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RESUMO

As plantas transgénicas podem ser utilizadas como sistema de producéo de proteinas
recombinantes com diferentes aplicabilidades, incluindo o campo terapéutico
(molecular pharming). Diversas moléculas podem ser expressas em plantas com o
intuito de serem empregadas no tratamento e diagnoéstico de doencas; na imunizagcao
ativa, por meio da producéo de epitopos vacinais e na imunizagdo passiva, utilizada
na produgdo dos chamados “soros” ou anti-venenos, que tem como produto base
anticorpos monoclonais ou seus derivados, como os fragmentos variaveis de cadeia
simples (scFv). Neste trabalho, avaliou-se a producdo do scFvBaPl em plantas
transgénicas, por meio da caracterizacdo de linhagens previamente obtidas;
determinou-se condicbes de armazenamento e a estabilidade da proteina
recombinante em diferentes condic¢des fisico-quimicas; além de predizer o potencial
polivalente do scFvBaP1l frente a metaloproteinases presentes nos venenos de

serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

Palavras-chave: anti-venenos, Bothrops, molecular pharming, scFv.



ABSTRACT

Transgenic plants can be used as a system for producing recombinant proteins with
different applicability, including the therapeutic field (molecular pharming). Several
molecules can be expressed in plants with the aim of being used in the treatment and
diagnosis of diseases; in active immunization, through the production of vaccine
epitopes and also in passive immunization, used in the production of so-called “sera”
or anti-venoms, whose base product is monoclonal antibodies or their derivatives, such
as single-chain variable fragments (scFv). In this work, the production of scFvBaP1 in
transgenic plants was evaluated, through the characterization of previously obtained
lines; storage conditions and also the stability of the recombinant protein were
determined in different physicochemical conditions; in addition to predicting the
polyvalent potential of scFvBaP1 against metalloproteinases present in the venoms of

shakes of the genera Bothrops and Crotalus.

Keywords: anti-venoms, Bothrops, molecular pharming, scFv
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1 INTRODUCAO GERAL

As plantas transgénicas podem ser utilizadas para a producdo de proteinas
recombinantes, e quando estas séo utilizadas para fins terapéuticos, estamos diante
de uma tecnologia conhecida como Molecular Pharming (plant molecular pharming)
(Guiller et al., 2020). Uma vez utilizadas como sistema de producdo, as plantas
oferecem caracteristicas relevantes, principalmente no que diz respeito a aspectos
econbmicos, pois consistem em um sistema menos custoso, que ndo requer
infraestruturas elaboradas, sdo passiveis de escalonamento e capazes de produzir
moléculas seguras (Margolin et al., 2020).

Em relacdo aos demais sistemas de expresséao, as plantas ainda se destacam
por permitirem a producdo de moléculas estaveis, de alto peso molecular, livre de
contaminantes e seguras para uso terapéutico. Além disso, o sistema apresenta alta
biomassa, o que resulta em altos rendimentos. Quando uma planta transgénica &
transformada, todos seus componentes — folhas, frutos, sementes - sdo capazes de
expressar a proteina recombinante, o que contribui para suas altas taxas de
produtividade (Owczarek et al., 2019). De acordo com Yan et al., (2016) as proteinas
recombinantes purificadas podem chegar a corresponder a até 46,1 % do total de
proteinas presentes nas plantas, o que configura um importante parametro no que diz
respeito a rendimentos.

Diversas moléculas de uso terapéutico vém sendo expressas em plantas
transgénicas, como anticorpos, citocinas, horménios, dentre outras. Tais moléculas
sdo empregadas nos mais variados campos terapéuticos, sendo utilizadas para o
tratamento de doencas, diagndstico de infec¢cdes e também como potenciais vacinas,
incluindo candidatas para COVID — 19, o que demonstra como as plantas podem ser
Uteis em situacdes emergenciais, uma vez que também foram utilizadas na pandemia
ocasionada pelo Ebola (Dhama et al., 2020).

Uma outra vertente da aplicabilidade de moléculas expressas em plantas
transgénicas, € a producdo de anticorpos para imunizacao passiva de pacientes que
se envolvem em acidentes com animais peconhentos, sendo tais imunizantes
popularmente conhecidos como soros. Neste contexto, no trabalho de Gomes e

colaboradores (2019) foi expresso, em Nicotiana benthamiana um fragmento de
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anticorpo monoclonal, do tipo scFv (single chain variable fragment), com propriedades
antiofidicas. O fragmento expresso, scFvBaP1, é capaz de reconhecer e neutralizar a
atividade biolégica da BaP1, uma metaloproteinase abundantemente encontrada no
veneno de Bothrops asper (Castro et al., 2014). Quando expresso em N. benthamiana,
o fragmento scFvBaPl se demonstrou funcional, sendo capaz de reconhecer e
neutralizar metaloproteinases presentes nos venenos de B. asper, B. newuiedi e B.
atrox, ressaltando também uma possivel polivaléncia.

No referido trabalho foram obtidas trés linhagens de plantas transgénicas
capazes de expressar o fragmento recombinante de forma funcional, porém para os
testes de atividade in vitro e para os testes de produtividade das plantas, foi utilizado
uma mistura de anticorpos produzidas nas linhagens, ndo sendo possivel assim,
avaliar qual delas apresentava a melhor taxa de producdo e o0s anticorpos com
melhores afinidades ao antigeno. Desta forma, tornou-se necessario que tais
parametros fossem investigados. Uma vez que foram encontradas diferencas de
produtividade e de funcionalidade dos anticorpos, pode-se escolher com qual
linhagem se trabalhar, visando efetividade e altos rendimentos, a partir do
escalonamento da producéo em biorreatores.

Neste trabalho, foi realizada a caracterizacdo das linhagens transgénicas
supramencionadas, onde foram avaliados parametros gerais, principalmente no que
diz respeito a biomassa e rendimento de proteinas totais e recombinantes. Além disso,
realizou-se caracterizacdo in silico do anticorpo recombinante e padronizacdo das
condicdes de armazenamento da molécula. Ademais, foi avaliado o potencial de
polivaléncia do fragmento, com o intuito de ampliar a sua efetividade frente a outras

serpentes do género Bothrops.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizacéo da producdo do fragmento scFvBaP1l em linhagens transgénicas
de Nicotiana benthamiana e avaliacdo do seu potencial polivalente de neutralizacdo

de metaloproteinases de serpentes do género Bothrops.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as trés linhagens transgénicas de N. benthamiana no que tange a
biomassa e rendimentos de proteinas recombinantes, bem como potencializar

a sua producao por meio de lampadas de LED;

e Avaliar, in silico, a molécula de anticorpo recombinante levando em
consideracdo seu potencial alergénico e caracteristicas pertinentes as suas

condicbes de armazenamento;

e Predizer, in silico, o potencial polivalente do fragmento scFv frente a demais
metaloproteinases do género Bothrops, além de elucidar o seu mecanismo de

atividade.



17

3 DESENVOLVIMENTO

Como forma de cumprir 0s objetivos propostos e ilustrar os resultados de forma
didatica, este trabalho foi subdivido em 3 capitulos, tomando como norte os objetivos

especificos supracitados.

Desta forma, segue a divisdo dos capitulos:

1. CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS TRANSGENICAS E INFLUENCIA
DA LUMINOSIDADE NA PRODUCAO DO FRAGMENTO scFvBaP1;

2. CARACTERIZACAO IN SILICO DO FRAGMENTO scFvBapl E
PADRONIZACAO DAS SUAS CONDICOES DE ARMAZENAMENTO;

3. PREDICAO, IN SILICO, DA POLIVALENCIA DO FRAGMENTO ScFvBaP1 E
SEUS PRINCIPAIS MECANISMOS DE ACAO
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CAPITULO | — CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS TRANSGENICAS E
INFLUENCIA DA LUMINOSIDADE NA PRODUCAO DO FRAGMENTO scFvBaP1

1. PLANTAS TRANSGENICAS COMO PRODUTORAS DE BIOFARMACOS

Com o avanco da tecnologia do DNA recombinante fez-se possivel a
producdo de uma gama de moléculas proteicas a serem utilizadas como forma de
terapia. Tais moléculas sdo conhecidas como Biofarmacos e podem ser produzidas
em diferentes hospedeiros biolégicos, tais como bactérias, leveduras, células de
mamiferos, células de insetos e em plantas transgénicas (Kesik-Brodacka, 2018).

Nas ultimas décadas as plantas vém sendo consideradas como um sistema
seguro, economicamente rentavel e escalonavel, recebendo destaque no campo da
producdo de proteinas recombinantes. Quando comparadas aos demais sistemas
apresentam vantagens principalmente no que diz respeito aos custos de producgéo; a
expressdo de moléculas estaveis; a realizacdo de modificagbes pos-traducionais,
importante na conformacao de moléculas complexas, como anticorpos; baixo risco de
contaminagao com patdgenos e metabolitos secundarios; aléem da sua alta producao
de biomassa, que apresenta em altos rendimentos e na possibilidade de produgéo em
larga escala (Shanmugaraj et al., 2020).

Devido a tais vantagens e a possibilidade de se produzir proteinas
recombinantes de forma transiente, ou seja, sem a integracao efetiva do transgene ao
genoma, as plantas sao solugdes ideias para a producao de moléculas de resposta
rapida, como as produzidas para serem utilizadas em situagdes pandémicas. Como
exemplo disso, podemos citar anticorpos monoclonais produzidos em Nicotiana
benthamiana para o tratamento e diagndstico da COVID-19 (Capell Et Al., 2020;
Rosales-Mendoza Et Al., 2020; Shanmugaraj et al., 2020b); para o tratamento das
complicagfes ocasionadas pelo Ebola (Davey et al., 2016); de arboviroses como Zyka
(Diamos Et al., 2019) e Chikungunya (Hurtado et al.,, 2020) e outras doencas
negligenciadas, como a AIDS (Teh et al., 2014).

A vertente de utilizac&do de plantas transgénicas para a producédo de proteinas
recombinantes é chamada de Molecular Farming, sendo aqui, ao contrario dos

interesses agricolas, as plantas utilizadas apenas como reatores vegetais ou
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biofabricas. As moléculas produzidas sédo recuperadas a partir de métodos
cromatograficos e as plantas, que serviram apenas como hospedeiros, podem ser até
mesmo descartadas (Buyel, 2019).

A Molecular Farming consiste em um sistema de producéo altamente versétil
e adaptavel, uma vez que podem ser utilizados métodos diferentes de transgenia,
como a transformacao transiente ou estavel; podem ser utilizadas diferentes espécies,
desde espécies modelo como o tabaco como até mesmo espécies voltadas para
alimentagcdo, como arroz, soja e cenoura. Possibilita ainda diferentes variacées do
sistema, tais como os baseados em culturas de células e sua producdo em larga
escala, com o auxilio de biorreatores industriais (Fischer; Buyel, 2020).

Quando analisamos os custos da producdo de proteinas recombinantes em
plantas, Dirisala et al., (2017) elencam que eles podem corresponder a cerca de 2 a
10%, quando comparado ao método de fermentacdo de microrganismos e a 0,1% dos
custos da producédo utilizando cultura de células de mamiferos. Além disso, como
exemplo de reducdo de custos € citado a producdo de Butirilcolinesterase em N.
benthamiana é 20x menor, do que o isolamento da enzima diretamente do plasma
sanguineo. Da mesma forma, em sistemas vegetais, a producédo de Celulase € 30%
mais barata quando comparada a produgdo em sistemas fungicos.

Devido a plasticidade dos custos de producao e da efetividade do sistema, a
Molecular Farming vem ganhando destaque, uma vez que consegue competir de
forma igualitaria com outros sistemas industriais anteriormente utilizados. E por conta
disso as plantas, atualmente, j& participam da produgcdo de enzimas com aplicacdo
industrial, insumos laboratoriais e proteinas biofarmacéuticas, que sdo aquelas
utilizadas com fins terapéuticos ou para producéo de vacinas e métodos diagnosticos
(Schillberg et al., 2019).

Para que sejam obtidas proteinas estaveis, seguras e funcionais € necessério
gue a sua producdo esteja adaptada as boas praticas de manufatura (good
manufacturing pratice — GMP), principalmente quando estas terdo finalidade
terapéutica. Para isso € importante que as plantas sejam cultivadas em um ambiente
livre de contaminantes, como microrganismos e metabdlitos; que permita o controle
das condicdes de cultivo como temperatura, luminosidade, pH; que possibilite a
purificacdo do produto e que também n&o possua custos elevados (Shillberg; Finnern,
2021).
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Neste contexto, podemos destacar a utilizacdo de células vegetais em
biorreatores, as quais se encaixam adequadamente nas GMPs, principalmente no que
diz respeito ao controle das condi¢cdes de cultura, que podem inclusive ser alvo de
metodologias que visam aumentar a producao das proteinas, a partir de por exemplo,
da adicdo de suplementos ao meio de cultura.

Uma outra vantagem atrelada ao uso de biorreatores vegetais é a
possibilidade de producdo em larga escala. Quando produzidas nesse sistema, as
proteinas apresentam as devidas modificacbes pos-traducionais, 0 que torna o
sistema ideal para se obter proteinas complexas, como 0s anticorpos. O custo final do
produto € bem inferior quando comparado a outros sistemas; ndo necessita da
incorporacdo de nenhum produto de origem animal, o que contempla uma grande
parte da sociedade que nédo faz uso de tais produtos e seus derivados; dentre outros
beneficios (Corbin et al., 2020). Essas e outras caracteristicas se demonstraram
fundamentais para que a empresa Protalix Biotherapeutics conseguisse a aprovagcao
da Food Drug Admistration (FDA), para a producdo e comercializacdo do primeiro
biofarmaco produzido em células vegetais, mais precisamente em células de cenoura
(Tekoah et al., 2015).

Além disso, com o auxilio dos biorreatores € possivel aumentar de forma
exponencial a biomassa celular, 0 que resulta em altos rendimentos de proteinas
recombinantes. Para a producao rapida de um teste de deteccdo do SARS-CoV-2,
foram utilizadas células de alface em biorreator e com 7 dias de cultivo, foram obtidos
9,8 kg de biomassa, resultando na purificagdo de 100mg de antigeno viral por quilo
de peso fresco. O que demonstra que além de possibilitar rendimentos em escala
industrial, estes podem ser adequados a situagdes emergenciais (Mcdonald; Holtz,
2020).

A plataforma em questédo, demonstra-se flexivel, escalonavel, de baixo custo
e sustentavel, além de produzir moléculas eficientes e que estdo aptas a concorrer
em questdes de mercado. Porém, antes que uma planta seja submetida ao processo
de escalonamento sédo necessarias diversas etapas de padronizacao e caracterizacao
tanto das plantas hospedeiras como das proteinas produzidas. Nesse contexto, é de
suma importancia conhecer os processos fisiolégicos da planta como sua producao
de biomassa,; crescimento frente a nutrientes diversos; além da producéo de proteinas
e seus rendimentos (producdo/peso fresco) (Buyel, Twyman; Fischer, 2017,

Ganeshan; Kim; Vujanovic, 2021).
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Diante do bom desempenho das plantas como produtoras de proteinas
recombinantes, bem como o0 seu potencial para obtencdo de produtos em escalas
comerciais e a sua capacidade de produzir proteinas complexas e funcionais, 0
sistema de biorreatores foi utilizado para a expressdo do fragmento de anticorpo
scFvBaP1l (Gomes et al., 2019). O referido anticorpo apresenta afinidade por
metaloproteinases de serpentes (SVMPSs) tendo sido previamente expresso em
microrganismos (Castro et al., 2014), além de ter tido a sua eficacia avaliada frente a
modelos in vitro e in vivo.

O scFvBaP1 mostrou-se efetivo, sendo, portanto, uma molécula com potencial
para ser produzida em larga escala, uma vez que se demonstrou eficiente quando
produzida em dois sistemas de expressdo de farmacos, com aspectos diferentes.
Neste sentido, o objetivo do trabalho ilustrado neste capitulo foi caracterizar as
linhagens de plantas transgénicas previamente obtidas (Gomes et al., 2019), no que
diz respeito a seus caracteres morfolégicos e sua producdo de proteinas
recombinantes. A caracterizacdo das linhagens é de suma importancia, uma vez que
atraves disso, pode-se otimizar a produgcdo e minimizar 0s seus custos. Além disso,
como forma de potencializar os rendimentos de proteinas recombinantes também foi
realizada uma avaliacdo da influéncia de lampadas de led, em diferentes

comprimentos de onda.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os principais parametros de produtividade e morfologia, das trés
linhagens transgénicas de N. benthamiana expressando o fragmento scFvBaP1

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a producéo de proteinas recombinantes das linhagens transgénicas;

e Determinar as caracteristicas morfoldgicas e o potencial de biomassa de cada
linhagem;

e Otimizar a producdo do fragmento scFvBaPl por meio da utilizacdo de
lampadas de LED.
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3. METODOLOGIA

3. 1 Caracterizacao das linhagens transgénicas

3.1.1 Quantificacdo de proteinas recombinantes

A fim de se caracterizar as linhagens de plantas transgénicas previamente
obtidas (Gomes et al., 2019) em relacdo as taxas de producdo do fragmento
recombinante scFv BaP1, foi realizada uma extracdo de proteinas totais, pelo método
de fragmentacéo de tecidos em Nitrogénio Liquido.

Foram utilizadas aproximadamente 1g de folhas jovens obtidas a partir de cada
uma das linhagens (P2, P3 e P4) com quatro semanas de idade. As plantas, cultivadas
in vitro (meio MS basal), foram acondicionadas em sala de crescimento, com
condicBes de cultivo controladas, com temperatura aprox. 26° C, fotoperiodo 16h/8
em lampada de LED, com espectro de luminosidade em aproximadamente 420 nm
(azul) e intensidade de fotons igual a 124, 6 pMols. O extrato total de proteinas foi
utilizado para purificagcdo do fragmento scFv, por cromatografia de afinidade,
utilizando coluna de niquel HisTrap HP (5ml). A purificacdo foi realizada de acordo
com as orientacdes do fabricante, utilizando para eluicdo tampao (NaCl e NaHPO4)
acrescido de 1M de imidazol.

A concentracdo de proteinas purificadas foi determinada utilizando o método

de dosagem direta em comprimento de onda 280nm em Nanodrop 2000.

3. 1. 2 PCR em tempo real (QRT — PCR)

Para se determinar possiveis diferencas nas taxas de expressao génica do
fragmento scFvBaP1 nas linhagens avaliadas (P2, P3 e P4), foi realizada uma reacéo
em cadeia da polimerase PCR do tipo quantitativa, utilizando Mix SybrGreen em
termociclador Applied Biosystems 7300 Real - Time PCR System ®.

Os fragmentos foliares obtidos a partir de plantas (P2, P3 e P4), com quatro
semanas de idade foram conservados em freezer -80°C e, a partir delas, realizou-se
a extracdo de RNA total, em triplicatas, com o auxilio do kit de extracdo RNAeasy
Plant Mini Kit QIAGEN®, conforme as especificacées do fabricante. Apds a extracéo,

as concentracoes e purezas do RNA extraido foram analisadas em Nanodrop 1000.
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Tais amostras foram utilizadas para sintese de cDNA, a qual foi utilizada com
o kit de sintese de cDNA (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, invitrogen),
conforme as orientacdes do fabricante. Foi realizado teste de eficiéncia para cada
gene com o pool de amostras das plantas P2, P3 e P4, com o intuito de padronizar as
reacfes de qPCR quanto a quantidade de cDNA input e a concentracdo de primers.
Para as reacdes foi utilizado SYBR-GREEN Master Mix®, além dos primers F' e R’,
especificos para o fragmento scFvBaP1 e primers para 18S, B-actina e Tubulina
demonstrados abaixo (Tabela 1), como controle end6geno, com as seguintes

condicobes:

Tabela 1: Genes alvos na analise de PCR em tempo real e seus respectivos primers

Gene Primers
- F’- GCAAGACCGAAACTCAAAGG
R- TGTTCATATGTCAAGGGCTGG
B-acti F' - TCCTGATGGGCAAGTGATTAC
-actina
R - TTGTATGTGGTCTCGTGGATTC
F' - GTGGAGGTGGCAGTGATATT
scFvBaP1
R - GCAACTGAGACTGACGCTAT
F'- CAAGATGCTACTGCAGACGAG
TUBULINA

R’- CTGGAAGTTGTGGTTTTGGC

Fonte: Elaborado pelo autor

Foram escolhidas as condigcbes de gPCR com base nos valores de eficiéncia
mais proximos de 1 e curva de dissociagdo sem amplificacdes inespecificas. As

condicOes escolhidas estdo na tabela 2.

Tabela 2. Condicdes escolhidas para qPCR apés padronizacao do teste de eficiéncia

Gene primer (mM) cDNA (ng) Eficiéncia
18s 100 100 0,966
B-actina 100 400 0,995
scFvBaP1 200 50 0,900
Tubulina 200 100 0,915

Fonte: Elaborado pelo autor
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Apos a padronizacdo a partir do teste de eficiéncia, foram realizadas reacdes
de gPCR em triplicata para cada uma das amostras, seguindo as condicdes
estabelecidas anteriormente. As analises de diferenca de expressao foram realizadas
pelo método 2-24Ct utilizando os trés controles enddgenos (18S, B-actina e Tubulina)
no REST® 2009 V2.0.13.

3. 1. 3 Citometria de Fluxo

Para se estimar variagdes na quantidade de DNA foi realizada a quantificacao
da emissdo de fluorescéncia do tamanho do genoma das linhagens transgénicas
utilizando a citometria de fluxo. Para tanto, foram preparadas suspensfes nucleares
a partir de folhas jovens picadas por lamina de aco descartavel, em tampédo de
isolamento (LOUREIRO et al., 2007). A suspensao obtida foi filtrada em membrana
de Nylon com malha de 30 um com o intuito de remover fragmentos celulares e tecidos
remanescentes, sendo posteriormente adicionado 25 ul (1mg mL?) de iodeto de
propidio para corar o DNA e 5 ul (1mg mL?) de RNase .

As amostras permaneceram por 30 minutos em ambiente escuro, sem incidéncia
de luz e posteriormente foram analisadas em citdmetro de fluxo CytoFLEX (Beckman
Coulter, CA, EUA). Foram analisadas 1000 células de cada linhagem, em trés
repeticdes, sendo a emissao de fluorescéncia quantificada em filtro de 580 nm. Como
padrao interno das analises foi utilizada uma quantidade de DNA conhecida de Pisum
sativum (2C = 9.09pg). Como controle negativo das analises foram utilizadas plantas
controle de N. benthamiana, sem nenhum tipo de transgene. Os dados gerados foram

analisados pelo programa CytExpert 2.0.1.

3.2 Avaliacédo dos caracteres morfolégicos das linhagens transgénicas

Com o intuito de se determinar a linhagem transgénica com as melhores
caracteristicas morfolégicas, em relagdo ao seu crescimento e biomassa, foram
utilizadas plantas transgénicas das linhagens estudadas (P2, P3 e P4) com quatro
semanas de idade, cultivadas em meio MS basal, e nas condicdes ambientais
anteriormente descritas. As plantas foram pesadas separadamente em balanca de
precisdo e medidas com o auxilio de um paquimetro digital do tipo mtx ® Matrix Tools

for eXistence — 150 mm). Os parametros avaliados foram tabelados e submetidos a
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analise estatistica. Além disso também se avaliou o rendimento de proteinas totais

extraidas em cada amostra.

3. 3 Otimizacgao da producéo do fragmento scFvBaP1

. 3. 1 Variacao de tipos e qualidade de luzes

A fim de otimizar a producdo do fragmento scFvBaP1l foi avaliado o
comportamento das linhagens transgénicas, no que tange aos rendimentos de
producgao de proteinas, frente a diferentes combinagdes de comprimentos (A) de onda
dispostos em lampadas de LED, de a cordo com a Tabela 3. Para tanto foram
utilizadas plantas transgénicas de todas as linhagens, cultivadas em temperatura de
aproximadamente 26° C e em diferentes condi¢gdes luminosas, conforme demonstra a
Tabela 3.

Tabela 3: Condi¢Bes luminosas para cultivo de plantas transgénicas

Lampadas A Densidade de
Fotons
(um.m2.s)
Tratamento 1 6.500k Branca 420 nm 127,8
Tratamento 2 Branca/Vermelho 420 — 660 nm 98,4
curto

Fonte: Elaborado pelo autor

As plantas foram mantidas em tais condi¢cdes ao longo de quatro semanas. A
partir de cada linhagem foi obtido 1g de folha fresca, sendo tais amostras utilizadas
para extracdo de proteinas totais e para purificacdo de proteinas recombinantes em

coluna de afinidade, conforme descrito anteriormente.

2.4 Analises estatisticas

Para analise dos dados foi utilizado o teste de one-way ANOVA e para avaliar

as diferencas entre as médias foram foi utilizado teste de Tukey com P <0,05 para ser
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considerado significativo. os dados apresentados correspondem as média aritmética

+ desvio padrédo. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 6.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo das linhagens transgénicas

4. 1. 1 Quantificacdo de proteinas recombinantes

A partir da dosagem das proteinas recombinantes purificadas, foram obtidos os

seguintes rendimentos (Tabela 4):

Tabela 4 — Dosagem de proteinas purificadas nas diferentes linhagens por grama de peso fresco de

folhas.
Linhagem Proteina total Proteina purificada
P2 3,400* 205.00*
P3 4,490 364.12
P4 3,900 320.00

* Planta 2 apresenta menor producéo, estatisticamente significativas (Tukey p = 0,05%)

Fonte: Elaborado pelo autor

Quando comparadas as linhagens apresentam taxas de expresséao diferentes.
A planta 3 apresenta a maior produtividade, expressando 364 pg/g de peso fresco.
Apesar desta diferenca quando comparada com a planta 4, estas apresentam taxas
de producéo similares, ndo apresentando diferencas significativas de acordo com a
analise do Teste de Tukey, com intervalo de confiabilidade a 95%. Por outro lado, a
planta 2 possui os menores rendimentos, sendo eles diferentes dos encontrados nas

demais linhagens.

4.1.2 PCR emtempo real (qQ RT — PCR)

Uma vez que as linhagens transgénicas apresentaram taxas diferentes de
producdo de proteinas recombinantes, tornou-se necessario avaliar a expressao
génica do fragmento scFvBaP1 a fim de se determinar se haveria um padréo entre
essas duas variaveis. A analise de qPCR permitiu observar que as linhagens
transgénicas nao apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) quando comparadas

as taxas de expressao génica (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores de expresséo relativa e valor de p

P2 P3 P4
P2 1,509 0,697
P3 0,257 0,462
P4 0,768 0,435

Diagonal superior direita expressao relativa coluna/ linha; diagonal inferior esquerda valor de p.

Fonte: Elaborado pelo autor

4. 1. 3 Avaliacao da quantidade de DNA]

As linhagens transgénicas foram analisadas isoladamente e comparadas a
amostra controle, sendo uma planta N. benthamiana do tipo selvagem (c — WT). A
partir da analise estatistica dos dados observou-se que, apesar dessa variacdo nao
houve diferenca significativa entre as plantas transgénicas e o controle (Figura 1).

9,00 2C-DNA (picogramas)
6,00
3,00
0,00
P1 P2 P3 P4

Figura 1 — Comparacao das taxas de emisséo de fluorescéncia entre plantas transgénicas em

relacédo ao controle
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4.2 Avaliacéo dos caracteres morfoldgicos das linhagens transgénicas

A partir da avaliacdo dos caracteres morfolégicos das diferentes linhagens de
plantas transgénicas pode-se observar que estas apresentam grande variabilidade,
dificultando uma padronizacdo de taxas de crescimento e biomassa. Como
demonstrado na Tabela 4, os seguintes parametros foram analisados: (i) peso da
planta (mg); (ii) altura (cm); (iii) quantidade de folhas; (iv) diametro das folhas (cm). A
partir da andlise dos dados foi possivel se observar que, apesar de encontrarmos
diferencas morfoldgicas visiveis nas plantas e métricas, como plotado na tabela 6,
estas ndo sao estatisticamente significativas. Sendo assim, a partir de tais dados néao

foi possivel se determinar a melhor planta em termos de biomassa.

Tabela 6: Avaliagcdo dos caracteres morfolégicos das linhagens transgénicas

Peso (mQ) altura (mm) Largurada Peso dafolha (mm)
folha (mm)
P1 330+ 12 44 +1 95+2 6.5+0.3
P2 180 + 20 552 108+ 4 79204
P3 370+ 20 457+ 0.5 9.3+2 6.3+0.2
P4 240 + 15 40.9+0.1 10.3+3 6.3+0.3

Figura 2 - A — peso médio das plantas por linhagem; B - altura média das plantas por linhagem; C -

guantidade média de folhas presentes em cada plantas por linhagem; D - didametro médio das folhas

presentes em cada planta por linhagem. Os boxes—plots demonstram apenas estatisticas descritivas.

Os dados encontrados demonstraram que as plantas apresentaram grande
variacdo fenotipica, quando comparadas, dentro de uma mesma linhagem. Como
demonstrado na Figura 2, os parametros analisados apresentam alta heterogeneidade
em cada uma das réplicas biolégicas analisadas, o que pode ter influido na validacao

das andlises.
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Além disso também foram avaliadas as concentracdes de proteinas totais
extraidas de cada linhagem e o rendimento de producéo de proteinas recombinantes,
sendo este calculado pela concentracdo de proteinas purificadas (png/g) em cada
grama de folha obtida, considerando o peso médio de cada linhagem analisada. Como
pode ser observado na tabela 4, a planta 2 apresentou uma menor concentracao de
proteinas totais além dos menores rendimentos de producdo do fragmento
recombinante. Os rendimentos das plantas 3 e 4, assim como 0s parametros
morfoldgicos, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas.

Também, foi realizada uma analise de correlacéo entre as variaveis analisadas.
Conforme demonstra a Figura 3, a producdo de proteinas recombinantes esta
intimamente relacionada a concentracdo de proteinas totais presentes nas folhas das
referidas plantas.
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Figura 3: Andlise da correlacdo entre concentracao de proteinas totais (ug/g) de peso fresco das folhas
e o rendimento de produgéo de proteinas recombinantes. Correlagdo de Pearson, 95% de intervalo de
confianca. O eixo X apresenta a concentracdo de proteinas totais, enquanto o eixo Y apresenta 0s
rendimentos de proteinas recombinantes.

Fonte: Elaborado pelo autor
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4. 3 Otimizacao da producéo do fragmento scFvBaP1

4. 3. 1 Variacao de tipos e qualidade de luzes

Como forma de se otimizar as condi¢des de cultivo das linhagens transgénicas,
com a finalidade de potencializar a expressao de proteinas recombinantes, avaliou —
se as concentracdes de proteinas recombinantes obtidas em cada um dos
tratamentos utilizados. Ao analisar as taxas de producao da planta 2 (P2), foi possivel
observar que estas apresentaram variagdes conforme a condi¢do luminosa a qual as
plantas foram submetidas. As plantas obtiveram uma melhor taxa de producao quando
cultivadas apenas sob as lampadas Grow lux, com emissdo luminosa adicional de

vermelho longo (Tabela 7).

Tabela 7. Concentracéo de proteinas purificadas a partir das linhagens transgénicas cultivadas em

diferentes condi¢Bes de luminosidade (ug/g) de peso fresco das folhas

Luz Branca (6.500K) Grow Lux
TSP scFVBAP1 TSP scFVBAP1
P2 3380.67+142 362.67+61 4140.67+133 455.33+85*
P3 4720.33+161 500.67+2 5860.33+142 897.7+46*
P4 3180.67+112 264.67+11 4790.331£98 814.66+41*

Teste de Tukey 5%. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas significativas em relacdo a proteina
extraida de plantas cultivadas sob luz branca. TSP corresponde a proteinas totais sollveis

Fonte: Elaborado pelo autor

Quando se analisa 0 comportamento da linhagem 3 (P3) diante da variacao de
luminosidade, pode—se observar que a melhor estratégia de cultivo foi a combinacéo
de luzes branca e vermelha (Grow lux), a qual possui emissdo dos espectros azul e
vermelho. Nessa condicdo foram encontradas as maiores taxas de expressdo do
fragmento scFvBaP1l1, destacando-se estatisticamente daquelas encontradas nos
demais tratamentos. De forma similar a planta 3, a planta 4 também demonstrou taxas

de producdo mais favoraveis quando cultivada sob a condi¢do luminosa constituida
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por lampadas brancas e vermelhas. Sendo tais taxas superiores as demais e
significativamente diferentes.

Cada uma das linhagens de plantas transgénicas apresentou um
comportamento diferente nas condigbes luminosas. Porém, a combinacdo de
lampadas de LED brancas e vermelhas conseguiu aumentar de forma significativa a
producao de duas, das trés linhagens avaliadas, o que torna evidente a sua efetividade

como forma de potencializar a expresséo do fragmento recombinante.
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5. DISCUSSAO

A utilizacdo das plantas transgénicas para a producao de moléculas de uso
terapéutico vem se destacando cada vez mais, principalmente devido as suas
vantagens significativas em relagdo a outros sistemas de expressdo, como a alta
biomassa, altas concentracdes de proteinas produzidas, possibilidade de producéo
em larga escala, entre outros. Além disso, a producdo de proteinas em sistemas
vegetais tem sido utilizada como alternativa para a reducdo do uso de produtos
derivados de animais (Shillberg; Finnern, 2021). Também ¢é importante destacar a
aplicabilidade de tal sistema em emergéncias, como no caso da pandemia da COVID-
19, onde as plantas foram utilizadas para producdo de moléculas para tratamento,
diagnostico e também para candidatas a vacinas (Capell Et Al.,, 2020; Rosales-
Mendonza et al., 2020).

Uma das principais vantagens que as plantas oferecem no campo da producéo
de biofarmacos é a possibilidade de escalonamento, com o auxilio de biorreatores,
onde sdo produzidas moléculas em altas concentragdes, livres de contaminantes, com
um custo rentdvel e um processo de producédo biossustentavel (Buyel, 2019). Porém,
antes de se alcancar um patamar de producdo em larga escala, faz-se necessario
compreender todos os aspectos relacionados a produtividade das plantas utilizadas
para obtencdo das moléculas de interesse.

Em um estudo anterior (Gomes et al., 2019), foram obtidas trés linhagens de
plantas transgénicas expressando um fragmento scFv de anticorpo monoclonal, o
scFvBaP1, com propriedades antiofidicas. Porém, para realizacdo dos devidos testes
biol6gicos foi utilizado um pool de anticorpos, contendo amostras de todas as
linhagens obtidas.

A fim de se caracterizar tais linhagens e de se elencar as que apresentavam as
melhores taxas de produtividade, inicialmente foi realizada uma comparacao da taxa
de producado de proteinas purificadas por meio da cromatografia de afinidade. Por
meio das andlises de tais taxas, foi possivel se observar que a linhagem 2 (P2)
apresenta uma taxa inferior de producgao (339 pug/ml), em relagéo as demais plantas.
Essa € uma condi¢do ndo bem detectada, pois pode haver insercédo do transgene em

posicado que pode afetar a producdo das proteinas. No entanto, quando analisamos
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as taxas de expresséao génica do fragmento scFvBaP1l por qPCR, nado é possivel se
visualizar diferencas significativas entre as trés linhagens.

Entre as linhagens 3 (P3) e linhagem 4 (P4), tanto as taxas de producao de
proteinas recombinantes como as taxas de expressao génica demonstram que nao
h& diferencas de produtividade entre as plantas, demonstrando uma possivel
correlacdo entre as variaveis analisadas, uma vez que se trata de parametros
dependentes. Em contrapartida, como anteriormente mencionado, a planta 2 possui
uma divergéncia nessa relacdo, uma vez que apresenta menores taxas de expressao
de proteinas recombinantes.

Uma possivel causa para tal diferenca esta na degradacdo das proteinas
recombinantes por meio de enzimas proteoliticas presentes nas folhas do tabaco. De
acordo com Mandal et al., (2016), o tabaco possui uma série de enzimas proteoliticas
(sublisinas, serino carboxipeptidades, papainas, dentre outras), que atuam nas vias
de processamento de proteinas, apos sua traducao, atuando sobre elas ao longo do
trajeto que fazem entre o reticulo endoplasmético rugoso até alcancarem o espaco
perisplasmatico, onde atingem certa estabilidade. O referido artigo ainda cita achados
similares aos encontrados neste trabalho, nos quais também foram destacadas
perdas na produtividade de proteinas recombinantes por meio de protedlise, no
entanto, em tais trabalhos foram expressos anticorpos inteiros (Magy Et Al., 2014;
(Muynck Et Al., 2009).

As plantas transgénicas e controle ndo demonstraram diferencas entre si
indicando que ndo houve alteracdo na quantidade de DNA gendmico entre elas.
Dessa forma, as trés linhagens de plantas transgénicas possuem a insercao de
apenas uma copia do transgene, porém serdo necessarios mais testes para poder
confirmar tais suposi¢des. Além disso, descarta-se a hipotese de que a quantidade de
copias possa estar relacionada com os baixos rendimentos da planta 2, visto que o
nivel de expressao do transgene nao variou entre elas. A avaliacdo do nivel de mRNA
do gene scFv-ant-BAP1 mRNA nas diferentes linhagens (P2, P3 e P4) nao foi
significativamente diferente entre elas, visto que o transgene esta sob controle do
promotor CaMV35s, um promotor constitutivo e conforme observado por Betts e
colaboradores (2019) que plantas transgénicas de milho e soja apresentar um
pequeno e nao significativo efeito na expressdo e producdo de proteinas

recombinantes.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00267/full#B26
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00267/full#B29
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Ainda no contexto da caracterizagdo das linhagens transgénicas, foram
avaliados parametros morfolégicos das plantas, além de seus respectivos
rendimentos de proteinas recombinantes. Quando analisados, o0s critérios
morfolégicos considerados relevantes para esta pesquisa, ndo demonstram
diferencas significativas entre as linhagens analisadas. No entanto, pode ser
observado que as plantas apresentam uma grande variabilidade fenotipica, dentro da
mesma linhagem. Apesar das réplicas biologicas serem clones provenientes de um
mesmo explante, elas apresentaram alta heterogeneidade nas suas caracteristicas,
nao permitindo se diferenciar a melhor linhagem em termos de producao de biomassa.

Quando analisamos os rendimentos de producdo das linhagens, em isolado,
observa—se que a planta 2 apresenta os menores rendimentos. Neste panorama,
ainda foi verificada a correlacdo entre concentracfes de proteinas totais presentes
nas plantas e seu respectivo rendimento de proteinas recombinantes. A forte
correlacao linear (R = 0,937) entre os dados demonstra que quanto mais proteinas
totais forem obtidas a partir das plantas, maior serd a concentracdo de proteinas
recombinantes isoladas. Esses resultados tornam evidentes que a producédo de
biomassa é um ponto extremamente importante no que diz respeito a producéo de
proteinas recombinantes. Sendo assim, investindo em otimizagc&do desse quesito sera
possivel otimizar também os rendimentos de producédo do scFvBaP1, além de outras
proteinas a serem produzidas em plantas transgénicas. De acordo com Fujiuchi et al.,
(2016), utilizar um sistema capaz de produzir grandes quantidades de biomassa é de
suma importancia para garantir que os custos envolvidos no processo de sintese de
biofarmaco sejam minimizados.

Como forma de otimizar as taxas de expressao de proteinas nas diferentes
linhagens foram utilizadas diferentes combina¢cées de lampadas de LED, emitindo
espectros de luminosidade em diferentes comprimentos de onda (420 ~ 740nm). Essa
otimizacdo baseou-se nos achados de Ochoa-Fernandez et al., (2016), os quais
demonstram que determinados comprimentos de onda sdo capazes de regular
positivamente a expressado de genes em plantas, uma vez que podem ser ativados
fatores de transcri¢cdo favoraveis ao processo.

Cada uma das linhagens apresentou comportamentos diferentes quando
submetidas aos diferentes tratamentos luminosos. No tratamento 2, no qual as plantas
foram submetidas ao cultivo em lampadas de LED branca associadas a vermelhas

(Grow lux) foi possivel observar uma otimizacdo na producdo da proteina
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recombinante, uma vez que as plantas 3 e 4, apresentaram um aumento significativo
nas suas taxas de producao. No trabalho de Jin et al., (2021) foram encontrados dados
similares, porém em uma outra espécie de planta modelo (Lectuca sativa). Nesta
espécie a combinacao de comprimentos de onda azul e vermelho longo foi capaz de
aumentar a sua producédo de biomassa. Os aumentos das taxas de producao das
proteinas também poderiam ser explicados por esse fator, porém até o momento néo
foram obtidos dados de ganhos de biomassa entre as linhagens.

Por outro lado, um aumento na producdo de proteinas sollveis deve ser
considerado um fator importante na producao de proteinas, o que consequentemente
reduz o numero de etapas durante o processo de purificacdo de proteinas
recombinantes. Uma vez que a producdo de proteina sollvel pode ser afetada pela
fonte de luz, conforme demonstrado por Zhang et al., (2021) que mostraram o efeito
positivo da luz azul/luz vermelha (4:1) produzindo maior quantidade de proteina em
comparacdo com outras fontes de luz. No presente trabalho observamos que as
proteinas recombinantes totais apresentaram forte correlagdo com a recuperacao
proteica total (Figura 3). Com o objetivo de testar a fonte de luz na producéao de
proteina recombinante, submetemos as linhagens transgénicas (P2, P3 e P4) sob
diferentes qualidades de luz durante o crescimento. Foi observado que a luz branca e
vermelho distante (W/FR) (GrowLux) afetou positivamente a recuperacao da proteina
recombinante scFvantiBAP1 (Tabela 6). Aproximadamente 50% a mais de
recuperacao de proteinas sob luz led azul/vermelho pode representar uma vantagem
para o crescimento das plantas, em geral, levando a uma maior producdo de
proteinas, principalmente sollveis, devido aos seus beneficios no crescimento das

plantas e consequentemente afetando a recuperacao de proteinas recombinantes.
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6. CONCLUSOES

Diante dos dados apresentados foi possivel se observar que ndo existem
diferencas significativas em relacdo aos parametros morfoldégicos analisados nas
linhagens transgénicas, sendo assim o padrdo de biomassa das linhagens também
néo apresenta variagdes significativas.

Porém, quando avaliamos a producdo de proteinas recombinantes observa-se
gue a planta 2 apresenta rendimentos desfavoraveis em relacéo as demais, sendo tal
fato correlacionado a acdo de interferentes, uma vez que as trés linhagens
apresentam apenas uma copia do transgene recombinante.

Além disso, foi possivel se demonstrar a eficiéncia das lampadas de LED na
potencializacdo das taxas de producdo de proteinas solUveis totais e
consequentemente no rendimento de proteinas recombinantes recuperadas. O que
demonstra que tal tratamento pode ser um fator auxiliar ao sistema de producéo de
proteinas em plantas transgénicas, podendo inclusive, ser incluido no rol das GMPs.
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CAPITULO Il = CARACTERIZACAO IN SILICO DO FRAGMENTO scFvBapl E
PADRONIZACAO DAS SUAS CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

1. O FRAGMENTO scFvBaP1

Os venenos produzidos por serpentes sao complexas misturas de proteinas,
lipideos, carboidratos e compostos inorganicos. Dentre as muitas proteinas presentes
em sua composicdo, podemos citar as serino proteinases, fosfolipases A2, enzimas
proteoliticas, hialuronidades, lectinas e metaloproteinases (Menaldo Et Al., 2015).

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

As SVMPs podem ser classificadas em quatro classes, dependendo da
composicado dos seus dominios: (1) PI- inclui enzimas que possuem apenas o dominio
metaloproteinase; (2) Pll- possuem metaloproteinases e um dominio de desintegrinas;
(3) PllI- possuem ambos os dominios e um dominio de cisteinas (high-cysteine); (4)
PIV- enzimas que compreendem todos os dominios anteriores e séo ligadas, por
pontes de dissulfureto, a uma subunidade de lectina tipo C (Watanabe et al.,2003).

A BaP1 é uma metaloproteinase isolada do veneno de Bothrops asper. Possui
202 aminoacidos, resultando em uma conformacdo de cadeia simples, e peso
molecular igual a 22.7 kDa. Em comparacdo com outras metaloproteinases
hemorragicas, a BaP1 apresenta atividade relativamente baixa, porém ela se destaca
por ser um constituinte abundante do veneno de B. asper, chegando a corresponder
a 10% do peso fresco total. Além da atividade hemorragica, apresenta também
propriedades miotoxicas, dermonecroéticas e pro- inflamatérias, sendo que estas séao

mediadas pela ativagédo do sistema do complemento (Frasky, 2000; Rucavado; Nufies;
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Gutiérrez, 1998; Watanabe, 2003; Alape-Girén Et Al., 2009; Rucavado; Nufes;
Gutiérrez, 1998).

No trabalho de Fernandes et al., (2010) foram isolados, a partir de clones de
hibridomas, anticorpos monoclonais (MAbs). Tais anticorpos foram produzidos como
resposta imunolégica de camundongos sensibilizados com uma toxina Bapl, sendo
0s MADbs capazes de reconhecer e neutralizar seus efeitos.

Posteriormente, Castro et al.,, (2014) obtiveram um fragmento variavel de
cadeia simples (ScFv), a partir do Mab que apresentava as melhores propriedades, e
0s expressaram de forma recombinante (ScFvBaP1l) em E. coli. Tal molécula
recombinante apresenta as cadeias leve (VL) e pesada (VH) unidas por um peptideo
flexivel, que funciona como linker. Quando expresso de forma heteréloga, o fragmento
foi capaz de reconhecer a toxina BaP1, e também de neutralizar as suas propriedades
fibrionolitica, hemorragica, miotoxica e pro-inflamatoéria. Além disso, demonstrou efeito
similar contra a toxina BnP1 de B. neuwiedi, demonstrando assim, que o fragmento
possui eficiéncia e tem potencial para ser utilizado na terapia contra acidentes ofidicos
(Castro Et al., 2014).

Na mesma vertente, Gomes et al., (2019) expressaram o0 mesmo fragmento
recombinante, porém utilizando um sistema de expressao diferente, as plantas
transgénicas. Da mesma forma, quando expresso em plantas, o fragmento
demonstrou a sua eficacia frente as toxinas BaPl, BnP1l e pela Atroxlysina,
metaloproteinase presente no veneno de B. atrox, uma serpente com grande
relevancia meédica na regido norte do pais. Neste trabalho, além de ter sido
demonstrada uma ampliacdo na polivaléncia do fragmento, foi evidente o potencial
das plantas transgénicas para producdo em larga escala do fragmento (Gomes et al.,
2019).

A partir da produgé&o do fragmento ScFvBaP1 em plantas, devido aos diferentes
modos de processamento pos-traducional possiveis, sua funcionalidade e outras
caracteristicas foram avaliadas, tais como a capacidade de neutralizar toxinas
presentes em venenos diversos. Para tal, € importante conhecé-la enquanto molécula,
determinando suas propriedades fisico-quimicas, buscando desta forma, otimizar a
sua producao e posterior aplicacao terapéutica.

Dentro deste contexto, nesse capitulo foram avaliadas in silico as principais
caracteristicas fisico-quimicas da molécula e sua relacdo com a sua meia-vida,

estabilidade e armazenamento; além das suas principais caracteristicas imunoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar, in silico, a molécula scFvBaP1 no que diz respeito a sua estrutura

e potencial alergénico, além de padronizar as condi¢des ideais de armazenamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o fragmento scFvBaP1, in silico;
e Conhecer os principais aspectos fisico-quimico da molécula;
e Predizer, in silico, seu potencial de alergenicidade;

e Avaliar o seu comportamento frente a diferentes condi¢c6es de armazenamento.
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3. METODOLOGIA

3.1 Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos do fragmento ScFvBaP1 in silico

Como forma de avaliar a composicdo do fragmento e suas principais
caracteristicas fisico-quimicas, foi utilizada a ferramenta ProtParam Tools do Software

on line Expasy (https://web.expasy.org/protparam/). A sequéncia utilizada como input

(Quadro 1) no software foi a mesma utilizada para expresséo do fragmento, contendo

todas as estruturas presentes no desenho da molécula.

Quadro 1: Sequéncia proteica do fragmento scFvBaP1 utilizado para analises

N'TTMANKLFLVCATFALCFLLTNAVKLQESGPELVKPGASVNLSCKASGYTFTNFDINWVKQRPG

QGPEWIGWINPRDGSTKYNEKFKGKATLTVDPSSSTAYMEIHSLTSEDSAVYFCVRWDLVYWGQG

TTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRANQSITNNLQWY QQKSHGSP

RLLIKYSSQSVSGIPSRFSGSGSDTDFSLSINSVETEDFGMYFCQQSNSWPFTFGSGTKLEIKRHHHH
HHC

3.2 Predicdo de alergenicidade in silico

A fim de se investigar o potencial alergénico da molécula, a sequéncia
correspondente ao fragmento ScFvBaP1 e suas demais estruturas foi submetida a
analise do Software on line AlgPred
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred/submission.html). Além da predicdo de
alergenicidade também foi realizado um mapeamento de epitopos reconhecidos por
IgE.


https://web.expasy.org/protparam/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred/submission.html
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3.3 Avaliagcéo da estabilidade do fragmento scFvBaP1 em diferentes condi¢cdes

ambientais

Visando se determinar a estabilidade do fragmento recombinante, foi realizada
uma analise do seu comportamento em diferentes condicbes ambientais. Para tanto,
foram utilizadas amostras de proteinas purificadas por cromatografia de afinidade, a
partir de folhas de plantas com 4 semanas de idade. A amostra inicial de proteinas foi
dosada pelo método direto UV, em Nanodrop 2000 e foi padronizada para uso a
concentracdo de 220 pg/ml (dosagem inicia - momento 0).

Os seguintes parametros fisico-quimicos foram analisados sob as seguintes
variagoes:

1. pH:3,4,7,9e10;
Temperatura: 4°, 20°, 37°, 50° e 60¢;
Agitacéo: 0, 100 rpm e 200 rpm,;

Luminosidade: auséncia de luz, luz ambiente e luz clara;

a kw0

Glicosilac&o: sendo utilizado solucao de glicose nas concentracdes 2,5 M; 1M,
25M e 0,5M;
6. Estresse oxidativo: utilizando solugdo de peroxido de oxigénio (H202) nas

concentracoes 0,2%, 0,5% e 1%.

Ressalta-se que todos os parametros escolhidos para tal andlise apresentam
correlacdo com a veiculagdo e armazenamento de medicamentos biologicos.

Para avaliar o comportamento das proteinas frente a tais condicbes, amostras
purificadas foram dispostas em placas de 96 pocos ou em tubos Eppendorf de 1,5ml,
em triplicatas. As variacdes de temperatura foram realizadas em geladeira, freezer,
estufa e banho aquecido, respectivamente.

As amostras submetidas as condi¢des testadas foram quantificadas, conforme
mencionado anteriormente, apds 24h e 48h. A partir desta triagem, as condicdes que
apresentaram os melhores resultados foram repetidas para validacao da estabilidade
do fragmento a longo prazo. Para tanto, as amostras foram mantidas nas devidas

condi¢des ao longo de 15 dias, sendo dosadas periodicamente.
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O fragmento scFvBaP1 foi clonado em um vetor recombinante, PK7WGD?2,

especifico para expressao de proteinas em sistemas vegetais. Para melhor expressao

do fragmento, foi adicionado a sua por¢ao N’ terminal um peptideo sinal S2 com o

objetivo de direciona-lo ao espaco periplasmatico das células vegetais. Além disso, a

sua porcao C’ terminal foi adicionada uma cauda de aminoacidos histidina, para fins

de purificacdo em coluna de afinidade por Niquel (Figura 1). O fragmento scFvBaP1

apresenta uma cadeia pesada (VH) e uma cadeia leve (VL), contendo cada uma, seis

regibes de complementariedade a antigenos (CDRs), conforme a tabela 1. As

referidas cadeias sdo unidas por um peptideo Linker, que além de uni-las também

confere flexibilidade a molécula, conforme esquematizado na Figura 1.

A

B
10 20 30 40
TTMANKLFLV CATFALCFLL TNAVKLQESG PELVKPGASV
VH
70 80 90 100
QRPGQGPEWI GWINPRDGST KYNEKFKGKA TLTVDPSSST
130 140 150 160
WDLVYWGQGT TVTVSSGGGG SGGGGSGGGE SDIVLTQSPA
VL
190 200 210 220
TNNLQWYQQK SHGSPRLLIK YSSQSVSGIP SRESGSGSDT
250 260
QSNSWPFTFG SGTKLEIKRH HHHHH

50 60
NLSCKASGYT FTNFDINWVK

110 120
AYMETHSLTS EDSAVYFCVR

170 180
TLSVTPGDSV SLSCRANQSI

230 240
DFSLSINSVE TEDFGMYFCQ

Figura 1: Visualizac@o esquematica do fragmento scFvBaP1. Disposicdo das cadeias do fragmento

scFvBaPl1 unidas por

Linker e

Fonte: Elaborado pelo autor

acopladas aos

acessorios

anteriormente

descritos.
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Tabela 1: RegiGes de CDR presentes no fragmento scFvBaP1

CDRs Sequéncia
CDR1-VH 25-GYTFTNFDIN-34
CDR 2 -VH 49-WINPRDGS-56
CDR 3-VH 98-WDLVY-102
CDR1-VL 152-RANQSITNN-160
CDR 2 - VL 178-YSSQ-181
CDR 3-VL 218-QSNSWPFTF-226

Fonte: Elaborado pelo autor

4.1 Avaliacdo dos parametros fisico—quimicos do fragmento ScFvBaP1 in

silico

A estrutura proteica em questdo, quando analisada no software ProtParam,
apresenta 265 aminoacidos, totalizando 28,5 KDa (peso molecular). De acordo com
os indices avaliados pelo software a proteina se demonstra instavel, porém apresenta
um tempo de meia — vida de 7,2h horas em organismos vivos, o que contribui com a
sua atuacdo e efetividade como possivel biofarmaco. Além disso, pelo indice de
GRAVY a proteina tem comportamento hidrofilico, ideal para sua veiculagdo. Os
demais pontos obtidos através da analise estdo dispostos na tabela 2.

Tabela 2: analise dos parametros fisico—quimicos do fragmento scFvBaP1
PARAMETROS ANALISADOS

Numero de residuos 265
Peso molecular 28, 5 kDa
Ponto isoelétrico (pl) 7,62
Formula molecular C1264H1924N3460396S9
Estimativa de meia — vida 7,2 horas
indice de instabilidade - 43,55
Instavel
indice alifatico 64,32
GRAVY -0.336
Hidrofilica

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.2 Predicédo de alergenicidade in silico

As predicbes do potencial alergénico do fragmento scFvBaP1, bem como a
busca por epitopos reconhecidos por anticorpos IgE, foram realizadas pelo software
AlgPred. De acordo com as andlises, 0 mapeamento de epitopos ndo detectou
nenhuma regido considerada antigénica, sendo assim a proteina ndo apresenta
nenhuma regido potencialmente reconhecida por imunoglobulinas IgE. De acordo com
a indice MAST; método SVM, baseado na composicdo de aminoécidos; e o
alinhamento por BLAST com outras sequéncias proteicas, o fragmento scFvBaP1 ndo
apresenta potencial alergénico. Porém, conforme o indice SVM baseado em analises
dipeptidicas a proteina apresenta alergenicidade. Todas as analises e seus
respectivos resultados podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3: Andlise da alergenicidade do fragmento scFvBaP1 in silico

Andlise Score Threshold ! Resultado
Mapeamento de epitopos - - N&o detectado
MASP - - N&o alergénica
SVM- aminoécidos - 0,546 -0,4 N&o alergénica
SVM - dipeptideos - 0,185 -0,2 Alergénica
BLAST - - N&o detectado

Fonte: Elaborado pelo autor

4.3 Avaliacao da estabilidade do fragmento scFvBaP1 em diferentes condi¢cfes

ambientais

Buscando a melhor compreensdo o comportamento do fragmento scFvBaP1
frente a diferentes condi¢cdes ambientais, fisicas e quimicas, foram realizados testes
para avaliar de estabilidade. Quando armazenado em solu¢des com diferentes pHs, 0
fragmento foi sensivel a tais variagdes. Em solu¢cdes com pH 3 e 4 o fragmento foi

totalmente degradado apés 24h, ndo sendo mais possivel realizar a sua detecgdo nas

1 S50 consideradas alergénicas, aquelas moléculas que apresentarem valores maiores que o Threshold



51

amostras. De forma similar, em solu¢do com pH 9 o anticorpo também apresentou
diminuicdo significativa na sua dosagem. Em pH 7 e 10, as concentracfes
permaneceram constantes ndo diferindo significativamente da concentracao inicial do
experimento.

Ao analisarmos as variagcdes de temperatura testadas, apenas na temperatura
de 4°C o anticorpo se mostrou estavel, sem apresentar diminuicbes nas
guantificacdes. Nas demais temperaturas houve queda na concentracéo de proteinas,
sendo estas diferentes significativamente da concentragéo inicial, de acordo com o

mostrado na Figura 2.

PH TEMPERATURA

——pH3 oH & pH 7 pH 9 pH10 —_— 20° 37 50°

—H—HH
=
=]
(==
a
H—er—f—H i 4

-100 -100

Figura 2: Comportamento do fragmento scFvBaP1 frente a diferentes condi¢bes ambientais.

Os asteriscos (*) indicam diferentes estatisticas pelo Teste de Tukey com 5% de confiabilidade

Fonte: Elaborado pelo autor

A andlise da influéncia da Oxidacao e da Glicosilagéo (relacionada a condi¢cfes
de armazenamento), na estabilidade do fragmento identificou que na presenca do
agente oxidante utilizado, mesmo em diferentes concentragdes, 0 anticorpo nao
demonstou perdas de concentracdo significativas, sendo tal condicdo considerada
irrelevante. Da mesma forma, as variadas concentragdes de glicose adicionadas ao
meio de armazenamento do anticorpo ndo degradaram e ndo causaram perdas de
concentracdo significativas. Dessa forma, fica demonstrando que o fragmento nao
sofre alteracOes frente a tais condi¢cdes. As variagcdes observadas no experimento
podem ser observadas na Figura 3.
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Figura 3: Comportamento do fragmento scFvBaP1 frente a agentes oxidantes e glicolizantes.

AGENTE OXIDANTE .
A B GLICOSILACAO

—— i 0,2% Oxi 0,5% Oni 1%
——15M 125M 05M

Fonte: Elaborado pelo autor

A partir dos resultados obtidos o fragmento foi mantido nas melhores condi¢des
encontradas, dentre as que apresentaram diferencas relevantes nas concentragbes
dos anticorpos ap6s 48h de experimento, sendo elas: pH = 7, temperatura = 4° C,
auséncia de agitacdo e auséncia de luminosidade, de maneira a validar a estabilidade
do anticorpo.

Uma vez determinadas as condi¢des experimentais 0os anticorpos foram nelas
mantidos durante 15 dias, sendo dosadas as suas concentragcdes periodicamente. A
partir dessa andlise foi possivel se demonstrar que, nas condicdes utilizadas no
experimento, o fragmento scFvBaP1 se demonstra estavel durante 15 dias (Figura 4).
ApoGs esse periodo o fragmento j& demonstra perdas significativas em relagdo a

concentracéo inicial de estudo.



Figura 4: Estabilidade do fragmento scFvBaP1 ao longo de 15 dias

250

/ML

200

CONCENTRACAO UG

150

100

50

DIA O

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5. DISCUSSAO

Conhecer os parametros fisico—quimicos presentes em uma proteina é de
suma importancia, principalmente quando esta € expressa com finalidade terapéutica.
Neste contexto, softwares vém sendo utilizados para realizacdo de tais
caracteriza¢cdes além de predi¢des de informaces como estabilidade, alergenicidade
etc.

Quando submetido a analises do software ProtParam, o fragmento scFvBaP1
associado aos acessorios inseridos no seu cassete de expresséo, totalizam 265
aminoacidos com peso molecular de 28,5 kDa, mas apesar de ser uma proteina
complexa, ainda apresenta um tamanho relativamente pequeno quando comparados
a anticorpos completos, o que favorece a sua difuséo e disperséo através dos tecidos,
de suma importancia nos casos de envenenamento ofidico.

De acordo com o indice de instabilidade (Il) obtido (43, 55), o fragmento
scFvBaP1l se mostrou instavel, uma vez que a analise considera que apenas as
proteinas com Il <40 apresentam estabilidade. Complementar a esse parametro, o
indice alifatico (Al) também apresentou informacfGes acerca da estabilidade da
proteina analisada. O valor encontrado a partir das analises pode ser considerado um
Al alto, o que indica que o fragmento em questao apresenta estabilidade em variagdes
de temperatura (Kaur et al., 2020).

Em relacdo ao comportamento da proteina em solu¢des aquosa, o indice de
GRAVY indica se determinada proteina apresenta carater hidrofilico ou hidrofdbico,
sendo que indices negativos sugerem hidrofilicidade. O fragmento scFvBaP1l
apresenta indice de GRAVY igual a -0,336, demonstrando sua propriedade hidrofilica,
ideal para sua utilizacao terapéutica, da mesma forma que outros fragmentos do tipo
scFv, como o expresso no trabalho de Komijani et al., (2021).

Ao analisarmos, in silico, o potencial alergénico do fragmento scFvBaP1, ndo
foram detectados epitopos de IgE, bem como n&o foram encontradas regibes de
similaridade com proteina antigénicas, pela analise de BLAST. De acordo com
Sharma et al., (2020) o AlgPred 2.0 consiste em uma ferramenta eficaz para a
realizacdo de analises preliminares da alergenicidade de moléculas, principalmente
se tais moléculas estiverem destinadas a fins terapéuticos. Quando analisamos os

indices de alergenicidade, MASP e SVM, nao foram encontradas regides
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potencialmente alergénicas, baseando—se na composi¢cao dos aminoacidos presentes
na molécula. Porém, ao ser avaliado pelo método SVM-dipeptideo, o fragmento
apresentou regides com potencial alergénico. O artigo anteriormente mencionado
ressalta, nesse contexto, que o software utilizado para analises pode apresentar
algumas limitacbes no que diz respeito a revisdo das sequéncias depositadas,
duplicidade dos dados, dentre outros (Sharma et al., 2020). Porém, por se tratar de
uma molécula a ser utilizada como biofarmaco, tal condicdo devera ser reavaliada
antes do ensaio in vivo.

A fim de se verificar a estabilidade do fragmento scFvBaP1, foi realizado um
teste de estabilidade baseado no que versa Nowak et al., (2017). No referido teste
foram analisadas as variacGes das concentracdes de proteinas recombinantes, ao
longo dos dias, submetidas a diversas condicbes ambientais. Avaliar o
comportamento do fragmento frente a tais perturbacdes é de grande importancia para
se determinar os parametros 6timos de acondicionamento, nos quais a molécula se
mantém integra e com a sua devida atividade biolégica. Quando analisamos o
comportamento do fragmento scFvBaP1 em variagdes de temperatura, este corrobora
0 que consta no trabalho supracitado em relacéo a sua sensibilidade e degradacao
quando submetidos a altas temperaturas. E quando apresenta estabilidade em
temperatura de 4°C, que é a temperatura ideal para armazenamento de moléculas em
geladeira. Porém, quando analisado em 37° C o fragmento demonstra uma perda
significativa de concentragcdo, 0 que pode ser desvantajoso por ser tratar de uma
temperatura fisiolégica. Semelhante ao resultado encontrado, o trabalho de Lee et al.,
(2015) observou perdas de concentracao na temperatura em questéo, porém quando
analisada a atividade do scFv testado, ndo houve prejuizos significativos, ou seja, ndo
houve perda de estabilidade. O mesmo trabalho também aponta, que as degradacdes
podem ser provenientes da formagéo de agregados proteicos, da quebra de ligacdes
covalentes ou pela formacéao de ligagdes indesejadas, como pontes dissulfeto (Lee et
al., 2015).

Outro fator analisado no estudo foi o armazenamento do scFvBaPl em
diferentes condic6es de pH. O pH além de estar relacionado com o0 armazenamento
da molécula também influi significativamente no seu processo de purificagdo. Em
baixos valores de pH (3 e 4) foi observada uma perda total da concentracéo de
proteinas nas devidas amostras, o que pode ser explicado pela capacidade desses

valores promoverem degradacdo de anticorpos especificos, como prolinas e acido



56

aspargico, levando a formagdo de agregados proteicos, além de causar uma
precipitacdo da molécula (Nowak et al., 2017). Em pH 7 o scFvBaP1 se demonstrou
estavel, ndo apresentando degradacdes significativas. Achados similares também
foram encontrados no trabalho desenvolvido por Manikwar et al., (2019), o qual
demonstra a estabilidade de fragmentos scFvs bi-especificos na faixa de pH entre 6 e
7. Em relacdo aos pHs mais altos, o pH 10 foi capaz de manter a estabilidade do
fragmento, porém o pH 9 promoveu degradacdo. Como tais achados nao se
mostraram coerentes, torna-se necessario a sua reavaliacao.

O stress oxidativo também € apontado como fator influenciador na producao e
armazenamento de anticorpos recombinantes, devido a acdo degratativa que pode
ser desencadeada por radicais livres que sdo capazes de degradar aminodacidos.
Folzer et al., (2015) demonstrou que tais radicais sdo capazes de desestabilizar
residuos de metionina e triptofano, e caso tais degradacdes ndo sejam suficientes
para gerar perdas na concentracao dos anticorpos, elas podem alterar a afinidade dos
mesmos caso 0s residuos em questao estejam localizados em regides de CDR. Halley
et al., (2020) também chama atencdo para tais aspectos, trazendo que 0 stress
oxidativo € capaz de causar alteracdes estruturais nos aminoacidos, podendo
influenciar na sua atividade, estabilidade, farmacocinética e imunogenicidade.
Quando submetido a tais condicbes, o fragmento scFvBaPl ndo demonstrou
alteracGes no que diz respeito a sua estabilidade, mantendo-se estavel em todas as
concentracbes utilizadas do agente oxidante. Porém, devido a possibilidade de
prejuizos mais especificos, como na sua atividade, sera necessario novos testes para
avaliar se 0s agentes oxidantes interferem na atividade do scFvBaP1.

De forma similar, o fragmento scFvBaP1 ndo se mostrou sensivel a influéncia
da adicdo de acucares na amostra. A glicosilacdo também vem sendo apontada como
uma forca de degradacdo de anticorpos, formagdo de agregados e modificacao
estrutural da porgao N’-terminal de residuos de lisina (Nowak et al., 2017). Apesar de
nao terem sido observadas degradacdes, também sera necessario avaliar a influéncia
de tal parametro na atividade da molécula.

Apés a analise da estabilidade do fragmento scFvBaP1 frente as condi¢des
supracitadas, elencadas as melhores condi¢cfes e estas foram testadas no que diz
respeito a estabilidade a longo prazo da molécula, que esta relacionada diretamente
com o seu armazenamento. Quando armazenado em temperatura de 4°C, em solugdo

com pH 7, sem agitacdo e protegido da luz (escuro) o fragmento demonstrou-se
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estavel, em relacdo a sua concentracdo, por 15 dias. A partir deste periodo a
concentracdo do fragmento comecou a decair, diferenciando de forma significativa da

concentracao inicial das amostras.
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6. CONCLUSOES

Neste capitulo foi possivel se conhecer um pouco mais o fragmento scFvBaP2,
principalmente no que diz respeito aos seus aspectos fisico-quimicos, sendo estes
intimamente relacionados a funcionalidade da molécula. Além disso, foram ilustradas
importantes regides da molécula tais como as regides de interagdo com o antigeno,
os chamados CDRs.

Os padrbes de alergenicidade do fragmento foram analisados, sendo
considerado néo alergénico e, portanto, apresenta potencial para ser administrados a
modelos animais, sem que haja efeitos adversos. E importante ressaltar, que seréo
necessarios testes de avaliacdo in vivo visando demonstrar tais dados de forma
pratica a fim de que se confirme se tratar de uma molécula de administracao segura.

Outro fator importante aqui demonstrado foi a avaliacdo do comportamento do
fragmento scFv frente a diferentes condicbes ambientais, as quais poderédo ser
futuramente exploradas com o fito de se armazenar e veicular o fragmento na forma

de um farmaco propriamente dito.
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CAPITULO lll - PREDICAO, IN SILICO, DA POLIVALENCIA DO FRAGMENTO
ScFvBaP1 E SEUS PRINCIPAIS MECANISMOS DE ACAO

1. Epidemiologia de Botrhops sp.

Os acidentes ofidicos foram inseridos no rol das doencas tropicais
negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sendo tais doencas
aquelas que acometem, em sua maioria, populacdes pobres e residentes de &reas
rurais. O referido agravo foi incluido na Lista de Notificagdo de Compulséria (LNC) do
Brasil, publicada na Portaria N° 2.472 de 31 de agosto de 2010 (ratificada na Portaria
N° 104, de 25 de janeiro de 2011). Tal inclusdo se fez importante devido ao alto
namero de notificagBes registradas no Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN). O SINAN consiste em um sistema informatizado de notificacdes
de agravos de doencas incluidas na LNC, e tem por objetivo coletar, transmitir e
disseminar dados gerados rotineiramente pelo Sistema de Vigilancia Epidemiolégica
das trés esferas de governo, a fim de se dar suporte para o processo de investigagao
e tpara subsidiar a andlise das informagdes de vigilancia epidemiologica das doencgas
anteriormente citadas.

No cenario dos acidentes ofidicos, por meio das andlises realizadas pelo
SINAN, a vigilancia epidemioldgica consegue mensurar 0 quantitativo de soros a ser
distribuido aos estados, determinar pontos estratégicos de vigilancia, estruturar as
unidades de atendimentos aos acidentados, elaborar estratégias de controle dos
animais, dentre outros (Manual SINAN, 2019).

No Brasil, no ano de 2019, foram notificados ao sistema cerca de 30 mil casos
de acidentes envolvendo serpentes. Destes, 20.897 foram ocasionados por serpentes
do género Bothrops (~ 70%), 2.610 por Crotalus, 620 por Lachesis, 326 por Micrurus

e os demais atribuidos a serpentes ndo peconhentas (SINAN, 2019) (Figura 1).



Figura 1: Porcentagens de notificagédo de acidentes ofidicos por género de serpentes - ano 2019.
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Fonte: SINAN, 2019. Elaborado pelo autor

As serpentes do género Bothrops apresentam ampla distribuicdo ao longo do
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territério nacional, sendo representadas por mais de 30 espécies encontradas em

areas rurais e de floresta, e nas periferias das grandes cidades. Apresentam grandes

variagdes morfoldgicas e ecologicas de acordo com a localidade onde se encontram.

Em relag@o aos seus habitos podem ser arboricolas, semi-arboricolas ou terrestres;

além disso, apresentam alimentacdo generalista, variando de acordo com as
condicOes presentes (FERREIRA e FERREIRA, et al., 2020). Acidentes envolvendo
serpentes do género Bothrops séo relatados em todas as regides do pais. Quando

analisamos as notificagdes disponiveis no SINAN, é possivel se observar que a regido

mais acometida com acidentes ofidicos é a Norte, seguida da Nordeste, Sudeste,

Centro-oeste e Sul conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1: Ocorréncia de acidentes botrépicos por regido do Brasil — ano 2019

Regi&o Ano Notificacbes Obitos
Sudeste 2019 4.201 (20%) 14 (15%)
Sul 2019 1.493 (7%) 5 (5%)
Centro — oeste 2019 2.169 (10%) 9 (10%)
Nordeste 2019 4.569 (22%) 24 (25%)
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Norte 2019 8.465 (41%) 43 (45%)
Total 20.897 95

Fonte: SINAN, 20192, Elaborado pelo autor

Em razéo da variedade de espécies e ampla distribuicdo geografica, observa-
se que tais serpentes apresentam variacdes significativas na composicao e atividade
dos venenos, o que pode afetar diretamente nas manifestacdes clinicas, no
tratamento do envenenamento e na producéo de soros. Diversos fatores podem ser
associados a essa diversidade, dentre eles podemos destacar as caracteristicas
filogenéticas da espécie, sazonalidade, dieta, sexo, distribuicdo geografica e estagio
ontogenético das serpentes. Desta forma observa -se que 0s venenos de serpentes
podem variar entre as espécies de um mesmo género, ou ainda, entre individuos de
uma mesma espécie (Sousa, 2014).

De modo geral, o envenenamento causado por serpentes do género Bothrops
€ caracterizado, dentre outras manifestacdes clinicas, por grave dano tecidual no local
de lesdo. A acdo do veneno pode desencadear uma série de efeitos como necrose
muscular, hemorragia, edema, dermonecrose, formacdo de bolhas, desequilibrio
homeostatico, grave inflamacédo, dentre outros (Gutiérrez; Rucavado, 2000). Na
maioria dos casos, 0os danos ocorrem apenas no local da picada, porém em casos de
envenenamento grave, as manifestacées podem ocorrer de forma sistémica. A
hemorragia é o efeito mais relevante observado como consequéncia de
envenenamentos ofidicos, ndo se limitando apenas ao local da picada, mas podendo
se difundir para 6rgéos distantes, como o coracao, rins, pulméo e cérebro (Asega et
al., 2014). Em alguns casos, os locais das picadas, podem sofrer acdo das bactérias
residentes na microbiota bucal dos animais, levando a formagcdo de abscessos e
outras complicacbes devido a infeccdo secundaria. Além disso, 0 processo
inflamatério desencadeia uma resposta mediada pela ativacdo do sistema
complemento e producéo de citocinas, o que pode acentuar o dano tecidual local
(Silva; Vilela; Possa, 2016).

A soroterapia € principal alternativa utilizada no tratamento contra o
envenenamento por picadas de cobras, sendo baseada na administracdo de

anticorpos purificados, produzidos em animais hipersensibilizados com o veneno da

2 No ano de 2019 foi realizada a Ultima atualizagdo dos dados presentes na plataforma SINAN
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serpente, comumente se utilizam equinos, mas também podem ser utilizados caprinos
e ovinos. Os soros consistem em imunoglobulinas, ou fragmentos das mesmas (Fab)
extraidos do plasma do animal, e isolados por cromatografia (Organizacado Mundial
De Saude, 2012). No Brasil, o soro antibotropico é produzido a partir de uma
Imunizagéo realizada por uma mistura do veneno de apenas cinco serpentes. Desta
forma, ndo é possivel se neutralizar a atividade de todos os venenos disponiveis e por
conta disso, sugere-se que mais venenos sejam incorporados nessa mistura, com o
objetivo de ampliar o espectro de imunizagéo (Machado, 2010).

Neste contexto, algumas moléculas vém sendo analisadas como candidatas a
serem utilizadas na terapéutica dos acidentes ofidicos. Podemos ressaltar, como
avanco biotecnoldgico, o0 emprego de fragmentos de anticorpos recombinantes, mais
precisamente a por¢cdo scFv (single chain variable fragment). No trabalho de
Roncolato et al., (2013) foram expressos fragmentos do tipo scFv especificos para
neutralizar componentes do veneno de B. jararacussu, porém ele se mostrou eficaz
guando testando contra dos venenos de B. jararaca, B. moojeni e B. neuwiedi,
demonstrando a sua potencialidade para abarcar varias serpentes dentro do género
Bothrops. De forma similar, Silva et al., (2018) demonstraram a capacidade de um
fragmento do tipo scFv em neutralizar os efeitos provenientes do veneno de B.
jaracussu e de Crotalus durissus terrificus, que pertence a mesma familia que
Bothrops, porém em um género distinto que engloba as serpentes popularmente
conhecidas como cascaveéis. O referido artigo destaca ainda a importancia de se obter
moléculas polivalentes, com o intuito de potencializar as terapias utilizadas.

Castro et al., (2014) obtiveram um fragmento variavel de cadeia simples (ScFv)
recombinante, a partir de anticorpo monoclonal recombinante (Mab) proveniente de
camundongos sensibilizados com uma metaloproteinase oriunda do veneno de B.
asper, a BaP1 (SVMP-I). Tal molécula recombinante apresenta as cadeias leve (VL)
e pesada (VH) unidas por um peptideo flexivel, que funciona como linker. Quando
expresso de forma heteréloga em E. coli, o fragmento foi capaz de reconhecer a toxina
BaP1, e também de neutralizar as suas propriedades fibrionolitica, hemorragica,
miotoxica e pro-inflamatoéria. Além disso, demonstrou efeito similar contra a toxina
BnP1 de B. neuwiedi, demonstrando assim, que o fragmento possui eficiéncia e tem
potencial para ser utilizado na terapia contra acidentes ofidicos.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Gomes et al., (2019) expressaram 0

mesmo fragmento recombinante, porém utilizando como sistema de expresséo as
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plantas transgénicas. Da mesma forma, quando expresso em plantas, o fragmento
demonstrou a sua eficacia frente as toxinas BaPl, BnPl e pela Atroxlysina,
metaloproteinase presente no veneno de B. atrox, uma serpente com grande
relevancia médica na regido norte do pais. Sendo este trabalho, demonstrada uma
ampliagdo na polivaléncia do fragmento expresso, demonstrando o seu potencial
terapéutico.

Foi demonstrado por Sousa, (2014) que os venenos das serpentes do género
Bothrops apresentam uma alta conservacao filogenética, no que diz respeito a sua
constituicdo proteica, sendo também observada tal conservagéo dentro do grupo das
metaloproteinases (SVMPs). Além disso, o trabalho ainda avalia o potencial de
reatividade de um anticorpo monoclonal frente a diferentes metaloproteinases de
Bothrops, demonstrando a sua polivaléncia. Para tanto foi utilizado o MAJar-3,
proveniente de clones de hibridomas, e que reconhece um epitopo conformacional
localizado no dominio tipo desintegrina de uma SVMP de classe P-IIl do veneno de B.
jararaca. O potencial do MAJar-3 ja havia também sido demonstrado por Tanjoni et
al., (2003), onde o monoclonal monstrou-se capaz de neutralizar a propriedade
hemorragica de serpentes do género Bothrops, além de conseguir reconhecer
epitopos presentes em toxinas de Crotalus e Lachesis. Este achado evidencia a
conservacao filogenética das metaloproteinases presentes nos venenos de serpentes,
além de demonstrar que as moléculas utilizadas como anti-venenos possuem
potencial para serem exploradas no que diz respeito a sua polivaléncia.

Em relagédo ao desenvolvimento de moléculas na terapéutica de acidentes com
animais peconhentos, antes da producédo e validacdo das moléculas, o uso de
ferramentas bioinformaticas vém contribuindo de forma significativa. Analises in silico,
como o Docking Molecular podem predizer as interacdes antigeno-anticorpos; a
afinidade de ligacdo desse complexo pode ser avaliada através da Dinamica
Molecular; além de poderem ser visualizados a conformacdo das moléculas, seu
comportamento frente a diferentes condicbes ambientais, sua estabilidade, dentre
outros aspectos (Fernandes et al., 2021).

Compreender as interacGes proteina—proteina (PPI) € de suma importancia
guando se trata de processos biolégicos, sendo tais interacdes intimamente
relacionadas ao processo de desenvolvimento e analise de farmacos. Muitas técnicas
experimentais podem ser utilizadas para determinar a estrutura, o funcionamento e as

interacdes realizadas por proteinas, tais como espectometrias, cristalografia e
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microscopia eletrbnica, porém, podem apresentar algumas defasagens
principalmente no que diz respeito ao tempo e custo de realizacdo dos testes, o0 que
abre portas para que os mesmos sejam realizados em consonancia com testes in
silico (métodos computacionais), a fim de se acelerar o processo (Ding; Khiara, 2019).

No campo das interacdes proteina-proteina (PPI), as interacdes antigeno
anticorpo sdo altamente especificas e por conta disso, sua compreensao torna-se um
alvo da imunologia, uma vez que estas podem ser vislumbradas como mecanismos
terapéuticos para diversas comorbidades (Kulkarme-Kale et al., 2014). O
desenvolvimento de terapias a base de anticorpos deve estar intimamente relacionado
com a elucidacdo das formas de interacdo envolvidas no complexo antigeno-
anticorpo, e para tanto, o emprego de ferramentas computacionais tem se mostrado
promissor, uma vez que fornecem resultados solidos e mais rapidos quando
comprados aos métodos experimentais convencionais (Krawkczyc; Dunbar; Deane,
2017).

Métodos de bioinformética estrutural, tais como a modelagem por homologia,
Docking molecular do tipo proteina-proteina vém sendo utilizados no design racional
de anticorpos. As intera¢des antigeno-anticorpo podem ser bem estabelecidas com o
emprego das analises de Docking molecular, uma vez que tal metodologia consegue
predizer um complexo biolégico baseado em ligacdes proteicas, com grande
proximidade com as interagcdes que ocorrem nos sistemas biolégicos, demonstrando
a sua funcionalidade para predicdo de afinidades entre anticorpos e moléculas
antigénicas (Norman et al., 2020).

Diante da ampla distribuicdo de serpentes do género Bothrops no Brasil; da alta
incidéncia de envenenamentos atribuidos a tal género e da necessidade de
implementacdo de terapias auxiliares aos anti-venenos ja existentes, torna-se
promissora a busca por moléculas a serem utilizadas no tratamento de pacientes que
se envolveram em acidentes ofidicos e que apresentem uma ampla abrangéncia,
conseguindo abarcar as diversas serpentes compreendidas no género Bothrops.
Neste panorama, devido a eficiéncia do fragmento scFvBaPl frente as
metaloproteinases presentes nos venenos de B. asper, B. atrox e B. neuwiedi (Gomes
et al., 2019) neste capitulo foi avaliado a sua capacidade de reconhecer
metaloproteinases, in silico, de venenos de outras serpentes do género, com o fim de

propor a ampliacdo da sua polivaléncia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar por técnicas in silico o potencial polivalente de neutralizacdo do
fragmento scFvBaP1 frente a metaloproteinases presentes em venenos de serpentes

do género Bothrops.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Buscar metaloproteinases a serem utilizadas como alvo;

e Avaliar as possiveis interacdes entre o fragmento scFv-BaP1 e os alvos por
docking molecular;

e Descobrir as regides especificas de interagdo antigeno-anticorpo;

e Propor o mecanismo de acéo do fragmento scFvBaP1.
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3. METODOLOGIA

3.1 Busca por metaloproteinases alvo

Para se avaliar o potencial do fragmento scFvBaP1l em reconhecer outras
metaloproteinases, foi realizada uma busca por proteinas que apresentam
similaridade com a toxina BaP1, de Bothrops asper. A busca foi realizada por meio da
ferramenta BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Como critério de inclusédo no
estudo foram consideradas aquelas proteinas que apresentavam 60% ou mais de
identidade (% ID) com a toxina BaP1l; que se encaixavam na classificacdo de
metaloproteinases e que pertenciam a serpentes do género Bothrops. Além disso, a
partir das proteinas encontradas também se realizou uma analise de BLAST contra o
banco de dados de proteinas (do inglés Protein Data Bank PDB; https://www.rcsb.org/)
com o objetivo de encontrar templates para modelagem molecular. As sequéncias das
proteinas selecionadas para estudo foram submetidas a um alinhamento maltiplo com
auxilio do software Clustal Q (Sievers et al., 2011;

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

3.2 Modelagem computacional do fragmento scFvBaP1 e proteinas alvo

A modelagem molecular das estruturas foi realizada utilizando-se o programa
MODELLER na versao 9.19 (Carter; Sweet, 2003), seguindo o método da modelagem
por homologia. A busca dos moldes estruturais foi realizada por meio do servidor
HHPred (Soding; Bierget; Lupas, 2005). Para a modelagem do fragmento scFvBaP1
foi utilizado como molde um scFv derivado do anticorpo Ixekizumab (PDB ID: 6NOU;
DURBIN et al., 2019), possuindo as cadeias VH e VL unidas com o mesmo peptideo
linker. No geral foram gerados 2000 modelos, dos quais foram escolhidos 100
modelos de acordo dom o DOPE score (Discrete Optimized Protein Structure). O
melhor modelo, de 100, foi selecionado por meio da sua avaliagdo no QMEAN

(Benkert; 24 Biasini; Schwede, 2011). O melhor modelo também foi analisado pelo


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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PROSA Il (Wiederstein; Sippl, 2007), tendo sua qualidade estereoquimica verificada
pelo PROCHECK (Laskowski et al., 1993) e QMEAN (Benkert; Biasini; Schwede,
2011). As estruturas geradas foram observadas pelo programa Pymol Molecular

Graphics System na verséo 1.6 (Schrodinger, LLC).

3.3 Docking Molecular

As interacbBes entre o fragmento scFvBaPl e as proteinas alvo (antigenos)
foram avaliadas por meio de docking molecular. As analises foram realizadas
utilizando o software ZDOCK na verséo 3.0.2 (Pierce et al., 2014). Foram realizadas
ligacbes do tipo proteina-proteina, sendo as proteinas alvo consideradas como
receptores e o fragmento scFvBaP1l1, ligante. Os residuos do ligante foram
determinados como flexiveis para melhor cobertura do antigeno. As dez estruturas

finais foram avaliadas com o auxilio do PyMOL v 1.6 (Schrodinger, LLC).
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4. RESULTADOS

4.1 Busca por metaloproteinases alvo

A partir da busca comparativa realizada através da ferramenta BLAST, foram
identificadas nove toxinas alvo que se enquadraram nos critérios de busca estipulados
previamente para o estudo (Tabela 2). Além dos critérios, ainda foi inserido na
determinacdo dos alvos a regido de ocorréncia da serpente a ser analisada, como
forma de tentar abranger todas as regifes do pais. Foram inseridas na analise outras
Metaloproteinases com similaridade a BaP1, porém fora do género Bothrops. Apesar
de ndo se enquadrarem em todos os critérios definidos, tais enzimas estao presentes
no veneno de serpentes que também possuem relevancia médica, devido a também

estarem relacionadas com parte significativa de acidentes ofidicos.

Tabela 2: Toxinas escolhidas como alvo terapéutico — género Bothrops

Espécie Cobertura %  ldentidade % Regides de ocorréncia
B. leucurus 99 79 Norte, Sudeste

B. moojeni 99 81 Centro—Oeste, Sudeste
B. jararacussu 99 81 Centro—Oeste, Sudeste
B. insularis 99 82 Sudeste

B. pauloensis 96 70 Centro—Oeste

B. pirajai 97 69 Nordeste (+ MG)

B. jararaca 99 65 Centro—Oeste, Sudeste
B. neuwiedi® 99 81 Sudeste, Sul

B. atrox* 99 82 Norte

3 Reconhecida previamente pelo scFvBaP1
4 Reconhecida previamente pelo scFvBaP1
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C. adamanteus 99 61 Ameérica®
C. atrox 99 65 América
L. muta 99 65 Norte, Centro —Oeste, Sudeste, Sul

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dados disponiveis em (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins)

Para realizacdo das analises, também se buscou no banco de dados (PDB) a
estrutura tridimensional das proteinas a serem utilizadas como alvo. Porém, nem
todas as proteinas apresentavam estruturas resolvidas e depositadas em bancos de
dados. Tais proteinas terdo sua estrutura obtida através da modelagem por
homologia, no decorrer do trabalho.

As proteinas com sequéncia depositada no banco de dados foram inicialmente
utilizadas no estudo, sendo entdo, submetidas a um alinhamento para identificagao
de regides conservadas em sua sequéncia (Figura 1). A partir de tal analise, fica
evidente a similaridade entre os alvos terapéuticos escolhidos, principalmente no que
diz respeito a conservacgédo do seu sitio de atividade, que consiste em um foco para o
desenvolvimento de moléculas terapéuticas que visam a inibicdo de

metaloproteinases.

B. asper - TPEQQRYVDL FTVVDHGMFMKYNGNSDK IRRRIHQMVNIMKEAYSTMYIDILLTGVETW 59
B. atrox QKYNPFRYVELFIVVDQGMVTKNNGDLDK IKARMYE LANIVNETLRYLYMHAALVGLE W 60
B. jararaca -XRFSPRYIELAVVADHGIFTKYNSNLNTIRTRVHEMLNTVNGFYRSVDVHAPLANLEVI 59
B. leuciurus - - -FSPRHIELVVVADHGMFKKYNSNLNT IRKWVHEMVNSHMNGF YRSVDVTAS LANLEVI 57
B. moajeni -QQFSPRYIELVVVADHGMFKKYNSNLNT IRKWYHEMLNTVNGF FRSMNVDASLVNLEVW 59
C adamanteus - -NLPQRYIELVVVADRRVFMKYNSDLNIIRTRVHE IVNIINEFYRSLNIRVSLTDLETW 58
C atrox -QNLPQRYIELVVVADHRVFMKYNSDLNTIRTRVHE IVNFINGFYRSLNIHVSLTDLETW 59
LIRS «E X, . L . . L e * .. - . * X . X
B. asper SNKDLINVQPAAPQTLDSFGEWRKTDLLNRKSHDNAQLLTSTOFNGPTIGLAYVGSMCDP 119
B. atrox SNGDKITVKPDVDYTLNSFAEWRKTDLLTRKKHDNAQLLTAIDFNGPTIGYAYIGSMCHP 120
B. jararaca SKQDLIKVQKDSSKTLKSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTAVVFDGNTIGRAYTGGMCDP 119
B. leucurus SKKDLINVQKDSRETLKSFGEWRERDLLPRISHDNAQLLTTIVFDGHVIGRAFTGGMCDP 117
B. moojeni SKKDLIKVEKDSSKTLTSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTVIVFDEETIGIAYTAGMCDL 119
C adamanteus SGQDFITIQSSSSNTLNSFGEWRERVLLTRKRHDNAQLLTAINFEGKIIGKAYTSSMCNP 118
C atrox SNEDQINIQSASSDTLNAFAEWRETDLLNRKSHDNAQLLTATELDEETLGLAPLGTMCDP 119

® K .. ®E LK REK . XK X K . KK KKK .. LK K =%

B. asper KRSTGVIQDHSEQD NLGISHDTGSCSCGGYSCIMSPYLSHEPSKYFS 179
B. atrox KRSVAIVEDYSPIN NLGIHHDTDFCSCGDYPCIMGPTISNEPSKFFS 180
B. jararaca RHSVGVVRDHSKNN NLGIDHDTGSCSCGAKSCIMASVLSKVLSYEFS 179
B. leucurus RHSVGVVMDHSPKN NLGMHHDGNQCHCDAASC IMADSLSQVLSYEFS 177
B. moojeni SQSVAVVMDHSKKN NLGMRHDGNQCHCNAPSCIMADTLSKGLSFEFS 179
C. adamantens  RSSVGIVKDHSPIN NLGMEHDGKDC LRGASLCIMRPGLTPGRSYEFS 178

NLGMEHDGKDCLRGASLCIMRPGLTKGRSYEFS 179

C. atrox KLSIGIVQDHSPIN
* .

. oKX . < x k3 % 3K X . X Kk

> As serpentes s3o endémicas das Américas do Norte e Central, porém ha ocorréncia de acidentes no Brasil


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
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Figura 2: Alinhamento de sequéncias das metaloproteinases alvo. Alinhamento realizado com o

Software Clustal Q. As sequéncias apresentam-se conservadas demonstrando similaridade entre os
alvos selecionados. As caixas em vermelho indicam conservacdo do sitio de atividade das
metaloproteinases (H142EXXHXXGXXH1s52). A caixa em azul indica a conservacao de um aminoacido
Lisina, o qual participa do processo de neutralizacdo das enzimas por meio da ancoragem dos

anticorpos.

4.2 Modelagem computacional do fragmento scFvBaP1 e proteinas alvo

A partir dos 2000 modelos obtidos foram pré-selecionados 100 modelos, a partir
dos seus valores de DOPE score, com o intuito de refinamento das analises.
Posteriormente, tais modelos foram submetidos a analises de qualidade tendo sido
escolhido aquele que apresentava os melhores resultados. O modelo escolhido
apresentou resolucdo similar a uma estrutura resolvida por NMR (z-score -4, 94); além
de apresentar 88,5% dos seus residuos de aminoacidos em regifes mais favoraveis,
8% em regides adicionalmente permitidas, 1% em regibes generosamente aliadas e
apenas 2,5% em regides proibidas no Ramachandran Plot. Por meio de tal andlise
sao considerados bons modelos aqueles que apresentem mais que 90% dos seus
residuos em regides permitidas e favoraveis. Pela analise de Qmean, o z-score obtido
foi |-1,05|, sendo também considerado um valor 6timo para bons modelos uma vez
gue software considera como tal, modelos que apresentem valores entre -2 e 2
(modular). Os modelos obtidos podem ser visualizados na figura 3. Conforme o
desenho do cassete do fragmento em questdo, o modelo foi obtido demonstra na sua
porcao N’ terminal a cadeia pesada (VH), um peptideo linker flexivel compostos por
aminoacidos Glicina e Serina e a cadeia leve (VL), seguida da cauda de Histidina na
por¢gdo C’ terminal. Além de tais estruturas também s&o indicadas as regibes de

complementariedade ao antigeno (CDR).
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His - Tag

c 180°

Figura 3: Representacdo do melhor modelo obtido a partir da sequéncia do scFvBaPl.A -

Representacéo do fragmento scFvBaP1. Em verde as cadeias VH e VL; unidas pelo peptideo linker,
em laranja; em vermelho as regides de CDR; em azul a cauda de Histidina. B — Representacdo do

fragmento scFvBaP1 diferenciando as duas cadeias (VH e VL). Demonstracdo em posi¢éo original e
rotacéo em 180°.

As imagens foram geradas no programa PyMol.

4.3 Docking Molecular

Quando analisamos os dockings moleculares, realizados com o intuito de
investigar a afinidade do scFvBaP1 com as metaloproteinases escolhidas como alvos,
€ possivel se observar que o fragmento é capaz de reconhecer todos os alvos

analisados, como demonstra a Figura 4.
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Figura 4: Andlise de docking molecular entre o scFvBaP1 e as SVMPs alvo. Em azul a representacéo
do fragmento scFvBaP1l; em verde as metaproteinases (SVMPs) — alvo; a visualizacdo em zoom
corresponde aos locais de interacao (pontes de hidrogénio) entre o complexo protéico. Em A-scFvBaP1
associado a SVMP de B. asper, em B- scFvBaP1 associado a SVMP de B. atrox; em C- scFvBaP1
associado a SVMP de B. jararaca; em D- scFvBaP1 associado a SVMP de B. leucurus; em E- scFvBaP1
associado a SVMP de B. moojeni; em F- scFvBaP1 associado a SVMP de C. adamanteus; em G-
scFvBaP1 associado a SVMP de C. atrox.

E possivel se observar que houve interacdo do anticorpo com os referidos
antigenos, por meio da formacdo de ligacbes de hidrogénio entre aminoacidos
presentes entre as duas cadeias. Para tanto, foram consideradas pontes de
hidrogénio formadas entre aminoacidos distantes em até 3,6 A.

A maioria das ligacbes observadas se deram entre regides de
complementariedade aos antigenos (CDRS), presentes nos anticorpos associadas ao
sitio de atividade das metaloproteinases e regides circunvizinhas. O sitio de atividade
das metaloproteinases de B. asper, B. atrox, B. leucurus e B. moojeni demonstrou
interacdo com o fragmento scFvBaP1 sugerindo que a sua neutralizacdo possa estar
relacionada a um impedindo fisico neste local, impedindo a ligacéo dos ions de zinco,
cofatores das enzimas em questdo. Apesar dessa ligacdo ter sido observada nos
alvos supracitados, o reconhecimento de tais regides foram realizados por CDRs
diferentes, nas SVMPs de B. asper e B. atrox quem participa da inibicdo € o primeiro
CDR presente na cadeia pesada do anticorpo (VH), enquanto na SVMP de B. leucurus
tal interacédo é feita pelo terceiro CDR da mesma cadeia, sendo que em B. moojeni, 0
responséavel pela inibicdo é o primeiro CDR da cadeia leve (VL).

Ja nas demais SVMPs ndo foram observadas intera¢Ges diretas com os seus
respectivos sitios de atividade, sugerindo que a inibicdo da atividade de tais enzimas
pode estar relacionado com outros mecanismos de acao. As interacfes provenientes
das analises, bem como as regifes de CDRs envolvidas no reconhecimento de cada
SVMP esté descrita na tabela 3.

Em relacdo a quantidade de CDRs interagindo em cada alvo, foram observadas
variacbes. Em B. asper e B. atrox, apesar da atividade biolégica do fragmento
scFvBaPl1 ter sido comprovada in vitro (Gomes et al., 2019), observa-se uma menor
participagdo em relagdo ao numero de CDRs, no entanto ha uma ligagéo direta com
o sitio de atividade das metaloproteinases. Além disso, quando olhamos de forma
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mais minuciosa, avaliando as interagcfes aminoacido-aminoécido, em tais complexos
sao observadas uma maior formacéo de pontes de hidrogénio, em relacdo as demais,
0 que pode sugerir que a interacdo entre as proteinas seja mais forte.
A validacdo de tais interacdes, no entanto, deverdo ser confirmadas a partir da

relacdo de tais dados com os resultados obtidos nas dinamicas moleculares.

SVMP CDR1- CDR2- CDR3- CDR1- CDR2- CDR3- Sijtiode Regibes
VH VH VH VL VL VL atividade adjacentes

B. asper X X X X

B. atrox X X

B. jararaca X X X X X

B. leucurus X X X X

B. moojeni X X

C. adaman X X X X

C. atrox X X X X

Tabela 3: Régi(")es de com'plementaridrade ao anfigeno (CDRS) que poésuem interégﬁo com as

SVMPs-alvo. Em vermelho os CDRs que interagem com os sitios de atividade das respectivas
SVMPs.

Fonte: Elaborado pelo autor
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5. DISCUSSAO

Atualmente, a soroterapia € a Unica forma de tratamento disponivel para
pacientes que se envolvem em acidentes ofidicos. Tal terapia apesar de apresentar
grande eficacia e de estar presente no mercado ha décadas, apresenta limitacfes tais
como: o desencadeamento de reacdes adversas, como a anafilaxia e a doenca do
soro; altos custos de producéo; dentre outras (Laustsen, 2016). Grande parte dos
soros antiofidicos disponiveis consiste em imunoglobulinas inteiras do tipo 1gG ou
fragmentos do tipo Fab, ambos provenientes de animais sensibilizados, entretanto,
cerca de 70% das imunoglobulinas utilizadas ndo sao especificas para as toxinas de
serpentes, sendo oriundas de infec¢cdes anteriores a sensibilizacdo do animal.
(Szteiter et al., 2021).

Diante deste cenario, a busca por estratégias alternativas para o
desenvolvimento de novos anti-venenos se torna de grande validade. Para tanto,
podem ser utilizadas uma gama de moléculas tais como inibidores naturais e
sintéticos; peptideos; fagos bacterianos; e anticorpos poli e monoclonais, além de
seus fragmentos recombinantes. Essas moléculas vém se demonstrando altamente
eficazes, além de minimizarem os efeitos colaterais e apresentarem menor custo de
produgéo (Ainswort Et Al., 2018; Lauridsen Et Al., 2017; Tan Et Al., 2025). Neste
trabalho, o potencial de polivaléncia de um fragmento de anticorpo, scFvBaP1 (Castro
et al.,, 2014) contra metaloproteinases de Bothrops sp. foi avaliado por meio de
técnicas de docking molecular. O fragmento utilizado foi previamente avaliado in vitro
contra venenos de algumas serpentes do género onde demonstrou atividade contra o
veneno de B. asper, B. atrox e B. neuwiedi (Gomes etAl., 2019).

As metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMPs) sdo enzimas zinco-
dependentes, abundantes em venenos de serpentes das familias Viperidae e
Crotalinae e pouco abundantes nas familias Elapidae e Colubridae. Tais enzimas séao
classificadas em quatro classes, de acordo com o0s dominios presentes em sua
composicao. A classe | (SVMP-I), consiste na classe mais simples, sendo constituida
por um peptideo sinal e apenas um dominio metaloproteinase (Olaoba et al., 2020).

Neste trabalho foi demonstrada a capacidade de reconhecimento do fragmento
scFvBaPl, in silico, frente a metaproteinases (SVMPs) componentes dos venenos de

serpentes do género Bothorps e Crotalus. O reconhecimento de SVMPs de espécies
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contidas em géneros diferentes pode estar associado ao fato de tais moléculas
apresentarem alta conservacéao filogenética, como demonstra o estudo de Souza,
(2014). Neste contexto, além da conservacao filogenética observada nos alvos,
também podemos atribuir tais achados a propriedade polivalente do fragmento,
corroborando os achados de Silva et al.,, (2018), que também demonstra o
reconhecimento de SVMPs de C. terrificus, por meio de um scFv especifico para B.
jararacussu.

No trabalho de Souza et al., (2020) foi avaliado o potencial de polivaléncia de
um fragmento scFv proveniente de anticorpos monoclonais obtidos a partir da
sensibilizacdo de galinaceos com SVMPs de B. pauloensis. De forma similar aos
nossos resultados, o scFv em questdo reconheceu SVMPs componentes dos venenos
de B. leucurus e B. moojeni, além de uma espécie compreendida no género Crotalus.
Apesar de ter uma origem diversa do fragmento scFvBaP1, tais resultados séo
importantes para substanciar a proposta de polivaléncia deste anticorpo.

As interacdes observadas entre o complexo antigeno-anticorpo foram
interacdes eletrostaticas entre os residuos, por meio da formagcdo de pontes de
hidrogénio. De acordo com Dasikan; Maiti e Ayappa (2020), as pontes de hidrogénio
sdo ligagcbes cruciais na determinacdo da estabilidade das interacbes proteina-
proteina. Nos complexos obtidos por meio da interacdo scFvBaP1l e SVMPs das
serpentes B. asper e B. atrox, foram observadas uma maior quantidade de pontes de
hidrogénio em relagdo aos demais complexos. Essa variagcdo observada nas
interagbes proteina-proteina pode estar atrelada a afinidade do anticorpo aos
diferentes antigenos, o que pode refletir na sua eficacia de neutralizacdo dos efeitos
provenientes da acdo das SVMPs avaliadas. Tal fato € demonstrado no trabalho de
Boorla et al., (2020) no qual a quantidade de ligac6es de hidrogénio, bem como a
média das distancias entre os aminoécidos que interagem, foram utilizadas como
pardmetro de validacdo da afinidade de anticorpos do tipo scFv capazes de
reconhecer uma subunidade protéica do SARS-CoV-2

As interacbes antigeno-anticorpo sao primariamente realizadas por
aminoacidos presentes nas regides de complementaridade ao antigeno (CDRs), que
séo regides cruciais para a capacidade de reconhecimento dos anticorpos. Os CDRs
presentes no fragmento scFvBaP1l participam ativamente da formagéo de ligacoes
com diferentes regibes das SVMPs, sendo capazes de se ligar simultaneamente em

diferentes pontos das toxinas, formando loopings capazes de englobar diferentes
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partes da molécula-alvo. Quando esse comportamento de ligagBes diversas é
observado em scFvs, de acordo com Ali et al., (2021), isto pode indicar que o
mecanismo de acdo do anticorpo esta atrelado ao reconhecimento de epitopos
conformacionais.

Além das regi6es de CDR também foi encontrada a interagcdo de aminoacidos
Glicina com diferentes regifes dos antigenos. O fragmento scFvBaP1l possui um
peptideo flexivel rico em Glicinas e Serinas, que tem como finalidade a unido das
cadeias VH e VL, porém de forma convencional tal regido ndo foi alocada para
interagir com antigenos de forma proposital. Em uma analise de docking
anteriormente realizada por Castro et al., (2014) a influéncia da insercdo do linker no
fragmento scFvBaP1l ndo pode ser demonstrada, uma vez que tal estrutura foi
desconsiderada para as andlises. Porém, torna-se de suma importancia demonstrar
essa influéncia uma vez que, quando realizadas as analises bioldgicas, o linker esta
presente na molécula. A participacdo do linker no reconhecimento de regides
antigénicas, provavelmente ocorre de forma acidental e devera ser verificada para
avaliar se esta tem a capacidade de influir negativamente na ligagdo de outros
aminoacidos, presentes nas regides de CDR, por exemplo. No entanto, como ressalta
Qu et al., (2021) tais interacbes podem ser consideradas normais devido a alta
flexibilidade atribuida aos residuos de glicina.

De acordo com Castro et al., (2014), a partir de andlises de docking molecular,
a atividade biolégica do fragmento scFvBaPl pode estar relacionada com o
reconhecimento especifico do sitio catalitico das metaloproteinases, ou com uma
neutralizacédo por impedimento estérico, por meio da ligacdo a epitopos localizados
em regides circunvizinhas. O sitio catalitico das metaloproteinases corresponde a uma
sequéncia consenso altamente conservada (Hi42EXXHXXGXXHis2), a qual forma
uma fenda onde insere-se um ion de zinco (Zn), atuando como cofator (Yee et al.,
2017).

Nos complexos formados pelo scFvBaP1 associado as metaloproteinases de
B. asper, B. atrox, B. leucurus e B. moojeni, as regides de CDR do anticorpo
interagiram diretamente com o sitio de atividade das SVMPs, mais especificamente
com o residuo Histidinais2 (Hiso em B. moojeni) o qual possui grande relevancia na
atividade catalitica da enzima, por auxiliar na ancoragem dos ions de zinco. Tais
associacfes corroboram o mecanismo proposto por Castro et al., (2014), reforcando

a eficacia no fragmento na neutralizacdo dos efeitos degradantes das SVMPs. Além
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disso, Xie et al., (2020) destacam a importancia de se obter moléculas cujo
direcionado esté atrelado ao sitio de atividade das SVMPs. O autor elenca uma série
de moléculas, tais como farmacos sintéticos, derivados de metabolitos secundarios
de plantas, peptideos e agentes quelantes que vém sendo testados como antivenenos
pela sua propriedade de inibir a ancoragem do zinco ao sitio catalitico das SVMPs.

No entanto, quando associado as SVMPs de B. jararaca, C. adamanteus e C.
atrox as regifes de CDR do fragmento scFvBaP1 se associaram a aminoacidos fora
do sitio de atividade de tais enzimas. Tal forma de associacdo também havia sido
prevista por Castro et al., (2014) como anteriormente citado. Um mecanismo similar
foi encontrado no trabalho de Karim-Silva et al., (2020), no qual demosntrou-se que,
guando um fragmento scFv se liga a diversos pontos de determinado antigeno, ocorre
um impedimento de que essas proteinas se associam a outras, fazendo com que elas
sejam impedidas de desempenhar a sua atividade.

No que diz respeito as SVMPs o0s seus principais efeitos no contexto do
envenenamento ofidico sdo a hemorragia, a dermo e a mionecrose. A hemorragia é
consequéncia da degradacdo das proteinas que constituem a membrana basal dos
vasos sanguineos, enquanto a dermo e a mionecrose sao atreladas a clivagem de
proteinas como colageno, fibrina, fibrinogénio etc (GUTIERREZ et al., 2016). Para que
essas proteinas sejam degradadas € necessario que as SVMPs se associam a elas,
no entanto como o scFvBaP1 se liga em varios pontos das SVMPs, isso pode impedir
gue elas interajam com outras proteinas, sendo entdo, uma forma de neutralizacdo da

sua atividade.
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6. CONCLUSOES

Neste capitulo foi possivel se avaliar a interagdo do fragmento scFvBaP1 com
metaloproteinases presente nos venenos de serpentes do género Bothrops e
Crotalus. E importante ressaltar que no experimento foram inseridas
metaloproteinases além das quais foram utilizadas para avaliacdo da atividade do
fragmento in vitro e in vivo, demonstrando assim que ele apresenta potencial para
abranger de forma ampla, o género Bothrops, e abrindo portas para que sua atividade
também seja experimentalmente testada com um nimero maior de serpentes.

Além disso, foi demonstrado a partir do Docking molecular que o fragmento
neutraliza a atividade das metaloproteinases, basicamente, por meio de dois
mecanismos de acdo: ligacdo direta ao sitio de atividade da enzima impedindo a
interacdo com o cofator e ligacdo em regides circunvizinhas, associando-se a
molécula enzimatica e impedindo que ela se ligue a outros componentes, como por
exemplo o colageno, a fibrina que sao alvos de degradacao delas.

Tais achados abrem portas para que o fragmento possa ter a sua acdo
explorada, uma vez que, conhecendo seu mecanismo de atividade a sua utilizacao
pode ser mais bem direcionada. Além disso, poderdo ser feitas melhorias a nivel

molecular para que as interacdes antigeno-anticorpo possam ser acentuadas.
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CONCLUSOES GERAIS

De forma geral, neste trabalho foram realizados experimentos preliminares,
porém de suma importancia. Com a caracterizacdo das linhagens transgénicas foi
possivel avaliar qual delas apresentou maior potencial para ser utilizada como fonte
de escalonamento do fragmento scFvBaP1l, a partir por exemplo, da obtencdo de
suspensodes celulares em biorreatores. Além disso, foi possivel se predizer também a
guantidade de coOpias do gene de interesse inserida no processo de transgenia e
correlacionar tal evento a producéo de proteinas.

A produtividade de cada uma das plantas foi verificada, tornando possivel um
trabalho de forma mais direcionada utilizando apenas aquela linhagem mais rentavel.
Ademais, foi ainda demonstrado uma forma de potencializacao de tais taxas, por meio
da utilizacdo de lampadas de led, que consiste numa forma barata e de facil utilizacao
e que muito tem a contribuir aos rendimentos de proteinas recombinantes expressas
em plantas transgénicas.

Um outro ponto importante no que tange a compreensao do fragmento
scFvBaPl1, foi a caracterizacdo da molécula de anticorpo em si. Compreender seus
aspectos fisico-quimicos € fundamental quando se pensa na administracdo desta
molécula em modelos animais e futuramente na sua veiculagdo como farmaco.
Também foi analisada a questdo da alergenicidade in silico, uma vez que, uma
molécula ndo alergénica por si so ja traz consigo um grande potencial, podendo ser
veiculada de forma segura e sem efeitos colaterais.

Salienta-se ainda, neste trabalho, que o fragmento scFvBapl apresentou, in
silico, polivaléncia uma vez que fora testado frente a diversas mataloproteinases de
serpentes do género Bothrops e também no género Crotalus. Tal achado apresenta
grande relevancia quando se leva em consideracdo que a maioria dos acidentes
ofidicos séo ocasionados por serpentes desses géneros e que a maioria dos pacientes
nao sabem identificar de forma correta qual a serpente que ocasionou a picada.
Nesses casos é administrado um soro geneérico, porém menos efetivo.

Ressalto a importancia do estudo do mecanismo de a¢édo do fragmento, onde

foi possivel visualizar como acontece de fato a interacdo antigeno-anticorpo. O que
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pode facilitar a utilizacdo do fragmento, frente a outras aplicabilidades, uma vez que
este podera ser sitio-direcionado.

Como forma complementar a este estudo torna-se necessario a validacao dos
dados obtidos in silico, em modelos in vivo. Visando corroborar os dados encontrados
até o presente momento e contribuir de forma mais efetiva para que o fragmento possa

ser utilizado, futuramente, como um medicamento biolégico.



