por
sais inorganicos (Boehm, 2007).

1.3.1 Recuperacdo e purificacdo da proteina recombinante

As proteinas recombinantes expressas em culturas de células vegetais podem ser secretadas
para 0 meio da cultura ou retidas dentro das células. Isto depende da natureza de péptidos sinal
na construcdo e da permeabilidade da parede da célula vegetal a macromoléculas. Péptidos
sinal podem ser usados para direccionar a proteina para a via secretora (apoplasto) ou para
organelos especificos tais como o reticulo endoplasmatico ou cloroplasto (revisto por Schillberg
etal., 2003).

A purificagdo normalmente representa a maior parte do custo de producédo biofarmacéutica em
plantas (Daniell et al., 2001). As proteinas secretadas sdo vantajosas porque evitam a lise das
células para extrac¢do da proteina no processo de purificacdo, além disso, 0 sobrenadante da
cultura contém menor quantidade de proteinas contaminantes e outros metabolitos que os
extractos celulares. A lise celular liberta substancias fendlicas ou proteases que baixam o
rendimento da proteina (revisto por Schillberg et al., 2003; revisto por Hellwig et al., 2004). Se a
proteina recombinante é secretada, elimina a necessidade de destruir as células e pode ser
recuperada ap6s um passo de remocdo das células por filtracdo antes do inicio da purificagdo
(revisto por Schillberg et al., 2003).

As culturas de células vegetais em suspensdo sdo valiosas para a producdo de proteinas
recombinantes biologicamente activas, mas a recuperacdo de proteinas secretadas tem sido
limitada devido a produtividade baixa e a instabilidade da proteina. No entanto, num estudo
realizado recentemente por Pires et al. (2008) foram atingidos niveis elevados da proteina
recombinante fitase em culturas de células em suspensdo de Medicago truncatula,
demonstrando assim que nem sempre sdo baixos os rendimentos obtidos em culturas de células

em suspensao.
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1.3.2 Desafios especificos para obter melhores rendimentos

Existem ainda algumas limitagdes no uso de culturas de células vegetais em suspensdo como
sistemas de producéo e que consistem na instabilidade das linhas celulares, baixos rendimentos,
crescimento lento e problemas no scale-up. Também pode ocorrer variagdo somaclonal,
silenciamento de genes, inibicdo de formacdo de produto devido a elevadas densidades
celulares elou elevados niveis de acumulagdo do produto (revisto por Hellwig et al., 2004). Os
baixos niveis da proteina desejada atingidos nestas culturas podem ser melhorados por
optimizacdo das condi¢des de crescimento para cada linha celular, optimizag@o dos nutrientes
do meio de cultura, direccionando a proteina recombinante para a via secretora pela adi¢do de
um péptido lider ou pelo uso de promotores mais fortes que sobre-expressem o transgene nas
células. E ainda fundamental a escolha de uma planta-mée que seja uma espécie de elevada
producdo, seleccdo de linhas de callus com elevados conteddos do produto desejado,
caracteristicas de crescimento favoraveis e estabilidade genética.

A maior parte das culturas de células vegetais em suspensdo sdo constituidas por agregados,
contrariamente as culturas microbianas que sd@o constituidas por células individualizadas. A
dimensé&o dos agregados varia ao longo do perfil de crescimento e das condi¢Oes estabelecidas,
como por exemplo as condicdes de agitacdo em bioreactores. As células tém ainda a tendéncia
para aderir as paredes do bioreactor e por vezes apresentam sensibilidade ao cisalhamento
hidrodindmico. Para resolver estes problemas devem ser criados novos fermentadores com a
configuracdo ideal para o cultivo de células vegetais (revisto por Hellwig et al., 2004).

As condi¢Bes Optimas para crescimento celular e rendimento de produto variam de espécie para
espécie, sendo fulcral determinar as condi¢des dptimas para cada sistema.

1.4 Molecular Farming

Durante milhares de anos as plantas tém servido de alimento aos seres humanos e séo fonte de
produtos naturais, tais como produtos farmacéuticos, corantes, venenos e materiais como 0
algod&o e a borracha (revisto por Schillberg et al., 2003).

A partir da década de 1980 um conjunto de estratégias e técnicas em Biotecnologia foram
desenvolvidas para introduzir DNA exégeno em plantas, permitindo as plantas serem usadas
para a producdo de proteinas heterélogas. A producdo de proteinas recombinantes em larga
escala em sistemas vegetais é conhecida por Molecular Farming e tem actividade desde que a
primeira planta foi transformada com sucesso pela equipa de R. Fraley (McCormick et al.,1986).
O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante tem possibilitado a produgédo de
proteinas em grandes quantidades em sistemas vegetais. Os principais campos de aplicacao
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sao terapéuticos para uso em saude animal e humana, diagndsticos e enzimas utilizadas em
técnicas bioquimicas (Boehm, 2007). A primeira proteina recombinante produzida em plantas foi
uma hormona de crescimento humano expressa em callus de tabaco por Barta et al. (1986).
Pouco tempo depois foi expresso o primeiro anticorpo em tabaco por Hiatt et al. (1989)
demonstrando que as plantas possuem a capacidade de produzir proteinas animais complexas
funcionais, representando o maior avango na producdo de biomoléculas medicinais em plantas
(Fischer e Emans, 2000).

Nos Ultimos anos Molecular Farming tem sofrido um desenvolvimento consideravel em todo o
mundo, sendo véarias as empresas e universidades que se dedicam a investigacdo nesta area,
inclusive com pedidos de patentes solicitados (Basaran e Rodriguez-Cerezo, 2008a).

Vérias proteinas recombinantes derivadas de plantas para uso terapéutico estdo ja em ensaios
clinicos avangados. Alguns exemplos séo o interferdo alfa desenvolvido pela companhia Biolex
Therapeutics, usado no tratamento de hepatice C (fase Il), a insulina aplicada a doentes com
diabetes (fase I/ll) e a lipase que é usada para tratamento de fibrose cistica (fase Ill). O anticorpo
anti-hepatite B foi aprovado pelas entidades regulamentares, em Cuba, para producéo em larga
escala e ja se encontra no mercado. Alguns produtos farmacéuticos produzidos em plantas
obtiveram aprovagéo recentemente, tais como o anticorpo CaroRx, produzido em tabaco, contra
a colonizagdo oral da superficie dos dentes por Streptococcus mutans, principal agente causador
da cérie e o factor intrinseco humano usado para tratar doentes que sofrem de insuficiéncia de
vitamina B-12 (Basaran e Rodriguez-Cerezo, 2008b).

As culturas de células vegetais em suspensdo tém sido usadas em estudos de producdo de
proteinas heterélogas que incluem anticorpos recombinantes, fragmentos de anticorpos, enzimas
tais como a [B-glucuronidase e invertase, proteinas de valor terapéutico tais como interleucina
humana (IL)-2 e IL-4, proteina de inactivagdo do ribossoma, ricina, as-antitripsina humana
(revisto por Doran, 2006) e fitase (Li et al., 1997; Pires et al., 2008) que é uma enzima N-
glicosilada que quebra fitato indigestivel. Comparativamente a sistemas de expressdo
tradicionais 0 nimero de aplicacbes ainda é relativamente pequeno (Fischer e Emans, 2000).
Até a data nenhum produto farmacéutico ainda foi produzido em cultura de células vegetais em
suspensao para fins comerciais, embora muitos estudos fundamentais estejam a ser
desenvolvidos e varias companhias investiguem a viabilidade comercial deste tipo de sistema.
Um exemplo é a producdo de glucocerebrosidase (GCD) por células de cenoura transgénicas.
Esta enzima é usada no tratamento da doenca de Gaucher e ja se encontra em ensaios clinicos

de fase lll. Outro exemplo de produto farmacéutico produzido em culturas de células (tabaco) € a



Producdo de eritropoietina em culturas de células de Arabidopsis thaliana

vacina que protege aves da doenca de Newcastle. A companhia Dow Agrosciences recebeu a
primeira aprova¢do regulamentar e também reuniu 0s rigorosos requisitos da FDA para uma

vacina veterinaria produzida em plantas (Basaran e Rodriguez Cerezo, 2008b).

Tabela 1: Alguns exemplos de produtos farmacéuticos produzidos em plantas (Kaiser, 2008)

Selected Plant-Made Pharmaceuticals

Company Plant Grown in Drug or product Disease Status

Human drugs

Protalix Biotherapeutics  carrot cel| culture glucocerebrosidase Gaucher disease Phase 11l trial®
Bolex Therapeutics duckweed indoor chambers  alpha interferon hepatitis C Phase Il trial*
SemBioSys Generics safflower field insulin diakbetes Phase 11l trial T
Meristern Therapeutics com field lipase cystic fibrosis Phase [l trial 1

Other products

ventria Bioscience rice field lactaferrin, lysozyme diarrhea Efficacy trial
Cobento Arahidopsts  greenhouse human intrinsic factor Vitamin B-12 deficlency Approved 11
Planet Biotechnology tobacco field searetory antibody vaccine toath decay E.L. approved
Dow AgroSciences tobacco c2ll culture poultry vaccine Newcastle disease USDA approved
0GB, Cuba tobacco greenhouse vacrne purification antibody  hepatitis B On market

* Ongolng; 1 Projected late 2008; & Completzd; 11 In Ukralne

Um estudo recente realizado por Basaran e Rodriguez Cerezo (2008a) sobre as actividades de
Molecular Farming entre 2002 e 2006 baseado na andlise de patentes, revelou cinco areas de
pesquisa com maior nimero de patentes, nomeadamente a area de produtos farmacéuticos e
nutracéuticos com 170 patentes (32%), métodos e ferramentas de expressdo em plantas como
sistemas de produgéo alternativos com 169 patentes (29%), 102 patentes (17%) associadas a
anticorpos, 71 patentes (12%) de moléculas industriais, 48 patentes (8%) de vacinas e 18
patentes (3%) associadas a glicosilacdo de proteinas. O estudo permitiu ainda constatar um
aumento do nimero de patentes de mais de trés vezes sobre 0 uso de plantas para expressdo
de proteinas heterdlogas ao longo dos anos em analise.

1.5 Plantas como plataforma de producdo de proteinas recombinantes
Com os avancos da engenharia genética, actualmente a maioria dos genes podem ser
expressos em muitos sistemas diferentes, tornando-se crucial determinar qual o sistema mais

vantajoso para a producdo de proteinas recombinantes. O sistema de expressédo ideal seria
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aquele que produzisse o produto em maior quantidade, mais seguro, mais activo biologicamente
e com o custo mais baixo (revisto por Daniell et al., 2001).

O uso de plantas transgénicas para a producdo em larga escala de proteinas recombinantes
tem-se tornado uma alternativa atractiva aos sistemas de producdo convencionais tais como
bactérias, fungos filamentosos, leveduras, culturas de células de insectos e mamiferos ou

animais transgénicos.

O sistema de fermentag&o bacteriano é o mais bem caracterizado e mais barato. No entanto os
produtos produzidos por microrganismos sdo consideravelmente diferentes dos produtos de
origem nativa. O processamento de proteinas eucaridticas é incompleto e limitado a estruturas
simples (péptidos, proteinas pequenas), que ndo necessitem de modificacdes pos-traducionais
ou que estas sejam desnecessarias para a actividade biologica. Por exemplo, a maioria das
proteinas humanas glicosiladas usadas como terapéuticos requerem glicosilacao e as bactérias
nao realizam esta modificacdo pos-traducional. Além disso € frequente a formacéao de corpos de
inclusdo quando a acumulacdo de proteinas € elevada, sendo necessarios passos de
renaturacdo para recuperacdo das proteinas na forma biologicamente activa. Por fim, este
sistema ainda apresenta possivel contaminacdo por toxinas bacterianas que tém de ser
eliminadas (Boehm et al., 2007).

As leveduras sdo sistemas eucari6ticos que evitam algumas destas desvantagens.
Saccharomyces cerevisiae € a levedura mais estudada e usada para producdo de proteinas
heterdlogas, contudo tem a tendéncia a hiperglicosilar as proteinas produzidas as quais resultam
em N-glicanos do tipo elevada-manose, que sdo bastante diferentes das estruturas de N-
glicanos humanos ou mamiferos. Pichia pastoris tem surgido como outro possivel sistema de
expressao, evitando os problemas de hiperglicosilacao (Boehm et al., 2007).

A maioria das proteinas farmacéuticas s&o produzidas em células de insecto ou de mamiferos
devido a capacidade que possuem em realizar a glicosilagdo de forma semelhante a do
hospedeiro nativo, mas sdo sistemas caros e o0 scale-up € dificil de realizar. Ao uso de animais
transgénicos como plataforma de producdo estdo associados problemas éticos que dificultam a

aceitacdo publica.

Plantas transgénicas estaveis obtidas através de transformacgdo nuclear ou dos cloroplastos
representam um dos muitos sistemas possiveis para producdo de proteinas heterdlogas em
plantas. Outros sistemas vegetais incluem culturas de células vegetais transgénicas em

suspensdo e tecnologias de expressdo transiente usando agroinfiltracdo ou transfeccéo viral
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(revisto por Abranches et al., 2005a; Basaran e Rodriguez-Cerezo, 2008b). O uso de plantas
transgénicas € preferido quando se pretende elevados volumes de produgdo. O sistema
transgénico de cloroplastos pode alcancar niveis de expressdo extraordinariamente elevados,
mas pode ser limitado a producdo de proteinas que sdo correctamente processadas pela
maquinaria de modificacdo pos-traducdo dos plastideos (Abranches et al., 2005a). Os sistemas
de expressdo transiente (revisto por Twyman et al., 2003) podem ser usados para testar
construcdes de expressdo e para a producdo rapida de pequenas quantidades de produto para
analise funcional do produto antes da transformacéo estavel das plantas.

As plantas apresentam varias vantagens sobre os sistemas de producdo convencionais tais
como a auséncia de endotoxinas, patogéneos humanos e sequéncias de DNA oncogénicas
(revisto por Commandeur et al., 2003), minimizando os riscos para a salde provocados por
contaminacdo do produto recombinante. Os sistemas vegetais Sdo mais econémicos que a
infraestrutura industrial baseada no uso de sistemas de fermentac&o ou em bioreactores. Para a
producado de proteinas humanas, as plantas possuem a vantagem de fazerem o processamento
das proteinas de forma semelhante as células animais, com apenas algumas diferencas na
glicosilacao das proteinas, uma vez que possuem mecanismos de modificacdo pos-traducionais
eucaridticos, ao contrario das células procaridticas. Outros factores a favor dos sistemas
vegetais incluem potencial para producdo em larga escala, producdo de biomassa mais
econdmica, eliminacdo de todos 0s custos relativamente a purificacdo e processamento para o
caso de produtos administrados oralmente (vacinas comestiveis), disponibilidade da tecnologia
para colher e processar plantas e 0s seus produtos a escala industrial e sdo faceis de modificar
por engenharia genética. As proteinas recombinantes podem ser direccionadas a determinados
compartimentos onde sao mais estaveis ou onde sofrem formas particulares de modificacéo pds-

traducéo (revisto por Doran, 2006).

Os produtos nédo farmacéuticos de Molecular Farming atingiram mais rapidamente o mercado
comparativamente a produtos farmacéuticos, uma vez que ndo sao sujeitos a todas as fases a
que os produtos farmacéuticos sdo submetidos antes de obterem aprovagao para entrarem no
mercado como um novo medicamento. Alguns exemplos incluem a avidina de clara de ovo de
galinha, que foi o primeiro caso comercial de expressdo heterdloga em plantas produzida em
milho transgénico (Hood et al., 1997), B-glucoronidase (GUS) de E.coli e aprotinina em grao de

milho transgénico - as duas primeiras sdo utilizadas em técnicas bioquimicas e a terceira € um
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potencial agente terapéutico. Outras proteinas desenvolvidas e comercializadas foram a tripsina,
lactoferrina, lisozima, peroxidase, lactase e celulase (Basaran e Rodriguez-Cerezo, 2008b).

1.5.1 Espécies vegetais hospedeiras para Molecular Farming

Os avancos da tecnologia de transformacdo tém proporcionado uma grande variedade de
espécies vegetais disponiveis para Molecular Farming e que incluem plantas modelo (tabaco,
Arabidopsis, Medicago truncatula), cereais (arroz, trigo, milho, cevada), leguminosas (ervilheira,
soja, lucerna, amendoim, guandu), frutos (tomate, banana), espécies solandceas (batata) e
oleaginosas (colza, cartamo, camelina) (revisto por Schillberg et al., 2003; Basaran e Rodriguez-
Cerezo , 2008b).

A escolha da planta a ser usada depende de varios factores que envolvem os seus métodos de
cultivo, a facilidade com que é transformada, o custo associado ao crescimento, produgdo e
processamento do tecido alvo, existéncia de parentes selvagens e o grau de cruzamento com
parentes selvagens (Basaran e Rodriguez-Cerezo, 2008b).

O tabaco é facil de manipular geneticamente e propicia grandes quantidades de biomassa,
obtendo-se elevados rendimentos de produto, contudo apresenta a desvantagem de producao
de alcaldides toxicos e nicotina (revisto por Commandeur et al., 2003; Basaran e Rodriguez-
Cerezo, 2008b) que tém de ser removidos durante o pds-processamento. Por outro lado produz
um grande nimero de sementes que tém menos compostos fendlicos e uma mistura menos
complexa de proteinas e lipidos comparativamente as folhas verdes. Outros sistemas de
expressao vegetais que tém emergido mais recentemente sdo Lemna minor (lentilha d'agua),
Physcomitrella patens (musgo), Chlamydomonas reinhardtii (alga verde) ou culturas de células
em suspensao de plantas superiores (revisto por Liénard et al., 2007).

1.5.2 Modificagdes pos-traducionais

Uma das limitagbes apresentada pelos sistemas de expressdo vegetais € o impacto que a
glicosilacao especifica de plantas pode ter na actividade, imunogenicidade e alergenicidade de
produtos farmacéuticos produzidos em plantas glicosiladas (revisto por Liénard et al., 2007).

A grande maioria das proteinas terapéuticas € frequentemente sujeita a varias modificaces pos-
traducionais que incluem glicosilagdo, fosforilacdo, metilacdo, ADP-ribosilacdo, oxidagcdo e
glicacdo e também modificacbes proteoliticas e ndo enzimaticas (Gomord e Faye, 2004). A
glicosilacao (ligacdo covalente de oligossacéridos a cadeia polipeptidica) é a modificagdo mais
frequente, e pode afectar a eficacia funcional, propriedades fisico-quimicas, resisténcia a
desnaturacao térmica, proteccao de degradacdo por proteases, solubilidade e imunogenicidade
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da proteina eucaridtica significativa para as suas aplicacdes terapéuticas (Basaran e Rodriguez-
Cerezo, 2008b; Gomord e Faye, 2004). Esta modificacdo desempenha um papel importante no
folding da proteina, estabilidade, semi-vida e actividade biolégica que é de particular importancia
para producdo biofarmacéutica. Os aglcares estdo ligados a um atomo de azoto da asparagina
da cadeia polipeptidica (denominada uma ligagdo N) ou ao atomo de oxigénio na cadeia lateral
da serina, treonina ou hidroxilprolina (denominada uma ligacdo O) (Faye et al., 2005).

A semelhanca de outros eucariotas, a N-glicosilacao de proteinas em células vegetais tem inicio
no reticulo endoplasmatico em concomitancia com a traduc&o. E adicionado um oligossacarido
percursor constituido por N-acetil-glucosamina, manose e glucose ([Glc3Man9GIcNAc),) ao
grupo amina de um residuo de asparagina especifico (asparagina-X-serina ou asparagina-X-
treonina). Este grupo de hidratos de carbono denomina-se N-glicanos. Ao longo do transporte
através da via secretora, 0 oligossacarido sofre varias reaccdes de maturacdo no reticulo
endoplasmético e no complexo de Golgi que envolvem a adicdo e remogdo de acglcares
(Gomord e Faye, 2004).

As duas principais diferencas na glicosilagdo entre as células animais e vegetais verifica-se
aquando da maturacdo dos N-glicanos no complexo de Golgi das células vegetais, que inclui a
adicdo dos residuos a(1,3)-fucose e B(1,2)-xilose ausentes em mamiferos, e ndo ocorre a adigdo
dos residuos terminais de galactose e de &cido sialico (Gomord e Faye, 2004), sendo que a
presenca de &cido sidlico altera a carga global das proteinas e em determinados casos pode
afectar a actividade bioldgica e o tempo de semi-vida in vivo da proteina (Abranches et al.,
2005a). Os N-glicanos em plantas podem ser divididos em quatro grupos: oligo-manose, tipo
complexo, tipo hibrido e paucimanosidicos. Os N-glicanos oligo-manose (Man5-Man9) formados
no reticulo endoplasmatico tém a mesma estrutura em glicoproteinas produzidas em plantas e
em mamiferos, mas N-glicanos tipo-complexo formados no complexo de Golgi séo
estruturalmente diferentes em plantas e mamiferos (Liénard et al., 2007). Os N-glicanos do tipo
complexo que possuem os residuos de a(1,3)-fucose e B(1,2)-xilose tém-se demonstrado
imunogénicos na maioria dos mamiferos de laboratdrio, ao elicitarem a formagéao dos anticorpos

IgE e IgG especificos de glicanos em plantas (Liénard et al., 2007).
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Figura 1: Adicdo e processamento de N-glicanos no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi em plantas e

mamiferos (Liénard et al., 2007)

1.5.3 Estratégias para humanizar N-glicanos de proteinas produzidas em plantas

Para a producéo de biofarmacos em plantas € necesséario modificar o padréo de glicosilagdo nas
plantas para que o produto final seja semelhante ao original. Algumas estratégias ja tém sido
desenvolvidas de forma a “humanizar” as estruturas dos glicanos. Exemplos de estratégias que
tém sido testadas sdo a ligacdo in vitro de glicanos a proteinas recombinantes usando
galactosiltransferases bacterianas modificadas (Bernatchez et al., 2007), a co-expressao da
enzima B(1,4)-galactosiltransferase humana com o gene de interesse em plantas transgénicas
de forma a produzir proteinas recombinantes com os glicanos de galactose. Esta ultima
estratégia foi atingida com sucesso por Bakker et al. (2001) que expressaram a enzima humana
B(1,4)-galactosiltransferase em tabaco. As vias biossintéticas das plantas também tém sido
modificadas para possibilitar a producao de acido sialico. Paccalet et al. (2007) expressaram em
células de tabaco Bright Yellow 2 (BY2) e em Medicago sativa (lucerna) os genes que codificam
as enzimas Neu5Ac (acido N-acetil-neuraminico) liase de Escherichia coli e a NeubAc sintase
(neuB2) de Campylobacter jejuni. Castillo et al. (2008) geraram plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana expressando trés enzimas fundamentais na via biossitética de &cido sialico
e Sourrouille et al. (2008) modificaram lucerna para expressar a galactosiltransferase humana e
gerar N-glicanos galactosilados.

As abordagens descritas anteriormente envolvem a adicdo de carbohidratos que as plantas néo
tém, outras abordagens consistem em remover carbohidratos especificos das plantas que

podem provocar imunogenicidade em humanos, como por exemplo a inibicdo das enzimas

13



Producdo de eritropoietina em culturas de células de Arabidopsis thaliana

fucosiltransferase e xilosiltransferase. Os residuos de xilose e fucose tém demonstrado ser os
principais epitopos responsaveis pela alergenicidade de glicoproteinas em humanos (Doran,
2006), no entanto ja existem varios exemplos de plantas modificadas para evitar os residuos
B(1,2)-xilose e a(1,3)-fucose. Strasser et al. (2004) realizaram knock-outs em Arabidopsis
thaliana para produzir N-glicanos sem os residuos B(1,2)-xilose e a(1,3)-fucose. Cox et al. (2006)
silenciaram as actividades das enzimas a(1,3)-fucosiltransferase e (1,2)-xilosiltransferase na
planta aquatica Lemna minor, de forma a produzir anticorpos monoclonais sem os N-glicanos
especificos das plantas, Sourrouille et al. (2008) modificaram lucerna para inactivar as enzimas a
(1,3)-fucosiltransferase e B(1,2)-xilosiltransferase e Strasser et al. (2008) silenciaram 0s genes
das enzimas a(1,3)-fucosiltransferase e p(1,2)-xilosiltransferase em Nicotiana benthamiana.
Outra possivel abordagem inclui a retencdo de glicoproteinas recombinantes no R.E.
adicionando a sequéncia especifica C-terminal KDEL, para evitar as modificacdes especificas
das plantas no Golgi. No entanto, esta abordagem quando aplicada as culturas de células
vegetais impede a extraccdo da proteina a partir do meio e pode originar custos adicionais no
processamento downstream (Doran, 2006).

1.5.4 Distribuigdo subcelular de proteinas

O compartimento celular onde a proteina acumula influencia os processos de conformagédo e
modificagBes pds-traducionais que contribuem para a estabilidade da proteina e
consequentemente para o rendimento final. Assim sendo, o direccionamento subcelular pode ser
usado para aumentar o rendimento de proteinas recombinantes.

Quando a proteina é direccionada para a via secretora verificam-se niveis de expressao mais
elevados. Para a proteina ser secretada adiciona-se um péptido sinal N-terminal no vector de
expressao. No sistema endomembranar, as proteinas seguem a via padrdo e sdo secretadas
para 0 apoplasto. As proteinas também podem ser retidas no R.E. que oferece um ambiente
oxidante, com grande quantidade de chaperonas e com poucas proteases, proporcionando uma
elevada estabilidade para as proteinas. Os padrdes de glicosilacdo no R.E. sdo bastante
homogéneos. Para que a proteina acumule no R.E. é necessério adicionar a sequéncia de
aminodcidos KDEL (lisina-acido aspartico-acido glutdmico-leucina) C-terminal. Em alguns casos,
isto resulta numa retencdo muito eficiente no R.E., mas por vezes as proteinas sao
direccionadas para o complexo de Golgi. A via e o local de acumulacdo que a proteina
recombinante toma nem sempre sdo 0s esperados, 0 que pode ter impacto na qualidade da
proteina (Abranches et al., 2008; Arcalis et al., 2004; Gonzélez-Melendi et al., 2009).
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1.6 Arabidopsis thaliana como sistema de expresséo

Culturas de células em suspensdo tém sido preparadas a partir das seguintes espécies vegetais:
Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula, Taxus cuspidata, Catharanthus roseus, Nicotiana
tabacum (tabaco), Medicago sativa (lucerna), Oryza sativa (arroz), Solanum lycopersicum
(tomateiro) e Glycine max (soja) (revisto por Hellwig et al., 2004).

Células em suspensdo de tabaco, em particular as linhas BY-2, sdo as mais populares devido as
suas favoraveis caracteristicas de crescimento e aos métodos de transformacao e propagacdo ja
bem estabelecidos. Porém, é importante explorar diversas linhas celulares de forma a atingir as
condi¢des mais favordveis que incluem melhores cinéticas de crescimento, niveis de expressao
superiores, secrecdo mais eficiente e outras vantagens relativamente a compatibilidade do
processo (revisto por Hellwig et al., 2004).

Arabidopsis thaliana é uma planta herbacea que pertence a familia da mostarda (Brassicaceae),
sendo um dos organismos modelo para o estudo da genética molecular das plantas e a primeira
planta cujo genoma foi completamente sequenciado (' The Arabidopsis Genome Initiative', 2000).
Alguns atributos que tornam esta planta particularmente adequada para investigacao incluem: (1)
ciclo de vida muito curto de cerca de 4 a 6 semanas, evitando longos periodos de espera de
desenvolvimento de outras plantas; cada planta possui 0 potencial para produzir mais que
10,000 sementes; (2) facilidade de cultivo em laboratdrio; (3) é facilmente transformada com
Agrobacterium, células de Arabidopsis ja tém sido cultivadas em meio de cultura e plantas ja
foram regeneradas destas células; (4) genoma pequeno e quantidade minima de DNA repetitivo,
que facilita a identificacdo, clonagem e sequenciacdo de genes e (5) é autogamica, permitindo
facilmente obter novas mutacdes (ver e.g. The Arabidopsis Genome Initiative', 2000).

A espécie Arabidopsis thaliana é considerada um bom modelo de estudo para Molecular Farming
porque é facil de transformar e manipular em laboratorio.

O método de infiltracdo por vacuo com Agrobacterium tornou possivel transformar Arabidopsis
thaliana sem a necessidade de cultura de tecidos vegetais ou regeneracdo. Mais recentemente
tem sido desenvolvido um método de transformagdo modificado denominado por floral dip
(Clough e Bent, 1998), que € na realidade um método simplificado de transformacdo de
Arabidopsis thaliana mediado por Agrobacterium e que elimina o processo de infiltragdo por
vacuo. Este foi 0 método adoptado para transformar a planta modelo a partir da qual este
projecto foi desenvolvido. Tecidos florais em desenvolvimento sdo infiltrados com uma solugdo

contendo Agrobacterium tumefaciens, sacarose e um surfactante (Clough e Bent, 1998).
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1.7 Eritropoietina como proteina modelo

Neste projecto é usada a eritropoietina humana recombinante (hrEPO) como proteina modelo
para avaliar a eficiéncia de culturas de células em suspensdo de Arabidopsis como plataforma
de producdo de proteinas recombinantes.

A EPO € uma hormona glicoprotéica que regula a formagéo de eritrocitos em mamiferos, sendo
produzida no rim de adultos e no figado fetal de mamiferos e posteriormente secretada para a
corrente sanguinea, actuando na medula 6ssea para induzir a diferenciacdo de células
hematopoiéticas. E um importante biofarmaco usado no tratamento de anemia causada por
insuficiéncia renal, anemia associada a quimioterapia, a sindrome de imunodeficiéncia adquirida,
bem como em outros tipos de anemia, sendo um produto de valor consideravel para a indUstria
farmacéutica (Cheon et al., 2004; Conley et al., 2009).

A proteina glicosilada migra em SDS-PAGE entre 34 e 38 kDa, correspondendo cerca de 40%
da sua massa molecular a cadeias de oligossacaridos. O DNA gendmico que codifica para o
gene humano da EPO é composto por quatro intrdes e cinco exdes, que codificam 193
aminoacidos. Um péptido sinal de 27 aminoacidos € clivado durante a secregao originando um
péptido de 166 aminoacidos, incluindo quatro cisteinas que formam duas ligag@es dissulfureto. A
hormona existe como uma mistura heterogénea de glicoformas. Apresenta trés sitios de
glicosilagdo N-ligados [asparagina-24 (Asn24), ASn38 e Asn83] e um O-ligado [Serina-126
(Ser126)] (Conley et al., 2009).

A auséncia de acido N-acetilneuraminico (&cido sialico) provoca a rapida metabolizacéo
hepatica, influenciando a semi-vida bioldgica da proteina na circulagdo e a sua eficacia

terapéutica (Weise et al., 2007; Conley et al., 2009).

Além do estabelecido efeito em hematopoiese, a EPO também tem propriedades de proteccao
de tecidos. A producdo eficiente de eritrécitos (eritropoiese) requer a presenca continua de EPO,
enguanto uma breve exposicdo de EPO é suficiente para neuroproteccdo in vitro (Erbayraktar et
al., 2003). Quando a EPO é produzida em células de mamifero é necessario remover o acido
sialico de forma a diminuir o tempo de semi-vida da proteina, evitando uma excessiva
hematopoiese que provocaria efeitos colaterais indesejaveis, tais como 0 aumento da pressao
arterial e trombose. O uso de plantas como plataforma de producdo beneficia da capacidade
natural das plantas em produzirem EPO asialilada sem necessidade de derivativos de EPO que
adicionaria mais custos de producéo (Conley et al., 2009).

Actualmente estdo a ser estudadas novas aplicacdes de rhEPO, na reducdo da inflamagéo

associada a isquemia em casos de lesdo cerebral, da coluna vertebral, insuficiéncia renal aguda
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e enfarte do miocardio, como consequéncia da descoberta das suas actividades na protec¢ao de
tecidos e anti-apoptdticas (Erbayraktar et al., 2003; Leist et al., 2004, Conley et al., 2009).

1.7.1 Sistemas de expressao convencionais de EPO

A EPO recombinante tem sido produzida em células de mamiferos (COS-1 e CHO) e tem sido
expressa experimentalmente em células de insectos, leveduras, bactérias e no leite de cabras
transgénicas. No caso dos sistemas ndo mamiferos, ndo existem alguns carbohidratos
comparativamente a EPO humana, tornando a EPO recombinante biologicamente inactiva
(Conley et al., 2009). Para exercer actividade hematopoiética in vivo, a EPO necessita de
modificagBes pos-traducionais complexas. O seu potencial terapéutico € associado com a semi-
vida da glicoproteina que depende da presenca de &cidos sidlicos terminais nas cadeias de
oligossacaridos de EPO que evitam a sua remogao por receptores de manose e galactose no
figado. Por esta razdo toda a rhEPO usada terapeuticamente é produzida em culturas de células
de mamiferos que possuem a capacidade de realizar N-glicosilagdo como os humanos, incluindo
a capacidade de adicionar &cido sialico terminal. Estes processos séo tecnicamente complexos e
caros, reduzindo as quantidades de EPO que podem ser produzidas. Existe uma forte
necessidade de descobrir sistemas alternativos de producao de EPO que sejam mais eficientes
para fazer face as necessidades da industria farmacéutica (Toledo et al., 2006; Celik et al., 2007
e Hamilton et al., 2006).

1.7.2 Sistemas de expressao vegetais de EPO

Até a0 momento as descri¢des da expressdo transgénica da proteina EPO em plantas foram a
producdo em linhas celulares BY2 de tabaco (Matsumoto et al., 1995), em plantas de
Arabidopsis (Cheon et al., 2004), tabaco (Cheon et al., 2004; Conley et al., 2009) e no musgo
Physcomitrella patens (Weise et al., 2007).

Matsumoto et al. (1995) geraram linhas celulares transgénicas BY2 de tabaco contendo cDNA da
hEPO, incluindo a sequéncia do péptido sinal enddgeno sob o controlo do promotor 35S.
Detectaram rhEPO no extracto de células e no meio de cultura de protoplastos obtidos de células
de tabaco transformadas, mas ndo em meio de cultura de células BY-2 que possuiam parede
celular. Os rendimentos obtidos foram muito baixos (0,0026% da proteina sollvel total)

possivelmente em consequéncia da sub-expressdo do transgene em fungdo do vector de
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expressao e promotor escolhidos que ndo foram optimizados para obter elevados niveis de
expressdo em células vegetais.

Matsumoto et al. (1995) ainda demonstraram que a EPO apresentava apenas actividade
hematopoiética in vitro induzindo a diferenciagéo e proliferacao de células eritréides, no entanto
ndo tinha actividade bioldgica in vivo, provavelmente devido a auséncia de residuos de &cido

sialico que diminui o tempo de semi-vida da proteina na circulagdo sanguinea.

Cheon et al. (2004) observaram alteragcbes morfologicas nas plantas quando rhEPO foi sobre-
expressa em tabaco e Arabidopsis. Linhas de tabaco transformadas com cDNA de hEPO
apresentaram crescimento vegetativo retardado e esterilidade masculina foi induzida em ambas
as plantas transgénicas. No entanto um estudo recente ndo confirma as alteragdes morfolégicas

observadas em tabaco (Musa et al., 2009).

No estudo efectuado por Weise et al. (2007) foram criados novos vectores de expressao
baseados num promotor derivado do gene de ubiquitina de Physcomitrella para a expresséo
transiente e estavel da hEPO no musgo P. patens wild-type e na linha mutante A-fuc-t A-xyl-t,
cujos N-glicanos do tipo complexo eram destituidos de B(1,2)-xilose e a(1,3)- fucose.
Protoplastos wild-type de P. patens obtidos a partir de culturas em frascos de musgo foram
transientemente transformados para avaliar a viabilidade de expressao de rhEPO por células de
musgo e testar as novas construgdes usadas para expressdo da proteina antes de ser realizada
a transformacdo estavel.

Para realizar mais estudos foram preparados protoplastos a partir de culturas em bioreactor de
wild-type ou duplo mutante de A-fuc-t A-xyl-t Physcomitrella. Para obterem elevada concentracdo
de produto no sistema transiente desenvolveram um protocolo, segundo o qual atingiram niveis
elevados de proteina de cerca de 0,5 pg/ml. Linhas mutantes A-fuc-t A-xyl-t de Physcomitrella
foram usadas para transformacéo estavel e secretaram EPO que atravessou a parede celular e
acumulou no meio de cultura, demonstrando, pela primeira vez, a capacidade de rhEPO ser
secretada para 0 meio de cultura, sem ficar aprisionada na parede celular como tinha ocorrido no
estudo levado a cabo por Matsumoto et al. (1995). A planta com maior nivel de expresséo foi
usada para cultivo em cultura em fotobioreactores de 5 e 10 L. Atingiram-se concentragdes
elevadas de rhEPO acima de 250 pg/g de peso seco apds 6 dias. rhEPO secretada para 0 meio
de cultura demonstrou elevada pureza com apenas uma pequena quantidade de proteinas

enddgenas do musgo.
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O péptido sinal derivado de plantas foi processado correctamente em Physcomitrella A-fuc-t A-
xyl-t mutante. Os trés locais de N-glicosilacdo da rhEPO foram ocupados por N-glicanos do tipo
complexo sem os residuos de fucose e xilose especificos das plantas. Em contraste com o
estudo anteriormente realizado por Cheon et al. (2004) as estirpes transgénicas de musgo
utilizadas ndo apresentaram uma alteracdo de fen6tipo visivel prococada pela expressao de
rhEPO.

Recentemente, Conley et al. (2009) produziram EPO humana em tabaco e demonstraram pela
primeira vez que a proteina produzida em plantas possui actividade bioldgica na proteccdo de
tecidos. Esta descoberta € muito importante, porque além da funcdo conhecida da EPO em
hematopoiese, também podera ser usada na proteccao de tecidos, evitando a morte celular.
Para além disto, os autores deste estudo, ainda avaliaram algumas estratégias de forma a
aumentar a quantidade de EPO em tecidos vegetais. Os resultados por eles obtidos indicam que
a EPO acumula em maior quantidade quando é direccionada ao reticulo endoplasmatico e que o
péptido sinal de EPO humana é mais eficiente do que o péptido sinal de tabaco.

1.8 Objectivos

Culturas de células vegetais em suspensdo tém surgido como uma plataforma de produgéo de
proteinas recombinantes alternativa a sistemas mais convencionais. Os pontos criticos que
determinam a viabilidade econémica deste tipo de sistema de producdo incluem o nivel de
expressao da proteina, o crescimento celular e os processos de purificagdo. Tendo em vista a
optimizacdo destes pontos para que as culturas de células em suspensdo possam vir a competir
comercialmente, particularmente com os sistemas baseados em culturas de células de mamifero
ja bem estabelecidos, torna-se imperativo estudar e explorar diversas linhas celulares obtidas de
diferentes espécies vegetais com o intuito de descobrir a linha celular mais favoréavel. Para tal,
neste projecto, culturas em suspensdo de células de Arabidopsis thaliana serdo usadas para
estudar a expressao de proteinas recombinantes, usando como modelo a eritropoietina humana
recombinante (EPO) que apresenta um padrdo de glicosilagdo complexo. Nao existe nenhum
estudo documentado de culturas de células de Arabidopsis para producdo de proteinas
recombinantes, pelo que este trabalho é inovador no sentido de testar a possibilidade destas
culturas serem mais favoraveis do que culturas celulares de outras espécies.

Mais pormenorizadamente, linhas transgénicas de Arabidopsis que se encontram na terceira
geragdo e obtidas por transformacao mediada por Agrobacterium usando dois vectores distintos
para diferente localizagdo da proteina: formas secretada para o apoplasto e retida no reticulo
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endoplasmatico, serdo comparadas em termos de rendimento e recupera¢do do produto. O
presente trabalho tem como principais objectivos avaliar o potencial de culturas de células em
suspensdo de Arabidopsis para a producdo de proteinas, realizando uma analise integrativa do
comportamento das culturas em termos de cinéticas de crescimento, producdo de biomassa,
estabilidade das linhas celulares, rendimento e recuperacdo do produto. Pretende-se ainda
comparar os resultados obtidos desta andlise com os de outra espécie em estudo no laboratorio,
Medicago truncatula, para permitir uma melhor visdo de quais os factores especificos de

espécies que afectam a eficiéncia de uma linha celular.
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2. Materiais e métodos

Este projecto envolveu trés fases principais. (1) Inicialmente foi realizado um screening das
plantas transgénicas de Arabidopsis de terceira geracdo de forma a seleccionar as linhas com
maior nivel de expressdo, para as duas formas de rEPO. (2) As linhas escolhidas foram usadas
para estabelecer culturas de células em suspensdo. (3) As linhas celulares estabelecidas foram
entdo usadas para analise em termos de cinéticas de crescimento, rendimento, estabilidade, e

ainda para purificacdo e caracterizacdo do produto recombinante.

2.1 Material vegetal

Plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana expressando eritropoietina recombinante humana
foram obtidas por transformagdo mediada por Agrobacterium (método floral dip), usando dois
vectores de expressdo distintos para diferente localizagdo da proteina: formas secretada para o
apoplasto e retida no reticulo endoplasmatico. Ambos os vectores usados na transformacéo
continham um péptido sinal para direccionar a proteina para a via secretora, uma cauda de 6
histidinas na extremidade C-terminal da proteina e possuiam ainda uma marca de seleccéo para
conferir resisténcia ao antibidtico canamicina. Um dos vectores continha a sequéncia de
aminoacidos KDEL para reter a proteina no R.E. (EPO-ERH), enquanto o outro ndo tinha a
sequéncia KDEL de forma direccionar a proteina para o espaco extracelular ou para o apoplasto
(EPO-AH). Apos a transformacdo, as plantas foram rastreadas por PCR para confirmar a
presenca do transgene.

A construgéo dos vectores de expressao, a transformagéo de Arabidopsis e o screening por PCR

foram realizados anteriormente no laboratdrio.
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2.1.1 Vectores optimizados para transformacao de plantas
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Figura 2: Mapas dos vectores de expressdo pTRA-EPO-AH e pTRA-EPO-ERH

O cDNA codificante da eritropoietina, obtido a partir de RNA mensageiro para a eritropoietina
fetal humana foi digerido com enzimas de restricdo de modo a remover o péptido sinal presente,
para a secre¢cao em humanos. Em seguida o fragmento resultante (EPO) foi clonado na regido
do T-DNA do vector de expressdo pTRA (T. Rademacher, Aachen, Alemanha), sob o controlo do
promotor constitutivo 35SS, uma versdo melhorada do promotor 35S do virus mosaico da couve-
flor. A jusante do promotor encontra-se uma regido que nao € traduzida (CHS - 5-UTR de
Chalcone Sintase) e confere estabilidade ao RNA mensageiro (ver figura 3). A montante do
cDNA da EPO encontra-se o péptido sinal LPH, que é um péptido sinal de murino (mAB24) cujo
codon usage foi optimizado para plantas. A jusante do cDNA da EPO esta um tag de fuséo C-
terminal constituido por 6 residuos de histidinas (His-tag). No caso do vector pTRA-EPO-AH
estas sdo as principais caracteristicas do T-DNA e pretende-se que a EPO seja secretada para o
apoplasto (EPO-AH). Por outro lado o vector pTRA-EPO-ERH tem uma regido adicional a
jusante do His tag, o sinal KDEL para a retengdo no reticulo endoplasmatico (EPO-ERH).

A flanquear a cassete de expressdo da EPO estdo as sequéncias MARs Rb7 de Nicotiana
tabacum. As sequéncias MARS evitam o silenciamento dos transgenes e conferem uma maior
estabilidade de expresséo (Abranches et al., 2005b).

Dentro da regido do T-DNA esta presente a cassete de resisténcia a canamicina com o gene
nptll sob o controlo do promotor para a nopalina sintase.
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Figura 3: T-DNA de EPO-ERH (com KDEL)

2.1.2 Geracdo de linhas transgénicas homozigéticas de Arabidopsis, na terceira geracao,
expressando EPO

Sementes de varias linhas de Arabidopsis transformada (EPO-ERH e EPO-AH) de segunda
geracdo foram esterilizadas 5 minutos em lixivia a 0,05% (v/v) e Tween 20 a 0,0012% (v/v),
lavadas duas vezes em agua destilada estéril (5 minutos cada lavagem), seguidas por 5 minutos
de incubacdo em etanol a 70% (v/v), lavadas mais duas vezes em agua destilada estéril e por
fim ressuspendidas em agua destilada estéril. As sementes foram colocadas a germinar em
placas de Petri com meio (Murashige & Skoog, MS, Duchefa) suplementado com sacarose
(10g/l), pH ajustado a 5,8 e solidificado com Micro Agar (7g/l).

A canamicina € um antibitico que foi usado para seleccionar as plantas portadoras do
transgene. Este antibidtico é termolabil, razéo pela qual foi esterilizado por filtracdo e adicionado
ao meio j& autoclavado, na concentracdo de 100 mg/l. O meio contendo canamicina foi
distribuido por placas de Petri, sendo todo o procedimento efectuado na cdmara de fluxo laminar
para manter as condicdes de esterilidade. Apenas as sementes portadoras do transgene
germinaram no meio contendo canamicina. Sendo que as plantas de terceira geracao pela Lei de
Mendel sdo homozigéticas, as sementes deveriam germinar na totalidade. Este procedimento foi
efectuado para confirmar que as plantas eram realmente de terceira geracdo e portadoras do
gene da EPO.

2.2 Screening das plantas transgénicas de terceira geracao

2.2.1 Obtengéo do extracto proteico total

Introduziram-se folhas de Arabidopsis de cada linha (2-3 folhas) num eppendorf pré-pesado. O
peso fresco foi determinado pela subtracgéo do correspondente peso ao eppendorf.

As folhas foram maceradas directamente nos eppendorfs utilizando um pildo, em azoto liquido
para manter o extracto a temperatura baixa, de modo a evitar a altera¢do do contelido proteico.
A maceracdo foi realizada muito rapidamente sem que as folhas fossem descongeladas, até
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obter um p6 muito fino. Foi adicionado tampdo de extrac¢ao (100 mM &cido ascérbico; 500 mM
NaCl ; 5 mM B- Mercaptoetanol; pH 8,0) na proporc¢éo de 10 pl de tamp&o por mg de peso fresco
e foi agitado no vortex até descongelar. Fez-se uma centrifugacdo (Heraeus, Sepatech) a 17000
rpm, a 4°C durante 20 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo que foi
guardado a -20°C.

2.2.2 Dot-blot para confirmacéo da presenca de proteina

Para confirmar a presenca de proteina recombinante utilizou-se a técnica de Dot-blot. Esta
técnica consiste na imunodetec¢do da proteina em extracto total imobilizada em membrana.
Para tal elaborou-se uma grelha na membrana de nitrocelulose com um lapis para indicar a
regido do blot. Usando uma micropipeta com uma ponta de boca estreita, colocou-se 4 pl de
amostra na membrana, no centro da grelha. Cada amostra foi aplicada lentamente para
minimizar a area de penetracdo (geralmente 3-4 mm de didmetro). Deixou-se secar a membrana
(5-10 minutos) e em seguida foram bloqueados potenciais locais de ligacdes inespecificas por
imersdo da membrana em BSA a 5% em PBST durante 40 minutos a temperatura ambiente.
Usou-se uma placa de Petri como camara de reaccdo. Apos o bloqueio a membrana foi lavada
com PBST agitando 2-3 vezes e ficou a incubar com o anticorpo primario Ab anti-rhEPO (Sigma)
na diluicdo 1:250 durante 40 minutos a temperatura ambiente e com agitacdo. Apés a incubacao
a membrana foi lavada trés vezes com PBST, cada lavagem teve a duragdo de 5 minutos. De
seguida incubou-se com o anticorpo secundario anti-soro de coelho (Sigma) na diluicdo 1:4000
conjugado com a fosfatase alcalina durante 40 minutos a temperatura ambiente. Lavou-se trés
vezes com PBST, uma vez durante 10 minutos e duas vezes durante 1,5 minutos. Detectou-se

de forma idéntica como para Western blotting (sec¢éo 2.6).

2.2.3 Preparacao de amostras para SDS-PAGE

As amostras das solucdes de extracgéo das linhas da EPO-AH foram preparadas em tampéo de
amostra azul bromofenol (ver anexo) concentrado 4 vezes, a mistura foi colocada num banho a
100°C durante 10 minutos para as proteinas desnaturarem. O volume total carregado em cada
poco foi 30 ul (7,5 pl de tamp&o de amostra e 22,5 ul de amostra).

As amostras de extraccdo das linhas da EPO-ERH foram concentradas por precipitacdo com 4
volumes de etanol 100% durante 3 horas a -20°C. Em seguida centrifugou-se a 10000 x g
durante 10 min a 4°C. Ressuspendeu-se o pellet depois de seco em tamp&o de amostra
concentrado 1 vez, aqueceu-se a mistura por 10 min a 100°C, centrifugou-se e aplicou-se no gel.
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2.3 Preparacéo do gel de poliacrilamida para SDS-PAGE

Prepararou-se o gel de resolucao (12% de acrilamida). Misturou-se cuidadosamente e pipetou-se
imediatamente a solucdo entre as placas de vidro até uma altura de aproximadamente 6 cm.
Colocou-se uma camada de 1 ml de isopropanol de forma a obter uma superficie plana. Deixou-
se polimerizar e removeu-se 0 isopropanol com papel absorvente. Em seguida prepararou-se 0
gel de concentracdo. Este gel permite o alinhamento das proteinas para que possam iniciar a
corrida a partir do mesmo ponto e consequentemente serem separadas de acordo com a sua
massa molecular no gel de resolugdo. Misturou-se cuidadosamente, encheu-se 0 espaco entre
as placas com esta solucdo e colocaram-se 0s pentes. Ap6s a polimerizacdo completa retiraram-

Se 0s pentes.

Tabela 2: Preparagdo do gel de concentracéo e do gel de resolucéo

Gel de concentracdo  Gel de resolucéo

Solugéo stock (mi) (ml)

Agua 2,82 3,98
Tampéo de 1,25 -
concentracao
Tampéo de resolugéo - 1,25
SDS a 10% 0,05 0,1
Acrilamida/Bisacrilamida 0,625 4,2
30:0.8
TEMED 0,005 0,005
Persulfato de aménio 0,25 0,5
1,5%
Total (ml) 5 10

Apds a montagem do aparatus (Mini-Protean® 3Cell, Bio Rad), adicionou-se tamp&o de corrida
(25 mM Tris base, 192 mM Glicina e SDS a 0,1%) até preencher o espago entre os dois géis e
cobrir os eléctrodos, em seguida as amostras foram carregadas nos po¢os com uma seringa de
50 pl (Hamilton). No primeiro poco foi carregado o marcador de massas moleculares Low Range
(BioRad).

O tanque foi exposto a uma voltagem de 180 V e a uma amperagem constante de 30 mA (para

dois géis em simultaneo), durante cerca de 90 minutos.
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Figura 4: Tanque Mini-Protean® 3Cell Bio-Rad com amostras a migrar

2.4 Coloragéo do gel de poliacrilamida com azul de Coomassie

Um dos géis foi corado com o corante azul de Coomassie G250 (metanol a 45% (v/v), H20 a
45% (vlv), acido acético a 10% (v/v) e Commassie a 0,1 % (v/v)) durante cerca de 90 minutos
com agitacdo ligeira. De seguida procedeu-se a lavagem com o descorante (metanol a 45% (v/v)
e acido acético a 10% (v/v)) durante 40 minutos, com agitacao ligeira, mudando frequentemente
o descorante. O outro gel foi usado para fazer a transferéncia das proteinas separadas por SDS-
PAGE para uma membrana de nitrocelulose. As imagens dos géis e das membranas foram

digitalizadas num scanner.

2.5 Transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida-SDS para suporte sélido

A transferéncia de proteinas para a membrana de nitrocelulose foi uma transferéncia semi-seca.
Os papéis de filtro, a membrana de nitrocelulose Hybond-C (0,45 micron, Amersham) e o gel
foram imersos num tampao de transferéncia de proteinas (ver anexo) durante alguns minutos. A
sanduiche foi montada no trans-blot sd (semi-dry transfer cell, Bio-Rad); O primeiro papel de filtro
extra-grosso pré-cortado (Bio-Rad) foi colocado no aparelho, em seguida colocou-se a
membrana de nitrocelulose (8 x 6 cm) e em cima desta o gel de poliacrilamida. Finalmente foi
colocado outro papel de filtro no topo da sanduiche. Retirou-se o0 excesso de tampéo e fechou-se
o aparelho. Aplicou-se uma corrente eléctrica constante de 18 V com intensidade de 200 mA

durante 25 minutos para que ocorresse transferéncia de proteinas.
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Figura 5: Esquema representativo de montagem de uma transferéncia semi-seca (Adaptado da Bio-Rad)

2.6 Imunodeteccao de proteinas

De modo a aumentar a especificidade e a sensibilidade do ensaio, a membrana foi incubada com
uma solugéo contendo proteinas que blogueiam todos os potenciais sitios de ligagdo inespecifica
a proteinas, impedindo as interac¢bes ndo especificas entre a membrana e o anticorpo usado
para a deteccdo da proteina alvo. Para tal, apés a transferéncia, a membrana foi imersa em 10
ml de solucdo bloqueadora contendo leite em p6 magro a 5% e BSA (Albumina do soro humano,
Sigma) a 3% em PBST durante pelo menos uma hora a temperatura ambiente, com agitagéo.
Posteriormente ao bloqueio a membrana foi lavada trés vezes com PBST, cada lavagem teve a
duracdo de 5 minutos. De seguida foi colocada em PBST contendo o anticorpo primério Ab anti-
rhEPO (Sigma) na diluicdo 1:250, ficando a incubar overnight a 4°C sem agitacdo e no dia
seguinte 1 hora a temperatura ambiente.

Apds a incubacdo com o anticorpo primario lavou-se a membrana 3 vezes com PBST, cada
lavagem teve a duracdo de 5 minutos. Apos as lavagens foi adicionado o Ab secundério, anti-
soro de coelho (Sigma) na diluicdo 1:4000, acoplado a fosfatase alcalina permanecendo em
incubagdo durante 2 horas a temperatura ambiente, com agitacdo. A membrana foi novamente
lavada 3 vezes com PBST, cada lavagem teve a duracéo de 5 minutos.

No caso particular da amostra ser originaria de uma planta Medicago geneticamente
transformada incubou-se previamente o anticorpo primario com um extracto de M. truncatula
selvagem para reduzir ligagces ndo especificas.

Para a detecc¢éo foi usada uma solucdo contendo 2 ml de tampé&o NBT/BCIP (0,1M Tris-HCI pH
9,0; 0,01M NacCl; 0,05 MgCl,), 13,2 pl de NBT (Promega) e 6,6 ul de BCIP (promega). A
detec¢do colorimétrica resulta da ac¢do da enzima fosfatase alcalina que cataliza a conversao
do substrato num precipitado sobre a membrana. Colocou-se a membrana em cima de um vidro

e espalhou-se a mistura na membrana. Devido a reac¢do ser sensivel a luz, a membrana
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permaneceu as escuras até que fossem visiveis bandas. A reac¢do foi parada com &gua

desionizada e a membrana ficou a secar a temperatura ambiente.
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Figura 6: Esquema representativo da imunodetecgao colorimétrica , usando um Ab conjugado, Biorad

2.7 Determinacdo da concentracgdo de proteinas pelo método de Bradford

O ensaio de proteinas Bradford (Bio-Rad) foi usado para determinar a concentracdo de
proteinas. Albumina de soro de bovino (BSA) foi usada para definir curvas de calibracdo para
determinacdo quantitativa de proteinas.

Prepararam-se 6 diluicdes em eppendorfs a partir da solugdo-stock de BSA (concentracdo 100
g/ml) obtendo-se quantidades diferentes e conhecidas de proteina padrdo (entre 1,2 e 20 pl/ml),
de forma a tracar uma curva de calibracéo (ver figura 26 em anexos). O volume final de cada
diluigdo foi 800 pl. Para o branco procedeu-se da mesma forma, mas neste caso o volume
padrdo de proteinas foi substituido por &gua. As amostras foram preparadas de forma
semelhante. O volume que se adicionou de amostra tinha concentracdo desconhecida que foi
posteriormente determinada usando a curva padréo. A cada uma das amostras, padrées ou
branco adicionou-se 200 pl do corante concentrado (BioRad Dye Reagent Concentrate)
perfazendo assim um volume final de 1 ml em cada tubo e misturou-se com o auxilio do vortex.
Incubou-se a temperatura ambiente durante 15 a 20 minutos e mediram-se as absorvancias

contra 0 branco a 595 nm num espectrofotémetro (Beckman, modelo DU-70).

2.8 Concentracdo da amostra
Nos casos em que as amostras se encontravam muito diluidas foram usados dispositivos de
ultrafiltracdo e posteriormente precipitacdo com etanol para concentrar. Caso contrario

concentrou-se somente por precipitagdo com etanol.
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2.8.1 Dispositivos de ultrafiltragdo Centricon

Adicionou-se a amostra no dispositivo de ultrafiltracdo (limite da membrana 10 kDa) Centricon
(Millipore), volume méximo de 2 ml e fechou-se. Centrifugou-se a 3000 x g (Heraeus, Sepatech)
durante 1 hora e 25 minutos, a 5°C. Depois de concentrar, removeu-se o Centricon da centrifuga,
separou-se a parte da amostra do frasco do filtrado e recolheu-se o filtrado.

2.8.2 Dispositivos de ultrafiltragdo Amicon

Adicionou-se a amostra no dispositivo de ultrafiltragdo (limite da membrana 10 kDa) Amicon
(Millipore), volume maximo de 4 ml e fechou-se. Centrifugou-se durante 15 minutos a 3270 x g
num rotor oscilante (centrifuga Allegra® X-12R). Para recuperar o soluto concentrado, inseriu-se
uma pipeta no topo da unidade do filtro e recolheu-se a amostra. A amostra concentrada foi
removida imediatamente depois da centrifugacéo para obter uma melhor recuperacao.

2.8.3 Precipitagdo com etanol absoluto

As proteinas sollveis totais (TSP) dos meios de cultura das suspensdes transgénicas e wild-type
foram concentradas por precipitagdo com etanol absoluto frio (-20°C) durante pelo menos duas
horas a -20°C. De seguida centrifugou-se a 10000 x g durante 10 minutos. O pellet depois de
seco sob vacuo, foi ressuspendido em tampdo de amostra 1x concentrado. Antes de serem
aplicadas no gel, as proteinas foram desnaturadas por aquecimento a 100°C durante 10 minutos.
As proteinas foram separadas por SDS-PAGE num gel de poliacrilamida 12% usando um Mini-
protean 3 (Bio-Rad). Apds electroforese, Azul de Coomassie ou nitrato de prata foram usados
para fixar proteinas (o protocolo de coloracdo com prata encontra-se em anexo).

2.9 Estabelecimento de culturas de células vegetais em suspensao

Foram estabelecidas culturas de células em suspensédo das linhas transgénicas de Arabidopsis
seleccionadas. Para inducéo de callus, foram usadas folhas previamente esterilizadas 3 minutos
em lixivia 0,05% (v/v) e Tween 20 0,0012% (v/v), lavadas duas vezes em &gua destilada estéril
(8 minutos cada lavagem), seguidas por 3 minutos de incubacdo em etanol 70% (v/v) e lavadas
mais duas vezes em agua destilada estéril. Apos a esterilizacdo, as folhas foram colocadas em
contacto com 0 meio (Murashige & Skoog, MS) suplementado com sacarose (30g/l), cinetina (1
mg/l), 2,4-D (1 mg/l), DTT (10 mg/l), pH ajustado a 5,8 e solidificado com Micro Agar (7g/l).
Depois de 30 dias no escuro a 23°C, foi obtido calli que foi repicado para 0 mesmo meio.
Quando se obteve calli suficiente, os agregados celulares foram dispersos em meio de cultura
liquido MS suplementado com sacarose (30g/l), cinetina (0,05 mg/l), 2,4-D (0,5 mg/l) e pH 5,8 em
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frascos Erlenmeyer. As culturas em suspensdo foram mantidas com agitagdo (125 rpm) num
agitador orbital (Innova 4900, New Brunswick Scientific, Nurtinger, Germany) no escuro, a 24°C.
As células foram repicadas de forma empirica (duracdo maximo de 1 més entre cada repicagem)

para meio fresco com a mesma composicao.

Estabeleceu-se também uma cultura de células de Medicago expressando EPO na forma retida
a partir de callus induzido de folhas de planta Medicago transgénica. O callus foi disperso em
meio de cultura liquido MS suplementado com sacarose (30 g/l), 2,4-D (1 mg/l), cinetina (1 mg/l)
e pH ajustado a 5,8. As plantas Medicago sdo mantidas em cultura in vitro e propagadas em
meio MS, sem reguladores de crescimento, suplementado com 30 g/l de sacarose, 7 g/l de
microagar e pH ajustado a 5,85, numa cémara de crescimento (PHYTOTRON EDPA 700,
ARALAB) com 16 horas de fotoperiodo sob a forma de luz branca fluorescente e com uma
temperatura de 24°C com luz e de 22°C as escuras.

Cada litro de cultura preparou-se a partir de solu¢des-stock de reguladores de crescimento e de
meio MS previamente preparadas e armazenadas. O aglcar foi pesado e adicionado
directamente. A solugdo-stock das hormonas cinetina e 2,4-D foi preparada adicionando
individualmente 10 mg de cada hormona a 10 ml de H.0 destilada (1 mg/ml). As hormonas séo
insoluveis em &gua, por isso foram dissolvidas em &cido, base ou &lcool. O meio MS é
disponibilizado comercialmente como um p6 que é altamente higroscépico. Prepararou-se um
tubo com 50 ml da solugéo stock concentrada vinte vezes para o0 meio MS por cada litro de meio.
Todo o procedimento foi realizado em condi¢bes de esterilidade. Os meios de cultura foram

autoclavados, ja que todos 0s seus componentes Sao termoestaveis.

2.10 Taxa de crescimento de culturas de células vegetais
Foi estabelecida uma cultura de células em suspensao de Arabidopsis WT de modo idéntico ao

estabelecimento de culturas de células de Arabidopsis transgénica (seccéo 2.9).

2.10.1 Curvas de crescimento

A cinética de crescimento de uma linha celular de Arabidopsis thaliana transgenica foi
determinada através da medicdo do peso fresco e do peso seco. O indculo inicial foi colocado
em frascos Erlenmeyer de 250 ml que continham 20 ml de meio fresco, e mantidos a 24°C no
escuro, num agitador orbital (Innova 4900, New Brunswick Scientific, Nurtinger, Germany) a 125

rpm. Dois frascos de cultura foram tomados aleatoriamente a determinados intervalos durante

30



Producdo de eritropoietina em culturas de células de Arabidopsis thaliana

um periodo de 35 dias. As células foram recolhidas por filtracdo por vacuo usando um papel de
filtro pré-pesado (Whatman n°l). O peso fresco foi determinado pela subtraccdo do
correspondente peso ao papel de filtro. As amostras foram secas em estufa (WTB binder) a 70
°C durante pelo menos 48 horas. Depois do papel de filtro estar bem seco voltou-se a pesar,
subtraindo-se o valor obtido ao peso do papel de filtro para determinagdo do peso seco.

2.11 Purificacao de EPO

Quando a proteina se encontrava no sobrenadante da cultura, as células foram removidas por
filtracdo por vacuo ou por centrifugacdo antes de iniciar 0s passos de purificagao.

No caso em que a proteina ndo era secretada para o meio de cultura, foi necessario realizar a
disrupcéo celular. Filtraram-se as células com vacuo e pesaram-se. Arrefeceu-se um almofariz
com azoto liquido, onde foram colocadas as células. De seguida, as células foram congeladas
com azoto liquido e maceradas até ficarem em pd. Juntou-se tampdo de extracdo (NaCl 100
mM, &cido ascdrbico 10 mM e f-Mercaptoetanol 5 mM) numa relacdo de 1 g de células por 2 ml
de tampdo. Esperou-se que ficasse liquido (descongelado) e colocou-se em tubos de centrifuga.
Centrifugou-se a 18000 x g ou 15 000 rpm (Heraeus), 20 min, 4°C. Retirou-se 0 sobrenadante

para tubos novos e centrifugou-se novamente 10 min nas mesmas condigdes.

Para confirmar a presenca da cauda de histidinas na proteina realizou-se um Western blotting
como descrito na secgao 2.7, diferindo apenas nos anticorpos usados. O anticorpo monoclonal
anti-histidina (Novagen) na diluicdo 1:1000 foi 0 anticorpo priméario usado e anti-rato, na diluico
1:4000 (Sigma) acoplado a fosfatase alcalina foi usado como anticorpo secundario.

2.11.1 Purificacéo de afinidade a metais imobilizados

A fusdo da proteina recombinante a uma cauda de poli-histidinas conferiu a possibilidade de usar
cromatografia de afinidade a metais imobilizados (IMAC). A purificacdo da eritropoietina
recombinante foi realizada com uma resina Ni-NTA (Qiagen). Em primeiro lugar foi necessario
equilibrar a resina com tampéo de equilibrio PBS (1x) pH 7,5, para tal adicionou-se este tampéo
a 200 pl de resina, centrifugou-se repetidamente e descartou-se 0 sobrenadante. O pH da
amostra foi ajustado a 7, adicionou-se a resina equilibrada e deixou-se a incubar 2 horas a
temperatura ambiente com pouca agitacdo. Em seguida, aplicou-se a amostra na coluna e
recolheu-se a fraccdo ndo ligada, flow-through. Apds a ligacdo da proteina a resina foi lavada
com PBS (1x) pH 7,5. As proteinas ligadas foram eluidas usando tampéo de eluicdo acetato de
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sodio 0,05 M NaCl 0,5 M imidazole 400 mM, pH 5. Todos os passos foram feitos a temperatura
ambiente e as frac¢des foram armazenadas a -20°C.

2.11.2 Cromatografia de troca ionica
DEAE-Sepharose e SP-Sepharose foram adquiridas de Pharmacia Biotech AB ‘
Uppsala, Suécia. As colunas de cromatografia (0,8 x 4 cm) foram adquiridas da « i
Bio-Rad.

Todas as amostras foram aplicadas a colunas apés a resina ter sido equilibrada.

-
Para equilibrar a resina centrifugou-se o volume desejado de resina durante 1 & -
minuto a 10000 x g. Rejeitou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se a resina em .
tampao de equilibrio. De seguida agitou-se e voltou-se a centrifugar durante 1 minuto a 10000 x
g. Este passo foi repetido 3 vezes. A resina foi ressuspendida em tampéo de equilibrio e
adicionada ao meio de cultura diluido com tampéo de equilibrio concentrado (1/3 do volume da
amostra) de forma a manter o pH desejado. A solu¢do permaneceu em agitacdo a 4°C para
permitir a ligacdo de proteinas a resina. A aplicacdo da amostra foi seguida por um passo de
lavagem, para eluir as moléculas ndo ligadas, com 5-10 volumes da resina de tampéo de
equilibrio.

Procedimentos cromatogréficos tais como tampdes e volumes para equilibrio das colunas,
lavagem e eluicdo variaram em cada passo. Por isso as condicBes especificas para cada

operacao sdo especificadas na seccéo dos “Resultados e discussédo”.

2.12 Separacao de proteinas com sulfato de amdnio

A amostra foi submetida a precipitacdo com sulfato de amoénio empregando cinco percentagens
de saturacdo diferentes (20%, 40%, 60% e 80% de saturacdo) a fim de avaliar em qual destas
ocorre a precipitacdo da EPO. A cada saturacdo com sulfato de aménio, a solucdo foi agitada
por 10 minutos a 4°C, centrifugada a 18500 x g por 20 minutos a 4°C e colectado o
sobrenadante. O sal foi removido do sobrenadante por ultrafiltracdo, através de lavagens
sucessivas com tampéo PBS (1X).

O célculo de gramas de sulfato de amoénio necessérias para atingir a percentagem de saturagdo
de sal desejada na amostra foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

515 (X - X,)

de (NH4),S04=
g de (NHa2S0:= 2000 o7

(para 1 litro de solugéo)

onde: X é a concentracdo final; Xo é a concentragdo inicial
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2.13 Anélise das células por microscopia

As laminas foram lavadas com detergente Decon 90 a 2% durante 2 horas sob agitacdo. Em
seguida foram lavadas com &gua e colocadas em etanol a 70%. Por fim foram secas a
temperatura ambiente.

Colocaram-se algumas gotas de meio de cultura sobre uma lamina com o auxilio de uma
micropipeta. Cobriu-se a preparagdo com a lamela e observou-se ao microscopio. As células
foram observadas por microscopia de campo claro usando um microscépio invertido Leica DM
IRB e as imagens foram guardadas com uma camara digital Olympus DP11 acoplada.

Para testar a viabilidade das células foi usado o corante iodeto de propidio na concentragdo de
10 pg/ml. Para caracterizar as estruturas subcelulares foram usados os corantes laranja acridina
na concentragcdo de 70 uM e o vermelho neutro na concentragdo de 5 ug/ml. Colocaram-se
algumas gotas de meio de cultura sobre uma lamina e 2/3 gotas de corante. Cobriu-se a
preparacdo com a lamela e observou-se usando microscopia de fluorescéncia. As imagens
foram posteriormente melhoradas (contraste, luminosidade, etc) utilizando o programa Adobe
Photoshop 7.
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3. Resultados e discussao

3.1 Estabelecimento de culturas de células de Arabidopsis em suspenséo

3.1.1 Seleccao das plantas de Arabidopsis com maior nivel de expressao de EPO
Inicialmente foi realizado um screening de plantas transgénicas de 32 geracdo de Arabidopsis
thaliana expressando eritropoietina (EPO). O objectivo deste screening foi confirmar que as
linhas produziam EPO, pois ja tinha sido anteriormente confirmado que o transgene estava
presente utilizando a técnica de PCR.

Para a forma secretada foi realizado um dot-blot para verificar quais as mais altas expressoras,
como descrito em materiais e métodos na sec¢do 2.2.1, e foram seleccionadas as linhas 1, 8 e
12 (ver figura 7).

Figura 7: Dot-blot de extracto de folhas de Arabidopsis transgénica expressando EPO na forma secretada (as linhas

seleccionadas estéo assinaladas com *)

Para as trés linhas seleccionadas, procedeu-se entéo a preparacao do extracto proteico, obtido a
partir das folhas das plantas, que foi aplicado em dois géis SDS-PAGE que correram
simultaneamente; um foi corado com azul de coomassie e 0 outro gel foi usado para Western
blotting. O resultado pode ser observado nas figuras 8 e 9 (A-coomassie blue e B-a respectiva

membrana)
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MW
(kDa)

103.0
80.7

49.5
36.5

28.8

19.4 A B

Figura 8: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) de extracto de folhas de Arabidopsis transgénica
expressando EPO na forma secretada (As linhas melhores expressoras selecionadas para o trabalho estdo

assinaladas com *)

MW 113 112 115 113 112 115
(kDa) A B A C A C A B A cC A C
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94.6 '

51.6 !.- X wg-

36.8

28.5

Figura 9: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) de extracto de folhas de Arabidopsis transgénica expressando EPO

na forma retida (As linhas melhores expressoras selecionadas para o trabalho estéo assinaladas com *)

Por analise dos resultados obtidos no Western blotting nas figuras 8B e 9B, confirmou-se a
presenca de EPO nas 3 linhas com maior nivel de expressdo de cada uma das formas. Estas
linhas apresentam maior intensidade da banda com a massa molecular esperada para a EPO
(cerca de 34 kDa) e foram designadas por 1A, 8A e 12B para a forma secretada e 11.2A, 11.3A
e 11.5A para a forma retida. A banda com massa molecular de cerca de 50 kDa possivelmente
corresponde & enzima que existe em maior concentracdo nas folhas verdes, a RuBisCO e que
funciona como controlo interno, permitindo verificar se houve uma utilizacdo de quantidades

semelhantes de extracto proteico.
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3.1.2 Estabelecimento das culturas de células em suspenséo
Em seguida foi induzido callus a partir de folhas das linhas selecionadas e foram estabelecidas

as culturas de células em suspensao, como explicado na secgdo 2.9.

Planta transgénic

Callus Meio de cultura liquido

Figura 10: Esquema do estabelecimento de uma cultura de células em suspensao a partir de calli

3.1.3 Avaliacao do nivel de expressao de proteina

3.1.3.1 Avaliacdo do nivel de expressao de proteina secretada no meio de cultura
Estabelecidas as culturas, 0 passo seguinte consistiu em confirmar se a proteina estava a ser
produzida e secretada para 0 meio de cultura e avaliar o seu nivel de expressdo. Para tal, as
proteinas existentes no meio de cultura da linha 1A ao fim de 17 dias foram separadas por
SDS-PAGE seguido de Western blotting (figura 11). Usou-se um volume inicial de 7,3 ml de meio
da linha 1A decantado, o qual foi concentrado 182,5X por ultrafiltracéo (limite da membrana 10
kDa) e por precipitacdo com etanol. O precipitado resultante foi aplicado em dois géis SDS-
PAGE. Um dos géis foi corado com azul de coomassie e o outro foi usado para fazer a
transferéncia das proteinas separadas por SDS-PAGE para uma membrana de nitrocelulose
como descrito em materiais e métodos, na sec¢do 2.5.

A proteina foi visualizada por imunodetec¢do, sendo detectada a banda esperada para a EPO,
embora ténue (figura 11B). Esta cultura ainda é muito jovem, no entanto espera-se que ao
tornar-se mais estavel e homogénea, com os parametros favoraveis ao seu crescimento, a
quantidade de proteina no meio de cultura seja superior.
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Para se proceder a identificacdo da proteina por espectrometria de massa sera necessario

optimizar a purificacdo da EPO que sera abordada no capitulo seguinte.

MW
(kDa) 1A 1A

250.0
130.0
100.0

70.0

55.0

35.0 /

25.0

15.0

A B

Figura 11: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) de meio de cultura da linha 1A de Arabidopsis com 17 dias. Foi

usado um volume inicial de 7,3 ml de meio da linha 1A, o qual foi concentrado 182,5X

3.1.4 Comparacéo dos niveis de expressao de EPO das diferentes linhas celulares de

Arabidopsis

3.1.4.1 Determinacdo da concentracdo de proteina total nos meios de cultura das linhas
celulares de Arabidopsis usando o método de Bradford

Com o objectivo de avaliar o nivel de expressdo de cada uma das trés linhas celulares
estabelecidas expressando EPO na forma secretada (1A, 8A e 12B) procedeu-se a quantificagdo
total de proteina nos meios de cultura de cada linha celular usando o método de Bradford como
descrito na seccdo 2.7. O indculo e o grau de diluicdo usados para cada linha foram idénticos
para permitir uma comparagao mais valida.

Apbs a determinagdo de proteinas totais em cada meio de cultura das trés diferentes linhas
celulares, calculou-se o volume que teria de ser usado para obter a mesma quantidade de
proteinas totais e deste modo possibilitar a avaliagdo do nivel de expressao de EPO
relativamente as proteinas totais. A linha 1A foi a que apresentou maior quantidade de proteinas
totais, enquanto que para as linhas 8A e 12B foi verificada uma concentracdo de proteinas totais
muito inferior, sendo a 12B a menos concentrada. Estes resultados vieram apenas confirmar o

que j& se esperava por observacdo dos meios de cultura por visualizagdo directa, uma vez que a
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linha 12B apresentava aspecto muito transparente. Usaram-se volumes iniciais de 507 ul de
meio 1A, 1047 ul de meio 8A e 16 ml de meio 12B que foram concentrados e aplicados a dois
géis SDS-PAGE. Um dos géis foi corado com azul de coomassie e o outro foi usado para fazer a

transferéncia de proteinas para uma membrana.

MW

(kDa) 1A 8A 12B 1A 8A  12B
104.3
94.6 | ==

51.6

36.6

28.5

19.5

A B

Figura 12: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) dos meios de cultura das linhas celulares 1A, 8A e 12B de
Arabidopsis. Foram concentrados 507 pl de meio 1A, 1047 pl de meio 8A e 16 ml de meio 12B usando amicon
(Millipore) e por precipitagdo com etanol, e aplicados a dois géis SDS-PAGE. Um dos géis foi corado com azul de

coomassie e 0 outro usado para fazer a transferéncia de proteinas para uma membrana

Observando o gel corado com coomassie na figura 12A pode verificar-se que embora as linhas
tenham sido estabelecidas a partir da mesma espécie (Arabidopsis thaliana), estas demonstram
algumas diferencas no padrao de proteinas. O resultado do Western blotting apresenta algumas
ligacBes inespecificas, mas as bandas expectaveis para a EPO podem ser visualizadas na figura
12B.

A partir deste momento, as linhas celulares selecionadas para realizar estudos foram a 1A e a
8A. A linha 1A foi a primeira cultura a ser estabelecida, 0 que contribuiu para que fosse a mais
utilizada na realizacéo de pesquisas devido a sua disponibilidade. A linha 8A também se mostrou
favoravel, optando-se por usar esta linha, aquando da indisponibilidade da linha celular 1A.

3.1.4.2 Avaliacdo do nivel de expresséo da proteina retida no Reticulo Endoplasmaético
O estabelecimento das culturas de células em suspensédo expressando EPO na forma retida foi
posterior as da forma secretada, uma vez que as sementes disponiveis no inicio deste projecto

eram da segunda geracao, tendo sido necessario esperar pela terceira geracado, o que atrasou a
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obtencéo de callus e consequentemente a oportunidade de realizagcdo de mais estudos com

estas linhas celulares.

Apos 15 dias do estabelecimento da linha celular 11.3A, as células foram usadas para extraccao
proteica como descrito na secc¢do 2.11. O extracto proteico foi usado para SDS-PAGE seguido
de Western blotting para confirmar e avaliar o nivel de expressdo da proteina retida de forma
semelhante ao que tinha sido realizado anteriormente com a linha celular expressando EPO na
forma secretada. O volume total carregado em cada poco dos géis foi 30 ul (21 pl de amostra e 7

ul de tampéo 4X).

MW
(kDa) 1 2 1 2

104.3
9461 &

51.6

36.8

28.5

Figura 13: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) de extracto celular da linha celular de Medicago truncatula
expressando EPO na forma secretada como controlo positivo (linha 1) e de extracto celular da linha 11.3A de

Arabidopsis expressando EPO na forma retida (linha 2)

Na figura 13B esta representado o resultado do Western blotting correspondente ao gel da figura
13A. Na linha 2 (amostra do extracto de células de Arabidopsis) é visivel uma banda
correspondendo a uma proteina com cerca de 34 kDa que € a massa molecular esperada para a
EPO e que apresentou afinidade para o anticorpo anti-EPO. Esta banda revela uma massa
molecular superior a da linha 1 (amostra de extracto das células de Medicago usada como
controlo positivo). A massa molecular superior da EPO na forma retida (com KDEL) produzida
em Arabidopsis comparativamente a EPO na forma sem KDEL produzida em Medicago, pode
ser um indicio de que a EPO esta a ser direccionada a vias ndo esperadas (a distribuicao celular
de proteinas foi recentemente estudada por Gonzalez-Melendi et al., 2009). Uma possibilidade
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podera ser o direccionamento da proteina ao vaclolo, tornando-se numa proteina com uma
massa molecular mais baixa, em que os N-glicanos sdo do tipo paucimanosidicos. Outra
hipotese para esta diferenca podera dever-se a factores especificos de espécie que podem
diferir nos seus mecanismos de glicosilacéo de proteinas. A EPO apresenta trés potenciais sitios
de N-glicosilagdo, 0 que ndo significa que estes sitios de ligacdo sejam preenchidos ou que o

sejam de forma idéntica nas duas espécies.

O facto de ter sido apenas detectada uma banda na linha 2 parece apontar para uma maior
homogeneidade na producéo de EPO na forma retida, com apenas uma isoforma, revelando-se
a este nivel mais vantajosa do que a forma secretada, que apresenta heterogeneidade de
isoformas, sendo que a heterogeneidade é uma das criticas apontadas ao uso de culturas de
células em suspensao na producao de proteinas heterélogas com aplicag@es terapéuticas.

A retencdo da EPO no R.E. podera ser mais favoravel a acumulagdo de proteina recombinante
relativamente a forma secretada da proteina no que respeita a niveis de expressao, pois a
proteina recombinante ao ser secretada para 0 meio de cultura pode tornar-se instavel e ser
degradada por proteases.

Inicialmente esperava-se que a secrecdo da proteina tornasse o processo de purificacdo mais
facil, sem a necessidade do processo de extraccdo das células que implica mais custos e que
pode ser severo para a proteina, pode influenciar a sua actividade biolégica ou a sua estrutura
conformacional. No entanto, como seré descrito na sec¢do da purificacdo, a secrecdo para o
meio de cultura também apresenta algumas dificuldades na recuperacdo e isolamento do

produto.

3.2 Purificacao parcial de EPO

3.2.1 Purificacdo parcial de EPO do meio de cultura celular da espécie Medicago
truncatula

Foram desenvolvidos métodos de purificagdo de proteinas que foram experimentados em
primeiro lugar em culturas de células de Medicago antes de prosseguir com a purificacdo de
EPO nas culturas de Arabidopsis.
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3.2.1.1 Cromatografia de troca idnica: SP-Sepharose como passo de purificacéo inicial
Geralmente a purificagdo de proteinas envolve uma série de etapas que tem em vista o
isolamento da proteina desejada de uma mistura complexa de proteinas e de outros
componentes.

Antes de iniciar um protocolo de purificacdo deve-se avaliar quais as estratégias a sequir, tendo
em conta a utilizacdo prevista da proteina, o material que esta disponivel no inicio e como deve
ser manipulado, quais as impurezas que tém de ser removidas e qual a formulaco do meio. E
importante considerar qual a pureza, quantidade, manutencdo da actividade biologica e
economia em termos de dinheiro e tempo que depende do uso previsto do produto final. O
objectivo é minimizar o nimero de passos utilizados na purificagdo, de forma a néo perder muita

quantidade de proteina purificada e maximizar o rendimento final.

Os passos de separacdo exploram as diferengas no tamanho da proteina, as propriedades
fisico-quimicas e a afinidade de ligacao.

A cromatografia de troca iénica baseia-se na ligacdo das proteinas aos trocadores idnicos
através de forcas electrostaticas entre as cargas da superficie das proteinas (estas variam de
acordo com o pH circundante) e os grupos carregados dos trocadores. A fase estacionaria é um
adsorvente, uma resina com carga positiva ou negativa, a qual se ligam, por interaccao idnica, as
proteinas a separar da mistura.

Estas proteinas sdo posteriormente eluidas por um electrdlito de carga diferente da carga da
resina e de carga igual a dos componentes da mistura (neste trabalho foi usado o sal NaCl).
Estes séo mais ou menos retardados durante a eluicdo em fungéo da afinidade para a resina.
Esta técnica separa, assim, as proteinas com base na sua carga global.

A cromatografia de troca catiénica foi experimentada como passo de purificagdo inicial de EPO
presente no meio de cultura de Medicago.

A presenga de &cido sidlico nas extremidades das cadeias de oligossacaridos confere carga
negativa a EPO, que apresenta ponto isoeléctrico entre 2,8 e 4,5. A EPO produzida em plantas
nao tem acido sialico e o seu ponto isoeléctrico € aproximadamente 8,5 (Imai et al., 1990) o que
pode representar uma vantagem no passo de purificacdo por cromatografia de troca catiénica,
uma vez que sdo poucas as proteinas que tém um ponto isoeléctrico tao elevado. Assim sendo,
quando a EPO esta a um pH acima do seu ponto isoeléctrico, a proteina liga-se a uma resina de
troca anionica e quando esta abaixo do seu ponto isoeléctrico liga-se a uma resina de troca

catiénica.
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Procedeu-se entdo a purificacdo em batch da proteina recombinante usando uma resina de troca
cationica. O meio de cultura de Medicago truncatula contendo a EPO foi diluido com tampao
acetato de sodio 0,05 M, pH 5 (meio diluido; MD) de modo a acertar o valor do pH do meio para
0 desejado e permaneceu em agitacdo durante a noite com a resina SP Sepharose Fast Flow
(SPFF), resina de troca cationica, equilibrada com tamp&o acetato de sodio 0,05 M pH 5 para
permitir a ligagdo da EPO. Posteriormente a resina SP Sepharose foi empacotada numa coluna
e obteve-se a fracgdo que ndo ligou a resina (flow-through; FT). Ap6s um passo de lavagem
(washing; W), as proteinas que ligaram & resina foram eluidas diferencialmente, aumentando a
concentragdo de sal. Usou-se uma solucédo de eluicdo NaCl 500 mM e depois NaCl 1000 mM.
Os volumes finais de cada fracgdo foram: MD (133 ml); FT (133 ml); W (10 ml); E500 (2 ml) e
E1000 (2ml). De meio n&o diluido (M) recuperaram-se 200 pl. Cada fracgdo, foi aplicada a SDS-
PAGE 12% de acrilamida e um dos géis foi corado com azul de coomassie enquanto que 0 outro
foi usado para Western blotting.

MW
(kDa) M FT W
250.0
130.0
100.0
70.0

55.0

E1000
E1000
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E500
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Figura 14: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) de fraccbes obtidas por cromatografia de troca cationica de meio
de cultura da linha celular de Medicago expressando EPO na forma secretada. Linha M: Amostra ndo diluida; Linha
FT: Fraccdo que ndo ligou a resina; Linha W: Fracgéo obtida do passo de lavagem; Linha E500: Fraccéo eluida com
NaCl 500 mM; Linha E1000: Fraccdo eluida com NaCl 2000 mM

A purificagéo parcial de EPO do meio de cultura da linha celular de Medicago foi atingida como
se pode observar na figura 14. A EPO foi eluida entre 500 e 1000 mM de NaCl, obtendo-se uma
banda forte aquando da eluigdo com NaCl 500 mM e outra banda mais fraca com NaCl 1000
mM. Para o meio de cultura, a fraccdo ndo ligada a resina e a de lavagem ndo foram

visualizadas como bandas devido a sua elevada diluicao.
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Pretendendo-se optimizar a purificacéo foi aumentado o gradiente de eluicdo de NaCl (100 mM a
1000 mM) no tampéo de elui¢do acetato de sodio 0,05 M pH 5 NaCl. Um volume de 110 ml de
meio de cultura de Medicago truncatula contendo EPO foi diluido com tampao acetato de sddio
0,2 M até ajustar a pH 5 (meio diluido; MD) e permaneceu em agitacdo durante a noite com a
resina SP Sepharose Fast Flow (SPFF) como descrito anteriormente. A resina SP Sepharose foi
empacotada numa coluna e obteve-se a frac¢cdo que nao ligou a resina (flow-through; FT). Ap6s
0 passo de lavagem (washing; W) as proteinas que ligaram a resina foram eluidas
diferencialmente. O gradiente crescente de eluicdo de NaCl usado, no tampao de eluicdo acetato
de sddio 0,05 M pH 5 NaCl, foi 100 mM, 250 mM, 500 mM e 1000 mM. Os volumes finais de
cada fracgdo foram: MD (120 ml); FT (120 ml); W (10 ml); E100 (2 ml); E250 (2 ml); E500 (2 ml)
e E1000 (2ml). Cada fraccdo foi aplicada a SDS-PAGE 12% de acrilamida e um dos géis foi
corado com azul de coomassie enquanto que o outro foi usado para Western blotting.

MW

(kDa) MD FT W MD FT W
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E100
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Figura 15: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) de fraccdes obtidas por cromatografia de troca catidnica. O meio
de cultura de Medicago truncatula diluido com tampao acetato de sédio 0,2 M (meio diluido; MD) e pH 5 foi passado
numa coluna SP Sepharose. Linha MD: Amostra diluida; Linha FT: Frac¢do ndo ligada a resina; Linha W: Fracgao
obtida do processo de lavagem; Linha E100: Fraccdo eluida com tampao de eluicdo acetato de sodio 0,05 M pH 5
NaCl 100 mM; Linha E250: Fraccdo eluida com tampéo de eluicdo acetato de sddio 0,05 M pH 5 NaCl 250 mM;
Linha E500: fraccdo eluida com tampéo de eluicdo acetato de sodio 0,05 M pH 5 NaCl 500 mM; Linha E1000:
Fraccdo eluida com tampé&o de eluigdo acetato de sédio 0,05 M pH 5 NaCl 1000 mM

Na figura 15 é possivel observar que da eluicdo com tampé&o de eluicdo acetato de sédio 0,05 M
pH 5 NaCl 250 mM obtém-se o maior rendimento de EPO, no entanto outras proteinas séo
eluidas também com esta concentracdo de sal. Dependendo do uso previsto para a proteina,
seria escolhida a concentracdo de sal para eluicdo. Se fosse necessario obter uma grande
quantidade de proteina, usava-se o tampdo de eluicdo com NaCl 250 mM, mas se o objectivo
fosse obter uma fraccdo de proteina muito pura, usava-se o tampao de eluicdo NaCl 500 mM.
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Apbs a eluicdo com o tampédo NaCl 500 mM, obtém-se apenas uma das isoformas da proteina,
mas com maior nivel de pureza que quando se usa tampdo de eluicdo NaCl 250 mM. Caso fosse
necessario determinar o perfil de eluicdo com maior precisdo, a amostra poderia ser eluida com
um gradiente linear de NaCl em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Neste tipo de
cromatografia o eluente é continuo e assim obtemos o valor exacto da concentragdo do tampéo

a que a proteina é eluida.

3.2.1.2 Cromatografia de afinidade

Apbs a optimizacdo da cromatografia de troca cationica, em que foi eliminada grande parte das
proteinas contaminantes, usou-se cromatografia de afinidade com ifes metélicos imobilizados
(IMAC) para purificacdo de EPO que possui uma cauda de seis-histidinas (His-tag).

Duas fracgOes obtidas apds eluicdo da resina SP-Sepharose que continham EPO (E250+500),
obtidas do passo inicial de purificagdo (cromatografia de troca cationica) foram passadas numa
coluna de Ni-NTA (Quiagen) que contém o i@o niquel imobilizado. A cauda de histidinas possui
afinidade a ides metalicos e teoricamente deveria ligar a resina de Niquel por afinidade. Depois
de passar a amostra varias vezes pela coluna, a fraccdo que ligou & resina foi eluida com
tampé&o de eluicdo que continha uma ligando competitivo, o imidazole. O meio de cultura da linha
MtPhy-AH de células de Medicago truncatula a produzirem fitase (Pires et al., 2008) foi também
aplicado aos géis para analisar a existéncia de ligacdes inespecificas, pois a banda detectada
com 0 peso aproximadamente esperado para a EPO nas figuras 14B e 15B poderia ndo
corresponder na totalidade a proteina de interesse, mas também a ligacBes inespecificas do
anticorpo primério a outras proteinas que ndo a EPO. No entanto, embora a fitase tenha reagido
com 0 anticorpo primario, a banda detectada no Western blotting ndo foi muito forte
comparativamente a banda de fitase no gel corado com coomassie, 0 que confirmou que a
banda detectada no Western blotting corresponde efectivamente a EPO e néo a ligagdes
inespecificas.
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Figura 16: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) de fraccBes obtidas por cromatografia de afinidade de amostra
resultante de duas fraccdes obtidas apds passo de cromatografia de troca cationica. E(250+500): Duas fraccdes de
SP-Sepharose; FT: Fraccdo que ndo ligou a resina; E: Fraccdo eluida com imidazole; MtPhy: Meio de cultura da
linha MtPhy-AH

O resultado obtido indica que a purificacdo pela cauda de histidinas ndo é eficiente, pois a
proteina recombinante perdeu-se na totalidade no flow-through. O facto da proteina néo ter
ligado a resina pode dever-se a perda do tag, situacdo frequente quando a proteina sofre varias
modificagBes pos-traducionais. Também existe a possibilidade de a conformacéo final que a
proteina adquire ndo expdr o tag (embora a histidina seja um aminoécido hidrofilico e que
teoricamente deveria ficar exposta a superficie), ficando encoberto por outras zonas da
molécula. Se o residuo de histidina néo esta disponivel a superficie da proteina ndo se liga com

0 ido metalico e ndo fica retido na resina.

3.2.1.2.1 Confirmacéo da presenca da cauda de histidinas

No sentido de verificar se o facto da EPO ndo ter ligado a resina se deve de facto a perda da
cauda de histidinas, foram realizados dois Western blotting simultaneos, um usando o Ab-anti-
rhEPO, e o outro usando o Ab anti-histidina para o extracto celular e para o meio de cultura da
linha celular de Medicago truncatula expressando EPO na forma secretada. Os trés géis, o que
foi corado com azul de Coomassie e os outros dois que foram transferidos para as membranas

de nitrocelulose, correram simultaneamente.
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Figura 17: SDS-PAGE (A) e Western blotting com Ab anti-histidina (B) e com Ab anti-EPO (C) de extracto celular

(linha 1) e de meio de cultura (linha 2) da linha celular de Medicago truncatula expressando EPO na forma secretada

Na figura 17 (C), que corresponde ao Western blotting com o Ab anti-EPO, é possivel observar
uma banda na linha 1 e uma banda na linha 2 com a massa molecular prevista para a EPO de
cerca de 34 kDa. Na figura 17 (B) que corresponde ao Western blotting com Ab anti-histidina, a
linha 1 (o extracto celular) apresentou uma banda (reac¢do com o Ab anti-histidina) com o peso
aproximado da EPO, confirmando que a EPO possui a cauda de histidinas. O meio de cultura
(linha 2) ndo apresentou nenhuma banda, mas este resultado negativo pode dever-se a um
problema de diluicdo e ndo a perda da cauda de histidinas.

3.2.2 Purificagdo parcial de EPO do meio de cultura celular de Arabidopsis thaliana
Posteriormente a confirmacdo da presenca da EPO no meio de cultura celular da linha 1A de
Arabidopsis, procedeu-se a purificacdo da proteina recombinante a partir de Arabidopsis.

3.2.2.1 Cromatografia de troca iénica: SP-Sepharose como passo de purificacdo inicial

O meio de cultura da linha celular 1A de Arabidopsis com 14 dias (meio de cultura; M) foi
aplicado a uma coluna SP Sepharose e obteve-se uma frac¢do néo ligada (flow-through; FT).
Apos lavagem da coluna (washing; W) a fraccéo ligada foi eluida com tampéo de eluigdo acetato
de sddio 0,05 M pH 5 NaCl cuja concentracdo de sal foi aumentando: 100 mM, 250 mM, 500 mM
e 1000 mM. Os volumes finais de cada fraccdo foram: FT ( 26 ml); W (10 ml); E100 (2 ml); E250
(2 ml); E500 (2ml); E1000 (2ml) e 26,6 ml de meio diluido. Cada frac¢éo foi aplicada a dois geis,
um em que as proteinas foram fixadas com nitrato de prata devido a elevada diluigdo do meio de

cultura e o outro foi usado para transferéncia de proteinas para uma membrana.
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Figura 18: SDS-PAGE (A) e Western blotting (B) de fraccbes obtidas por cromatografia de troca cationica do meio
de cultura da linha celular 1A de Arabidopsis. M: Amostra ndo diluida; FT: Fraccdo que ndo ligou & resina; W:
Fraccdo obtida do passo de lavagem; E100: Fraccéo eluida com tampéo de elui¢do acetato de sodio 0,05 M pH 5
NaCl 100 mM; E250: Fraccédo eluida com tampéo de eluicio acetato de sddio 0,05 M pH 5 NaCl 250 mM; E500:
Fraccdo eluida com tampé@o de eluicdo acetato de sodio 0,05 M pH 5 NaCl 500 mM; E1000: Fraccéo eluida com
tampao de eluicdo acetato de sodio 0,05 M pH 5 NaCl 2000 mM

Na primeira linha da figura 18B, correspondente a amostra de meio de cultura da linha 1A de
Arabidopsis, sao visiveis duas bandas que possivelmente sdo as duas isoformas de EPO com
diferentes perfis de glicosilagdo. Assim como ocorre em proteinas glicosiladas em geral, a EPO é
encontrada como uma mistura de isoformas, relacionadas com a fraccdo variavel de
carbohidratos presentes na proteina. Na linha E250 surge uma banda fraca, o que podera
sugerir que a proteina comega a ser eluida com tampao de eluicdo acetato de sddio 0,05 M pH 5
NaCl 250 mM. E provavel que seja apenas possivel purificar uma das isoformas de EPO, uma
vez que estas possivelmente apresentam carga superficial diferente e por sua vez diferentes
interaccOes electrostaticas com a resina de troca catidnica, sendo as condi¢Bes de ligagdo e
eluicdo diferentes. Ao purificarmos uma forma podemos estar a perder a outra ou as outras

isoformas.

Optou-se por realizar cromatografia de troca catidnica para reter a proteina numa resina, porque
a EPO tem um ponto isoelétrico tdo elevado que ao aumentar o pH até conferir a proteina carga
negativa, poderia ocorrer alteracao das suas propriedades fisico-quimicas, da sua conformagéo,
estrutura tridimensional e actividade biolgica. A pH de aproximadamente 5 a proteina é estavel

e pode ligar-se a uma resina de troca cationica.
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Para além da cromatografia de troca catiénica outras estratégias foram investigadas para
purificacdo de EPO. Uma delas consistiu em usar uma resina de troca anidnica em vez da resina
de troca catiénica. O pH do meio de cultura de uma linha celular de Arabidopsis foi ajustado, tal
como na cromatografia de troca catiénica, a pH inferior ao ponto isoeléctrico da EPO. O
pretendido ao usar esta estratégia era que a proteina nao ligasse a resina e fosse recuperada na
fraccdo ndo ligada (flow-through). No entanto optou-se por seguir antes a purificacdo de troca
cationica e na sua optimizacao.

A precipitacdo com sulfato de aménio também foi experimentada. O objectivo da precipitacdo
com sulfato de aménio é encontrar a maxima percentagem de sal na presenca da qual a proteina
de interesse ndo precipita, sendo possivel desta forma eliminar algumas das proteinas
contaminantes, facilitando os subsequentes passos de purificacdo. No entanto esta estratégia
nao se mostrou indicada para a purificacdo da EPO, que esta presente no meio de cultura a uma
concentracdo muito baixa. Geralmente a precipitacdo de proteinas é usada para proteinas que

existem em concentracdes maiores.

3.3 Anélise da cinética de crescimento da cultura de Arabidopsis

Uma cultura ideal entende-se por aquela que apresente um crescimento rapido, sem formacao
de muitos agregados celulares, para que o produto possa ser secretado para 0 meio e ndo tenha
outras células aglomeradas a dificultarem a sua secre¢éo eficiente. E ainda importante avaliar a
cinética de crescimento de linha celular transgénica para determinar diferencas relativamente a
cultura ndo transformada. Por estas razdes foi gerada uma curva de crescimento ao longo de 35

dias.

Curva de crescimento da linha 1A
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0,0006 -

g DW/mlI
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Figura 19: Cinética de crescimento de cultura de células em suspenséo de Arabidopsis transgénica
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Como observado na figura 19 o crescimento da linha celular foi muito baixo, atingindo a fase
estacionéria ao fim de aproximadamente 27 dias. Possivelmente a linha 1A ndo se adaptou ao
novo meio de cultura liquido e o facto do inéculo usado para a geracdo da curva estar muito
diluido podera justificar a baixa taxa de crescimento verificada. Sendo a dindmica do crescimento
da linha celular um dos parametros importantes para a optimizacdo da formacdo da EPO,
aumentou-se a concentracdo de cinetina presente no meio de cultura para estimular a divisdo

celular, mas ndo foram observadas diferencas acentuadas no crescimento da linha celular.

3.4 Anélise da morfologia e da viabilidade das células

A geracdo da curva de crescimento da linha celular 1A de Arabidopsis ndo foi conclusiva, mas
induziu & observacdo citologica para analisar a morfologia e a viabilidade das células. O
objectivo desta andlise foi verificar se existiria alguma razdo ao nivel da morfologia que estivesse
a dificultar a divisdo e o crescimento das células, possibilitando uma melhor compreenséo do
comportamento das linhas celulares de modo a optimizar a producédo de produto. As células de
Arabidopsis foram ainda comparadas com duas linhas celulares de Medicago, uma estabelecida
ha mais tempo que produz fitase na forma secretada (Pires et al., 2008) e a outra que produz
EPO também na forma secretada (resultados nédo publicados). Foram observadas as diferencas
entre culturas estabelecidas ha mais tempo e culturas com menos tempo de estabelecimento

intra-espécie e inter-espécie.

3.4.1 Analise da morfologia de células de Medicago truncatula e de Arabidopsis thaliana

3.4.1.1 Andlise da morfologia de células de Medicago truncantula

Inicialmente foi recolhido meio de cultura contendo células de duas linhas celulares de Medicago
com diferentes datas de estabelecimento. Nao foi realizado qualquer pré-tratamento das
amostras, procedendo-se rapidamente a observacao das células usando microscopia Gptica.
Algumas das imagens obtidas encontram-se na figura 20. As células observadas demonstraram
heterogeneidade de formas e frequentemente surgiram agrupadas em filamentos. As células
destas linhas celulares apresentaram uma forma redonda ou alongada. As celulas por vezes
encontravam-se agrupadas em cadeias lineares de 2 ou mais células, sendo as alongadas a
formarem cadeias de maior comprimento.

No geral as células apresentaram dimensGes muito grandes, principalmente as do meio de

cultura da linha MtPhy-AH, que produzem fitase (Pires et al., 2008), 0 que ndo era esperado
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porque as células dividem-se rapidamente devido ao balango de hormonas que néo favorece o
crescimento mas antes a divisao celular.

Sabendo que os vacUolos das células vegetais ocupam um volume significativo das células
usou-se microscopia de fluorescéncia e os corantes vermelho neutro e o laranja acridina para
avaliar a dimensdo que o vacuolo toma relativamente & célula. O laranja acridina corou
nitidamente o ndcleo das células de Medicago, sendo possivel também observar o vactolo que
ndo fica marcado, apresentando-se escuro. O vermelho neutro ndo se revelou tdo eficiente
quanto o laranja acridina.

Na figura 20C observa-se a morfologia do vaclolo das células de Medicago. O aumento do
volume do vacuolo conduz ao elongamento das células. Este organelo ocupa quase a totalidade
do volume da célula, enquanto que a quantidade de citoplasma é reduzida.

Figura 20: Morfologia de células em suspensao de Medicago truncatula expressando fitase na forma secretada (A,
C, D e E) e expressando EPO na forma secretada (B). As imagens A, B, D e E foram obtidas por microscopia de luz

visivel. Aimagem C foi obtida por microscopia de fluorescéncia, usando o corante laranja acridina
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3.4.1.2. Anélise da morfologia de células de Arabidopsis thaliana

Da observacdo das células de Arabidopsis verificou-se frequentemente a formagdo de
aglomerados e poucas vezes células livres. As células mostraram-se nitidamente com
dimensdes menores que as células de Medicago e o vacuolo ocupando menos volume total da
célula (figura 21C).

McCann et al. (1993) observaram que células de cenoura em proliferacdo rapida, quando
colocadas em meio sem a auxina 2,4-D, a proliferacdo parava, resultando no elongamento das
células. A divisdo era desacoplada do elongamento celular. No entanto no presente trabalho
observou-se que aquando do aumento de hormonas de crescimento (cinetina e 2,4-D) no meio
de cultura das linhas celulares de Arabidopsis, aparentemente as células elongaram e as suas

dimensfes aumentaram.

20 pm

Figura 21: Morfologia de células em suspensao de Arabidopsis expressando EPO na forma secretada (A, B) e
expressando EPO na forma retida (C). As imagens A e B foram obtidas por microscopia de luz visivel. A imagem C

foi obtida por microscopia de fluorescéncia, usando o corante laranja acridina

3.4.2 Analise da viabilidade das células de Medicago e de Arabidopsis

Com a finalidade de se determinar a viabilidade das células foi usado o corante iodeto de
propidio que penetra apenas nas células mortas, enquanto que as células viaveis impedem a
entrada do corante que permanece no meio de cultura ou acumula em redor das células. Nas
células inviaveis o corante liga-se ao DNA no ndcleo e fica com a cor fluorescente vermelha sob
a luz ultravioleta.

Apbs a adicdo do corante iodeto de propidio aos diferentes meios de cultura de Medicago e
Arabidopsis, as células foram observadas usando microscopia de luz visivel e de fluorescéncia.
A integridade e a viabilidade das células foi analisada por comparagdo das imagens obtidas das

observacdes de campo claro e de fluorescéncia.
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3.4.2.1 Andlise da viabilidade das células de Medicago truncatula

No geral as células de Medicago apresentaram-se viaveis. O iodeto de propidio penetrou
principalmente nos algomerados grandes de células, sugerindo que as células em aglomerados
tém mais dificuldade em obterem os nutrientes, arejamento e outras condigdes imprescindiveis
para se manterem viaveis. Nas figuras 22 e 23 observam-se células de duas linhas celulares de
Medicago que se apresentam vidveis, sendo apenas visivel fluorescéncia em redor das paredes
celulares onde acumulou o corante. J& na figura 24, visualiza-se fluorescéncia no nucleo das

células agrupadas em aglomerado, revelando-se inviaveis.

Figura 22: Andlise da viabilidade de células em suspensdo de Medicago expressando fitase na forma secretada. A
imagem A foi obtida por microscopia de luz. A imagem B foi obtida por microscopia de fluorescéncia, usando o

corante iodeto de propidio

20 um /

Figura 23: Analise da viabilidade de células em suspensao de Medicago expressando EPO na forma secretada. A
imagem A foi obtida por microscopia de luz. A imagem B foi obtida por microscopia de fluorescéncia, usando o

corante iodeto de propidio
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20 pm

Figura 24: Andlise da viabilidade de células em suspensdo de Medicago expressando fitase na forma secretada. A
imagem A foi obtida por microscopia de luz. A imagem B foi obtida por microscopia de fluorescéncia, usando o
corante iodeto de propidio

3.4.2.2 Andlise da viabilidade das células de Arabidospis thaliana

A maior parte das culturas de células vegetais em suspensdo sdo constituidas por agregados de
maior ou menor dimensdo, contrariamente as culturas microbianas que sdo constituidas por
células individualizadas. Os padrbes de agregacdo variam significativamente entre diferentes
linhas celulares e também como consequéncia da idade da cultura e das condi¢ces de cultivo
(Kieran et al., 1997).

Da observacdo de meio de cultura de linhas celulares de Arabidopsis, foram na maioria das
vezes visualizados muitos aglomerados compactos. Um exemplo pode ser observado na figura
25. O centro dos agregados apresentou-se mais escuro, enquanto que na periferia observaram-
se algumas células viaveis. Os agregados apresentaram a tendéncia a dividirem-se e a

afastarem-se e células isoladas raramente foram visualizadas.
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Figura 25: Analise da viabilidade de células em suspensdo de Arabidopsis expressando EPO na forma secretada.
A imagem A foi obtida por microscopia de luz. A imagem B foi obtida por microscopia de fluorescéncia, usando o

corante iodeto de propidio

Nas linhas celulares de Arabidopsis observaram-se mais agregados do que nas linhas celulares
de Medicago. O tecido de explante a partir do qual se estabelecem as culturas € um dos factores
que influencia a homogeneidade de uma cultura. No entanto as culturas de ambas as espécies
foram estabelecidas a partir de folhas. Esta diferenca possivelmente deve-se ao facto das
culturas de Arabidopsis terem menos tempo de estabelecimento e existir a necessidade de mais

pesquisa na optimizagao das condicdes de cultivo de linhas celulares desta espécie.
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4. Conclusodes e perspectivas futuras

Este trabalho teve por objectivo estudar culturas de células em suspensdo de Arabidopsis
thaliana como plataforma de expressdo de proteinas recombinantes. A glicoproteina humana
eritropoietina (EPO), que apresenta um padrdo de glicosilagdo complexo, foi usada como
proteina modelo de estudo.

Arabidopsis thaliana é uma planta modelo muito simples cujo genoma ja esta completamente
sequenciado ('The Arabidopsis Genome Initiative', 2000). Esta planta é considerada um bom
modelo de estudo para Molecular Farming porque é facil de transformar e manipular em
laborat6rio, mas até ao momento ndo existe nenhuma descri¢do na literatura sobre o uso de
culturas de células de Arabidopsis para producdo de proteinas recombinantes. O trabalho
desenvolvido nesta dissertagdo apresenta como novidade o estabelecimento de linhas celulares
de Arabidopsis para avaliar a pontencialidade deste sistema vegetal na producdo de proteinas
heterdlogas.

As plantas possuem caracteristicas vantajosas para a sintese de glicoproteinas recombinantes
para aplicagdo farmacéutica. No entanto, um argumento comum contra 0 uso de plantas como
um sistema de producgdo para proteinas terapéuticas é a incapacidade que tém de realizar a N-
glicosilacao de forma semelhante a N-glicosilagdo em mamiferos. As glicoproteinas produzidas
em plantas séo desprovidas de B(1,4)-galactose, de &cido sidlico e possuem dois residuos que
nao existem em proteinas produzidas em mamiferos, B(1,2)-xilose e a(1,3)-fucose. Estas
diferengas podem constituir um problema para a utilizacdo das plantas como sistema de
expressao biofarmacéutico. De facto, a N-glicosilacdo de proteinas terapéuticas € essencial para
a solubilidade, estabilidade, bioactividade, folding correcto das proteinas (Yin et al., 2009). Além
disso, os residuos de &cido sialico sdo importantes para a actividade biolégica e semi-vida de
glicoproteinas recombinantes terapéuticas em humanos (Castillo et al., 2008). Para produzir
glicoproteinas recombinantes terapéuticas em plantas € necessério modificar a via de N-
glicosilacao para evitar a imunogenecidade de residuos ndo mamiferos e para permitir a adicdo
de &cido sidlico terminal. Varios estudos ja tém sido realizados no sentido de criar plantas
modificadas que realizem a glicosilacdo de forma semelhante a dos mamiferos. Strasser et al.
(2008) modificaram Nicotiana benthamiana para a produgédo de anticorpos monoclonais com
estruturas de N-glicanos semelhantes as de mamiferos. Também para Arabidopsis poderédo ser
realizados knockouts de forma a produzir glicoproteinas recombinantes com estruturas de N-
glicanos complexos sem os residuos imunogénicos B(1,2)-xilose e a(1,3)-fucose. Castillo et al.
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(2008) investigaram a construgdo de uma via biossintética de &cido sialico em Arabidopsis. Os
resultados por eles obtidos irdo contribuir significativamente para a produgdo em plantas de
glicoproteinas contendo &cido sialico.

Até a data nenhum estudo foi publicado com as quatro modificacdes na via de glicosilacdo em
Arabidopsis. Serd fundamental modificar Arabidopsis thaliana para criar mecanismos de
glicosilacdo que adicionem &cido sidlico e galactose as glicoproteinas e que néo adicionem 0s
residuos especificos de plantas B(1,2)-xilose e a(1,3)-fucose. Mas sendo a Arabidopsis uma
planta modelo simples, plantas transgénicas com todas as alteragbes necessarias nos
mecanismos de glicosilagdo estardo disponiveis futuramente. Assim, sera usada a Arabidopsis
transgénica com todas as modificacbes de glicosilacdo para expressdo da proteina
recombinante.

Se por um lado, para “humanizar” as glicoproteinas produzidas em Arabidopsis thaliana poderao
ser usados mutantes desta espécie com as modificagdes na via de glicosilacdo, por outro lado
poderd investigar-se a relacdo de producdo de N-glicanos com as vérias fases da curva de
crescimento. Yin et al. (2009) realizaram um estudo com a linha celular BY2 de tabaco e
concluiram que os N-glicanos oligomanose foram predominantes na fase inicial do crescimento
celular, enquanto que a quantidade de N-glicanos do tipo complexo contendo {(1,2)-xilose e
a(1,3)-fucose especificos de plantas aumentou significativamente apds a linha celular BY2 entrar
na fase final de crescimento. Se 0o mesmo se verificar para Arabidopsis thaliana sem
modificagBes nos mecanismos de glicosilagdo, a proteina devera ser recuperada na fase inicial

de crescimento para ndo ter 0s residuos imunogénicos.

As culturas de células em suspensdo sdo mantidas sob condi¢Bes padronizadas e estéreis,
sendo possivel controlar a producdo completa da proteina recombinante desde o inicio do
estabelecimento da cultura celular até ao passo de purificagdo final de acordo com boas praticas
de fabrico. Esta é uma vantagem significativa para obter aprovacdo regulamentar de produtos
farmacéuticos produzidos em plantas. Optimizando parametros como o nivel de expressao da
proteina, o crescimento celular da cultura e os processos de purificacdo, as culturas de células
vegetais serdo mais vantajosas e promissoras que as plantas, que ndo garantem um controlo
rigoroso na producdo do produto, surgindo problemas como variacao da proteina ao longo de

varias geracoes, inactivacdo do gene e contaminacdo nos campos de cultivo.

No presente trabalho foram estabelecidas culturas de células em suspensdo de Arabidopsis
expressando EPO na forma secretada para o apoplasto e expressando EPO na forma retida no
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reticulo endoplasmatico. Estas culturas foram analisadas em termos de estabilidade das linhas
celulares, da viabilidade das células, rendimento e recuperagdo do produto. Os resultados
obtidos foram comparados com os de Medicago truncatula que é outra espécie sob estudo no
nosso laboratdrio.

A presenca de EPO na forma secretada no meio de cultura foi confirmada, assim como a
presenca de EPO na forma retida nos extractos celulares. A quantidade de proteina recuperada
do meio de cultura foi reduzida, mas prevé-se que o rendimento aumente a medida que as
culturas se tornem mais homogéneas e adaptadas as condi¢des de crescimento. A EPO na
forma retida produzida em Arabidopsis apresentou uma massa molecular superior
comparativamente a EPO na forma secretada produzida em Medicago, sugerindo que a EPO
esta a ser direccionada a vias ndo esperadas. A proteina secretada podera estar a ser
direccionada ao vacuolo, tornando-se numa proteina com uma massa molecular mais baixa, em
que os N-glicanos séo do tipo paucimanosidicos. Outra hipdtese para esta diferenca podera
dever-se a factores especificos de espécie que podem diferir nos seus mecanismos de
glicosilacao de proteinas. A EPO apresenta trés potenciais sitios de N-glicosilacdo, mas estes
podem ndo ser preenchidos ou serem, mas de forma diferente nas duas espécies. Ao contrario
de EPO na forma secretada que apresentou duas isoformas, foi apenas detectada uma isoforma
de EPO na forma secretada no extracto celular. Isto revela maior homogeneidade na producao
de EPO, caracteristica que poderéa favorecer a EPO na forma retida, pois a homogeneidade € um
dos requisitos das entidades regulamentares para aprovacdo de proteinas recombinantes com
aplicaces terapéuticas. Além disso, o reticulo endoplasmatico confere mais estabilidade a EPO
livre das proteases do meio de cultura, favorecendo a acumulacéo de proteina sem a adi¢do dos
residuos imunogénicos de a(1,3)-fucose e (1,2)-xilose.

A purificagdo parcial da EPO presente no meio de cultura da linha de Medicago foi atingida,
usando cromatografia de troca cationica como passo de purificagdo inicial. A cromatografia de
afinidade com ides metalicos imobilizados foi usada apés a cromatografia de troca cationica, mas
mostrou-se ineficiente. A proteina ndo ligou a resina e perdeu-se a totalidade no flow-through. As
razBes possiveis poderdo ser a perda do tag de histidina ou a conformagdo que a proteina
adquire ndo expdr o tag que fica inacessivel aos ides imobilizados na resina impedindo a ligacao.

A cromatografia de troca cationica também foi usada como passo de purificacdo inicial de EPO
presente no meio de cultura de uma linha celular de Arabidopsis.

A linha celular de Arabidopsis apresentou um crescimento muito reduzido ao longo de 35 dias,
atingindo a fase estacionaria ao fim de aproximadamente 27 dias. O baixo crescimento pode ser
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um dos factores que esté a contribuir para a quantidade reduzida de EPO verificada no meio de
cultura. No entanto a acumulagdo de EPO pode ser melhorada, optimizando as condicbes de
crescimento das culturas.

Da analise morfoldgica das células verificou-se que as células de Medicago apresentam
dimensdes muito grandes. O aumento do volume do vactolo conduziu ao elongamento das
células, ocupando quase a totalidade do volume da célula, enquanto que a quantidade de
citoplasma foi reduzida. Nas culturas de Arabidopsis verificou-se frequentemente a formacao de
aglomerados e poucas vezes células livres. As células apresentam dimensdes menores que as
células de Medicago e o vacuolo ocupa menos volume total da célula, mas verificou-se que ao
aumentar a concentracdo de reguladores de crescimento (cinetina e 2,4-D) no meio de cultura
das linhas celulares de Arabidopsis as c€lulas aparentemente elongaram e tornaram-se maiores.
No geral as células de Medicago apresentaram-se viaveis. As células em grandes aglomerados
foram as que apresentaram mais dificuldade em manterem-se viaveis.

No meio de cultura de linhas celulares de Arabidopsis, foram observados muitos aglomerados
compactos, sendo na periferia que se observaram algumas células viaveis. Os agregados
apresentaram a tendéncia a dividirem-se e a afastarem-se, enquanto que células isoladas

raramente foram visualizadas.

O trabalho desenvolvido nesta dissertacdo ainda é bastante preliminar devido a duragdo do
projecto. Trabalho futuro ir4 envolver a optimizagdo do crescimento das culturas de células de
Arabidopsis de forma a maximizar a acumulacdo de EPO, alterando as condi¢des de
crescimento de cada linha celular como por exemplo a formula¢éo do meio de cultura para tentar
encontrar quais sdo as condi¢Bes mais favoraveis ao crescimento das culturas.

Sera necessario investigar outras abordagens mais eficientes para a purificacdo da EPO. Podera
ser possivel optimizar a purificacdo por cromatografia de troca idnica e/ou pelo tag de histidina,
alterando alguns parametros, como tempo de ligacdo, condi¢des do tampé&o e volume de resina.
Também podera ser usada didlise antes de usar cromatografia, de forma a eliminar ifes
presentes no meio de cultura e facilitar a ligacdo da proteina. Embora a cauda de histidinas
possa estar inacessivel para se ligar a resina de niquel, uma possibilidade poderia ser a
desnaturacao da proteina antes de ser passada na coluna. O problema deste passo seria a EPO
perder a sua estrutura nativa e deixar de ser biologicamente activa.

Quando se atingir a purificacdo da proteina, as vérias formas de proteina produzida e os seus
padrdes de glicosilacdo irdo ser determinados por Espectrometria de Massa, de forma a avaliar a
heterogeneidade do sistema celular proposto. Serd necessario identificar os N-glicanos
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constituintes da proteina, de modo a tentar identificar se existem glicoformas representadas em
maior quantidade que possibilitem uma concentracao significativa de proteina recombinante com
glicosilagdo homogénea.

Sera importante realizar estudos hioquimicos de caracterizagdo estrutural, incluindo
modificacbes pos-traducionais. A analise dos N-glicanos em conjunto com o estudo da
distribuicdo celular da proteina por microscopia electronica poderd ajudar a compreender 0s
mecanismos pos-traducionais nesta planta. E possivel que a versdo retida no reticulo
endoplasméatico ndo acumule apenas neste compartimento, mas também em outros
compartimentos subcelulares. A proteina podera estar a ser sobre-expressa no reticulo que néo
possui capacidade para acumular grandes quantidades de proteina. Além disso € possivel que a
EPO na forma secretada acumule no reticulo endoplasmatico e ndo apenas no meio de cultura.
Numa fase mais final serd necessario testar a actividade da EPO recombinante in vitro e in vivo.
Devido a auséncia dos residuos de acido sialico na EPO produzida em plantas, esta proteina
nao sera tao interessante para aplicacdes de hematopoiese. Mas a auséncia de &cido constitui
uma vantagem para o0 uso de EPO, que para além do efeito em hematopoiese também possui
propriedades de proteccdo dos tecidos e neste caso € indesejavel a presenca de acido sialico
que poderia provocar excessiva hematopoiese. A EPO sialada que é produzida em células de
mamiferos requer a remocao de acido sialico para permitir exercer a actividade de proteccéo de
tecidos sem efeitos colaterais. Nas plantas ndo é necessario desialilar a proteina, o que constitui
uma vantagem face a producdo em células de mamifero.

Também é necessario realizar estudos de imunogenicidade, ja que a EPO secretada para o
apoplasto devera possuir os residuos imunogénicos a(1,2)-fucose e B(1,3)-xilose, no entanto
como foi descrito anteriormente, quando existirem plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
com os mecanismos de gliclosilagdo “humanizados”, os residuos imunogénicos especificos de

plantas deixardo de representar um problema.

As culturas de células em suspensdo de Arabidopsis thaliana estabelecidas mostram-se
promissoras como um sistema vidvel para a producdo de proteinas recombinantes. Os
resultados obtidos neste estudo serdo muito Uteis para pesquisas futuras, que irdo contribuir
para 0 estabelecimento de novas plataformas vegetais para a produgdo de moléculas

economicamente importantes.
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Anexos
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Figura 26: Curva de calibracdo padrao da concentracéo de proteina BSA como referido na seccéo 2.7

Tabela 3: Coloracédo com prata de géis de acrilamida

Passos Solugdes Tempo de incubacdo
1. Fixagao 50% Etanol; 12% Acido Pelo menos 1 hora
acético; 0,5 mL.L1
formaldeido 37%
2. Lavagem 50 % de Etanol 3 X 20 minutos
3. Pré-tratamento 0,2 g.L1 de tiossulfato de 1 minuto
sodio pentahidratado
4. Lavagem H-0 ultrapura 3 X 20 segundos
5. Impregnagéo 2 g.L-1 de nitrato de prata; 20 minutos
0,75 mL.L* de formaldeido
37%
6. Lavagem H-0 ultrapura 2 X 20 segundos

7. Desenvolvimento

60 g.L de carbonato de
sodio

4 mg.L! de tiossulfato de
sodio pentahidratado

0,5 mL.L de formaldeido
37%

tempo controlado pela
visualiza¢do das bandas)

8. Paragem

50% Etanol; 12% Acido
acético

10 minutos
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N° da solucgéo Volume final (ml) Quantidades (solugdes em
agua bidestilada)

1 100 50 ml EtOH; 12 ml &c.
Acético; 50 ul de formaldeido
37%

2 200 100 ml de EtOH

3 150 0,03 g de tiossulfato de sddio
pentahidratado

5 50 0,1 g de nitrato de prata
37,5 l de formaldeido 37%

7 75 9 g de carbonato de sédio
0,0006 g de tiossulfato de
sodio pentahidratado

37,5 pl de formaldeido 37 %

8 100 50 ml de EtOH; 12 ml de &c.
acético

Preparacéo de solugdes:

Tampao para o gel de poliacrilamida de concentracdo

0.5M Tris-HCI (pH 6.8); 6,0g de Tris sdo dissolvidas em 40 ml de &gua, o pH ¢ acertado com HClI
1M (+48ml) para 6,8 e perfaz-se para 100 ml com &gua. A solucéo é guardada a 4°C.

Tampéo para o gel de poliacrilamida de resolucéo

3M Tris-HCI (pH 8.8); 36,3 g de Tris séo dissolvidas em 48 ml de HCI 1M e perfaz-se para um
volume final de 100 ml com agua.

A solucdo € guardada a 4°C
SDS a 10%
10 g em 100 ml de &gua. A solug&o deve ser incolor e transldcida. Aquecer para dissolver.

Guardada a temperatura ambiente (precipita no frio).

Persulfato de amonio a 1,5%

0,15 g de persulfato de amoénio em 10 ml de agua. A solucéo €é instavel e por isso deve ser feita

imediatamente antes de usar.

TEMED

Usada na forma em que é fornecida. E estavel a 4°C num frasco escuro.
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Tampé&o extrac¢do de proteinas
1m mM acido ascérbico (Sigma); 500 mM NaCl (MERCK): 5 mM B-Mercaptoetanol (Sigma); pH
~8,8

Tampé&o de amostra de proteinas concentrado 4 vezes
0,125 M Tris base

0,4% (w/v) SDS (riedel-De Haén)

20% (v/v) Azul de bromofenol (BDH)

20% (v/v) B-Mercaptoetanol (Sigma)

Tris-Base pH 6,8 0,125 M

SDS 0,4%

Glicerol 20%

Bromophenol Blue 0,05%

B-mercaptoetanol 20%

Corante Azul de Coomassie G250
45% (viv) metanol 100% (Pronalab)
10% (v/v) acido acético (Pronalab)

0,1% (w/v) azul de Coomassie (BioRad)

Descorante do Azul de Coomassie G250
45% (viv) metanol 100%
10% (v/v) &cido acético

Tampé&o de corrida
25 mM Tris base
192 mM Glicina
0,1% SDS

Tampao de transferéncia

10% (v/v) Tampdo de corrida concentrado 10 vezes
20% (v/iv) Metanol 100%
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Tampéo PBS

8,006% (w/v) NaCl
0,201% (w/v) KCI (MERCK)
2,901% (w/v) Na,HPO4,12H,0
0,204% (wiv) KH.PO4

pH~ 7.4

Tampé&o PBST
1L PBS

0,1% (v/v) Tween 20 (Sigma)

Tampao NBT/BCIP
0,1 M Tris.HCI pH 9.0
0,01 M NaCl

0,05 M MgCl,

Cromatografia de troca ionica:

Tampao de equilibrio acetato de s6dio, 50 mM pH 5
Solucéo 50 mM de C2HzNaO:
Acertar pH com &cido acético concentrado

Tampao concentrado de acetato de s6dio, 0,2 M pH 5,0

Adicionou-se tampdao acetato de sodio, 0,2 M pH 5,0 (1/3 do volume de amostra)

Tampdes de eluicdo

NaCl 1M em tampéo de equilibrio 50 mM pH 5
NaCl 0,5 M em tampéo de equilibrio 50 mM pH 5

Preparacéo de solugdo-stock de hormonas:
10 mg de cinetina em 10 ml de H0 destilada (1mg/ml)
10 mg de 2,4 D em 10 mg de H20 destilada (1mg /ml)

As hormonas séo insolUveis em agua, por isso sdo dissolvidas em acido, base ou alcool
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Preparacéo de solugdo-stock de DTT :

250 mg de DTT em 0,5 mL de H0 destilada (10 mg/ml)

Figura 27: Germinac&o de sementes de terceira gera¢éo

Tabela 4: Crescimento da hiomassa (peso fresco e peso seco (g) por ml de meio de cultura)

Dia g FW/mL g DW/mL
0 0,03355 0,00136
3 0,01829 0,00078
6 0,01582 0,00071
10 0,01760 0,00071

13 0,01953 0,00093

17 0,01740 0,00077

22 0,01911 0,00083

35 0,01880 0,00082
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O seguinte abstract ira ser apresentado sob a forma de poster no Congresso Nacional
MicroBiotec09, em Vilamoura, Algarve, de 28 a 30 de Novembro de 2009:

Erythropoietin production in Arabidopsis thaliana cell cultures

Sénia M. Dias, Ana Sofia Pires and Rita Abranches

Plant Cell Biology Laboratory, Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica, ITQB-UNL. 2781-901 Oeiras,
Portugal

The large-scale production of recombinant proteins in plant systems, known as Molecular Farming, offers
many practical and safety advantages when compared to traditional platforms. Plant cell suspension
cultures are an attractive alternative system, as they combine the advantages of both whole plant and cell
culture production systems. In this work cell suspension cultures from Arabidopsis thaliana are used as a
platform to study the expression of the recombinant protein Erythropoietin (rEPO), a human glycosylated
hormone which regulates the formation of erythrocytes in mammals.

The main objectives consist on assessing the potential of Arabidopsis cell suspension cultures for
recombinant protein production and performing an integrative analysis of the results obtained, taking into
account cell culture performance in terms of cell line stability, cell viability, yield and product recovery. By
comparing these results with the ones obtained from Medicago truncatula, another plant model under
study in our laboratory, we will gain further insight on species-specific factors that have an impact on final
product quality.

Cell cultures were generated from transgenic Arabidopsis plants which express rEPO, either secreted or
ER-retained. For both forms we confirmed that the recombinant protein was present either in the culture
medium or in the cellular extracts. Several strategies were addressed to purify EPO from cell cultures of
Arabidopsis and Medicago, including ion-change and affinity chromatography, and we have achieved
partial purification of EPO. We have also observed the morphology of the cells and analysed the viability
of the cultures using light and fluorescence microscopy. We compared cultures of both plant species and
performed several staining procedures using neutral red and acridine orange fluorescent dyes.
Arabidopsis cultures showed smaller cells than those of Medicago and more compact clusters. In
Medicago cells the vacuolar compartment took up most of the cellular volume and the cytoplasmatic
volume was reduced.

Future work involves the optimization of Arabidopsis cell cultures to maximize accumulation of EPO and
designing a better approach for EPO purification. These results will contribute to the establishment of new

plant-based platforms for production of high valuable molecules.

Keywords: Erithropoietin, Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula, recombinant protein, suspension cell

cultures, molecular farming.
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