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Resumo

Considerada a mais comum das doengas lisossémicas, a doenca de Gaucher é causada
por mutacbes no gene GBA1l que resultam na sintese defeituosa da enzima
glicocerebrosidase (GBA), responsavel pela hidrélise dos glicocerebrosidios em glicose
e ceramida. A deficiéncia da enzima provoca o acumulo desses glicolipidios nos
macréfagos, principalmente no figado, no baco e na medula 6ssea, levando a um
fendtipo complexo. O tratamento da doenca consiste na administracdo da enzima GBA
humana (HsGBA) exdgena e, apesar de sua eficacia, é extremamente oneroso. Assim
como outras espécies de microalgas, Chlamydomonas reinhardtii apresenta alto
potencial para a producdo de grandes quantidades de proteinas recombinantes de forma
rapida e a um custo muito inferior ao dos sistemas de expressao tradicionais. O objetivo
proposto para o desenvolvimento deste trabalho foi a expressdo do gene codificador da
HsGBA a partir do genoma nuclear de C. reinhardtii visando a produgdo da proteina
como possivel alternativa para a terapia de reposicdo enzimatica. O gene HsGBA
artificial foi projetado com cddons adaptados para a expressdo nuclear em C. reinhardtii
e com sitios de restricdo. A sequéncia nucleotidica foi sintetizada pela empresa
GenScript USA Inc. e, ap0s seu recebimento em plasmideo de clonagem, o gene
HsGBA foi inserido no plasmideo pHsp70A/RbcS2-cgLuc por restricdo com
endonucleases e ligacdo. Esse vetor foi combinado com o plasmideo pKS-aph7 -lox
para a transferéncia do cassete de expressdo do gene de interesse por recombinacéo sitio
especifica mediada pelo sistema Cre/lox, originando o vetor pKS-aph7  -lox::HsGBA,
gue contém, assim, os cassetes de expressao em tandem para HsGBA e para o marcador
de selecdo aph7™", codificador da enzima aminoglicosideo fosfotransferase e capaz de
conferir resisténcia a higromicina B. A linhagem de C. reinhardtii CC-400 cw15 mt* foi
transformada por eletroporacdo com o plasmideo resultante linearizado (clivado com
EcoRV) e na forma circular. A integracdo de HsGBA no genoma de cinco linhagens de
C. reinhardtii foi comprovada por PCR e sua expressdo foi demonstrada em trés dessas
linhagens de forma qualitativa por RT-PCR. Como HsGBA é controlado por um
promotor induzivel, hsp70A, diversas condi¢cdes foram testadas visando a sua maxima
expressdo. Entretanto, analises por SDS-PAGE e western blot ndo permitiram a
deteccdo da proteina recombinante. De modo semelhante, a atividade enzimatica da
HsGBA avaliada em extratos proteicos de linhagens transformadas ndo foi diferente da

observada para linhagens ndo transformadas de C. reinhardtii.



Abstract

Considered the most common lysosomal disorder, Gaucher disease is caused by
mutations in GBA1l gene that result in defective synthesis of the enzyme
glucocerebrosidase (GBA), responsible for the hydrolysis of glucocerebrosides into
glucose and ceramide. When the enzyme is defective, these glycolipids accumulate in
the macrophages, mainly in the liver, spleen and bone marrow, leading to a complex
phenotype. Current treatment consists of enzyme replacement therapy by the
administration of exogenous human GBA (HsGBA) and, in spite of its efficacy, it is
exceptionally expensive. As other species of microalgae, Chlamydomonas reinhardtii
has a high potential for production of large amounts of recombinant proteins rapidly and
at a much lower cost than traditional expression systems. In the present work we
proposed the expression of the HSGBA gene from the nuclear genome of C. reinhardtii
aiming the production of the protein as a possible alternative to enzyme replacement
therapy. The artificial HsSGBA gene, adapted to the nuclear codon usage of C.
reinhardtii, was designed with restriction sites and synthesized by GenScript USA Inc.
The nucleotide sequence was provided in a cloning vector and the HSGBA gene was
inserted into the plasmid pHsp70A/RbcS2-cgLuc by endonuclease digestion and
ligation. The resulting vector was fused to the plasmid pKS-aph7 -lox for transferring
of the expression cassette of the gene of interest by site-specific recombination mediated
by the Cre/lox system, yielding the plasmid pKS-aph7 -lox::HsGBA. As a result, this
tandem vector has the expression cassettes for HSGBA and for the selection marker
aph7™", which encodes the aminoglycoside phosphotransferase enzyme that confers
resistance to hygromycin B. The C. reinhardtii strain CC-400 cwl5 mt* was
transformed by electroporation with the resulting plasmid, in the supercoiled and linear
(digested with EcoRV) forms. The HSGBA integration into the genome of five strains of
C. reinhardtii was confirmed by PCR and their expression was demonstrated
qualitatively in three of these strains by RT-PCR. As the HSGBA gene is under the
control of the inducible promoter hsp70A, several conditions were tested aiming its
higher expression. However, the protein could not be detected by SDS-PAGE and
western blot. Likewise, the enzymatic activity of the HSGBA was measured in protein

extracts of the transgenic strains but did not differ from the control.



1. Introducdo

1. 1 Glicocerebrosidase

A glicocerebrosidase humana (HsGBA) é uma entre as mais de cem hidrolases
lisossomais, enzimas envolvidas na degradacdo dos residuos resultantes de processos
fagociticos que ocorrem em condi¢des acidas no interior dos lisossomos (Mullin e
Schapira, 2015). Mais especificamente, a HSGBA ou B-glicosidase &cida (D-glicosil-N-
acilesfingosina glico-hidrolase, EC 3.2.1.45) é uma enzima associada a membrana dos
lisossomos onde é responsavel pelo catabolismo de glicocerebrosidios, glicolipidios
originados de membranas de células senescentes, principalmente as sanguineas, que sao

fagocitadas por macréfagos.

Os glicocerebrosidios sdo compostos por uma molécula de glicose unida por
uma ligacdo glicosidica a uma molécula de ceramida, estrutura formada pelo
aminoalcool esfingosina unido por uma ligacdo amida a um acido graxo de cadeia
longa, com 16 a 24 atomos de carbono, conforme ilustrado na Figura 1 (Grabowski et
al., 1998).

mQ

H Esfingosina
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Figura 1: Estrutura do glicocerebrosidio. O glicocerebrosidio, ou glicosilceramida, é
composto por uma molécula de glicose unida por uma ligacdo glicosidica a uma
molécula de ceramida. A ceramida é formada pela esfingosina (2-amino-4-octadeceno-
1,3-diol), um aminoéalcool com 18 atomos de carbono, unida mediante ligacdo amida a
um acido graxo de cadeia longa (R) que pode ter de 16 a 24 atomos de carbono
[adaptado de Grabowski, Leslie e Wenstrup (1998)].
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A enzima HsGBA é codificada pelo gene GBAL, localizado na regido 21q do
cromossomo 1. Com 7,6 kb, 0 gene GBAL possui 11 éxons e 10 introns e resulta em um
transcrito com 2 potenciais codons de inicio de tradugdo em seu longo quadro aberto de
leitura. O inicio da traducéo a partir do primeiro codon resulta em uma proteina com um
peptideo-sinal de 39 aminoécidos. Por outro lado, quando a traducdo tem inicio no
segundo codon, o peptideo-sinal da proteina resultante contém 19 aminoacidos (Sorge
et al., 1985; Sorge et al., 1987; Horowitz et al., 1989). Independentemente de seu
tamanho, o peptideo-sinal é clivado durante o transporte da proteina através da
membrana do reticulo endoplasmaético, originando um mondmero de 497 aminoacidos
com massa molecular entre 59 e 69 kDa, conforme o padrdo de glicosilacdo que pode
ocorrer em 5 potenciais sitios. Normalmente, os primeiros quatro sitios de N-
glicosilacdo preditos estdo ocupados, e para o desenvolvimento de um conférmero
cataliticamente ativo, a glicosilacdo no primeiro sitio é essencial. A enzima possui ainda
trés pontes dissulfeto, que também sdo essenciais para sua atividade (Grabowski et al.,
1998).

Ao contrario da maior parte das proteinas lisossomais, que sao direcionadas aos
lisossomos por interacdo com receptores de manose-6-fosfato, o transporte da HsSGBA
do seu local de sintese, no reticulo endoplasmatico, aos lisossomos € mediado pela
interacdo da enzima com a proteina integral da membrana lisossomal do tipo 2 (LIMP-
2) (Reczek et al., 2007; Liou et al., 2014; Blanz et al., 2015). Durante esse transporte, €
fundamental a passagem da proteina pelo complexo de Golgi para a adicdo de
oligossacarideos. Também ao contrario do que ocorre com a maioria das outras
proteinas lisossomais soluveis, a HSGBA néo é secretada em quantidades significativas
(Grabowski, 2012).

Conquanto a HsGBA esteja presente em todas as células nucleadas, o
catabolismo dos glicocerebrosidios ocorre especificamente em macréfagos no bago, no
figado e na medula déssea, onde a HsGBA hidrolisa a ligacao glicosidica entre glicose e
ceramida (Figura 2). Para que essa reacdo aconteca, a enzima requer interacbes com
fosfolipidios aléem de uma proteina ativadora, a saposina C (Grabowski et al., 1998;
Grabowski, 2012).
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Figura 2: Hidrdlise do glicocerebrosidio catalisada pela enzima HsSGBA, com a
formacé&o de glicose e ceramida [adaptado de Brady (1997)].

Quando a enzima € inativa ou pouco funcional, a hidrélise da ligacdo
glicosidica ndo ocorre e, sem a liberacdo da molécula de glicose, os glicocerebrosidios e
os outros glicoesfingolipidios, que ndo podem ser excretados ou reutilizados,
acumulam-se, sendo armazenados nos lisossomos dos macrofagos e de outras células do
sistema fagocitario onde prejudicam funcdes celulares basicas como rotas oxidativas,
vias de sinalizacdo e trafego intracelular. Em longo prazo, o deposito dessas celulas com
acumulo de glicocerebrosidios em 6rgdos com alta concentracdo de macrofagos como
baco, figado e medula dssea leva a uma serie de manifestacdes clinicas, caracteristicas
da doenca de Gaucher (Mankin, 1993; Motta et al., 2016).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém investigado a relagdo entre a
atividade da enzima HsGBA e a patogénese da doenca de Parkinson (Alcalay et al.,
2015). Esses estudos demonstraram uma reducéo na atividade da HsGBA no cérebro de
pacientes com mal de Parkinson em comparacdo com o de controles saudaveis e
indicaram que mutacGes no gene GBAL representam o fator de risco mais importante
para o desenvolvimento da doenca de Parkinson identificado até o0 momento. Estima-se
que mutacbes em GBA1 aumentem aproximadamente 20 vezes o risco para a doenca de
Parkinson, tanto em individuos homozigotos como em heterozigotos (Schapira, 2015).
Além disso, evidéncias apontam que um declinio na atividade da HsGBA relacionado
ao envelhecimento também pode atuar como um fator de risco para o desenvolvimento
da doenga, independentemente da presenca de mutacdes em GBA1 (Rocha et al., 2015).
Apesar do forte vinculo entre a enzima HsGBA e a doenca de Parkinson, o exato
mecanismo des’sa associa¢do ainda ndo esta elucidado. No entanto, parece haver uma
relacdo reciproca entre os niveis de HSGBA e 0s de a-sinucleina, cuja degradacdo €

influenciada pela enzima em condi¢es fisiologicas. Em situagdes com baixa atividade
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da HsGBA, como ocorre em consequéncia de mutacdes em GBAL, a degradagao de a-
sinucleina nos lisossomos é comprometida, havendo seu acumulo e agregacdo,
resultando em neurotoxicidade. Em contrapartida, a agregacdo de a-sinucleina inibe a
atividade da HsGBA no cérebro de pacientes com doenca de Parkinson mesmo sem
mutaces em GBAL, formando, assim, um circulo vicioso (Brockmann e Berg, 2014;
Schapira, 2015).

1. 2 Doenga de Gaucher

Considerada a mais comum das doengas lisossdmicas humanas, a doenca de
Gaucher é causada por mutacfes no gene GBAL. Essas mutaces, que podem ser
pontuais, insercdes, delecbes ou rearranjos, levam a sintese defeituosa da enzima
HsGBA, resultando na reducdo ou na auséncia de sua funcdo no lisossomo, o que
provoca 0 acumulo de glicocerebrosidios responsavel pelas manifestacfes clinicas da
doenca (Grabowski, 2012; Nagral, 2014). A auséncia da enzima ¢ letal, levando a morte
no periodo pré ou neonatal. Sendo assim, para todos os pacientes portadores da doenca
de Gaucher, independentemente da gravidade, observa-se alguma atividade residual da

HsGBA, a qual é inversamente proporcional a progressdo da doenca (Grabowski, 2012).

Descrita em 1882 por Philippe Gaucher, € uma doenga autossdmica recessiva
gue acomete aproximadamente 1 em cada 75 mil pessoas. Embora seja uma doenca pan-
étnica, ela é particularmente prevalente entre judeus asquenazes, podendo atingir 1 em
cada 600 pessoas (Rosenbloom e Weinreb, 2013). Estima-se que 1 em cada 10 a 15
judeus asquenazes é portador de um alelo mutante de GBA1 e, entre 0os mais de 350
alelos variantes associados a doenca de Gaucher, somente 6 correspondem a 98 % das

mutag6es encontradas nessa populacdo (Orenstein et al., 2014).

De acordo com a mutacdo no gene GBAL, alem de outros fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais ainda ndo definidos, os pacientes com a doenca de Gaucher
podem ser assintomaticos ou apresentar uma combinacdo de sintomas que reduzem sua
qualidade de vida como anormalidades hematoldgicas, especialmente anemia e
trombocitopenia, hepatoesplenomegalia, comprometimento esquelético que pode
resultar em crises dolorosas e em retardo do crescimento e, em casos mais graves,

acometimento do sistema nervoso (Orenstein et al., 2014). Além disso, existem relatos
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associando a doenca de Gaucher com alguns tipos de cancer, especialmente mieloma
multiplo, eventos cardiovasculares e cerebrovasculares, doencga de Parkinson e reducéao

na expectativa de vida (Zimran, 2011; Mistry et al., 2015).

Os mecanismos responsaveis por essas manifestacdes ainda ndo sdo
completamente compreendidos mas, além do acimulo de glicocerebrosidios em si, a
ativacdo de macrdfagos, processo relacionado a inflamacdo cronica, e a fibrose
decorrente deste acimulo, parecem ser vias importante na patofisiologia da doenca de
Gaucher. As citocinas secretadas pelos macréfagos ativados provocam uma estimulacao
cronica do sistema imunologico e poderiam ser responsaveis, por exemplo, pelo
aumento da atividade osteoclastica que pode provocar osteopenia, osteonecrose e
fraturas Gsseas (Harmanci e Bayraktar, 2008; Mucci e Rozenfeld, 2015). Essas
substancias também parecem ter contribuicdo para a hepatoesplenomegalia, para a
anemia, para a leucopenia e para a trombocitopenia caracteristicas da doenga (Huang et
al., 2015). Além desses processos, 0 enovelamento anormal de proteinas mutadas no
reticulo endoplasmatico foi proposto como um mecanismo alternativo para ativacao
celular. Existem evidéncias sugerindo que algumas mutagdes provocariam um
enovelamento anormal da proteina HsGBA, desencadeando uma resposta de proteina
desenovelada que poderia acionar vias apoptoticas ou inflamatérias em varios tecidos
(Grabowski, 2008). Esse mecanismo também pode estar envolvido na patogénese da
doenca de Parkinson (Huang et al., 2015; Schapira, 2015). Nos casos em que ha
envolvimento neuronal, a glicosilesfingosina, forma desacilada da glicosilceramida, que
também é substrato da HSGBA, acumula-se nas células do sistema nervoso central,
podendo ser responsavel pela morte dos neurdnios (Huang et al.,, 2015). A
neurotoxicidade atribuida a esse lipidio pode ser decorrente de distirbios na

homeostasia do célcio (Pelled et al., 2005).

Apesar da variabilidade em relacdo aos sintomas apresentados, 0s pacientes
com a doenca de Gaucher tém sido convencionalmente divididos em trés tipos clinicos
com base na auséncia (tipo 1) ou na presenca de sinais neurolégicos de inicio precoce
(tipos 2 e 3) (Rosenbloom e Weinreb, 2013). A forma clinica mais frequente da doenca
de Gaucher, correspondente a 95 % dos casos, € o tipo 1, ou forma crbénica ndo
neuronopéatica do adulto. Os pacientes com essa forma da doenca podem ser
assintomaticos ou apresentar graus variados de hepatoesplenomegalia, manifestacGes

hematoldgicas e envolvimento ésseo. Esses sintomas podem ter inicio em qualquer
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idade e a sobrevida dos pacientes pode ser normal, dependendo da progressdo da doenca
e da gravidade das complicacbes (Martins et al., 2009). Apesar da auséncia de
comprometimento neuroldgico, estudos recentes tém relatado casos de neuropatia
periférica e doenca de Parkinson entre a sétima e a oitava década de vida (Baris et al.,
2014).

Os tipos 2 e 3 da doenca de Gaucher sdo formas neuronopéticas que, além do
comprometimento visceral, afetam o sistema nervoso central, manifestando-se com
diferentes graus de deterioracdo neuroldgica. O tipo 2 ou forma neuronopética aguda ou,
ainda, forma infantil neuronopética, manifesta-se com alteracfes neuroldgicas graves
ainda no periodo pré-natal ou nos primeiros anos de vida, levando a morte,
normalmente, antes dos trés anos de idade. Por fim, o tipo 3, a forma neuronopatica
subaguda ou forma juvenil neuronopatica, pode ter inicio em qualquer fase da infancia e
combina aspectos das duas formas anteriores, com disfuncdo neurologica lentamente
progressiva. Os pacientes com essa forma da doenca normalmente sobrevivem até a
segunda ou terceira decada de vida (Martins et al., 2009; Rosenbloom e Weinreb, 2013;
Huang et al., 2015).

O tratamento da doenca de Gaucher envolve medidas de suporte e terapia
especifica, que pode ser a inibicdo da sintese de substrato ou a terapia de reposicdo
enzimatica. Estas abordagens tém como objetivo prevenir o desenvolvimento de novas
manifestacdes clinicas, principalmente aquelas irreversiveis, promovendo uma melhor
qualidade de vida aos pacientes (Brasil, 2011). Na auséncia de tratamento, 0 curso
natural da doenca de Gaucher, mesmo para o tipo 1, é extremamente desfavoravel,
evoluindo com frequentes complicacdes e altas taxas de morbidade e mortalidade
(Martins et al., 2009).

Os inibidores da sintese de substrato levam a reducdo da sintese de
glicocerebrosidios e de todos os glicoesfingolipidios derivados por inibirem a atividade
da glicosilceramida sintase, enzima responsavel pela conversdo de ceramida em
glicocerebrosidio. Com a reducgdo da concentracdo do substrato, mesmo uma atividade
enzimatica residual seria suficiente para evitar o acimulo de glicocerebrosidios nos
lisossomos (Grabowski, 2008). Apesar da eficAcia comprovada para essa opcao
terapéutica, as evidéncias disponiveis até 0 momento ndo demonstram superioridade dos

inibidores da sintese de substrato em relacdo a terapia de reposi¢do enzimatica no
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tratamento dos pacientes com a doenga de Gaucher. Devido a isso e também aos
substanciais efeitos adversos decorrentes do seu uso, os inibidores da sintese de
substrato sdo atualmente indicados apenas aos pacientes que ndo toleram ou ndo aceitam

a terapia de reposicao enzimatica (Shemesh et al., 2015).

1. 3 Terapia de Reposi¢do Enzimética

A terapia de reposicdo enzimatica é a estratégia mais antiga e mais especifica
para o tratamento da doenca de Gaucher e consiste na administragdo endovenosa de
formas recombinantes da enzima HSGBA, normalmente, duas vezes ao més. A
reposicdo da enzima possibilita a conversdo de seu substrato em glicose e ceramida,
diminuindo o acumulo de glicocerebrosidios e, consequentemente, o desenvolvimento
de toda a cascata de eventos bioquimicos que acabam por ocasionar as manifestacdes
clinicas apresentadas pelos pacientes (Brasil, 2011). De fato, a terapia de reposicao
enzimatica tem se mostrado segura e eficaz na prevencdo ou na reversdao da
hepatomegalia, da esplenomegalia, da citopenia e das manifestagdes dsseas (Motta et
al., 2016). Entretanto, como a enzima ndao é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica, sua administracdo por via intravenosa ndo melhora os aspectos
neuroldgicos da doenca. Sendo assim, a terapia de reposicdo enzimatica esta indicada
somente aos pacientes com doenca de Gaucher do tipo 1 e para o tratamento dos
sintomas ndo neurologicos em pacientes com o tipo 3. Atualmente, como ndo existe
terapia especifica para a doenca de Gaucher do tipo 2, o tratamento dos pacientes com
essa forma da doenca envolve somente medidas paliativas (Zimran, 2011; Baris et al.,
2014).

O principio da terapia de reposicao enzimatica baseia-se no direcionamento da
enzima exdgena aos lisossomos de macréfagos que estdo em processo de acumulo de
glicocerebrosidios. Para isso, a maior parte das formas recombinantes da enzima deve
ser processada com glicosidases a fim de remover os residuos externos de carboidratos,
aumentando, assim, a exposicdo de residuos de manose. Esse processo, caro e
trabalhoso, permite, entdo, o direcionamento da enzima aos receptores endociticos de
manose dos macréfagos, lectinas presentes na superficie dessas células que interagem

avidamente com glicoconjugados com manose terminal (Brady, 1997; Mor, 2015).
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Quando o residuo de manose da enzima liga-se ao receptor, o complexo enzima-
receptor € endocitado formando endossomos no interior dos macrofagos. Esses
endossomos fundem-se aos lisossomos, permitindo que a enzima recombinante e
biologicamente ativa tenha acesso ao seu substrato, o que possibilita a hidrélise dos
glicocerebrosidios armazenados nos macréfagos (Phenix et al., 2010).

A terapia de reposicdo enzimatica teve inicio em 1991 com o desenvolvimento,
pela empresa Genzyme, da alglucerase (Ceredase®), uma forma de glicocerebrosidase
extraida de placentas humanas e posteriormente modificada para exposicdo de residuos
de manose. Na época, 0 custo anual do tratamento por paciente nos Estados Unidos
variava entre US$ 380 e 765 mil. Para o tratamento dos 15 mil pacientes norte-
americanos, o custo chegava a US$ 1 bilhdo por ano e, com isso, a alglucerase passou a
ser considerada pelos jornais The New York Times e The Wall Street Journal o
medicamento mais caro do mundo (Beutler, 1992). Recentemente, em uma pesquisa
publicada na Nature Reviews Drug Discovery, a alglucerase foi eleita por médicos como
o farmaco mais transformador dos Gltimos 20 anos no campo da genética medica, nao
somente por ter possibilitado o tratamento dos pacientes com a doenca de Gaucher mas,
também, por ter servido de modelo para o tratamento, por reposicdo enzimatica, de

outras doencas genéticas consideradas até entdo fatais (Kesselheim e Avorn, 2013).

Em 1994, a mesma empresa passou a comercializar a imiglucerase
(Cerezyme®), a HsGBA recombinante produzida em células de ovario de hamster
chinés (CHO, do inglés, Chinese hamster ovary) e modificada para exposicdo de
residuos de manose (Rosenbloom e Weinreb, 2013). Mais segura que a alglucerase, a
enzima recombinante ndao oferecia risco de transmissdo de agentes infectantes como a
enzima obtida de placentas. Porém, a versdo recombinante ndo representava maior
vantagem em termos de custo do tratamento, que ainda permanecia muito elevado
(Schmitz et al., 2007). No Brasil, por se tratar de um medicamento considerado
essencial a melhoria da qualidade de vida dos portadores da doenca de Gaucher, a
imiglucerase foi incluida pelo Ministério da Sadde no rol dos Medicamentos
Excepcionais do Sistema Unico de Satde (SUS) (Brasil, 2002).

Em 2009, em razdo da contaminacdo de biorreatores da Genzyme pelo
vesivirus 2117, o qual afeta a multiplicacdo celular, ocorreu a suspensdo temporaria da

producdo mundial de imiglucerase (Opar, 2011). No ano seguinte, a consequente
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incapacidade técnica de fornecimento da enzima desencadeou uma situagdo de
emergéncia no Brasil e no mundo, levando & aquisicdo emergencial de alternativas
terapéuticas pelo Ministério da Saude a fim de evitar a interrupgdo do tratamento e suas
potenciais consequéncias clinicas aos pacientes portadores da doenca de Gaucher. As
alternativas encontradas foram duas novas formas recombinantes de HSGBA ainda em
ensaios clinicos na época: a velaglucerase alfa, produzida em linhagem de fibroblastos
humanos pela Shire Human Genetic Therapies, aprovada para uso em diversos paises no
ano seguinte, e a alfataliglicerase, produzida em células transformadas de raiz de
cenoura pela Protalix Biotherapeutics (Brasil, 2010; Zimran, 2011). A alfataliglicerase
(Uplyso®) foi a primeira proteina humana produzida em plantas aprovada pela agéncia
norte-americana U.S. Food and Drug Administration (FDA) para fins terapéuticos e sua
plataforma de producdo representou um marco para o desenvolvimento de outros

biofarmacos a partir de células vegetais (Opar, 2011; Mor, 2015).

Para permitir a eficiente expressao da proteina ativa em células de cenoura,
foram realizadas algumas alteragdes na sequéncia nativa do gene GBA1, como a
substituicdo da regido codificadora de seu peptideo-sinal pelo do gene que codifica a
endoquitinase basica em Arabidopsis thaliana, visando a translocacdo cotraducional
para o reticulo endoplasmatico. Além desta modificacdo, a sequéncia sinal DLLVDTM
da quitinase A de tabaco, que direciona a proteina para armazenamento nos vacuolos via
reticulo endoplasmatico, foi adicionada a extremidade C-terminal de HsGBA (Shaaltiel
et al., 2007). Em consequéncia dessas modificacOes, a alfataliglicerase difere da
HsGBA por dois aminoacidos na porcdo N-terminal, sete aminoacidos na por¢do C-
terminal e, assim como na imiglucerase, a arginina na posicao 495 é substituida por um
residuo de histidina (Grabowski et al., 2014).

O enderecamento da proteina para os vacuolos teve como objetivo o seu
armazenamento em uma organela com baixos niveis de proteases e na qual, conforme
indicado por alguns estudos, enzimas vacuolares especiais poderiam modificar
carboidratos complexos, resultando na exposicdo de residuos de manose. Como
resultado, a alfataliglicerase contém naturalmente oligossacarideos terminados em
manose, essenciais para 0 seu direcionamento aos macréfagos, ndo requerendo o
tratamento in vitro com glicosidases necessario para a enzima obtida a partir de células
animais (Shaaltiel et al., 2007).
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Além do padrdo de glicosilagdo, outra grande vantagem da alfataliglicerase
esta relacionada a sua plataforma de producdo, um sistema de alto rendimento baseado
na suspensdo de células transgénicas de cenoura que pode ser facilmente ampliado em
biorreatores descartaveis, sem o risco de contaminacdo por patdégenos que infectam
células animais, o que proporciona seguranca e reducdo de custos (Zimran, 2011).
Representando 75 % do custo do tratamento com a imiglucerase, o uso da
alfataliglicerase foi aprovado nos Estados Unidos em 2012 (Maxmen, 2012). No Brasil,
apesar de ser utilizada desde 2010, a alfataliglicerase foi registrada na Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Salde somente em 2013, sendo
incorporada como terapia de reposicdo enzimatica de primeira escolha para o tratamento

de novos casos de doenga de Gaucher no &mbito do SUS em 2014 (Brasil, 2014a).

Embora produzidas em diferentes sistemas de expressdo e com diferentes
estratégias para exposicdo dos residuos de manose, parece que a diferenca entre as trés
formas recombinantes da HsGBA atualmente disponiveis para terapia de reposicdo
enzimatica consiste basicamente no padrdo de glicosilagdo de cada uma delas. No
entanto, essa diferenca ndo altera significativamente as propriedades das enzimas, as
quais apresentam perfis similares de eficacia e seguranca no tratamento dos pacientes
com a doenca de Gaucher (Grabowski et al., 2014). Recentemente, em uma revisdo
baseada em estudos randomizados controlados, Shemesh et al. (2015) concluiram que,
ndo havendo evidéncias que demonstrem a superioridade de uma enzima em relacdo as
outras, a escolha da terapia deve ser embasada em consideracdes ndo médicas, incluindo
0 custo do tratamento que, independentemente da forma recombinante eleita, é

extremante elevado e praticamente insustentavel por qualquer paciente (Nagral, 2014).

No Brasil, onde o tratamento é garantido por lei, dos 643 pacientes com doenca
de Gaucher tratados no SUS em 2013, 618 receberam terapia de reposicdo enzimatica
com imiglucerase ou alfataliglicerase. Considerando a dose média de 30 U/kg/infuséo, a
cada 15 dias (24 infusbes anuais), cada paciente, pesando em média 70 kg, teria
recebido 50.400 U de enzima ao longo do ano. Desta forma, cada paciente teria gasto,
em média, no ano de 2013, R$ 182.946,96 com o uso da imiglucerase e R$ 216.095,04
com o uso da alfataliglicerase, totalizando um custo estimado de mais de R$ 114
milhdes para o Ministério da Salde (Tabela 1). O maior custo por unidade observado
para a alfataliglicerase foi justificado pela importacdo da enzima, que até 2017 devera

ser produzida no Brasil. Para a estimativa do valor gasto em reais, foi utilizada a média
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da taxa de cambio do dolar americano em 2013, considerando que 1 US$ correspondia a
R$ 2,16 (Brasil, 2014b).

Tabela 1: Estimativa do valor gasto por paciente com terapia de reposi¢ao enzimatica no
SUS em 2013.

5 ; ;
Medicamento N° de pacientes Custode  Custo por paciente  Custo total para o

tratados 1U(R$) (50.400 U/ano) (R$) SUS (R$)
Imiglucerase 579 3,63 182.946,96 105.926.289,84
Alfataliglicerase 39 4,29 216.095,04 8.427.706,56
618 114.353.996,40

Fonte: Comissdo Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no SUS (Brasil, 2014b)

No entanto, o valor estimado da terapia de reposi¢cdo enzimatica em outros
paises é ainda maior, o que pode impossibilitar 0 acesso dos pacientes ao tratamento,
especialmente em regifes com recursos mais limitados. Segundo Essabar et al. (2015),
o0 custo anual por paciente no Marrocos, por exemplo, pode chegar a US$ 300 mil,
limitando o tratamento da doenca a medidas paliativas, como o uso de analgésicos e
transfusdes sanguineas. Na india, por outro lado, o tratamento dos pacientes com a
doenca de Gaucher € subsidiado por programas mantidos principalmente pelas

industrias farmacéuticas fabricantes das enzimas (Nagral, 2014).

Assim, diante do alto custo do tratamento, o desenvolvimento de novas
estratégias para a producdo da HSGBA que resultem em alternativas mais econdmicas
poderia tornar mais acessivel a terapia de reposicdo enzimatica (Novo et al., 2012).
Novo et al. (2012), por exemplo, propuseram um sistema diferente para a obtencdo da
enzima, a um menor custo, em células CHO. Porém, diversos outros trabalhos exploram
a producdo da HsGBA a partir de células vegetais, como em folhas (Cramer et al.,
1996) e sementes (Reggi et al., 2005) de Nicotiana tabacum, em sementes de A.
thaliana (He et al., 2012) e, mais recentemente, em folhas de Nicotiana benthamiana
(Limkul et al., 2015). Por fim, a estratégia mais inovadora consiste na administracao,
por via oral, da HsGBA recombinante encapsulada em células de cenoura. Shaaltiel et
al. (2015) demonstraram a viabilidade desse sistema, no qual a parede celular da célula
vegetal protege a proteina recombinante do suco gastrico e permite sua absorcdo no

intestino.
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Apesar de uma aparente tendéncia no uso de sistemas vegetais para a producao
da HsGBA recombinante, todos os trabalhos publicados recentemente sdo baseados em
celulas de plantas, ndo havendo, até o momento, relatos da obtengdo da enzima a partir
de células de algas, uma potencial plataforma para a producdo de proteinas
recombinantes de interesse farmacolégico (Gong et al., 2011; Rasala e Mayfield, 2015).

1. 4 Organismos para a producdo de proteinas recombinantes

Durante os Ultimos 40 anos, o desenvolvimento da biotecnologia e da
engenharia genética tem possibilitado o uso de organismos geneticamente modificados
para a producdo de proteinas recombinantes e de pequenas moléculas (Rasala e
Mayfield, 2015). Essas proteinas oferecem um grande potencial como agentes
terapéuticos para o tratamento de uma série de condigdes como, por exemplo, as
decorrentes de doencas cronicas, provocadas por agentes infeciosos ou relacionadas a
cancer. Principalmente em razdo da alta sensibilidade e da especificidade dessas
moléculas, opcdes terapéuticas baseadas em proteinas representam o setor de maior
crescimento no desenvolvimento de novos farmacos. O avanco em técnicas de
gendbmica e protebmica e a compreensdo dos mecanismos envolvidos no
estabelecimento e no desenvolvimento de muitas doengas nos niveis celular e molecular
tem permitido a répida identificacdo de proteinas capazes de desempenhar funcdes
terapéuticas. A possibilidade de emprego farmacologico dessas proteinas aumenta ainda
mais a medida que técnicas de producdo mais sofisticadas séo desenvolvidas (Fletcher
et al., 2007; Mayfield et al., 2007).

No entanto, a complexidade inerente as estruturas moleculares das proteinas
restringe sua sintese a células vivas, 0 que torna onerosa sua producdo. Além do alto
custo envolvido, a grande quantidade de proteinas necessaria para o tratamento de
determinadas doencas e a caréncia de sistemas de producdo eficientes representam as
principais limitacdes na producdo de proteinas terapéuticas. Desta forma, o
desenvolvimento de sistemas alternativos, capazes de superar os desafios existentes
tende a viabilizar o emprego de diversas proteinas recombinantes como agentes
terapéuticos, de aplicacdo industrial e para fins de pesquisa (Fletcher et al., 2007,

Mayfield et al., 2007). A producdo de proteinas recombinantes € um mercado crescente
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que, segundo estimativas, atingiu aproximadamente US$ 5 bilhGes em 2009. Esse valor
refere-se somente ao setor de enzimas para fins industriais, uma vez que o mercado de
proteinas terapéuticas, naquele mesmo ano, foi avaliado em US$ 99 bilhdes (Rasala e
Mayfield, 2015).

Atualmente, proteinas recombinantes sdo produzidas em diversos organismos
incluindo desde bactérias, leveduras, culturas celulares de insetos, mamiferos e de
diversas espécies vegetais, até animais transgénicos. Como demonstrado na Tabela 2,
cada um desses organismos possui suas vantagens e suas limitacdes em relacéo ao tipo e
a quantidade de proteina que pode ser sintetizada, a facilidade de manipulacdo e aos
custos de producédo (Rasala e Mayfield, 2015).

Tabela 2: Comparacdo entre diferentes organismos de producdo de proteinas
recombinantes atualmente disponiveis [modificado de Walker et al. (2005) e Potvin e Zhang
(2010)].

Células
Caracteristicas Bactérias  Leveduras o Animais Plantas Microalgas
animais®
Tempo de producéo Curto Médio Longo Longo Longo Curto
Custo de cultivo Médio Médio Elevado Elevado Baixo Muito baixo
Custo de ampliagéo b b b b . . .
] Elevado Elevado Elevado Elevado Baixo Muito baixo
do cultivo
Tamanho méaximo do o o o o
? ? Limitado Limitado llimitado llimitado
transgene
Glicosilacdo Ausente Incorreta Correta Correta Correta® Correta®
Rendimento de o Médio a Normalmente
. Meédio Elevado Elevado Elevado .
proteina elevado baixo

& Refere-se a producdo em cultura de células animais.
® Em relag#o a fermentadores de larga escala e equipamentos associados.
¢ Apenas para proteinas produzidas a partir do genoma nuclear; ausente em cloroplastos.

Plataformas de producdo de proteinas recombinantes baseadas em bactérias e
leveduras sdo consideradas especialmente interessantes para a sintese de enzimas com
finalidade industrial por serem mais bem caracterizadas, pela facilidade de manipulacéo
do genoma e pela simplicidade de cultivo desses micro-organismos e em fungdo do
menor custo envolvido. Sistemas bacterianos, principalmente empregando Escherichia
coli, sdo muito utilizados para a producdo de proteinas menores e estruturalmente

simples pois, como procariotos, bactérias normalmente ndo realizam modificagdes pos-
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traducionais como a formacdo de pontes dissulfeto, a fosforilacdo e a glicosilagdo, além
de serem ineficientes no enovelamento e na secre¢do de proteinas. Ademais, proteinas
complexas frequentemente acumulam-se em corpos de inclusdo insoldveis, requerendo
etapas adicionais de processamento que agregam custo a producdo. Por outro lado, a
utilizacdo de leveduras, especialmente Saccharomyces cerevisiae, combina as vantagens
de sistemas eucaridticos como a capacidade de enovelamento de proteinas complexas e
a realizacdo de modificagdes pos-traducionais, com a alta produtividade e menores
custos de producdo, comparaveis a sistemas procariéticos, resultando em maiores
rendimentos. Entretanto, S. cerevisiae tende a hiperglicosilar proteinas recombinantes,
tornando-as imunogénicas em humanos (Potvin e Zhang, 2010; Rasala e Mayfield,
2015).

Diante disso, linhagens celulares de mamiferos, como células CHO,
representam, atualmente, a plataforma preferida para a producdo de proteinas
terapéuticas maiores e mais complexas e para as que requerem modificacdes pos-
traducionais. Porém, em funcdo do alto investimento necessario para assegurar a
assepsia das culturas, dos custos com meios de cultura complexos, do baixo rendimento
obtido para algumas proteinas, da instabilidade das linhagens celulares e da inerente
complexidade destes sistemas de producéo, o valor das proteinas recombinantes obtidas
dessa maneira é extremamente elevado, podendo variar de US$ 150 a US$ 1.000 por
grama de proteina antes da purificacdo (Griesbeck et al., 2006; Fletcher et al., 2007;
Potvin e Zhang, 2010; Lauersen et al., 2013). Além disso, o padrdo de glicosilagdo do
tipo murino, obtido a partir dessas células, pode ser altamente imunogénico em
humanos e pode influenciar a farmacocinética da proteina, acelerando sua eliminacao.
Para contornar esse problema, linhagens celulares humanas também estdo sendo
desenvolvidas para a producdo de proteinas recombinantes (Rasala e Mayfield, 2015).
Por fim, o risco de contaminacdo da proteina isolada com agentes potencialmente
patogénicos como virus e prions ou sequéncias oncogénicas é considerado uma das
principias desvantagens da cultura de células de mamiferos (Walker et al., 2005;
Griesbeck et al., 2006).

O isolamento de proteinas recombinantes complexas a partir do leite de
animais transgénicos tem ganhado especial atengdo nos ultimos anos como um potencial
sistema de producdo. Contudo, enquanto o processo de producao pode ser facil e barato

apos o estabelecimento do rebanho transgénico, a geracdo e a multiplicacdo desses
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animais sdo etapas extremamente demoradas e onerosas, podendo custar até US$ 500
mil por animal (Walker et al., 2005; Griesbeck et al., 2006).

Além desses organismos e linhagens celulares, diversos grupos tém investido
na exploragdo da produtividade de plantas terrestres para a sintese de proteinas
recombinantes de interesse farmacoldgico. Uma variedade de proteinas heter6logas com
potencial terapéutico tem sido obtida a partir de plantas incluindo, por exemplo,
anticorpos funcionais, vacinas, enzimas e hormdnios. O custo de producdo dessas
moléculas em células fotossintetizadoras € muito menor que o observado em sistemas
celulares que empregam fermentadores, 0 que torna as plantas uma plataforma atrativa e
uma alternativa econdmica interessante para a producdo de proteinas recombinantes
complexas (Fletcher et al., 2007; Specht et al., 2010). Entre outras vantagens
proporcionadas pela utilizacdo de plantas transgénicas destacam-se, ainda, a facilidade
com que a producdo pode ser ampliada por meio de métodos agronémicos
convencionais e a inexisténcia do risco de contaminacdo por patdgenos humanos a que
estdo vulneraveis os outros sistemas animais de producdo, especialmente mamiferos
(Walker et al., 2005; Griesbeck et al., 2006).

Apesar da capacidade de realizar modificacbes pos-traducionais como as
demais células eucarioticas, o padrédo de glicosilacdo de plantas difere, no entanto, do
observado em mamiferos, o que pode alterar as caracteristicas da proteina recombinante
e, inclusive, torna-la imunogénica ou ineficaz. Além disso, o longo tempo entre as
etapas iniciais de transformacéo até o primeiro isolamento de proteinas, a dificuldade de
purificacdo das proteinas de interesse a partir de tecidos vegetais com a possibilidade de
contaminacdo do produto final com micotoxinas, defensivos agricolas e metabdlitos
secundarios, e o potencial risco de disseminacdo das plantas por meio do pdlen
transgénico estdo entre os pontos criticos que vém retardando o sucesso econdmico
dessa potencial plataforma até o momento (Walker et al., 2005; Rosales-Mendoza et al.,
2012).

1. 5 Microalgas como plataforma de producéao de proteinas recombinantes

Algas sdo organismos eucarioticos fotossintetizadores que, ao contrario das

plantas superiores, ndo possuem raizes, folhas e outros 6rgaos e tecidos caracteristicos.
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As algas, porém, possuem o pigmento clorofila, responsavel por sua coloragdo verde, e
0s mesmos mecanismos fotossintetizadores basicos das plantas terrestres, embora
executem esse processo com maior eficiéncia. As algas verdes formam um grupo
heterogéneo que compreende mais de 8 mil espécies e podem ser unicelulares, no caso
das microalgas, ou multicelulares, como é o caso das macroalgas. Podem, ainda, ser
flageladas ou ndo, e viver em &gua doce ou no ambiente marinho, sendo responsaveis
pela producdo da metade do oxigénio atmosférico do planeta (Tran et al., 2013; Gangl
et al., 2015; Rasala e Mayfield, 2015).

Embora as microalgas sejam utilizadas h& séculos por diversos povos, seu
cultivo em massa teve inicio logo apds a Segunda Guerra Mundial nos Estados Unidos,
na Alemanha e no Japdo como uma potencial fonte de alimento diante da expanséo
demografica da época (Potvin e Zhang, 2010). A partir de entdo, o cultivo de varias
espécies de microalgas tem sido empregado para as mais diversas finalidades, desde o
tratamento de efluentes, do controle de poluicdo de aguas, da atenuacdo de gases
responsaveis pelo efeito estufa, até a regeneracdo atmosférica em veiculos espaciais
(Walker et al., 2005; Almaraz-Delgado et al., 2014). Além disso, microalgas
representam importantes fontes de nutracéuticos, aditivos alimentares, acidos graxos,
pigmentos, corantes, compostos com atividade antitumoral, antiviral e antifungica, entre
outras substancias de interesse farmacéutico para uso em medicamentos e cosméticos e
de combustiveis renovaveis, como biodiesel e bio-hidrogénio (Gong et al., 2011;
Almaraz-Delgado et al., 2014; Tan et al., 2015). Recentemente, microalgas transgénicas
tém atraido especial atencdo como possiveis sistemas de producdo de proteinas

recombinantes de interesse farmacéutico e biotecnolégico (Rasala e Mayfield, 2015).

As microalgas oferecem as mesmas vantagens das plantas transgénicas, como a
capacidade de sintetizar proteinas complexas, ja que possuem chaperonas e a
maquinaria celular necessaria para seu enovelamento, combinadas com caracteristicas
especiais de micro-organismos, como a rapida multiplicacdo e a facilidade de cultivo
(Specht et al., 2010; Wijffels et al., 2013). Em funcdo do curto tempo de geracao
(aproximadamente 8 h) e da possibilidade de atingir alta densidade celular em
biorreatores iluminados (superior a 10" células/mL), o potencial de producdo de
biomassa é muito superior ao das plantas. Além disso, por possuirem morfologia
simples e sem estruturas diferenciadas, praticamente toda a energia € direcionada a

fotossintese e & multiplicacdo celular, resultando em altos niveis de proteinas que
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correspondem entre 30 a 50 % da biomassa seca (Walker et al., 2005; Rasala e
Mayfield, 2011). Também em consequéncia da rapida multiplicacdo, o tempo desde a
transformacdo inicial até a extragdo da proteina de interesse, assim como o tempo
necessario para expansao do cultivo, é significativamente menor em comparagdo ao
necessario nos sistemas baseados em plantas transgénicas (Corchero et al., 2013; Gangl
et al., 2015).

Por serem micro-organismos fotossintetizadores, as microalgas requerem
apenas luz, dioxido de carbono, agua e alguns nutrientes simples para seu
desenvolvimento. Assim, 0s meios para o cultivo fotoautotréfico sdo muito mais
simples que 0s necessarios em outros sistemas de producdo, especialmente os que
envolvem culturas de células animais, contribuindo bastante para a reducéo de custos
(Potvin e Zhang, 2010). Além do mais, a auséncia de fontes de carbono reduzido no
meio de cultura diminui o risco de contaminacao por bactérias e fungos, simplificando o
processo de producdo. Porém, muitas espécies de microalgas também podem se
desenvolver de forma heterotrofica, sem a necessidade de luz, em meios de cultura

contendo fontes de carbono como acetato, por exemplo (Rasala e Mayfield, 2015).

A seguranca é outra vantagem proporcionada pelos sistemas de producao
baseados em microalgas. Muitas espécies de algas ndo contém toxinas e praticamente
ndo sdo suscetiveis a contaminagdo por patdgenos humanos como virus ou prions, sendo
consideradas seguras para o consumo animal e humano (Specht et al., 2010). Desta
maneira, as etapas de purificacdo das proteinas recombinantes sdo reduzidas, podendo
até mesmo ser eliminadas, como no caso de proteinas terapéuticas administradas pela
via oral, na forma de suspensdo de células integras (Gong et al., 2011). A simplificacéo
das etapas de processamento contribui drasticamente para reducdo de custos que podem
representar até 80 % do custo total da producdo de proteinas em plataformas
convencionais (Rasala e Mayfield, 2015). No entanto, quando necessaria, a purificacdo
de proteinas a partir de biomassa de algas € um processo muito mais facil que os
métodos aplicados a plantas, principalmente em funcdo da estrutura simples das
microalgas e da uniformidade da cultura. Além disso, algumas espécies de microalgas
podem secretar a proteina sintetizada no meio de cultivo, simplificando ainda mais seu

isolamento e reduzindo os custos de producdo (Fletcher et al., 2007).
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Sendo assim, embora ainda ndo existam no mercado proteinas recombinantes
produzidas em microalgas, esse sistema oferece um potencial de producdo com alto
rendimento, de forma muito mais rapida e a um custo muito inferior ao obtido com
sistemas empregando culturas celulares tradicionais ou organismos animais e vegetais
completos (Mayfield et al., 2007; Gong et al., 2011; Rasala e Mayfield, 2015). De
acordo com estudos baseados na sintese de anticorpos recombinantes, o custo de
producdo por grama da proteina funcional foi estimado em US$ 150 para sistemas
empregando culturas celulares de mamiferos, US$ 0,05 para plataformas baseadas em
plantas transgénicas e apenas US$ 0,002 com a utilizacdo de microalgas, comprovando
que este Ultimo sistema € o mais atrativo também do ponto de vista econdémico
(Corchero et al., 2013).

Por fim, ao contréario do que pode ocorrer com plantas transgénicas, o cultivo
de microalgas realizado em biorreatores fechados, além de reduzir o risco de
contaminacdo da cultura por substancias e patdgenos presentes no ambiente,
praticamente elimina o risco de contaminacdo ambiental com o micro-organismo
geneticamente modificado e a preocupacdo com a possivel transferéncia do transgene
para outros organismos (Gangl et al., 2015). Mesmo havendo uma contaminacao
acidental, a propagacdo das microalgas transgénicas € improvavel, uma vez que as
linhagens utilizadas normalmente contém diversas mutacdes que limitam sua

sobrevivéncia em condi¢des naturais (Wijffels et al., 2013).

Tendo em vista esses potenciais beneficios, nos ultimos 20 anos houve um
progresso significativo no desenvolvimento de tecnologias para a manipulacdo geneética
de diversas espécies de microalgas. Diversos grupos tém utilizado estas novas
ferramentas para modificar vias metabolicas ou sintetizar proteinas recombinantes de
alto valor como anticorpos, vacinas, fatores de crescimento e enzimas, por exemplo.
Estudos recentes vém comprovando a capacidade das microalgas de sintetizar, enovelar,
realizar modificacbes pds-traducionais e secretar proteinas complexas tanto de animais
como de diversos outros organismos eucarioticos. Ademais, resultados promissores tem
apoiado a continua pesquisa para o desenvolvimento de novas proteinas terapéuticas a
partir de microalgas visando oferecer novas opcdes terapéuticas principalmente para
doencas cujos tratamentos sdo excepcionalmente onerosos ou para as quais ndo existe
tratamento disponivel em funcdo do seu alto custo de producdo nos sistemas

convencionais (Gangl et al., 2015; Rasala e Mayfield, 2015).
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1. 6 Chlamydomonas reinhardtii

Entre as microalgas, Chlamydomonas reinhardtii foi a primeira espécie a ser
transformada geneticamente, sendo a mais estudada até o momento (Bertalan et al.,
2015). Pertencente ao filo Chlorophyta, C. reinhardtii é uma espécie de alga verde
unicelular, da ordem Volvocales, familia Chlamydomonadaceae (Prdschold et al.,
2001), considerada por alguns autores uma “levedura verde” (Wu et al., 2008). Além da
compartimentalizagdo eucaridtica tipica, células selvagens apresentam dois flagelos
apicais ancorados em corpos basais, um Unico cloroplasto que pode ocupar até 70 % do
volume celular, um pirenoide, um estigma e uma parede celular composta
principalmente por glicoproteinas ricas em hidroxiprolina. Embora C. reinhardtii seja
uma especie de agua doce, outras espécies do género sdo de distribuicdo universal,
tendo sido isoladas nos mais diversos habitats, das zonas polares as de clima tropical,
tanto em solos quanto em &gua doce e no ambiente marinho (Mussgnug, 2015; Rasala e
Mayfield, 2015).

Por representar um ancestral comum entre plantas e animais, possuindo genes
caracteristicos desses dois reinos, C. reinhardtii constitui uma excelente plataforma
microbiana para a investigacdo de funcdes biologicas fundamentais, associadas tanto a
células vegetais como, por exemplo, mecanismos fotossintetizadores, quanto a células
animais como, por exemplo, as ciliopatias humanas (Merchant et al., 2007; Blaby et al.,
2014). Entre outros processos genéticos e metabolicos que tém se baseado em C.
reinhardtii como um organismo modelo destacam-se a respiracdo, a organizacao e a
funcdo dos flagelos e dos corpos basais, o ciclo de vida e o acasalamento, o
metabolismo do carbono, o transporte de nutrientes via membranas, o ciclo circadiano,
0 mecanismo de fotorreceptores e a adaptacdo a luz, a producdo de hidrogénio e a

producdo de proteinas recombinantes (Mussgnug, 2015).

Atualmente, C. reinhardtii representa uma potencial e promissora plataforma
para a producdo comercial de proteinas recombinantes por apresentar todas as vantagens
proporcionadas pelas microalgas em relacdo aos sistemas convencionais. Além disso,
durante os dltimos 25 anos, um vasto conjunto de ferramentas de genética molecular
vem sendo desenvolvido para essa espécie, incluindo o sequenciamento completo do

genoma, o estabelecimento de métodos de transformacao eficientes, de promotores e de
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marcadores de selecdo e a projecdo de vetores para 0 acimulo e a secrecdo de altos
niveis de proteinas heter6logas (Rasala e Mayfield, 2015).

Além do genoma nuclear, também existem métodos bem estabelecidos para a
transformagdo dos genomas mitocondrial e do cloroplasto de C. reinhardtii, todos
completamente sequenciados e disponiveis em bases de dados publicas (Specht et al.,
2010; Blaby et al., 2014). Cada um desses genomas apresenta diferencas significativas
em relacdo ao seu tamanho, contetdo de acido guanidilico e citidilico, quantidade de
genes, organizagdo do DNA, nimero de cOpias por célula e em relacdo aos mecanismos
transcricional, traducional e pds-traducional, 0 que os torna bastantes distintos como
alvo da integracdo de transgenes, com diferentes vantagens e desvantagens. Trabalhos
recentes tém investido principalmente na compreensao e no melhoramento das técnicas
de transformacdo genética nuclear e plastidial de C. reinhardtii € no consequente
acumulo de transcritos e proteinas recombinantes (Specht et al., 2010; Mussgnug,
2015).

O unico cloroplasto de C. reinhardtii € uma organela particularmente
interessante para a producdo de diversas proteinas heterdlogas, muitas das quais séo
inadequadamente produzidas em outros sistemas (Almaraz-Delgado et al., 2014).
Conforme apresentado na Tabela 3, diversos autores estabeleceram o cloroplasto como
um sistema preferencial para a producdo de proteinas terapéuticas complexas como
antigenos virais, bacterianos e de protozoarios para o desenvolvimento de vacinas,

anticorpos, imunotoxinas e enzimas.

Tabela 3: Exemplos de proteinas terapéuticas produzidas pela transformacéo plastidial
de C. reinhardtii.

Proteina recombinante Funcéo Referéncia
Anticorpo contra a glicoproteina D Imunizacéo passiva; ligacdo a proteinas do virus Mayfield et
do virus Herpes simplex (HSV) caop - 11986 P al., 2003
Anticorpo anti-PA83 contra o o . L

. . Imunizacdo passiva; ligagdo a toxina e Tran et al.,
antigeno protetor de Bacillus N

. neutralizacdo 2009

anthracis

Ligacdo a toxina e neutralizacdo; protecdo em
Anticorpos anti-BoNT/A contra a neurénios de ratos contra os efeitos da Barrera et al
neurotoxina botulinica A de neurotoxina; deteccdo da antitoxina intacta apos 2015 Y
Clostridium botulinum administracdo a ratos de células transgénicas de

C. reinhardtii pela via oral
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Proteina recombinante Funcéo Referéncia
Anticorpo anti-CD22-ETA contra Imunotoxina que se liga a CD22 na superficie
CD22 fusionado ao dominio de células B de linfoma e as mata; demonstrou Tran, Van, et
enzimatico da exotoxina A de inibir a proliferacéo celular in vitro e prolongar al., 2013
Pseudomonas aeruginosa a vida de ratos com tumores de células B
Anticorpo anti-CD22-gelonina . . .
. . . Imunotoxina que se liga especificamente a
contra CD22 fusionado a gelonina, " . . Tran et al.,
. . . CD22 na superficie de células B de linfoma e as
proteina de Gelonium multiflorum . . 2013
- x . mata, ndo afetando outros tipos celulares
que inibe a tradugdo em eucariotos
TRAIL, Proteina ligante indutora de o -
. g Citocina indutora de apoptose, principalmente Yang et al.,
apoptose relacionada ao fator de ) A
em células tumorais; anticancer 2006
necrose tumoral
Aloficocianina Anticancer Su et al., 2005
Estimula a angiogénese; tratamento de enfisema
VEGF, Fator de crescimento pulmonar e, possivelmente, para manejo da Rasala et al.,
endotelial vascular humano disfuncdo erétil e da depresséo; demonstrou 2010
atividade em ensaio de ligacdo a receptor
. Reparo tecidual e potencial adjuvante no
HMGBL1, Proteina de grupo B1 de P n P J L Rasala et al.,
. tratamento do cancer; demonstrou atividade pela
elevada mobilidade . . S . . 2010
inducgdo de quimiotaxia de fibroblastos
. _— z de induzir a sin mucina nas célul
MAA, Proteina amiloide do colostro Capa de. du . as .tese de mucina nas células Manuell et al.,
. do epitélio intestinal, protegendo contra
de mamiferos . ~ - 2007
infecgdes entéricas
VP1-CTB, Proteina VP1 do virus da sun et al
febre aftosa fusionada a subunidade Vacina contra o virus da febre aftosa 2003 h
[ da toxina da colera
. . Vacina contra o virus da febre suina classica;
Proteina estrutural E2 do virus da . N - i
. L. inducdo de resposta imune em ratos apos He et al., 2007
febre suina cléssica - « . A
administracdo pela via subcutanea
hGADG65, Enzima éacido glutamico Tratamento para retardar o inicio dos sintomas Wang et al.,
descarboxilase humana de diabetes tipo 1 2008

D2-CTB, Proteina representando o
dominio de ligagdo a fibronectina
D2 de Staphylococcus aureus
fusionada a subunidade p da toxina
da colera

Proteina E7 do papiloma virus
humano (HPV) 16

Pfs25, Proteina 25 da superficie de
Plasmodium falciparum

Pfs28, Proteina 28 da superficie de
P. falciparum

Vacina oral contra S. aureus; indugdo de
resposta imune em ratos ap6s administracéo
pela via oral

Vacina contra 0 HPV-16 e protecdo contra
cancer relacionado ao virus

Vacina bloqueadora de transmissdo de malaria;
desenvolvimento de anticorpos contra
macrogametas e zigotos de P. falciparum apés
administragdo com adjuvantes pela via
intraperitoneal em ratos

Vacina bloqueadora de transmissdo de malaria

Dreesen et al.,
2010

Demurtas et
al., 2013

Gregory et al.,
2012; Patra et
al., 2015

Gregory et al.,
2012
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Proteina recombinante Funcéo Referéncia

Pfs48/45, Proteinas 48/45 da . o - Jones et al.,
- . Vacina blogueadora de transmissdo de malaria
superficie de P. falciparum 2013
Pfs25-CTB, Proteina 25 da . -
. . Vacina oral bloqueadora de transmissdo de
superficie de P. falciparum malaria; indugdo de resposta imune em ratos Gregory etal.,
fusionada a subunidade 3 da toxina ' ¢ P 2013

, ap6s administracgao pela via oral
da célera P caop

O genoma plastidial ou plastoma possui aproximadamente 200 kb, 35 % das
bases correspondendo a guanina e citosina, incluindo 99 genes. Cada célula vegetativa
contém, tipicamente, em torno de 80 a 90 cOpias desse genoma, 0 qual parece existir
tanto na forma circular quanto na linear e pode ser transformado por biobalistica. A
integracdo de transgenes no genoma do cloroplasto ocorre preferencialmente por
recombinacéo sitio-especifica entre sequéncias de DNA homdlogas (Mussgnug, 2015).
A producdo de proteinas recombinantes a partir do plastoma é caracterizada pela
expressao estavel do transgene e pelo acumulo de altos niveis de proteina. Tipicamente,
as proteinas recombinantes representam de 2 a 20 % do total de proteinas soliveis.
Estes niveis sdo normalmente superiores aos obtidos a partir da transformagdo nuclear
em parte pela auséncia de mecanismos de silenciamento génico em cloroplastos
(Eichler-Stahlberg et al., 2009; Rasala e Mayfield, 2011). Embora a maquinaria de
expressdo génica do cloroplasto seja de natureza procariotica, ao contrario das bacteérias,
essa organela contém uma variedade de chaperonas que auxiliam no enovelamento das
complexas proteinas do aparato fotossintetizador. Entretanto, apesar da capacidade de
formacdo de pontes dissulfeto, outras modificagdes pds-traducionais como a
glicosilacdo ndo ocorrem nas proteinas sintetizadas no cloroplasto (Rasala e Mayfield,
2015).

Como muitas proteinas necessitam de processamento pds-traducional correto
para 0 enovelamento apropriado e para a manutencdo de sua atividade enzimatica, o
cloroplasto nem sempre é uma alternativa adequada para a producdo de proteinas
funcionais. Nestes casos, a expressao transgénica a partir do ndcleo de C. reinhardtii
oferece a possibilidade de direcionar as proteinas recombinantes para organelas
contendo todas as enzimas responsaveis pela realizacdo das modificacbes pos-
traducionais necessarias (Eichler-Stahlberg et al., 2009). Dentre as modificacfes mais

relevantes, destaca-se a glicosilacdo, a qual ocorre durante o transito da proteina pelo

31



reticulo endoplasmético e pelo complexo de Golgi e é uma etapa necessaria para
aproximadamente 40 % das proteinas terapéuticas atualmente aprovadas (Rasala e
Mayfield, 2015).

De acordo com a anotacdo mais recente, 0 genoma nuclear haploide de C.
reinhardtii possui aproximadamente 110 Mb, sendo composto predominantemente por
acido guanidilico e citidilico, os quais correspondem a cerca de 65 % do total de
nucleotideos (Merchant et al., 2007). Além do correto processamento pds-transcricional
e pos-traducional, a transformacdo nuclear proporciona, também, todas as demais
vantagens oferecidas por outros sistemas eucaridticos como a possibilidade de
regular/induzir a expressdo do transgene e de secrecdo da proteina recombinante no
meio de cultura, simplificando o processo de purificacdo. Alternativamente, como no
caso das vacinas de uso oral, a proteina sintetizada pode ser direcionada a membrana
celular, onde epitopos antigénicos induziriam uma resposta imune ap0s administragao
de células integras. No entanto, apesar do desenvolvimento de importantes melhorias, a
expressdo génica a partir do nacleo de C. reinhardtii ainda € considerada ineficiente
para aplicac6es em nivel comercial, principalmente em funcdo do baixo acumulo das
proteinas heterologas (Eichler-Stahlberg et al., 2009). Conforme diversos autores, este
baixo rendimento poderia estar associado a preferéncia de cddons pela espéecie C.
reinhardtii, a mecanismos epigenéticos de silenciamento do transgene, a efeitos
posicionais e relacionados a estrutura da cromatina, a processamento aberrante, a
degradacdo por proteases, a sequéncias reguladoras pouco adequadas e, ainda, a outros
mecanismos atualmente desconhecidos (Gangl et al., 2015; Mussgnug, 2015). Presume-
se que esses mecanismos tenham evoluido como uma medida de protecdo contra
patogenos intracelulares. N&o obstante, algumas estratégias tem sido propostas para
minimizar o acimulo relativamente baixo de proteinas recombinantes codificadas no
genoma nuclear de C. reinhardtii (Specht et al.,, 2010). Entre elas, destaca-se o
direcionamento da proteina recombinante aos cloroplastos para armazenamento em um
ambiente menos suscetivel a degradacdo e o desenvolvimento de linhagens mutantes
capazes de acumular altos niveis de proteinas recombinantes, em razdo da deficiéncia de
proteases ou de mecanismos epigenéticos de silenciamento (Neupert et al., 2009; Gong
et al., 2011; Kong et al., 2015). Além disso, é consenso entre a maioria dos autores que
a expressdo transgénica em C. reinhardtii depende fortemente de elementos reguladores

ndo codificadores e varios destes elementos que promovem a expressdo estavel do
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transgene tém sido identificados (Eichler-Stahlberg et al., 2009; Gong et al., 2011,
Mussgnug, 2015; Rasala e Mayfield, 2015).

Os elementos mais importantes para a obtencdo de altos niveis de transcritos
em C. reinhardtii sdo os promotores e as regides 5’ e 3’ nao traduzidas (UTRs, do
inglés, untranslated regions). Enquanto 0s promotores sdo responsaveis pelo inicio da
transcricdo, as regides ndo traduzidas influenciam a estabilidade do mRNA e regulam
sua tradugdo (Rasala e Mayfield, 2011). Os melhores e mais utilizados promotores
constitutivos para a expressdo heter6loga nuclear em C. reinhardtii sdo os derivados de
genes altamente expressos nessa microalga, principalmente os promotores dos genes
codificadores da subunidade menor da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
oxigenase (RBCS2) e da p2-tubulina (B2-Tub), associados as regies ndo traduzidas do
gene RBCS2 (Griesbeck et al., 2006; Rosales-Mendoza et al., 2012). Promotores
sintéticos também tém sido desenvolvidos pela fusdo do promotor do gene que codifica
a proteina de choque térmico 70A (HSP70A) a montante de outros promotores
nucleares de C. reinhardtii. Nessas constru¢fes, HSP70A atua como um ativador
transcricional de promotores como RBCS2 e [B2-Tub, aumentando o0s niveis de
transcricdo em condicdes induziveis como choque térmico, por exemplo (Schroda et al.,
2000).

Além dos promotores e das regides ndo traduzidas, a integracdo de introns de
genes nativos em sequéncias heterdlogas tem demonstrado exercer uma forte influéncia
na eficiéncia da expressao transgénica em C. reinhardtii. De fato, a presenca desses
elementos parece ter consideravel relevancia nessa espécie uma vez que a maioria dos
genes nucleares de C. reinhardtii contém um ou mais introns (Mussgnug, 2015).
Lumbreras et al. (1998) demonstraram que a inser¢do do intron 1 do gene RBCS2 a
jusante do promotor quimérico exerce efeito positivo nos niveis de expressdo por
conter, em sua sequéncia, um elemento acentuador (do inglés, enhancer) que

potencializa a transcricdo do transgene.

Por fim, a expressdo génica em sistemas heterdlogos tem evidenciado a
importancia da otimizacdo de cddons para 0 aumento do acumulo de proteinas. Genes
heter6logos normalmente sdo transcritos em cddons que ndo acompanham a tendéncia
observada em C. reinhardtii, podendo resultar na pausa da traducdo em funcdo da

escassez de tRNA frente a cddons pouco comuns ou, ainda, na incorporacdo de
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aminoacidos incorretos e no truncamento da proteina. Para evitar esse problema,
diversos programas computacionais permitem a projecdo de sequéncias de genes
heter6logos com codons preferencialmente usados por C. reinhardtii. Essa estratégia,
relativamente simples diante dos recentes avancos na tecnologia de sintese de DNA, €
uma etapa efetiva e necessaria para aumentar o acimulo de proteinas e, também, pode
reduzir a suscetibilidade do transgene ao silenciamento (Potvin e Zhang, 2010; Gong et
al., 2011; Rosales-Mendoza et al., 2012).

Localizado na University of Minnesota nos EUA, o Chlamydomonas Resource
Center abriga um amplo acervo de linhagens celulares de Chlamydomonas, especificas
para as mais variadas aplicacGes cientificas. Dentre essas linhagens, destacam-se as
deficientes em parede celular, adequadas a determinados métodos de transformacao, e
diversas linhagens mutantes de especial utilidade quando a estratégia de selecdo dos
transformantes envolve a complementacdo do mutante com um gene funcional
(Mussgnug, 2015). Além disso, o centro também conta com um repositorio de vetores
para a transformagdo nuclear e plastidial, contendo diversos elementos reguladores
controlando, por exemplo, a expressdo de varios genes reporteres e diferentes
marcadores de selecdo. Em C. reinhardtii, versdes sintéticas de genes heter6logos com
cddons adaptados a espécie como gfp, que codifica a proteina de fluorescéncia verde
(GFP, do inglés, green fluorescent protein), e Luc, codificador da enzima luciferase,
tém sido empregadas como eficientes reporteres para a avaliagdo da expressdo génica
(Gong et al., 2011; Gangl et al., 2015).

O sucesso de qualquer protocolo de transformacdo genética depende da
disponibilidade de eficientes marcadores para a adequada selecdo dos transformantes.
Embora os primeiros marcadores de selecdo empregados na transformacao nuclear de C.
reinhardtii atuassem pela complementacdo fenotipica de linhagens mutantes, 0s
marcadores mais utilizados atualmente conferem resisténcia a antibidticos ou herbicidas
as células transformadas (Potvin e Zhang, 2010). O gene aph7 ", por exemplo,
codificador da enzima aminoglicosideo fosfotransferase de Streptomyces hygroscopicus,
tem sido usado sob o controle do promotor B2-Tub para a sele¢do de clones de C.

reinhardtii resistentes a higromicina B (Berthold et al., 2002).

No passado, 0 uso simultaneo de dois vetores plasmidias, um com o gene de

interesse e 0 outro com o marcador de selecéo, era rotineiramente empregado para a
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transformacgéo nuclear de C. reinhardtii. Nesses experimentos, como a integracdo de
cada um dos plasmideos no genoma nuclear ocorria de forma independente, os indices
de coexpressdo normalmente ndo passavam de 10 %. Entretanto, em razdo do progresso
nas estratégias de construcdo de vetores e da reducdo dos custos para a sintese de DNA,
atualmente os vetores de expressdo incorporam tanto o gene de interesse como o
marcador e, em alguns casos, facilmente permutaveis por outros genes, resultando em
taxas de coexpressdo de até 70 % (Heitzer e Zschoernig, 2007; Mussgnug, 2015). Uma
destas estratégias que vem sendo muito utilizada para a constru¢do dos mais diversos
vetores baseia-se na recombinacdo sitio-especifica mediada pelo sistema Cre/lox do
bacteriéfago P1, em que dois plasmideos independentes contendo cassetes de expressao
diferentes, mas uma mesma sequéncia de reconhecimento especifica, o sitio lox, sao
eficientemente fusionados pela atividade da enzima Cre-recombinase. Desta forma,
grandes vetores de expressao contendo mais de um transgene podem ser construidos de
forma simples, independentemente da auséncia ou da presenca indesejada de sitios de
restricdo. Antes da transformacao, a hidrélise dos vetores com endonucleases promove a
linearizacdo e a eliminacdo de sequéncias plasmidias desnecessarias que poderiam
estimular o silenciamento génico em C. reinhardtii proporcionando, assim, melhores

resultados em termos de coexpressao e rendimento (Heitzer e Zschoernig, 2007).

A integracdo do DNA exogeno no genoma nuclear de C. reinhardtii requer a
permeabilizacdo temporaria da membrana celular a fim de permitir o ingresso das
moléculas do vetor. Para isso, 0 método mais simples consiste na agitacdo de uma
suspensdo de células na presenca de DNA e microparticulas de vidro. A acéo abrasiva
das particulas cria poros temporarios na membrana das células que devem ser de
linhagens mutantes sem parede celular (Rosenberg et al., 2008). Entretanto,
Shimogawara et al. (1998) demonstraram maior eficiéncia de transformacdo com o
emprego da eletroporacdo. Nesse método, independentemente da presenca de parede
celular, a curta exposicdo a um campo elétrico de alta intensidade promove a
permeabilizacao reversivel da membrana, permitindo a entrada do DNA exdgeno e sua
integracdo no ndcleo (Mussgnug, 2015). Embora essas sejam as técnicas mais
utilizadas, outros métodos como biobalistica e transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens também tém sido empregados com sucesso para a
transformacéo nuclear de C. reinhardtii (Gangl et al., 2015). A despeito do método de

transformacéo empregado, a integracdo estavel do transgene no nucleo de C. reinhardtii
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normalmente ocorre de forma aleatoria, pela jungdo de extremidades ndo homologas.
Desta forma, dependendo de sua posi¢cdo no genoma nuclear, a expressao do transgene
pode variar consideravelmente entre as diferentes linhagens transformadas (Rosenberg
et al., 2008; Rasala e Mayfield, 2015).

Seguindo essas estratégias, proteinas terapéuticas ainda mais complexas que as
sintetizadas no cloroplasto foram produzidas por meio da transformacdo do genoma
nuclear de C. reinhardtii (Tabela 4). Entretanto, a variedade de proteinas recombinantes
produzidas até entdo a partir desse método de transformacdo é, de fato, muito inferior a
obtida a partir da transformacdo plastidial. Apesar desse nimero limitado, a correta
conformacéo, resultante do processamento adequado, e a demonstracdo de atividade
dessas moléculas ilustram, mais uma vez, o potencial de C. reinhardtii como um
sistema alternativo para a producdo de proteinas recombinantes de interesse

farmacéutico.

Tabela 4: Proteinas terapéuticas produzidas pela transformacdo nuclear de C.

reinhardtii.
Proteina recombinante Funcéo Referéncia
. . . Eichler-Stahlberg
Eritropoietina humana Tratamento da anemia et al., 2009
An_tlgeno GBSS'A.MAl da m.embfa“a N Vacina contra maléria; inducéo de
apical de Plasmodium berghei fusionado a . ) .
. U ) N resposta imune em ratos apés Dauvillée et al.,
proteina amido sintase ligada ao granulo, . ~ X
C . N ; administragdo pelas via oral e 2010
principal proteina associada a matriz de . .
. intraperitoneal
amido
Antigeno GBSS-MSP1 de superficie de P. Vacina conf[ra malaria; mdugap de -
S N . L resposta imune em ratos apés Dauvillée et al.,
berghei fusionada a proteina amido sintase . ~ X
. . administragdo pelas via oral e 2010
ligada ao granulo . .
intraperitoneal
Selenoproteina Sep15 humana de 15 kDa Suplementacdo de selénio Hou et al., 2013
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2. Objetivos

2. 1 Objetivo geral

O objetivo geral que norteou o desenvolvimento deste trabalho foi a expresséo
do gene codificador da glicocerebrosidase humana a partir do genoma nuclear de
Chlamydomonas reinhardtii visando a producdo, com menor custo, da enzima
recombinante como uma possivel alternativa para a terapia de reposicdo enzimatica,

atualmente o tratamento padréo e extremamente oneroso para a doenga de Gaucher.

2. 2 Objetivos especificos

= Projecéo e sintese da sequéncia do gene HSGBA com os cddons otimizados
para expressdao nuclear em C. reinhardtii e sitios de restri¢cdo estratégicos.

= Estabelecimento de culturas de C. reinhardtii.

= Adaptacdo de HsGBA e do gene repérter gfp a plasmideo de expressdao em
C. reinhardtii.

= Transformacdo genética nuclear de C. reinhardtii com vetores de expressédo
contendo HsGBA e gfp por eletroporacdo, selecdo e manutencdo de linhagens
recombinantes.

= Identificacdo de linhagens de C. reinhardtii gfp e HsSGBA-positivas e
comprovagdo da expressao transgénica.

= Otimizacgéo das condic6es de inducdo para maxima expressao de HsGBA.

= Deteccdo da proteina HSGBA recombinante produzida pelas linhagens
transformadas de C. reinhardtii.

= Avaliacdo da atividade enziméatica de HsSGBA em extratos proteicos de C.

reinhardtii.
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3. Materiais e métodos

3. 1 Construcéo de plasmideos

3.1.1 Projecéo de sequéncia e sintese do gene HsGBA

A sequéncia do gene HsGBA (NCBI Reference Sequence: NM_001005741.1)
foi projetada a partir do cDNA humano com os cddons otimizados para expressdo
nuclear em C. reinhardtii, com a colaboracdo do Prof. Dr. Diego Bonatto. Para tanto,
foi utilizada a ferramenta Codon Optimization Tool da Integrated DNA Technologies
(IDT), disponivel em https://www.idtdna.com/CodonOpt.

Apobs adicdo de sitios de restricdo estratégicos para a ligagdo do gene de
interesse em plasmideos usados na transformacédo nuclear, a sequéncia resultante foi
encaminhada a empresa GenScript USA Inc. para sintese. Apos a sintese, a sequéncia
nucleotidica foi ligada e fornecida pela GenScript no vetor pUC57, o qual confere
resisténcia a ampicilina as células de E. coli. Assim como para os demais plasmideos
descritos a seguir, a purificacdo do plasmideo pUC57-HsGBA a partir de células de E.
coli foi realizada segundo o protocolo de “minipreparagdo” descrito por Ausubel et al.
(2002), seguido de purificacdo por cromatografia de troca iénica conforme o PureLink®
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen) quando utilizado em clonagens e

recombinacdes.

3.1.2 Adaptacdo de HSGBA e gfp a plasmideo de expressdo em C. reinhardtii

A fim de se adaptar o gene HSGBA para expressdao em C. reinhardtii, dois
plasmideos foram adquiridos do Chlamydomonas Resource Center: pHsp70A/RbcS2-
cglLuc e pKS-aph7 -lox. O plasmideo pKScGFP foi também adquirido para a avaliagcédo

da expressao do gene reporter gfp em paralelo aos experimentos com HsGBA.

3.1.3 Vetor pHsp70A/RbcS2-cgluc

O vetor pHsp70A/RbcS2-cgLuc (Figura 3) contém o gene codificador da

enzima luciferase de Gaussia princeps com cddons adaptados para expressdao em C.
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reinhardtii e sob controle do promotor quimérico HSP70A/RBCS2 e da regido 3’-UTR
do gene RBCS2 de C. reinhardtii (Fuhrmann et al., 2004; Heitzer e Zschoernig, 2007;
Ruecker et al., 2008). Além disso, esse vetor contém um sitio loxP para recombinacao
pelo sistema Cre/lox com o plasmideo pKS-aph7™-lox, além da origem de replicacdo
R6Ky para manutencdo em células de E. coli PIR1 (Invitrogen), as quais confere

resisténcia a canamicina.

(3614) KpnlI KpnI (39)
(3581) NcoI \ ‘ SnaBI (90)

(3370) BamHI

(3365) SnaBI, _HindIII (330)

(2803) XhoI —

T PstI (988)

(2419) HindIII -

(2150) SacI

(1917) Xbal
(1779) EcoRV Smal (1774)

Figura 3: Mapa do vetor pHsp70A/RbcS2-cgluc, criado com o software SnapGene
2.8.1 a partir da sequéncia nucleotidica do plasmideo fornecida pelo Chlamydomonas
Resource Center. Além do gene codificador da enzima luciferase (cglLuc), estdo
representados o gene marcador de selecdo para canamicina (KanR), a origem de
replicacdo (R6Ky ori), o sitio loxP e os sitios para enzimas de restricdo presentes no
plasmideo mais externo ao circulo, com posicGes em pb indicadas entre parénteses.
HSP70A/RBCS2: promotor quimérico contendo o promotor da proteina de choque
térmico 70A (HSP70A) e o promotor da subunidade menor da enzima ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase oxigenase (RBCS2); Inl: intron 1 do gene RBCS2; 3’-UTR:
regido 3’-ndo traduzida do gene RBCS2.
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3.1.4 Vetor pKS-aph7 "-lox

O plasmideo pKS-aph7 -lox (Figura 4) ¢ um vetor de expressdéo em C.
reinhardtii que contém o gene codificador da enzima aminoglicosideo fosfotransferase
(aph7™") de S. hygroscopicus, a qual confere resisténcia a higromicina B (Berthold et
al., 2002; Heitzer e Zschoernig, 2007). Nesse plasmideo, o gene aph7"" contém uma
copia do intron 1 do gene RBCS2 e estd sob o controle do promotor da f2-Tub e da
regido 3-UTR da clamiopsina-1. A inser¢cdo de um sitio loxP no vetor permite a
recombinacdo pelo sistema Cre/lox com o plasmideo pHsp70A/RbcS2-cgluc e o

marcador de selecdo confere resisténcia & ampicilina a células de E. coli DH5a.

/<E ]
/«\pn promoter

s Sadl (699)

4566 bp

T Sadl (1272)

(2746) EcoRV
(2730) EcoRV

(2321) KpnI BamHI (2159)

Figura 4: Mapa do vetor pKS-aph7 -lox, criado com o software SnapGene 2.8.1 a
partir da sequéncia nucleotidica do plasmideo fornecida pelo Chlamydomonas Resource
Center. Além do gene codificador da enzima aminoglicosideo fosfotransferase (aph7°’),
contendo uma cépia do intron 1 de RBCS2 (Inl), estdo representados o marcador de
selecdo para ampicilina (AmpR), a origem de replicacdo (ori), o sitio loxP e os sitios
para enzimas de restricdo presentes no plasmideo e respectivas posi¢cées em pb. p2-Tub:

promotor da B2-tubulina; COP: 3'-UTR da clamiopsina-1.
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3.1.5 Vetor pKScGFP

O vetor pKScGFP (Figura 5) contém o gene sintético codificador da GFP de
Aequorea victoria com cddons adaptados para expressdo em C. reinhardtii inserido no
vetor pBluescriptKS- (Stratagene) via Xhol/BamHI (Fuhrmann et al., 1999). Esse
plasmideo confere resisténcia a ampicilina a células de E. coli.

(2941) BamHI

pKScGFP
3633 bp

(2218) Xhol

Figura 5: Mapa do vetor pKScGFP, criado com o software SnapGene 2.8.1 a partir da
sequéncia nucleotidica do plasmideo fornecida pelo Chlamydomonas Resource Center.
Além do gene codificador da proteina de fluorescéncia verde (GFP), estdo representados
o marcador de selecdo para ampicilina (AmpR), a origem de replicacéo (ori) e 0s sitios

de restricdo para Xhol e BamHI com as respectivas posi¢cdes em pb.

3.1.6 Vetor pHsp70A/RbcS2-HsGBA

Apos digestdo de 6 pg do vetor pUC57-HSGBA com as enzimas Xhol (Slal,
Jena Bioscience) e BamHI (NE Biolabs), por 3 h a 37 °C, o fragmento de 1.617 pb
correspondente ao gene HsGBA foi purificado a partir de gel de agarose a 0,8 %
submetido a eletroforese, conforme o método de Freeze-squeeze proposto por Tautz e

Renz (1983). Com o objetivo de substituir o gene cglLuc (567 pb) por HsGBA, 0 mesmo
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tratamento foi aplicado ao plasmideo pHsp70A/RbcS2-cglLuc, resultando em um
fragmento purificado de 3.050 pb correspondente ao vetor sem o inserto. Esses dois
fragmentos obtidos foram ent&o ligados por acdo da enzima T4 DNA Ligase (Ludwig
Biotec) na proporcdo molar vetor:fragmento de 1:3, a 16 °C por 18 h, originando o vetor
pHsp70A/RbcS2-HsGBA.

Células termocompetentes de E. coli PIR1 (Invitrogen) foram preparadas
segundo o protocolo descrito por Inoue et al. (1990). Um total de 100 uL. da suspenséo
celular foi transformado geneticamente com o plasmideo pHsp70A/RbcS2-HsGBA
resultante (10 uL da reagdo de ligagcdo) por choque térmico a 42 °C por 2 min, apds
incubacdo da mistura (células com plasmideo) em gelo por 20 min. Na sequéncia, apds
adicdo de 1 mL de meio CircleGrow® (Q-BIOgene) e incubag&o com agitacéo por 1 h a
37 °C, 100 pL da suspensdo bacteriana foram distribuidos em meio CircleGrow® sélido

contendo 50 mg/L de canamicina e mantidos por 18 h a 37 °C.

Plasmideos foram purificados a partir das colonias de E. coli PIR1 resultantes
conforme protocolo de “miniprepara¢do” descrito por Ausubel et al. (2002) e seguido
por purificagdo por cromatografia de troca ionica (PureLink® Quick Plasmid Miniprep

Kit, Invitrogen).

3.1.7 Vetor pHsp70A/RbcS2-GFP

Para a construcdo do vetor pHsp70A/RbcS2-GFP, o fragmento de 723 pb
correspondente ao gene gfp foi clivado do plasmideo pKScGFP com as enzimas Xhol
(Slal, Jena Bioscience) e BamHI (NE Biolabs) e ligado ao fragmento de 3.050 pb
resultante da digestdo de pHsp70A/RbcS2-cglLuc com as mesmas enzimas, seguindo-se

a mesma estratégia descrita para o plasmideo pUC57-HsGBA na secdo 3.1.6.

3.1.8 Vetor pKS-aph7 -lox::HsGBA

O vetor de expressdo em C. reinhardtii pKS-aph7 -lox::HsGBA, com cassetes

de expressdo em tandem para o gene de interesse HSGBA e o marcador de selecéo
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aph7™, foi construido com a fusdo do plasmideo pHsp70A/RbcS2-HsGBA ao vetor
pKS-aph7 "-lox, contendo o marcador de selecdo, in vitro, por recombinacdo sitio-
especifica mediada pela enzima Cre-recombinase (New England Biolabs), conforme
descrito por Heitzer e Zschoernig (2007).

3.1.9 Vetor pKS-aph7 -lox::GFP

Para a construcdo do vetor de expressdo em C. reinhardtii pKS-aph7 -
lox::GFP, com cassetes de expressdo em tandem para o gene repérter gfp e o marcador
de selecdo aph7°", a recombinacdo entre os plasmideos pHsp70A/RbcS2-GFP e pKS-
aph7-lox foi realizada conforme descrito na se¢éo 3.1.8.

3. 2 Linhagens de C. reinhardtii, condi¢des de cultivo e transformacao

3. 2. 1 Estabelecimento de culturas de C. reinhardtii

A linhagem de C. reinhardtii CC-400 cw15 mt+ foi gentilmente fornecida pelo
Laboratorio de Gendmica e Expressdao da Universidade de Campinas (Dra. Laudiene
Meyer e Dr. Gongalo A. G. Pereira), sendo cultivada em meio TAP liquido e sdélido
(Gorman e Levine, 1965), entre 23 e 25 °C, com fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de
escuro. Esta linhagem é deficiente em parede celular, caracteristica necessaria para a

transformacéo por eletroporacéo.

3. 2. 2 Transformacdo genética nuclear de C. reinhardtii

Células da linhagem de C. reinhardtii CC-400 cw15 mt+ foram transformadas
geneticamente por eletroporacdo com o plasmideo pKS-aph7 -lox::HsGBA nas formas
circular e linearizada conforme Shimogawara et al. (1998) com algumas modificaces.
O equipamento de eletroporagdo utilizado foi o GenePulser 11° acoplado ao Pulse
Controller Plus® e ao Capacitance Extender Plus® (Bio-Rad). Para a transformacéo

nuclear, células de C. reinhardtii (250 pL de suspensdo a aproximadamente 2x10°
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celulas/mL) foram coletadas por centrifugagdo a 3.500 rpm por 5 min & temperatura
ambiente e ressuspensas em 1,25 mL de meio TAP contendo 40 mM de sacarose. Apds
incubagdo em gelo por 10 min, 250 L dessa suspensdo foram transferidos para cubetas
de eletroporacdo contendo, aproximadamente, 4 pg do plasmideo pKS-aph7 -
lox::HsGBA clivado com EcoRV (por 2 h a 37 °C) ou 1 pg desse vetor na forma
circular/supertorcida. Ambas as formas do plasmideo foram purificadas por
cromatografia de troca idnica (PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit, Invitrogen)
antes da transformacdo. Ap6s 5 min em temperatura ambiente, a cubeta com as células e
plasmideo linearizado foi levada a eletroporador, sendo submetida a um pulso elétrico
de 0,73 kV por 2,9 ms. Para as células transformadas com o plasmideo na forma
circular, o pulso elétrico aplicado foi de 0,74 kV por 2,28 ms. Em ambos 0s casos, a
capacitancia foi de 25 puF. Em seguida, as cubetas foram mantidas por 10 min a
temperatura ambiente e, ap0s adicdo de 1 mL de uma suspensdo de amido a 20 % em
meio TAP contendo 40 mM de sacarose e 0,4 % de PEG 8.000, seu contetdo foi
distribuido em placas de Petri contendo meio TAP solido com 10 mg/L de higromicina
B. Apds secarem no escuro, as placas foram incubadas entre 23 e 25 °C com

fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro por 7 dias.

Essa mesma metodologia foi empregada para a transformacédo nuclear de C.
reinhardtii com o vetor pKS-aph7 -lox::GFP, exceto quanto a duracdo do pulso
elétrico de 0,74 kV aplicado que, no caso das células com o plasmideo linearizado, foi

de 3,12 ms, enquanto nas transformadas com o vetor na forma circular foi de 2,14 ms.

3. 2. 3 Manutencéo de culturas de C. reinhardtii transformadas com pKS-aph7" -
lox::HsSGBA e com pKS-aph7 -lox::GFP

A partir das coldnias obtidas apds transformacdo por eletroporacdo (secédo
3.2.2), foram estabelecidas culturas-estoque de 36 linhagens de C. reinhardtii
transformadas com o plasmideo pKS-aph7 -lox::HSGBA linearizado e 36 linhagens
transformadas com o vetor pKS-aph7™-lox::GFP, também linearizado, sendo mantidas
em meio TAP liquido e sélido sob selecdo com 10 mg/L de higromicina B entre 23 e 25

°C com fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro.
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3. 3 Identificacdo de linhagens de C. reinhardtii HsSGBA-positivas

A extracdo de DNA total das linhagens de C. reinhardtii foi realizada pelo
método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987). As amostras de DNA foram
quantificadas e sua qualidade (razdo Ageo/Azs0) avaliada por método
espectrofotométrico utilizando o equipamento NanoDrop 2000c® (Thermo Scientific) e
instrugdes do fabricante.

PCRs foram realizadas para a comprovacdo da integracdo de HSGBA no
genoma das 36 linhagens de C. reinhardtii transformadas com o vetor pKS-aph7™ -
lox::HsGBA. Como controles negativos, foram utilizadas amostras de DNA extraidas de
linhagens wild-type (A5 e A7) e linhagens transformadas com o plasmideo pKS-aph7 -
lox::GFP (B3, C12 e D7).

Primers para amplificacdo do gene-referéncia RBCS2B (forward CrRBCS2B-
For: 5’-ACAGAGCCATAGCGTGGAATCACT-3’; reverse CrRBCS2B-Rev2: 5’-
AAGCTACCGCTTCAGCACTTGAGA-3’) foram utilizados como controle positivo,
especialmente na validacdo da PCR para amplificacdo de HsGBA a partir do genoma
das linhagens transformadas, empregando-se as condi¢cdes apresentadas nas Tabelas 5 e

6 (temperatura de anelamento (x): 55 °C; tempo de extensdo (y): 1 min).

Tabela 5: Reagentes e quantidades utilizadas em PCRs para deteccdo do gene-referéncia
RBCS2B e do transgene HsGBA em DNA de C. reinhardtii.

Reagente para 1 reacdo
Agua ultrapura 11,8
5X Colorless GoTaq Flexi Buffer (Promega) 5,0
25 mM MgCl; (Promega) 2,0
5 mM dNTP’s (Ludwig Biotec) 1,0
10 uM Primer Forward (IDT) 1,0
10 uM Primer Reverse (IDT) 1,0
5 U/uL GoTag Hot Start Polymerase (Promega) 0,2
DNA-molde 3,0
Total 25,0
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Tabela 6: Pardmetros para termociclagem em PCRs para deteccdo do gene-referéncia
RBCS2B e do transgene HsGBA em DNA de C. reinhardtii.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
Desnaturacdo inicial Ciclo Unico 95 2
Desnaturacéo 95 1
Anelamento 30 ciclos X 1
Extensdo 72 y
Extensdo final Ciclo Gnico 72 5

A amplificagdo de RBCS2B foi confirmada com o primer CrRBCS2B-For e um
segundo reverse primer (CrRBCS2B-Rev1: 5°-
AAGGGTGAACGAGGGACAAAGACA-3’), com os mesmos parametros descritos
nas Tabelas 5 e 6 (exceto quanto ao volume de DNA molde (2 pL); temperatura de
anelamento (x): 55 °C; tempo de extenséo (y): 30 s).

Para a amplificacdo do gene HsGBA, foram usados os primers HsGBA-For-
TOPO (forward: 5-CACCATGGAGTTCAGCAGCCCC-3") e HsGBA-Rev (reverse:
5" TTACTGGCGCCACAGG-3"), seguindo-se o programa de touchdown (TD) PCR
descrito na Tabela 7, elaborado conforme protocolo proposto por Korbie e Mattick
(2008). Para as reac0es, foi utilizada a mistura apresentada na Tabela 5 e, como controle
positivo, foi empregado 1 pL de DNA plasmidial da construcdo pKS-aph7 -
lox::HsGBA.

Tabela 7: Programa de TD-PCR (reac6es com primers HsGBA-For-TOPO e HsGBA-
Rev) para deteccdo do transgene HsGBA em DNA de C. reinhardtii.

Fase Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturac&o inicial 95°C 3 min
2 Desnaturacéo 95 °C 30s
3 Anelamento 72°C 455
4 Extensdo 72°C 2 min

Etapas 2-4 repetidas 15 vezes, reduzindo-se a temperatura de

anelamento em 1 °C a cada ciclo
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Fase Etapa Temperatura Tempo

5 Desnaturacéo 95°C 30s
6 Anelamento 58 °C 45s
7 Extensdo 72°C 2 min
8 Extensdo final 72°C 5 min

Etapas 5-7 repetidas 30 vezes

Os resultados positivos foram confirmados por novas reagdes com um segundo
par de primers (forward HsGBA-For-qPCR: 5’-ATCACCAACCTGCTGTACCA-3’;
reverse HsGBA-Rev-qPCR: 5’-GAACATGGGCTGCTTGTAGA-3’), empregando-se
0S mesmos parametros descritos nas Tabelas 5 e 6 (exceto quanto ao volume de DNA
molde (2 pL); temperatura de anelamento (x): 54 °C; tempo de extensdo (y): 30 s).
Como controle positivo, também foi utilizado 1 pL (aproximadamente 100 ng) de DNA
plasmidial da construcdo pKS-aph7 -lox::HsGBA.

Todas as reacdes foram executadas em termociclador LGC XP Cycler® (Bioer
Technology).

3. 4 Identificacdo de linhagens de C. reinhardtii gfp-positivas

A fim de se verificar a integracdo do gene reporter gfp no genoma das
linhagens de C. reinhardtii B3, C12 e D7 (transformadas com pKS-aph7 -lox::GFP)
por PCR, a extracdo de DNA foi realizada conforme descrito na secdo 3. Amostras de
DNA extraidas das linhagens A5 (wild-type) e F6 (transformada com o plasmideo pKS-
aph7 " -lox::HsGBA) foram empregadas como controles negativos. Como controle
positivo, foi utilizado 1 pL (cerca de 100 ng) de DNA plasmidial da construcdo pKS-
aph7™"-lox::GFP.

Os primers CrcGFP-For (forward: 5’-TGACCCTGAAGTTCATCTGCACCA-
3”) e CrcGFP-Rev (reverse: 5>-TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’) e a mistura
apresentada na Tabela 5 foram utilizados para a amplificacdo de gfp segundo um
programa de TD-PCR simplificado, conforme descrito na Tabela 6, modificado com trés
passos contendo diferentes temperaturas de anelamento (x). No primeiro passo, a etapa

de anelamento foi a 58 °C por 3 ciclos; no segundo, a 56 °C também por 3 ciclos; e, no
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terceiro passo, a 54 °C por 24 ciclos. Em todos 0s passos, o tempo de extenséao (y) foi de
2 min. Todas as reacdes foram executadas em termociclador LGC XP Cycler® (Bioer
Technology).

3. 5 Analises da expressdo de HsGBA em C. reinhardtii

3. 5.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Para a extracdo de RNA, células de C. reinhardtii foram cultivadas em 220 mL
de meio TAP contendo 10 mg/L de higromicina B em frascos Erlenmeyer de 2 L
mantidos sem agitacdo a 23-25 °C e com fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro. As
culturas foram mantidas nestas condicbes até atingirem uma densidade de
aproximadamente 5x10° células/mL. Para avaliar a expressdo de HsGBA, suspensdes de
C. reinhardtii foram submetidas a um choque térmico a 40 °C por 1 h, seguido por um
periodo de recuperacdo de 2 h a 25 °C (Schroda et al., 2000). Apo6s choque térmico, as
células foram concentradas e fracionadas para a extracdo de RNA total pelo método
CTAB (Doyle e Doyle, 1987). A avaliacdo da qualidade das amostras foi realizada por
inspecdo visual de bandas caracteristicas de preparacdes de RNA total integro em gel de
agarose a 1 % corado com brometo de etideo e submetido a eletroforese. A avaliagdo da
qualidade das amostras, assim como a quantificacdo das mesmas, foi também realizada
por método espectrofotométrico em NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) segundo

orientacdes do fabricante.

Para a eliminacdo de DNA contaminante, as amostras de RNA foram tratadas
com a enzima RQ1 RNase-Free DNasel (Promega) segundo as instruc¢des do fabricante.
A sintese de cDNA foi feita com a enzima transcriptase reversa M-MLV (Sigma)

também seguindo-se as instrucbes do fabricante.

3. 5.2 Avaliacdo da expressdo de HsGBA por RT-PCR

A presenca de mRNA derivado de HsGBA nas cinco linhagens de C.
reinhardtii identificadas como portadoras do transgene (F5, F6, F9, G1 e G5) foi

avaliada qualitativamente por RT-PCR empregando-se como referéncia o gene da
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subunidade menor da enzima RuBisCO (RBCS2). Para as analises dos cDNAs (3 L),
foram utilizados os mesmos pares de primers (CrRBCS2B-For e CrRBCS2B-Rev2;
CrRBCS2B-For e CrRBCS2B-Revl; HSGBA-For-TOPO e HsGBA-Rev; HsGBA-For-
gPCR e HsGBA-Rev-qPCR), mistura de reacdo e parametros de termociclagem
descritos na se¢do 3. Como controle positivo da amplificacdo de HsGBA, foi empregado
0,3 puL de DNA plasmidial de pKS-aph7-lox::HsSGBA. A linhagem de C. reinhardtii
D7, transformada com o plasmideo pKS-aph7-lox::GFP, foi utilizada como controle
negativo. Todas as reagdes foram executadas em termociclador LGC XP Cycler® (Bioer
Technology).

3. 5. 3 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento do DNA resultante das RT-PCRs com o emprego dos
primers HSGBA-For-gPCR e HsGBA-Rev-qPCR, a partir de cDNA das linhagens de C.
reinhardtii F6 e G1, foi realizado pela ACTGene Analises Moleculares Ltda. utilizando
0 sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POP7 (Applied Biosystems). Cerca de 40 ng de DNA foram marcados
utilizando-se 2,5 pmol de cada primer (HsGBA-For-qPCR e HsGBA-Rev-gPCR) e 0,5
uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied
Biosystems), em um volume final de 10 uL., com uma etapa de desnaturacéo inicial a 96
°C por 3 min, seguida de 25 ciclos em temperaturas de 96 °C por 10 s, 55 °C por 5 s e 60
°C por 4 min. Apés purificacdo por precipitacdo com isopropanol a 75 % e lavagem
com etanol a 60%, os produtos foram desnaturados em 10 pL de formamida a 95 °C por
5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os
dados de sequenciamento foram coletados com o programa Data Collection 2 (Applied
Biosystems) e o alinhamento entre as sequéncias obtidas e a sequéncia de HsGBA foi

executado com o emprego do software Clustal Omega (Sievers et al., 2011).

3. 5. 4 Otimizacédo das condic@es de inducdo da expressdo de HsGBA

Para se estabelecer as condicdes em que ocorre a maior expressao do gene
HsGBA, células de C. reinhardtii D7 (controle negativo) e G1 (teste) foram cultivadas

em 220 mL de meio TAP contendo 10 mg/L de higromicina B entre 23 e 25 °C e com
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fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro. Ao atingirem a densidade de,
aproximadamente, 5x10° células/mL, as suspensdes foram fracionadas em sete aliquotas
de 30 mL e cada aliquota foi submetida a choque térmico por diferentes tempos (to a ts),
conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8: CondicGes para o choque térmico (experimento de time-course).

Choque térmico Recuperagéo

Condicdo | Temperatura Tempo | Temperatura  Tempo

to suspensao de células cultivadas a 25 °C

t 40 °C 10 min -

t 40 °C 30 min -

ts 40 °C 60 min —

t, 40°C 60 min 25°C 30 min

ts 40°C 60 min 25°C 60 min

ts 40 °C 60 min 25°C 120 min

Apos cada condicdo, a suspensao de células foi imediatamente concentrada por
centrifugacao para extracao de RNA total e sintese de cDNA (conforme secdo 3.5.1). A
expressdo de HsSGBA em cada condicdo foi avaliada qualitativamente por RT-PCR,

seguindo-se a mesma metodologia descrita na se¢ao 3.5.2.

3. 6 Ensaios para deteccdo da proteina recombinante HSGBA

Todos 0s ensaios para deteccdo da proteina HsGBA foram executados no
laboratério Quatro G Pesquisa & Desenvolvimento Ltda., com a colaboracdo das

pesquisadoras Dra. Ana C. O. Dias, Dra. Gaby Renard e Dra. Jocelei M. Chies.

3. 6. 1 Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE

Para analise do extrato proteico e deteccdo da proteina recombinante HSGBA,
células das linhagens de C. reinhardtii D7 (controle negativo) e G1 (teste) foram

cultivadas em 220 mL de meio TAP contendo 10 mg/L de higromicina B entre 23 e 25
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°C e com fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro. Ao atingirem a densidade de,
aproximadamente, 5x10° células/mL, cada suspensdo foi fracionada em duas aliquotas
de 100 mL, sendo uma aliquota submetida a choque térmico a 40 °C por 30 min e a
outra por 60 min. Apds choque térmico, cada suspensdo de células foi imediatamente
concentrada por centrifugacéo e fracionada em microtubos. A extracdo de proteinas foi
realizada por ultrassonicacdo de uma fragdo de células (cerca de 2x10%) correspondente
a cada tratamento (D7 e G1, em 30 e em 60 min) ressuspensa em 500 pL de Tris a 50
mM, pH 8,0, quatro vezes por 10 s, com intervalos de 1 min. Apds centrifugacao e
separacdo do sobrenadante contendo as proteinas sollveis, o sedimento resultante,
contendo as proteinas insolUveis, foi ressuspenso em 500 L de Tris a 50 mM, pH 8,0.

Dez (10) pL de cada fracdo (solivel e insollvel) correspondente a cada
tratamento (D7 e G1, em 30 e em 60 min) foram resolvidos por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12 % empregando-se, como controle positivo, 2 pg de
glicocerebrosidase purificada (Cerezyme®, Genzyme). Ap6s eletroforese, o gel foi
corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.

3. 6. 2 Deteccdo de HsGBA por western blot

Para a deteccdo da proteina HsGBA recombinante derivada de C. reinhardtii
por western blot, 10 puL das mesmas fracGes descritas na secdo 3.6.1 (soluvel e
insoluvel, correspondentes ao choque térmico das linhagens D7 e G1 durante 30 e 60
min) foram resolvidos por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12 % empregando-se,
como controle positivo, 400 ng de HSGBA purificada (Cerezyme®, Genzyme). Em
seguida, as amostras resolvidas foram transferidas para membrana de nitrocelulose para
a revelacdo com anticorpo monoclonal contra HsGBA (SC-166407, Santa Cruz

Biotechnology), por quimiluminescéncia.

3. 6. 3 Avaliacdo da atividade enzimatica de HSGBA em extratos proteicos

O teste bioquimico para avaliacdo da atividade da HsGBA em extratos
proteicos de C. reinhardtii foi executado conforme descrito por Holleran (1992). O

método é baseado na hidrélise do substrato 4-metilumbeliferil-pB-D-galactopiranosideo
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(4-MUG) pela enzima HSGBA originando um produto fluorescente, a 4-
metilumbeliferona (4-MU). Para o ensaio, 10 pL das mesmas fragdes descritas na se¢ao
3.6.1 (solavel e insolavel, correspondentes ao choque térmico das linhagens D7 e G1
durante 30 e 60 min) foram incubados por 1 h a 37 °C com 0,5 mM do substrato 4-
MUG em tampdo citrato/fosfato de sédio a 0,1 M, pH 5,6, contendo 0,54 % de
taurocolato de sodio, em um volume final de 100 pL. Em seguida, 1,25 mL de tampé&o
carbonato/bicarbonato de sédio a 0,2 M, pH 10,5, foi adicionado a reacdo a fim de
interrompé-la e a fluorescéncia do produto foi medida em espectrofotometro de
fluorescéncia (RF-5301PC, Shimadzu; excitagdo a 360 nm; emissdo a 450 nm).
Concentragdes conhecidas de 4-MU (0-500 nM) foram usadas para calibracdo. Como
controle positivo, foram utilizados 10 pL de imiglucerase (Cerezyme®, Genzyme)
diluida 2.000 vezes.

3. 7 Verificacdo da expressdo do gene reporter gfp

Para verificar a expressdo de gfp, evidenciada pela deteccdo de fluorescéncia
em analise por microscopia invertida, células das linhagens de C. reinhardtii
transformadas geneticamente com o vetor pKS-aph7 -lox::GFP foram cultivadas e
submetidas a choque térmico conforme descrito na secdo 3.5.1. Apds periodo de
recuperacdo a 25 °C, uma aliquota da suspensdo de células de cada linhagem foi
analisada entre lamina e laminula em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axiovert 200
inverted fluorescence, Carl Zeiss Microscopy GmbH), utilizando-se filtro azul. Como
controle negativo, foram analisadas celulas de C. reinhardtii transformadas com o
plasmideo pKS-aph7°-lox::HsGBA.
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4, Resultados

Para a expressdo do gene codificador da HsGBA a partir do genoma nuclear de
C. reinhardtii foram propostas diversas etapas, elencadas na se¢do 2.2. A seguir, estdo
relatados os principais resultados obtidos na concretizagdo desses objetivos.

4. 1 Adaptacdo de HsGBA e gfp a plasmideo de expressdo em C. reinhardtii

A sequéncia nucleotidica de HsGBA foi projetada com c6dons otimizados para
expressdo nuclear em C. reinhardtii a partir da sequéncia de cDNA da
glicocerebrosidase humana, obtida no GenBank (NM_001005741.1), seguindo-se a
recomendacdo de diversos autores que observaram a necessidade de adaptacdo de
cddons para um aumento dos niveis de expressdo de proteinas heterélogas (Potvin e
Zhang, 2010; Gong et al., 2011; Rosales-Mendoza et al., 2012). Apo6s a adi¢do de sitios
de restricdo para as enzimas Xhol e BamHlI, visando a adaptacdo de HSGBA no vetor
pHsp70A/RbcS2-cgluc, a sequéncia resultante, com 1.623 pb (Figura 6), foi sintetizada
e clonada no vetor pUC57 (GenScript USA Inc.).

A
>Chlamy HsGBA

CTCGAGGAGTTCAGCAGCCCCAGCCGCGAGGAGTGCCCCAAGCCCCTGAGCCGCGTGAGCATCGCCGGCAGCCTGACCGGCC
TGCTGCTGCTGCAGGCCGTGAGCTGGGCCAGCGGCGCCCGCCCCTGCATCCCCAAGAGCTTCGGCTACAGCAGCGTGGTGTGCGTGTG
CAACGCCACCTACTGCGACAGCTTCGACCCCCCCACCTTCCCCGCCCTGGGCACCTTCAGCCGCTACGAGAGCACCCGCAGCGGCLGL
CGCATGGAGCTGAGCATGGGCCCCATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTGCTGCTGACCCTGCAGCCCGAGCAGAAGTTCCAGA
AGGTGAAGGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGACGCCGCCGCCCTGAACATCCTGGCCCTGAGCCCCCCCGCCCAGAACCTGCTGCTGAA
GAGCTACTTCAGCGAGGAGGGCATCGGCTACAACATCATCCGCGTGCCCATGGCCAGCTGCGACTTCAGCATCCGCACCTACACCTAC
GCCGACACCCCCGACGACTTCCAGCTGCACAACTTCAGCCTGCCCGAGGAGGACACCAAGCTGAAGATCCCCCTGATCCACCGCGLCC
TGCAGCTGGCCCAGCGCCCCGTGAGCCTGCTGGCCAGCCCCTGGACCAGCCCCACCTGGCTGAAGACCAACGGCGCCGTGAACGGCAA
GGGCAGCCTGAAGGGCCAGCCCGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCCCGCTACTTCGTGAAGTTCCTGGACGCCTACGCCGAGCAC
AAGCTGCAGTTCTGGGCCGTGACCGCCGAGAACGAGCCCAGCGCCGGCCTGCTGAGCGGCTACCCCTTCCAGTGCCTGGGCTTCACCC
CCGAGCACCAGCGCGACTTCATCGCCCGCGACCTGGGCCCCACCCTGGCCAACAGCACCCACCACAACGTGCGCCTGCTGATGCTGGA
CGACCAGCGCCTGCTGCTGCCCCACTGGGCCAAGGTGGTGCTGACCGACCCCGAGGCCGCCAAGTACGTGCACGGCATCGCCGTGCAC
TGGTACCTGGACTTCCTGGCCCCCGCCAAGGCCACCCTGGGCGAGACCCACCGCCTGTTCCCCAACACCATGCTGTTCGCCAGCGAGG
CCTGCGTGGGCAGCAAGTTCTGGGAGCAGAGCGTGCGCCTGGGCAGCTGGGACCGCGGCATGCAGTACAGCCACAGCATCATCACCAA
CCTGCTGTACCACGTGGTGGGCTGGACCGACTGGAACCTGGCCCTGAACCCCGAGGGCGGCCCCAACTGGGTGCGCAACTTCGTGGAC
AGCCCCATCATCGTGGACATCACCAAGGACACCTICTACAAGCAGCCCATGTTCTACCACCTGGGCCACTTCAGCAAGTTCATCCCCG
AGGGCAGCCAGCGCGTGGGCCTGGTGGCCAGCCAGAAGAACGACCTGGACGCCGTGGCCCTGATGCACCCCGACGGCAGCGCCGTGGT
GGTGGTGCTGAACCGCAGCAGCAAGGACGTGCCCCTGACCATCAAGGACCCCGCCGTGGGCTTCCTGGAGACCATCAGCCCCGGCTAC
AGCATCCACACCTACCTGTGGCGCCGCCAGTAAGGATCC
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

HsGBA cDNA

Chlamy HsGBA
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HsGBA cDNA
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YCDSFDPPTFPALGTFSRYESTRSGRRMELSMGPIQANHTGTGLLLTLOQPEQKFQKVKGE
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R Ik Ik kb kb b bk b b b kb b h dh b b bk E h kb kb b b b b b bk dh b b b k3 b b b b b b i

GGAMTDAAALNILALSPPAQNLLLKSYFSEEGIGYNIIRVPMASCDFSIRTYTYADTPDD
GGAMTDAAALNILALSPPAQNLLLKSYFSEEGIGYNIIRVPMASCDEFSIRTYTYADTPDD

R IRk dE E h h E kb h b b b JE E E dE E E h b E h E E bk dh E b E b b b dh E 3h b b E b 3h b b dE b bk i

FOLHNFSLPEEDTKLKIPLIHRALQLAQRPVSLLASPWTSPTWLKTNGAVNGKGSLKGQP
FOLHNFSLPEEDTKLKIPLIHRALQLAQRPVSLLASPWTSPTWLKTNGAVNGKGSLKGQP

ER R R R R R R R I R R R R R R R R R R R R R I E E R R R E E E E E 3 I I i

GDIYHQTWARYFVKFLDAYAEHKLOQFWAVTAENEPSAGLLSGYPFQCLGFTPEHQRDFEFTIA

GDIYHQTWARYFVKFLDAYAEHKLOQFWAVTAENEPSAGLLSGYPFQCLGFTPEHQRDFIA

R R R R R R R R R I R R R R R R R R R R I R R I E E R R R E R E I

RDLGPTLANSTHHNVRLLMLDDQRLLLPHWAKVVLTDPEAAKYVHGIAVHWYLDFLAPAK
RDLGPTLANSTHHNVRLLMLDDQRLLLPHWAKVVLTDPEAAKYVHGIAVHWYLDFLAPAK

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

ATLGETHRLFPNTMLFASEACVGSKFWEQSVRLGSWDRGMQYSHSIITNLLYHVVGWTDW
ATLGETHRLEFPNTMLFASEACVGSKFWEQSVRLGSWDRGMQYSHSIITNLLYHVVGWTDW

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I

NLALNPEGGPNWVRNFVDSPIIVDITKDTFYKQPMFYHLGHFSKFIPEGSQRVGLVASQK
NLALNPEGGPNWVRNFVDSPIIVDITKDTFYKQPMFYHLGHFSKFIPEGSQRVGLVASQK

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEET

NDLDAVALMHPDGSAVVVVLNRSSKDVPLTIKDPAVGFLETISPGYSIHTYLWRRQ 536
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XhoI (435)
HsGBA-For-TOPO (441 .. 458)

pUC57-HsGBA

4327 bp

HsGBA-Rev-qPCR (1789 .. 1808)

—

(2052) BamHI HsGBA-Rev (2033 .. 2051)

Figura 6: Resultados da projecdo da sequéncia de HSGBA para expressdéo em C.
reinhardtii. (A) Quadro aberto de leitura da HSGBA artificial com codons otimizados
para expressdo nuclear em C. reinhardtii. Os nucleotideos que codificam o peptideo-
sinal (com 39 ou 19 aminoacidos) estdo representados em vermelho, enguanto o0s
correspondentes a proteina madura estdo em preto. Os dois potenciais codons de inicio
de tradugéo () estdo sinalizados com uma caixa. Sitios de restricdo adicionados
para Xhol (em amarelo) e BamHI (em cinza) estdo indicados. Também estdo destacadas
as regides de anelamento dos primers HSGBA-For-TOPO (em azul), HSGBA-Rev (em
verde), HsSGBA-For-gPCR (em laranja) e HsGBA-Rev-gPCR (em rosa). (B)
Alinhamento das sequéncias peptidicas deduzidas do cDNA original humano da GBA
(HsGBA cDNA) e da versdao otimizada para expressaio em C. reinhardtii
(Chlamy_HsGBA). Os aminoacidos equivalentes ao peptideo-sinal (com 39 ou 19
aminodcidos) estdo representados em vermelho, enquanto os correspondentes a proteina
madura estdo em preto. O inicio de cada um dos possiveis peptideos-sinais esta
sinalizado com uma caixa. (C) Mapa do vetor pUC57-HsGBA criado com o software
SnapGene 2.8.1 a partir da sequéncia nucleotidica do vetor pUC57 (GenScript) e da
sequéncia projetada de HsSGBA. Além do gene de interesse (HsSGBA), estdo
representados o marcador de sele¢do para ampicilina (AmpR), o sitio da origem de
replicacdo (ori), sitios de restricdo para Xhol e BamHI e regides de anelamento dos
primers HSGBA-For-TOPO, HsGBA-Rev, HsGBA-For-gPCR e HsGBA-Rev-gPCR.
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Apb6s a digestdo de pUC57-HsSGBA com as enzimas Xhol e BamHI, o
fragmento de 1.617 pb correspondente ao gene HSGBA foi transferido para o vetor
pHsp70A/RbcS2-cgLuc clivado com as mesmas enzimas, posicionando-se a regido
codificadora entre o promotor quimérico HSP70A/RBCS2 com o primeiro intron do
gene RBCS2 de C. reinhardtii e a regido 3’-UTR desse mesmo gene. Com isto, 0 gene
reporter cgluc original do plasmideo pHsp70A/RbcS2-cgluc foi substituido pelo gene
de interesse HSGBA, resultando no vetor pHsp70A/RbcS2-HsSGBA (Figura 7).

(4401 .. 4419) HsGBA-Rev BamHI (4420)
HindIII (330)

(4157 .. 4176) HsGBA-Rev-qPCR

(4027 .. 4046) HsGBA-For-qPCR

pHsp70A/RbcS2-HsGBA
4667 bp

(2809 .. 2826) HsGBA-For-TOPO
(2803) XhoI

(2419) HindIII

Figura 7: Mapa do vetor pHsp70A/RbcS2-HsSGBA criado com o software SnapGene
2.8.1 a partir das sequéncias nucleotidicas de pUC57-HsSGBA (Figura 6) e
pHsp70A/RbcS2-cgLuc. Substituindo o gene cglLuc no vetor pHsp70A/RbcS2-cgluc,
HsGBA esté sob controle do promotor quimérico HSP70A/RBCS2 e da 3’UTR do gene
RBCS2 de C. reinhardtii. Também estdo representados no mapa o marcador de selecédo
para canamicina (KanR), a origem de replicacdo (R6Ky ori), o sitio loxP para
recombinacdo pelo sistema Cre/lox, os sitios de restricdo para Xhol, BamHI e Hindlll e
as regibes de anelamento dos primers HsSGBA-For-TOPO, HsGBA-Rev, HsGBA-For-
gPCR e HsSGBA-Rev-gPCR. HSP70A/RBCS2: promotor quimérico contendo o
promotor da proteina de choque térmico 70A (HSP70A) e o promotor da subunidade
menor da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RBCS2); Inl: intron 1
do gene RBCS2.
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Para avaliar a expressdo do gene reporter gfp em C. reinhardtii, o plasmideo
pHsp70A/RbcS2-GFP (Figura 8) foi construido de forma semelhante, com a
transferéncia do fragmento de 723 pb do vetor pKScGFP para o plasmideo
pHsp70A/RbcS2-cgLuc, ambos clivados com as enzimas Xhol e BamHI.

(3526) BamHI

pHsp70A/RbcS2-GFP
(2803) XhoI 3773 bp

(2419) HindIIl

Figura 8: Mapa do vetor pHsp70A/RbcS2-GFP criado com o software SnapGene 2.8.1
a partir das sequéncias nucleotidicas de pKScGFP e pHsp70A/RbcS2-cgluc.
Substituindo o gene cglLuc no vetor pHsp70A/RbcS2-cgluc, gfp esta sob controle do
promotor quimérico HSP70A/RBCS2 e da 3°-UTR do gene RBCS2 de C. reinhardtii.
Também estdo representados no mapa o marcador de sele¢do para canamicina (KanR), a
origem de replicacdo (R6Ky ori), o sitio loxP para recombinacéo pelo sistema Cre/lox e
0s sitios de restricdo para Xhol, BamHI e Hindlll. HSP70A/RBCS2: promotor
quimérico contendo o promotor da proteina de choque térmico 70A (HSP70A) e o
promotor da subunidade menor da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase
(RBCS2); Inl: intron 1 do gene RBCS2.

Células de E. coli PIR1 foram transformadas geneticamente com o0s dois
plasmideos resultantes, isto €, pHsp70A/RbcS2-HsGBA e pHsp70A/RbcS2-GFP. Para a
confirmacdo das clonagens de HsSGBA e gfp no vetor pHsp70A/RbcS2-cgluc,
preparacdes plasmidiais obtidas de diferentes linhagens de células transformadas foram
submetidas a digestdo com enzimas de restricdo, seguida por eletroforese em gel de

agarose. Conforme ilustrado na Figura 9, obteve-se pleno éxito em ambas as
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construgdes, com fragmentos correspondentes as bandas de ~1.600 pb (HsSGBA,
canaletas H1 ¢ H6 em “A”) e de ~700 pb (gfp, canaleta G1 em “B”).

(A) (B)
Xhol +

Xhol + BamHI Hindll Xhol BamHI

M \ HO H1 H4 H5 H6 HO H1 H4 HS Hé M G1 H1 G1 H1
" e ", 1y
TR e EE =

4.000
3.000—»|

2.000—»

1.500—

Figura 9: Comprovacéo da clonagem de HsGBA e gfp no vetor pHsp70A/RbcS2-cgLuc.
Preparacdes plasmidiais de diferentes linhagens de E. coli PIR1 transformadas com
pHsp70A/RbcS2-HsGBA (HO0-H6) e pHsp70A/RbcS2-GFP (G1) foram tratadas com
endonucleases e o produto da digestéo foi resolvido por eletroforese em gel de agarose a
0,8 % corado com SYBR-Gold. (A) O padrdo de bandas esperado (1.617 e 3.050 pb,
resultante da digestdo com Xhol e BamHI, grupo a esquerda; 2.578 e 2.089 pb,
resultante da digestdo com Hindlll, grupo a direita) confirma a clonagem de HsGBA
para as linhagens H1 e H6. (B) O padrdo de bandas obtido pela digestdo com Xhol (a
esquerda) confirma clonagem de gfp para a linhagem G1 (3.773 pb) e de HsSGBA para a
linhagem H1 (4.667 pb), resultados corroborados por nova digestdo com Xhol e BamHI
(a direita; bandas de 723 e 3.050 pb para G1 e 1.617 e 3.050 pb para H1). Tanto em (A)
como em (B), as diferencas observadas entre bandas de mesmo tamanho podem ser
decorrentes do efeito do SYBR-Gold, observado também em outros experimentos. M:

marcador de tamanhos de fragmentos de DNA, em pb, Ladder 1 kb (Ludwig Biotec).

Para a construcdo dos vetores de expressdo em C. reinhardtii, os plasmideos
pHsp70A/RbcS2-HsGBA e pHsp70A/RbcS2-GFP foram recombinados in vitro por

acdo da enzima Cre-recombinase com o vetor pKS-aph7 "-lox, o qual contém o gene
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aph7™" que confere resisténcia a higromicina B. Essa recombinagdo sitio-especifica
resultou no vetor pKS-aph7 -lox::HsGBA, com cassetes em tandem para expressdo do
gene de interesse HSGBA e do marcador de selecdo aph7™" em C. reinhardtii (Figura
10A). Da mesma forma, o vetor pKS-aph7 "-lox::GFP possui cassetes em tandem para

expressao, em C. reinhardtii, do gene reporter gfp e do marcador de sele¢do aph7™"
(Figura 10B).

__EcoRV (1779)
o~
(7046) ECORV — ki)
(7030) EcoRV pKS-aph7" " -lox::HsGBA 2

9233 bp <k
o
N
&
z
(6459) BamHI " HsGBA-For-TOPO (2809 .. 2626)
\ HsGBA-For-qPCR (4027 .. 4046)
HsGBA-Rev-qPCR (4157 .. 4176)
(4420) BamHI HsGBA-Rev (4401 .. 4419)

. “op)
\\

EcoRV (1779)

N—Or]

<

pKS-aph7’ " -lox::GFP
8339 bp

(6152) ECORV ——
(6136) ECORV

(5565) BamHI

BamHI (3526)

Figura 10: Mapas dos vetores pKS-aph7 -lox::HsGBA e pKS-aph7 -lox::GFP criados
com o software SnapGene 2.8.1 a partir das sequéncias nucleotidicas dos plasmideos
recombinados. Os vetores resultantes da recombinacéo pelo sistema Cre/lox entre pKS-
aph7 "-lox e pHsp70A/RbcS2-HsSGBA ou pHsp70A/RbcS2-GFP contém cassetes em
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tandem para expressao, em C. reinhardtii, do marcador de selecdo aph7™" e do gene de
interesse HSGBA (A) ou do gene reporter gfp (B). Também estdo representados, em
cada mapa, a origem de replicacdo R6Ky para manutencdo em células de E. coli PIR1
(Invitrogen), as quais KanR confere resisténcia a canamicina, a origem de replicacéo
(ori) para manutencdo em células de E. coli DH5a, as quais AmpR confere resisténcia a
ampicilina, os dois sitios loxP e os sitios de restricdo para BamHI e ECORV. As regides
de anelamento dos primers HsGBA-For-TOPO, HsGBA-Rev, HsGBA-For-gPCR e
HsGBA-Rev-gPCR estdo indicadas em (A). HSP70A/RBCS2: promotor quimérico
contendo o promotor da proteina de choque térmico 70A (H ou HSP) e o promotor da
subunidade menor da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (R ou
RBC); | ou In: intron 1 do gene RBCS2; U ou UTR: regido 3’-ndo traduzida do gene
RBCS2; Tub ou B-Tub: promotor da 32-tubulina; COP ou C: regido 3'-ndo traduzida da

clamiopsina-1.

Células de E. coli DH5a foram transformadas geneticamente com os produtos
das recombinacdes e distribuidas em placas contendo 50 mg/L de canamicina. Como 0s
plasmideos resultantes contém as caracteristicas dos dois plasmideos usados na
recombinacdo,  pHsp70A/RbcS2-HsGBA/pHsp70A/RbcS2-GFP  (resisténcia  a
canamicina e origem de replicacdo R6Ky para manutencdo somente em células PIR1) e
pKS-aph7 -lox (resisténcia a ampicilina e origem de replicacdo para manutencédo
apenas em células DH5a), somente células de E. coli DH5a contendo os plasmideos
recombinados puderam se desenvolver em presenca de canamicina. Conforme ilustrado
na Figura 11, a recombinacdo foi comprovada pela digestdo com BamHI de preparacoes
plasmidiais de células transformadas com os vetores recombinados, seguida por

eletroforese em gel de agarose.

60



H1 H2 H3 H4 H5 GO G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11G12 M

I ”
L J<—s000
. «— 6.000

-
B
SeUee=~pue

Figura 11: Comprovagdo do sucesso nas recombinagdes in vitro pelo sistema Cre/lox
entre os plasmideos pHsp70A/RbcS2-HsGBA ou pHsp70A/RbcS2-GFP e pKS-aph7 -
lox. Preparagdes plasmidiais de diferentes linhagens de E. coli transformadas com pKS-
aph7 -lox::HsGBA (H1-H5) e pKS-aph7 -lox::GFP (G0-G12) foram clivadas com
BamHI e o produto da digestao foi resolvido por eletroforese em gel de agarose a 0,8 %
corado com brometo de etideo. O padréo de bandas esperado (2.039 e 7.194 pb, setas
azuis) confirma a presenca do plasmideo recombinado nas 5 linhagens transformadas
com pKS-aph7™-lox::HsGBA testadas (H1-H5). Da mesma forma, o padréo de bandas
obtido a partir das linhagens G1-G11 (2.039 e 6.300 pb, setas verdes) permite inferir
que as mesmas foram transformadas com o plasmideo recombinado pKS-aph7 -
lox::GFP. M: marcador de tamanhos de fragmentos de DNA, em pb, O'GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (Thermo Scientific).

4. 2 Transformacdo genética de C. reinhardtii

Células da linhagem de C. reinhardtii CC-400 cw15 mt+ foram transformadas
geneticamente por eletropora¢do com os vetores de expressdo pKS-aph7  -lox::HsGBA
e pKS-aph7 -lox::GFP nas formas circular e linearizada. Os plasmideos foram
linearizados pela digestdo com EcoRV. Além da linearizacéo, a digestdo dos plasmideos
com EcoRV, proposta por Heitzer e Zschoernig (2007), permitiu suas fragmentacdes, de

modo que os segmentos de 5.251 pb e 4.357 pb resultantes, respectivamente, da
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digestdo de pKS-aph7 -lox::HsGBA e pKS-aph7 -lox::GFP, contém apenas o0s
cassetes do gene de interesse (ou repdrter) e o marcador de selecdo para expressdo em
C. reinhardtii (Figura 12).

(A) 2622 .. 2640) HSGBA-Rev
2371 HsGBA. 1PCR
1030 .. 1047) HsGBA-For-TOPO 224§ 2267) HsGBA-For-qPCR l
(0) EcoRV
T o T — o 1
(HSP70A  RECS2 [T HsGBA > Eumf T i TV |
HSP70A/RBCS2 loxP cop
pKS-aph7 -lox::HsGBA clivado com EcoRV
5.251 pb
(B)

EcoRV (0)

. s
I 10007 20007 3000 20007 1

(HsP70A T RECSZ [ini I (F0TR )  (hzun I ol YTV A P |

HSP70A/RBCS2 loxP

pKS-aph7  -lox::GFP clivado com EcoRV
4.357 pb

Figura 12: Mapas dos fragmentos dos vetores pKS-aph7 -lox::HsGBA e pKS-aph7 -
lox::GFP, contendo exclusivamente os cassetes de expressdo em tandem, criados com o
software SnapGene 2.8.1 a partir das sequéncias nucleotidicas dos respectivos
plasmideos. (A) Fragmento de 5.251 pb resultante da digestdo de pKS-aph7 -
lox::HsGBA com EcoRV. As regides de anelamento dos primers HsGBA-For-TOPO,
HsGBA-Rev, HsGBA-For-gPCR e HsGBA-Rev-gPCR estdo indicadas no mapa. (B)
Fragmento de 4.357 pb resultante da digestdo de pKS-aph7 "-lox::GFP com EcoRV.
HSP70A/RBCS2: promotor quimeérico contendo o promotor da proteina de choque
térmico 70A (HSP70A) e o promotor da subunidade menor da enzima ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase oxigenase (RBCS2); Inl: intron 1 do gene RBCS2; 3’-UTR:
regido 3’-ndo traduzida do gene RBCS2; 32-Tub: promotor da 2-tubulina; COP: regido

3'-ndo traduzida da clamiopsina-1.

Conforme apresentado na Figura 13, apds 7 dias de incubacdo entre 23 e 25 °C,
com fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro e sob selecdo com 10 mg/L de
higromicina B, células de C. reinhardtii transformadas com o plasmideo pKS-aph7 -
lox::HSGBA linearizado originaram um numero de colénias muito superior ao obtido a
partir da transformacdo com o plasmideo integro. Esse resultado, descrito por outros
autores (Leon-Bafiares et al., 2004), também foi observado para células transformadas

com o vetor pKS-aph7 " -lox::GFP (ndo mostrado).
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Figura 13: Transformacdo genética de C. reinhardtii com pKS-aph7 "-lox::HsGBA.
ApoOs 7 dias de incubacdo, o numero de colbnias originadas a partir de celulas
transformadas com o plasmideo linearizado (a direita) foi muito maior que o obtido na

transformag&o com o plasmideo integro (forma circular).

Como resultado, foram selecionadas 36 col6nias de C. reinhardtii resultantes
da transformacdo com pKS-aph7 -lox::HsGBA linearizado (Figura 13) e 36 coldnias
originadas pela transformacdo com pKS-aph7 -lox::GFP, também linearizado,
estabelecendo-se culturas-estoque mantidas em meio TAP liquido e solido sob selecdo
com 10 mg/L de higromicina B e incubadas sob refrigeracdo apds a formacdo de

colonias.

4. 3 Identificacdo de linhagens de C. reinhardtii HSGBA-positivas

Analises por PCR de amostras de DNA das 36 linhagens transformadas com
pKS-aph7 -lox::HsGBA demonstram a integracdo de HSGBA no genoma de cinco delas
(F5, F6, F9, G1 e G5), isto &, 14 % das linhagens avaliadas. Como se pode observar na
Figura 14, a resolucdo dos produtos das PCRs a partir dessas cinco linhagens por
eletroforese em gel de agarose gerou bandas de tamanho equivalente ao quadro aberto
de leitura completo de HsGBA (1.623 pb), conforme esperado com o emprego dos

primers HsSGBA-For-TOPO e HsGBA-Rev (regides de anelamento destacadas,
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respectivamente, em azul e verde na Figura 6). Bandas de mesmo tamanho foram
geradas a partir da amplificacdo do controle positivo (plasmideo pKS-aph7 -
lox::HsGBA), ndo sendo observadas para amostras correspondentes as linhagens wild-
type (A5 e A7) e transformadas com pKS-aph7 -lox::GFP (B3, C12 e D7), usadas

como controles negativos.

(A) M MIX A5 A7 B3 D7 C12 F6 F9 G3 G12 H12 C+

2.000—»
1.500—|

(B) M C+ MIX F1 F3 F4 F5 F7 F8 F11 G1 G5 H4 H9

Figura 14: Integracdo de HsGBA no genoma de linhagens de C. reinhardtii
transformadas com pKS-aph7 -lox::HSGBA demonstrada por PCR. A resolucdo de
produtos de PCRs por eletroforese em gel de agarose a 1 % corado com brometo de
etideo, demonstra a integracdo de HsGBA no genoma das linhagens F5, F6, F9, G1 e
Gb, para as quais se observam bandas de, aproximadamente, 1.620 pb, tamanho
equivalente ao quadro aberto de leitura completo de HsGBA. (A) F6, F9, G3, G12 e H12
correspondem a amostras de DNA extraido das respectivas linhagens, todas
transformadas com pKS-aph7 -lox::HsGBA. Amostras de DNA de linhagens wild-type
(A5 e A7) e transformadas com pKS-aph7 -lox::GFP (B3, C12 e D7), assim como a

mistura de reacdo sem a adicdo de DNA (MIX), foram usadas como controles
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negativos. Como controle positivo da reacdo (C+), foi utilizado DNA do plasmideo
pKS-aph7 -lox::HsGBA como molde. M: marcador de tamanhos de fragmentos de
DNA, em pb, O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). (B) F1-H9
correspondem a amostras de DNA extraido dessas linhagens, transformadas com pKS-
aph7 -lox::HsGBA. A mistura de reacdo sem adicdo de DNA (MIX) foi utilizada como
controle negativo, enquanto DNA do plasmideo pKS-aph7 -lox::HsGBA foi usado
como controle positivo da reacdo (C+). M: marcador de tamanhos de fragmentos de
DNA, em pb, 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

A integracdo de HSGBA no genoma das linhagens F5, F6, F9, G1 e G5 foi
também confirmada por PCR com o emprego de um segundo par de primers, HsSGBA-
For-gPCR e HsGBA-Rev-gPCR, que levam a amplificacdo de uma regido de 150 pb do
gene HsGBA (regides de anelamento destacadas, respectivamente, em laranja e rosa na
Figura 6). Conforme a Figura 15, quando o produto das PCRs foi resolvido por
eletroforese em gel de agarose, a presenca de uma banda equivalente a esse tamanho foi
observada para amostras de DNA das cinco linhagens e para o controle positivo (pKS-
aph7 "-lox::HsGBA), ndo sendo visualizada nos controles negativos, isto €, as amostras
correspondentes as linhagens wild-type (A5) e transformadas com pKS-aph7 -
lox::GFP (C12 e D7).

C+ A5 C12 D7 F5 F6 F9 G1 G5

I alE | -

300—»
200—»
100—» .

Figura 15: Confirmacdo da integracdo de HsSGBA no genoma de linhagens de C.

reinhardtii transformadas com pKS-aph7 -lox::HsGBA por PCR. A resolucdo de
produtos de PCRs por eletroforese em gel de agarose a 1,5 % corado com brometo de
etideo permitiu confirmar a integracdo de HsGBA no genoma das linhagens F5, F6, F9,

G1 e G5, nas quais se observam bandas de 150 pb, tamanho do amplicon gerado com o0s
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primers HsSGBA-For-qPCR e HsSGBA-Rev-gPCR. A mesma banda tambeém é observada
para 0 plasmideo pKS-aph7 -lox::HsGBA, usado como controle positivo da reacdo
(C+), mas ndo para amostras de linhagens wild-type (A5) e transformadas com pKS-
aph7-lox::GFP (C12 e D7), usadas como controles negativos. M: marcador de
tamanhos de fragmentos de DNA, em pb, 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

4. 4 Identificacdo de linhagens de C. reinhardtii gfp-positivas

Tentativas preliminares de identificacdo de linhagens de C. reinhardtii gfp-
positivas foram efetuadas por meio de andlises por microscopia de fluorescéncia.
Entretanto, ndo foram observadas diferencas nas intensidades de fluorescéncia entre as
36 linhagens transformadas com o plasmideo pKS-aph7 -lox::GFP e linhagens
transformadas com pKS-aph7 "-lox::HsGBA, usadas como controles negativos.

Em virtude desses resultados preliminares negativos, PCRs foram realizadas
para verificar a integracdo de gfp no genoma das linhagens de C. reinhardtii B3, C12 e
D7, transformadas com pKS-aph7 -lox::GFP. Nos varios testes executados, a
amplificacdo de gfp somente foi observada para o plasmideo pKS-aph7 -lox::GFP
usado como controle positivo da reacdo, ndo ocorrendo 0 mesmo para quaisquer das

outras linhagens avaliadas (resultados ndo mostrados).

Os experimentos até entdo realizados com gfp tinham como objetivo a
transformacéo de C. reinhardtii com um gene cuja expressao fosse facil e rapidamente
detectada, com vistas a validar os ensaios com HSGBA executados em paralelo.
Entretanto, diante dos resultados satisfatorios obtidos com o gene de interesse, como a
identificacdo das linhagens recombinantes de C. reinhardtii por PCR, 0s experimentos
com gfp foram descontinuados, prosseguindo-se somente com analises de linhagens

transformadas com HsGBA.

4. 5 Analises da presenca de mMRNA de HsGBA em C. reinhardtii por RT-PCR

O vetor pKS-aph7 -lox::HsGBA foi construido de forma a posicionar o gene
HsGBA sob o controle do promotor quimérico HSP70A/RBCS2. Nesse promotor,

HSP70A atua como ativador transcricional de RBCS2 quando induzido por choque
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térmico, aumentando os niveis de expressdo do gene de interesse conforme demostrado
por Schroda et al. (2000). Sendo assim, visando potencializar a transcricdo de HsSGBA,
células de C. reinhardtii foram submetidas a um choque térmico a 40 °C por 1 h,
seguido por um periodo de recuperagdo de 2 h a 25 °C, condi¢des estabelecidas pelo
grupo de Schroda para maxima atividade da arilsulfatase, quando o gene codificador da
enzima estava sob controle do promotor HSP70A (Schroda et al., 2000). Apds extracéo
de RNA e sintese de cDNA, a presenca de mMRNA de HsGBA nas cinco linhagens de C.
reinhardtii identificadas como portadoras do transgene (F5, F6, F9, G1 e G5) foi
avaliada qualitativamente por RT-PCR, empregando-se o gene RBCS2 como referéncia.

A resolucdo dos produtos das RT-PCRs por eletroforese em gel de agarose
demonstrou a expressdo do gene HsGBA em nivel de mRNA para as linhagens F6, F9 e
G1, para as quais se observaram bandas de 150 pb, correspondentes ao produto de
amplificacdo obtido com o par de primers HsSGBA-For-gPCR e HsGBA-Rev-qPCR,
conforme ilustrado na Figura 16. Para as linhagens F5 e G5, embora a integracdo de
HsGBA tenha sido comprovada, a auséncia de bandas por RT-PCR ndo permitiu afirmar
a ocorréncia de sua transcricdo. Essa auséncia de banda para a linhagem G5, assim
como a fraca intensidade das bandas observadas para a linhagem F9, poderia ser
decorrente de problemas no RNA extraido, uma vez que também ndo se observou
amplificacdo do gene referéncia (RBCS2) para essas linhagens.

M MIX D7 F5 F6 FO1 F92 G1 G5 VAZIO C+
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Figura 16: Comprovacdo da expressdo de HSGBA em nivel da presenga momentéanea de

mMRNA para linhagens de C. reinhardtii transformadas com pKS-aph7 -lox::HsGBA. A
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resolucéo dos produtos de RT-PCRs por eletroforese em gel de agarose a 1,5 % corado
com brometo de etideo permitiu comprovar a presenca de mRNA de HsGBA para as
linhagens F6, F9 e G1, para as quais se observam bandas de 150 pb, tamanho do
amplicon gerado com os primers HSGBA-For-gPCR e HsGBA-Rev-gPCR. A mistura
de reacdo sem a adicdo de DNA (MIX) e amostra de linhagem transformada com pKS-
aph7 -lox::GFP (D7) foram usadas como controles negativos, enquanto o plasmideo
pKS-aph7 "-lox::HsGBA foi utilizado como controle positivo da rea¢do (C+). F9 1 e F9
2 correspondem a amostras de cDNA obtidas a partir de diferentes indculos da linhagem
F9. O produto obtido pela amplificacdo do gene referéncia (RBCS2) com os primers
CrRBCS2B-For e CrRBCS2B-Rev1 para cada linhagem testada é apresentado abaixo
da imagem do gel. M: marcador de tamanhos de fragmentos de DNA, em pb, 1 kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen).

Para confirmar se os amplicons observados na Figura 16 realmente
correspondiam a transcritos do gene HsGBA, os produtos de amplificagdo obtidos com
0s primers HsGBA-For-gPCR e HSGBA-Rev-gPCR a partir de cDNA das linhagens de
C. reinhardtii F6 e G1 foram sequenciados empregando-se esse mesmo par de primers.
Conforme alinhamento realizado com o software Clustal Omega (Sievers et al., 2011),
cujo resultado é apresentado na Figura 17A, o sequenciamento do amplicon esta de
acordo com a sequéncia de bases projetada para o gene HsGBA (Figura 6),
comprovando que pelo menos parte do gene (regido de 150 pb) esta sendo transcrita

corretamente (Figura 17B).

(A)

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

HsGBA-Rev-gPCR ATCACCAACCTGCTGTACCACGTGGTGGGCTGGACCGACTGGAACCTGGCCCTGAACCCC
HsGBA-For-gPCR =~ = —=——————— e CTGGCCCTGAACCCC
HsGBA ATCACCAACCTGCTGTACCACGTGGTGGGCTGGACCGACTGGAACCTGGCCCTGAACCCC

Kkhkhkkhkkkhkhkkkkkkkk*k
HsGBA-Rev-gPCR GAGGGCGGCCCCAACTGGGTGCGCAACTTCGTGGACAGCCCCAT - === —=——==——=——=———
HsGBA-For-gPCR GAGGGCGGCCCCAACTGGGTGCGCAACTTCGTGGACAGCCCCATCATCGTGGACATCACC
HsGBA GAGGGCGGCCCCAACTGGGTGCGCAACTTCGTGGACAGCCCCATCATCGTGGACATCACC

KA K KKK KA KA KA A KA A A KA A A KA A KA A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR A KKK
HsGBA-Rev-gPCR = -—=-—-—-—-—-———————————————————

HsGBA-For-gPCR AAGGACACCTTCTACAAGCAGCCCATGTTC
HsGBA AAGGACACCTTCTACAAGCAGCCCATGTTC
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Figura 17: Comprovacdo da expressdo de HsGBA pelo sequenciamento dos produtos
das RT-PCRs correspondentes as linhagens de C. reinhardtii F6 e G1. (A) O
alinhamento entre parte da sequéncia projetada para HSGBA (150 pb) e as sequéncias
obtidas com os primers forward (HSGBA-For-gPCR) e reverse (HsGBA-Rev-qPCR)
pelo sequenciamento dos produtos das RT-PCRs demonstra que os amplicons
correspondem, de fato, a transcritos do gene HsSGBA. As regides de anelamento dos
primers HSGBA-For-gPCR e HsGBA-Rev-qPCR estdo destacadas, respectivamente, em
laranja e em rosa na sequéncia de HsGBA. Os asteriscos representam regifes de total
identidade de bases entre as trés sequéncias alinhadas. (B) Mapa de parte do cassete de
expressdo de HsGBA criado com o software SnapGene 2.8.1 a partir da sequéncia
nucleotidica de pKS-aph7 -lox::HsGBA e das sequéncias identificadas em (A) como
HsGBA-Rev-gPCR e HsGBA-For-gPCR, evidenciando a regido sequenciada de 150 pb,
correspondente aos produtos das RT-PCRs. A sobreposicao das sequéncias obtidas com
os primers HsGBA-For-gPCR (seta vermelha inferior) e HsGBA-Rev-gPCR (seta
vermelha superior) e a regido de 150 pb de HsGBA demonstra que pelo menos essa

parte do gene esta sendo transcrita corretamente.

4. 6 Definicdo de tratamento e tempo de maximo acumulo de mRNA de HsGBA em

C. reinhardtii

Conforme apresentado na secao anterior, 0s ensaios para analises da expressdo
do gene HsGBA em C. reinhardtii foram realizados com a aplicacdo de choque térmico
de acordo com as condi¢cbes estabelecidas por Schroda et al. (2000) para maxima
atividade da arilsulfatase, codificada pelo gene ARS sob o controle do promotor
HSP70A. Tendo em vista 0s niveis de expressao aparentemente baixos evidenciados por
RT-PCR (Figura 16) e diante dos resultados negativos para a imunodetec¢do da proteina
glicocerebrosidase sob as mesmas condi¢fes de cultivo (dados ndo mostrados), novos
parametros foram testados com o objetivo de otimizar a inducdo da expressdo de

HsGBA, determinando-se o tempo em que ocorre 0 maior acimulo de mRNA apos o
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choque térmico. Assim, um experimento de time-course foi conduzido com vistas a
avaliar diferentes tempos de exposicdo a 40 e a 25 °C como tempo de recuperacdo do
choque. Os resultados permitiram demonstrar qualitativamente, mediante RT-PCR
seguida por eletroforese em gel de agarose, que a condicdo até entdo utilizada, isto ¢,
choque térmico por 1 h a 40 °C seguido por periodo de recuperacao a 25 °C por 2 h, ndo
era a melhor para 0 maximo acimulo de mMRNA de HsGBA, uma vez que, conforme
resultados apresentados na Figura 18, maiores niveis de steady-state mMRNA de HsGBA
ocorreram com a submisséo de células da linhagem G1 a 40 °C por 30 e 60 min, sem
incubacdo das células a 25 °C para recuperacao das mesmas.

Linhagem D7 Linhagem G1
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Figura 18: Otimizacdo das condicBes de choque térmico e recuperacao para a inducao
da expressdo de HsGBA em C. reinhardtii. Apds experimento de time-course, a
resolucédo dos produtos de RT-PCRs por eletroforese em gel de agarose a 1,5 % corado
com brometo de etideo permitiu sugerir que os maiores acumulos de mRNA ocorrem
com a exposicdo de células da linhagem G1 por 30 e 60 min a 40 °C, conforme
intensidade das bandas de 150 pb correspondentes ao amplicon gerado com os primers
HsGBA-For-gPCR e HsGBA-Rev-qPCR. As canaletas do gel estdo identificadas pelo
tempo, em minutos, em que as células permaneceram a 40 °C e pelo periodo de
recuperacdo a 25 °C, quando aplicado, entre parénteses. Células de C. reinhardtii da
linhagem D7 (transformada com pKS-aph7 -lox::GFP) foram utilizadas como
controles negativos do experimento (imagem de gel a esquerda). O plasmideo pKS-
aph7 -lox::HsGBA foi usado como controle positivo da reacdo (C+). O produto obtido
pela amplificacdo do gene referéncia (RBCS2) com os primers CrRBCS2B-For e
CrRBCS2B-Rev1l para cada condigéo testada € apresentado abaixo da imagem do gel.
M: marcador de tamanhos de fragmentos de DNA, em pb, 1 kb plus DNA ladder

(Invitrogen).
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4.7 Ensaios para a detecgdo da proteina recombinante HSGBA em C. reinhardtii
por SDS-PAGE e western blot

Os parametros estabelecidos para a maior expressédo do gene HsGBA em C.
reinhardtii, isto €, choque térmico a 40 °C por 30 e 60 min, foram reproduzidos nos
ensaios para analises de extratos proteicos e tentativas de deteccdo da proteina HSGBA
recombinante. ApOs choque térmico, a extracdo de proteinas foi realizada por
ultrassonicacdo de uma fracdo de células da linhagem G1 e da linhagem D7
(transformada com pKS-aph7 -lox;:GFP e usada como controle negativo do
experimento) correspondentes aos tratamentos com choque térmico por 30 e por 60 min.

Apesar do procedimento de extragéo ter sido bem-sucedido, com a maior parte
das proteinas concentradas na fracdo soluvel, quando aliquotas dos extratos proteicos
foram resolvidas por SDS-PAGE, a banda esperada de aproximadamente 60 kDa,
equivalente a HsGBA, sO foi observada para o controle positivo imiglucerase
(Cerezyme®, Genzyme), ndo sendo observadas diferencas entre o perfil de bandas da
linhagem G1 e do controle negativo (linhagem D7) sob quaisquer dos tratamentos
(Figura 19A). De forma semelhante, apos transferéncia das amostras resolvidas em gel
para membrana de nitrocelulose por western blot, hibridizacdo e revelagdo com
anticorpo monoclonal contra HsGBA por quimiluminescéncia, s6 foi observada

marcacao para o controle positivo imiglucerase (Figura 19B).
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Figura 19: Ensaios de SDS-PAGE e western blot para deteccdo da proteina

recombinante HSGBA em C. reinhardtii. Aliquotas de extratos proteicos obtidos por

71



ultrassonicacdo de células de C. reinhardtii submetidas a 40 °C por 30 e 60 min foram
resolvidas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12 %. (A) SDS-PAGE
demonstrando que, apesar do éxito no processo de extracdo, com a maior parte das
proteinas concentradas na fracdo sollvel (& esquerda), a banda de aproximadamente 60
kDa, equivalente a HsGBA (C+), ndo é detectada em quaisquer das fracBes para a
linhagem G1, nem por 30 min a 40 °C (G30), nem por 60 min (G60). O perfil de bandas
dessa linhagem néo difere do observado para a linhagem D7 (transformada com pKS-
aph7 -lox::GFP) submetida aos mesmos tratamentos (D30 e D60) como controle
negativo do experimento. (B) Resultado de western blot, empregando anticorpo contra
HsGBA, com marcacdo apenas para o controle positivo. M: marcador de peso
molecular, em kDa, ProSieve Color Protein Marker (Lonza); C+: imiglucerase
(Cerezyme®, Genzyme).

Assim, embora a transcricdo de HsSGBA tenha sido comprovada para a
linhagem G1, ndo foi possivel a deteccdo da proteina recombinante a partir das culturas

de C. reinhardtii transformadas sob as condicGes testadas.

4. 8 Avaliacdo da atividade enzimatica de HSGBA em extratos proteicos

Ensaios bioquimicos foram realizados para avaliacdo da atividade enzimatica
da HsGBA no extrato proteico da linhagem de C. reinhardtii G1, obtido pela
ultrassonicacdo de uma fracdo de células submetidas aos mesmos tratamentos descritos
na secdo 4.7 (choque térmico por 30 e por 60 min). Conforme ilustrado na Figura 20, a
incubacdo do substrato 4-MUG com a fracdo sollvel dos extratos proteicos gerados a
partir de células de C. reinhardtii submetidas a ambos os tratamentos de choque térmico
(40 °C por 30 e 60 min) resultou em fluorescéncia semelhante a emitida pela incubagéo
de 4-MUG com o controle negativo (fracdo soluvel do extrato da linhagem D7,
transformada com pKS-aph7 -lox::GFP). As fracdes insollveis dos extratos também
foram testadas, mas a fluorescéncia emitida nos ensaios com a linhagem G1 foi inferior

a emitida com o controle negativo (resultados ndo mostrados).
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Figura 20: Avaliacdo da atividade da HSGBA nos extratos proteicos da linhagem de C.
reinhardtii G1. No gréfico esta representada a emissdo de fluorescéncia resultante da
hidrolise do substrato 4-MUG incubado com as fragdes soltveis dos extratos proteicos
da linhagem G1 e da linhagem D7 (controle negativo) e com o controle positivo
(Cerezyme®, Genzyme). Ap6s choque térmico por 30 ou 60 min necessario para a
maxima expressdo de HSGBA, a fluorescéncia emitida nos ensaios com a linhagem G1
foi semelhante a emitida com o controle negativo. Sériel: curva padrdo de 4-MU.
Cerezyme® 1/2000: imiglucerase (Genzyme) diluida 2.000 vezes. SOL 30(G-D) e SOL
60(G-D): subtracdes da fluorescéncia emitida no ensaio com a fracdo soluvel da
linhagem G1 pela fluorescéncia emitida com o controle negativo apds choque térmico

por 30 e 60 min, respectivamente.

Sendo assim, 0s experimentos até aqui conduzidos ndo permitiram comprovar
a presenca de HSGBA ou a deteccdo de sua atividade enzimatica em extratos proteicos
da linhagem G1 de C. reinhardtii, mesmo sob inducdo da expressao do transgene com

choques térmicos a 40 °C por 30 min ou por 60 min.
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5. Discussao

Apesar dos avangos em busca de novas alternativas terapéuticas, a terapia de
reposicdo enzimatica da proteina glicocerebrosidase humana (HsGBA) permanece,
desde seu inicio em 1991, como o tratamento padrdo para a doenca de Gaucher
(Shemesh et al., 2015). Atualmente, trés formas recombinantes da enzima HsSGBA estdo
disponiveis e, a despeito de sua eficacia e dos beneficios aos portadores da doenga, seu
custo permanece extremamente elevado, o que dificulta o acesso de muitos pacientes e
agentes de salde ao tratamento, especialmente em paises com recursos mais limitados
(Nagral, 2014; Essabar et al., 2015). No Brasil, onde o tratamento é subsidiado pelo
sistema publico de salde, o custo estimado para o tratamento de apenas 643 pacientes
em 2013 totalizou mais de R$ 114 milhGes, conforme estimativas do Ministério da
Salde. Este representa um valor excessivamente superior ao custo do tratamento de
muitas outras doencas prioritarias e de alta prevaléncia no pais (Brasil, 2014b). Desta
forma, o desenvolvimento de sistemas alternativos e mais econémicos para a producgéo
da HsGBA poderia tornar mais acessivel a terapia de reposi¢cdo enzimatica, além de
reduzir a preocupacao quanto a possibilidade de interrupcdo do fornecimento da enzima,
como o ocorrido em 2009 em razéo da contaminacdo viral de biorreatores da empresa
produtora (Opar, 2011).

Enguanto Novo et al. (2012) propuseram um sistema diferente para a producédo
da HsGBA em células CHO e a um menor custo, e Sinclair et al. (2006) demonstraram
a producdo da enzima em células de insetos, outros grupos exploram a producédo de
HsGBA a partir de células vegetais. A HsGBA produzida em cultura de células de raiz
de cenoura foi a primeira proteina humana produzida em plantas aprovada pela agéncia
norte-americana FDA para fins terapéuticos, representando um marco para 0O
desenvolvimento de outros biofarmacos a partir de células vegetais (Opar, 2011; Mor,
2015). No entanto, 16 anos antes, Cramer et al. (1996) ja haviam demonstrado a
producdo da proteina enzimaticamente ativa em extratos de folhas de tabaco,
representando, também e aquela época, a primeira enzima lisossomal e uma das
primeiras proteinas humanas produzida em plantas transgénicas. Além do acimulo da
enzima em folhas, demonstrada por esse grupo, e de sua producdo em sementes de
tabaco proposta por Reggi et al. (2005), uma estratégia de producdo diferente foi

desenvolvida por He et al. (2012) a partir de sementes de A. thaliana cgl (complex-
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glycan-deficient), um mutante sem atividade da enzima N-acetilglicosamina-transferase
| (GnT I). Como a GnT | é a primeira enzima na via de sintese de N-glicanos
complexos, as glicoproteinas sintetizadas por esse mutante contém alto teor de manose,
0 que € particularmente interessante no caso da HsGBA. Recentemente, Limkul et al.
(2015) também demonstraram a producdo da enzima em N. benthamiana. Entretanto,
dentre todas essas estratégias, a mais inovadora, proposta por Shaaltiel et al. (2015),
consiste na administragdo da HsGBA recombinante encapsulada em células de cenoura
por via oral. Entre as inovaces, a parede celular protegeria a proteina recombinante do

suco gastrico e permitiria sua absor¢do no intestino.

Apesar de representar uma potencial plataforma para a producdo de proteinas
recombinantes de interesse farmacoldgico, ndo ha, até o momento, relatos da obtencéo
da enzima HsGBA em células de microalgas, conforme ampla revisdo bibliografica
realizada recentemente (secdo 1.6). Sendo assim, propusemos por este trabalho a
producdo da HsGBA em células de C. reinhardtii tendo em vista as vantagens que esse
micro-organismo oferece. Microalgas como C. reinhardtii oferecem um alto potencial
para a sintese de grandes quantidades de proteinas recombinantes de forma rapida e a
um custo muito inferior aos dos sistemas de producdo tradicionais (Mayfield et al.,
2007; Gong et al., 2011; Rasala e Mayfield, 2015).

Diversos trabalhos estabeleceram o cloroplasto de C. reinhardtii como um
sistema adequado para a producdo de diversas proteinas terapéuticas complexas e em
niveis normalmente superiores aos obtidos a partir da transformacéo nuclear. Entretanto,
apesar do correto enovelamento e da possibilidade de formacgdo de pontes dissulfeto,
outras modificacbes pos-traducionais como a glicosilacdo ndo ocorrem nas proteinas
sintetizadas nessa organela (Rasala e Mayfield, 2015). Sendo assim, como a
glicosilacdo é essencial para a atividade catalitica da HsSGBA (Grabowski et al., 1998), a
transformacdo do genoma nuclear é a melhor alternativa para a producdo da proteina

recombinante em C. reinhardtii.

Além da maquinaria de transcri¢do, a expressao correta e estavel de um gene
em uma célula eucariotica depende de diversos fatores como proteinas regulatérias e
enzimas modificadoras que interagem com elementos reguladores ndo codificadores,
presentes em sequéncias especificas no genoma. Entre esses elementos destacam-se 0s

promotores dos genes e suas diversas sequéncias regulatorias, elementos acentuadores
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ou enhancers, que também estdo presentes em introns, e elementos silenciadores que,
sendo alvo para metilagdo, promovem a condensagdo da cromatina, inibindo a
transcricdo génica. Muitos desses elementos sdo espécie-especificos, podendo variar,
inclusive, entre diferentes tipos celulares em um mesmo organismo (Fuhrmann et al.,
1999). Em C. reinhardtii, varios desses elementos reguladores da expressdo génica tém
sido identificados e diversas estratégias tém sido sugeridas para a expressdo estavel de
transgenes para acUmulo de maiores niveis de proteinas recombinantes (Eichler-
Stahlberg et al., 2009; Gong et al., 2011; Mussgnug, 2015; Rasala e Mayfield, 2015).

Seguindo as recomendacdes e principios acima expostos, a primeira etapa deste
trabalho foi a projecéo da sequéncia do gene HsGBA a partir do cDNA humano com o0s
codons otimizados para expressdo nuclear em C. reinhardtii (Figura 6). Como em
aproximadamente 85 % dos codons de C. reinhardtii o terceiro nucleotideo é composto
por guanina e citosina, diversos trabalhos tém demonstrado que a otimizagéo de codons
€ uma etapa necessaria para se aumentar o acumulo de proteinas heterdlogas nesse
micro-organismo e, também, para reduzir a suscetibilidade do transgene ao
silenciamento (Franklin e Mayfield, 2004; Potvin e Zhang, 2010; Gong et al., 2011,
Rosales-Mendoza et al., 2012). Em outros trabalhos, o procedimento de adequacéo do
uso preferencial de codons (do inglés, codon usage) permitiu aumentar em 5 vezes o
acumulo de GFP produzida a partir do genoma nuclear de C. reinhardtii e em ate 80
vezes 0 acumulo da proteina sintetizada a partir do genoma plastidial (Specht et al.,
2010). No entanto, embora a otimizacdo de cddons também seja recomendada para a
expressdo heteréloga em outros organismos (Puigho et al., 2007), essa estratégia parece
inédita para a expressdo de HsGBA. Nos trabalhos encontrados na literatura envolvendo
outros sistemas de producdo, a versdo original do cDNA humano foi empregada para a
obtencdo da enzima (Cramer et al., 1996; Hoppe, 2000; Reggi et al., 2005; Sinclair et
al., 2006; Shaaltiel et al., 2007; He et al., 2012; Novo et al., 2012).

O vetor pKS-aph7-lox::HsGBA (Figura 10A), com cassetes em tandem para a
expressdo do gene de interesse HSGBA e do marcador de selecdo aph7 em C.
reinhardtii, foi construido por recombinacdo sitio-especifica mediada pelo sistema
Cre/lox do bacteriéfago P1, conforme proposto por Heitzer e Zschoernig (2007). Nesse
sistema, por possuirem sequéncias de reconhecimento especificas (sitios lox), o
plasmideo contendo o gene de interesse (pHsp70A/RbcS2-HsSGBA, Figura 7) foi

fusionado ao vetor contendo o marcador de selecdo (pKS-aph7 -lox, Figura 4) pela
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acdo da enzima Cre-recombinase, resultando no vetor de transformagdo de C.
reinhardtii e expressdo de HsGBA (pKS-aph7-lox::HsGBA, Figura 10A).

No vetor pKS-aph7™-lox::HsSGBA, o gene aph7 ", que confere resisténcia a
higromicina B as células transformadas, esta sob o controle do forte promotor B2-Tub e
da 3'-UTR do gene da clamiopsina-1, e contém o primeiro intron de RBCS2 incorporado
em sua sequéncia. Em contrapartida, o gene de interesse esta sob o controle do promotor
quimérico HSP70A/RBCS2 e da 3’-UTR do gene RBCS2 de C. reinhardtii. Neste
promotor, Schroda et al. (2000) demonstraram que HSP70A atua como um ativador
transcricional de RBCS2, aumentando os niveis de expressdo em condi¢fes basais ou
induziveis por luz e choque térmico (discutido mais adiante). Além disso, em
experimentos independentes, o0 mesmo grupo demonstrou que HSP70A/RBCS2
aumentou significativamente a eficiéncia da transformacao e reduziu a probabilidade de
silenciamento do transgene por ele controlado (Schroda et al., 2000; Schroda et al.,
2002). De maneira semelhante, Wu et al. (2008) observaram um aumento de oito vezes
na eficiéncia de transformacéo com a utilizacdo de HSP70A/RBCS2 em comparagédo ao
emprego do promotor RBCS2. Além disso, a maior eficiéncia de expressdo com o
promotor quimérico, duas vezes superior a observada com o promotor RBCS2, foi
aumentada ainda mais (cerca de trés vezes) pela inducdo com choque térmico. Sendo
assim, atualmente, a combinagdo do promotor quimérico HSP70A/RBCS2 com um ou
mais introns do gene RBCS2 € a mais recomendada para a obtencédo de altos niveis de

expressao transgénica a partir do genoma nuclear de C. reinhardtii (Mussgnug, 2015).

Apesar de ndo codificarem uma sequéncia proteica na maioria dos casos, tem
sido proposto que uma parte importante da informacdo genética essencial a uma célula
eucariotica esta contida dentro de introns. Além de participarem de processos como 0
embaralhamento de éxons e o processamento alternativo, esses elementos tambem
regulam a transcricdo, afetando a expressdo de diversos genes. Assim coOmo
demonstrado em outros organismos, a inser¢cdo de introns na sequéncia de genes
heter6logos também resulta no aumento da expressdo transgénica em C. reinhardtii
(Eichler-Stahlberg et al., 2009). Lumbreras et al. (1998), por exemplo, demonstraram
que a insercao do primeiro intron do gene RBCS2 na sequéncia do marcador de selecdo
ble aumentou seus niveis de expressdo, provavelmente em funcdo de um elemento
acentuador presente na sequéncia do intron. De modo semelhante, Eichler-Stahlberg et

al. (2009) observaram que a incorporacdo de um ou mais introns de RBCS2 na
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sequéncia do gene reporter codificador da enzima luciferase aumentou
significativamente a atividade da enzima, e 0s maiores niveis foram determinados com a
presenca dos introns 1, 2 e 3 na sua ordem fisioldgica. Essa disposi¢do, associada ao
promotor e a regides ndo traduzidas de RBCS2, reproduz ao maximo a estrutura de um
gene nativo de C. reinhardtii, favorecendo a expressdo transgénica. No entanto, a
despeito dessas evidéncias, somente o primeiro intron de RBCS2 foi empregado para a
construcdo do vetor pKS-aph7 "-lox::HsGBA no presente trabalho, sendo inserido entre
0 promotor quimérico e o gene de interesse. A insercdo dos outros dois introns, a
exemplo do trabalho de Eichler-Stahlberg et al. (2009), poderia possivelmente ter
contribuido para o aumento da expressdo de HsGBA.

O sucesso da transformacdo nuclear de C. reinhardtii, resultando em um
grande numero de colbnias selecionadas com higromicina B (Figura 13), pode ser
atribuido a eletroporacéo, técnica relativamente simples e com eficiéncia superior a dos
métodos mais populares para transformacdo de microalgas como a agitacdo com
particulas de vidro (Shimogawara et al., 1998). Ao contrario desses outros métodos, a
eletroporacdo normalmente propicia a integragdo de um menor nimero de cépias do
transgene por transformante, o que contribui para reduzir efeitos de silenciamento,
conforme discutido adiante (Potvin e Zhang, 2010). Embora ndo quantificada, € nitida a
melhora promovida pela linearizagcdo do vetor pKS-aph7™-lox::HsGBA na eficiéncia da
transformacdo nuclear de C. reinhardtii (Figura 13), conforme ja descrito por outros
autores (Leon-Bafiares et al., 2004). A prévia digestdo do vetor com EcoRV resultou em
um fragmento com cerca de 5 kb, contendo somente 0s cassetes para expressao do gene
de interesse e do marcador de selecdo. Essa estratégia minimiza a proporcdo de
sequéncias heterdlogas redundantes como as necessarias para a manutencdo do
plasmideo em E. coli, suspeitas de estimular o silenciamento génico em C. reinhardtii
(Heitzer e Zschoernig, 2007).

As mesmas estratégias para a construcdo de pKS-aph7 -lox::HsGBA,
discutidas até entdo, foram empregadas em paralelo para a geracdo do vetor pKS-
aph7 "-lox::GFP (Figura 10B), contendo gfp como gene reporter para validacdo de
ensaios com HsGBA. No entanto, diante do insucesso nos experimentos para avaliacao
da integracdo (PCR) e expressao (microscopia de fluorescéncia) de gfp, em contraste
com os resultados satisfatérios obtidos com o gene HSGBA de interesse, evidenciando

sua integracao e expressdo, 0s experimentos com o gene reporter foram descontinuados,
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prosseguindo-se somente com analises de linhagens transformadas com HsGBA,
conforme objetivo deste trabalho. N&o dispomos de uma explicacdo razoavel para a
auséncia de mRNA e atividade de GFP nas linhagens de C. reinhardtii recombinantes
geradas pela transformacao com pKS-aph7™"-lox::GFP.

Com base em anélises de sequéncias de sitios de insercdo, Zhang et al. (2014)
sugeriram que, durante a transformacdo por eletroporacdo, 0 DNA do vetor estaria
sujeito a acdo de endonucleases, as quais poderiam ocasionar a clivagem de algum dos
cassetes de expressdo antes da sua integracdo em loci aleatérios no genoma nuclear de
C. reinhardtii. 1sso explicaria porque somente 5 (14 %), entre 36 linhagens resistentes a
higromicina B, demonstraram a integracdo de HsSGBA (Figuras 14 e 15). Para as demais
linhagens, poderia ter ocorrido a clivagem do cassete de expressdo contendo HSGBA e,
assim, somente o cassete com o marcador de selegéo teria sido incorporado de forma
integra no genoma. Embora a integracdo de aph7" ndo tenha sido comprovada por
métodos moleculares, a resisténcia a higromicina B apresentada pelas linhagens
recuperadas na transformacao permitiu inferir que, além de integrado, o gene esta sendo

expresso adequadamente.

Apesar da integracdo de HsSGBA em 5 das 36 linhagens avaliadas, sua
expressdo somente pode ser comprovada para F6, F9 e G1 (Figura 16), representando
uma taxa de coexpressao (com aph7™") de 8 %. Esse valor, muito aguém do obtido por
Heitzer e Zschoernig (2007) com construcdes semelhantes e mesmo promotor (58 %),
assemelha-se aos indices maximos de coexpressdo alcancados no passado (10 %),
quando a transformacdo era realizada com dois plasmideos independentes, um com o
gene de interesse e 0 outro com 0 marcador de selecdo (Heitzer e Zschoernig, 2007).
Cabe ressaltar que tanto a taxa de cotransformacéo (14 %) como a de coexpressao (8 %)
observadas neste trabalho podem estar subestimadas, pois as 36 linhagens avaliadas
foram selecionadas aleatoriamente entre as diversas colbnias resultantes da
transformacdo de C. reinhardtii com o vetor pKS-aph7 -lox::HSGBA linearizado
(Figura 13), representando, destarte, uma amostragem muito pequena. Sendo assim, 0s
valores dessas taxas provavelmente seriam maiores se um maior nimero de coldnias

transformadas fosse avaliado.

Embora ndo quantificada, uma analise qualitativa demonstrou variacdo nos

niveis de expressdo de HsGBA entre as linhagens F6, F9 e G1 (Figura 16). E provavel
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que essa diferenca entre linhagens transformadas com a mesma construcdo esteja
relacionada a efeitos posicionais, resultantes da integracdo aleatéria de HSGBA no
genoma nuclear de C. reinhardtii conforme postulado por outros autores (Schroda et al.,
2002; Franklin e Mayfield, 2004). Berthold et al. (2002), por exemplo, atribuiram os
altos niveis de resisténcia a higromicina B, observados para algumas linhagens
transformadas com o marcador de selecdo aph7™", a integracdo do gene em uma regido
de eucromatina ou nas proximidades de um forte promotor enddgeno. Esses efeitos
também poderiam justificar a auséncia ou a fraca intensidade de bandas correspondentes
a amplificacdo de HsGBA por RT-PCR, observadas na Figura 16 para as linhagens F5 e
G5. No entanto, como ndo houve amplificagdo de fragmentos de cDNA relativos ao
gene referéncia (RBCS2), pode-se supor que a ma qualidade do RNA extraido para essas
duas linhagens tenha impossibilitado a deteccdo da expressdo de HsSGBA. Por fim, a
hipotese de silenciamento do transgene também deve ser considerada, tendo em vista
que genes heterologos séo eficientemente reconhecidos e silenciados em C. reinhardtii
(Schroda, 2006).

Mesmo com a inclusdo de todos o0s elementos recomendados para a maxima
expressdo transgénica como promotores, introns e outras regibes regulatorias ja
discutidos anteriormente, os niveis de transcritos a partir do genoma nuclear de C.
reinhardtii ainda podem ser muito baixos em decorréncia de mecanismos de
silenciamento. Embora esses mecanismos ndo sejam completamente compreendidos,
parecem estar relacionados a uma variedade de efeitos epigenéticos, similares aos
observados em plantas e outras células eucarioticas. Em nivel transcricional, esses
mecanismos bloqueariam o inicio da transcricdo em consequéncia de alteracbes na
estrutura da cromatina associadas a metilacdo de regibes promotoras, por exemplo. Ja
em nivel pos-transcricional, o silenciamento envolveria a rapida degradacdo dos
transcritos recém-sintetizados, podendo ser mediada, por exemplo, por RNA de
interferéncia (Ledn e Fernandez, 2007; Gong et al., 2011). Diante dessas limitaces,
Neupert et al. (2009) desenvolveram, por inducdo com luz ultravioleta, linhagens
mutantes de C. reinhardtii com mecanismos de silenciamento deficientes e maior
capacidade de expressdo transgénica, possivelmente em funcdo de alteracdes da
estrutura da cromatina, embora 0 exato mecanismo ndo tenha sido elucidado. De
maneira semelhante, Kong et al. (2015) identificaram, recentemente, uma linhagem de

C. reinhardtii com mutacgdes no gene Dnmtl, envolvido no silenciamento mediado por
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metilacdo do DNA, e alta capacidade de expressdo transgénica. Embora ndo descartado
para as linhagens F5 e G5, o completo silenciamento de HSGBA parece ndo ocorrer nas
outras trés linhagens para as quais a ocorréncia de transcri¢cdo foi comprovada. Apesar
disto, a transformagdo de linhagens mutantes com alta capacidade de expressao
transgénica com o vetor pKS-aph7 -lox::HsGBA poderia, no futuro, proporcionar
niveis de transcritos ainda maiores. Por fim, o nimero de copias de HsGBA integrado
no genoma, ndo determinado neste trabalho, pode estar entre as causas da variacdo e/ou
silenciamento da expressdo observada entre as linhagens. Sabe-se que a integracdo de
multiplas copias do transgene estd associada a mecanismos de silenciamento
dependentes de homologia, resultando em baixos niveis de expressdo (Potvin e Zhang,
2010).

Em contraste com os resultados observados pelo grupo de Franklin e Mayfield
(2004), em que os altos niveis de GFP obtidos apos a transformagdo nuclear de C.
reinhardtii foram rapidamente suprimidos, a expressdao de HsGBA em nivel de mMRNA,
pelo menos para a linhagem G1 avaliada até o final deste trabalho, demonstrou ser
estavel ao longo de varias geracdes por, no minimo, trés anos, e sob continua selecéo
com higromicina B. O sucesso aqui obtido pode ter sido consequéncia da utilizacdo do
promotor quimérico HSP70A/RBCS2. Nesse promotor, conforme sugerido por Schroda
et al. (2002), a presenca de elementos acentuadores na sequéncia de HSP70A
potencializaria a transcricdo de HsSGBA, promovida por RBCS2. Outro mecanismo para
a mais eficiente promocdo da transcricdo seria o recrutamento de complexos
remodeladores da cromatina impulsionado por HSP70A, evitando, destarte, o

silenciamento do transgene.

Para avaliar a expressdo de HsGBA nas linhagens F5, F6, F9, G1 e G5, e para
0s ensaios iniciais de analises da proteina, células de C. reinhardtii foram incubadas por
1 ha40°C e, em seguida, por 2 h a 25 °C, condi¢des estabelecidas por Schroda et al.
(2000) para a maxima atividade da enzima arilsulfatase, codificada pelo gene ARS e sob
o controle do promotor HSP70A, induzivel por choque térmico. Tendo em vista 0s
niveis de mMRNA aparentemente baixos evidenciados por RT-PCR (Figura 16) e diante
dos resultados negativos para a deteccdo da proteina (dados ndo mostrados), um
experimento de time-course foi realizado visando otimizar a inducdo da expressao de
HsGBA, determinando-se 0 acumulo de mRNA em funcdo do tempo ap6s o choque

térmico. Conforme andlise qualitativa, os maiores niveis de transcritos foram obtidos
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entre 30 e 60 min apos a exposicao a 40 °C (Figura 18), sem um periodo de recuperagdo
das celulas a 25 °C, condicBes diferentes das empregadas até entdo. De modo
semelhante, Schroda et al. (2000) ja haviam descrito que, ao contrario do observado
para a atividade enzimatica da arilsulfatase, 0 maior acimulo de transcritos ocorria nos
primeiros 60 min a partir da inducdo por choque térmico. ApoGs esse periodo, o
subsequente desaparecimento do mRNA, com meia-vida estimada em torno de 15 min,
foi atribuido pelos autores ao desligamento do promotor HSP70A depois de 60 min e a
intrinseca instabilidade dos transcritos. Em contrapartida, com um atraso de
aproximadamente 30 min em relagdo aos niveis de mMRNA, um aumento de 26 vezes na
atividade da enzima ARS foi determinado pelo grupo 90 min ap6s a inducdo, mantendo-

se estavel por mais 90 min.

Entretanto, mesmo com o emprego das novas condicfes, ideais para maxima
expressdo de HsGBA, néo foi possivel detectar a proteina por SDS-PAGE e western blot
(Figura 19). De modo semelhante, Rasala et al. (2010) observaram uma fraca correlagdo
entre 0s niveis de transcritos e o acumulo de proteinas recombinantes. Como esse
acumulo parece nao ser determinado pela transcricdo e pelos niveis de mRNA, 0s
autores atribuiram os baixos rendimentos a possivel instabilidade da proteina sintetizada

ou a problemas na traducdo do mRNA quimeérico.

Adicionalmente, também é possivel que a proteina recombinante esteja sendo
alvo de mecanismos pos-traducionais, resultando em um acimulo abaixo dos limites de
deteccdo. A regulacdo da sintese de proteinas recombinantes é, de fato, um sistema
complexo que envolve a interacdo entre diferentes elementos. Além de todos os fatores
que influenciam a transcricdo génica, conforme ja discutido, o acimulo de proteinas
recombinantes também € regulado por outros mecanismos celulares, resultando de um
balanco entre as taxas de sintese e degradacdo. Em C. reinhardtii, a degradacdo
proteolitica € considerada um dos principais fatores que afetam o rendimento de
proteinas recombinantes (Surzycki et al., 2009). Embora essenciais para 0
processamento de proteinas endogenas, as enzimas proteoliticas podem degradar
também as proteinas heterdlogas apOs sua elongacdo, interferir em sua correta
montagem e na realizacdo de modificacGes pds-traducionais. Como consequéncia, além
de reduzir o rendimento, essa degradacdo pode levar a resultados inconsistentes e
dificultar a purificacdo devido a degradacdo ou a presenca de fragmentos de proteina

ndo-funcional (Potvin e Zhang, 2010; Gong et al., 2011; Rosales-Mendoza et al., 2012).
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Considerando a degradacao proteolitica o principal problema para a producéo
de HsGBA em folhas de tabaco, Reggi et al. (2005) direcionaram a sintese da enzima as
sementes da planta, uma vez que esse Orgdo € isento de proteases e rico em seus
inibidores. De modo semelhante, o enderegcamento da HSGBA para armazenamento nos
vacutolos, tendo em vista 0s baixos niveis de proteases presentes na organela, foi a
estratégia adotada por Shaaltiel et al. (2007) na producao da enzima em células de raiz
de cenoura. Diversas outras estratégias idealizadas para plantas tém sido propostas para
minimizar a degradacdo resultante da acdo de enzimas proteoliticas em microalgas.
Destacam-se, entre elas, o desenvolvimento de linhagens mutantes de C. reinhardtii
deficientes em proteases, a identificacdo e a modificacdo dos alvos de acdo dessas
enzimas na sequéncia da proteina heteréloga, a coexpressao de inibidores de protease e
0 enderecamento da proteina recombinante a organelas como o reticulo endoplasmaético,
onde a falta de proteases e a abundancia de chaperonas contribuem para o enovelamento
adequado e para a estabilidade de certas proteinas, ou ao cloroplasto, para
armazenamento em um ambiente mais protegido, com menor atividade proteolitica
(Potvin e Zhang, 2010; Gong et al., 2011; Rosales-Mendoza et al., 2012).

Embora a ocorréncia de degradacdo proteolitica seja uma hipotese plausivel,
algumas limitacGes deste trabalho devem ser consideradas pois podem ter influenciado,
de alguma forma, os resultados obtidos, impossibilitando a deteccdo da proteina
recombinante. A correta transcricdo de HsGBA, por exemplo, foi confirmada somente
para uma pequena parte do gene (aproximadamente 10 %), conforme determinado pelo
sequenciamento dos produtos das RT-PCRs e alinhamento com a sequéncia de bases
projetada para HsGBA (Figura 17A). No entanto, considerando que diferencas de bases
em outras regides do gene podem estar levando a sintese de uma proteina inativa e
indetectavel, o completo sequenciamento é fundamental antes da execucdo de futuras

etapas deste trabalho.

Outra possivel causa de insucesso pode estar relacionada as condigcdes de
inducdo da expressdao do gene HSGBA controlado pelo promotor HSP70A/RBCS2.
Schroda et al. (2000), avaliando diversas combinacGes de sequéncias promotoras,
detectaram os maiores niveis de transcritos com o emprego de HSP70A/RBCS2 sob
choque térmico. Um menor acimulo de mRNA, embora superior ao observado nas
condicdes basais, foi proporcionado pela exposi¢do das células a luz durante uma hora

apos periodo de incubacdo no escuro, demonstrando que o promotor HSP70A/RBCS2
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também pode ser induzido, em menor grau, pela luz. Analisando os transcritos obtidos
nas diferentes circunstancias, os autores constataram que, em condi¢Ges basais e de
indugdo por luz, a transcricdo iniciava no promotor proximal RBCS2, enquanto o
choque térmico promovia a transcricdo a partir do promotor mais distal, HSP70A. De
acordo com essa teoria, na expressdao de HsGBA sob choque térmico, a sequéncia do
promotor RBCS2 também poderia ser transcrita, a montante do gene de interesse, e
cddons de iniciagdo presentes nessa sequéncia poderiam alterar o quadro de leitura,
levando a traducdo de uma proteina inativa (Schroda et al., 2002). Por outro lado, a
ativacdo de HSP70A por luz promoveria a transcricdo de HsGBA a partir do promotor
RBCS2 e, consequentemente, a traducdo teria inicio no cédon correto, conforme a
sequéncia projetada. Entretanto, essas condi¢des de inducgdo por luz ndo foram testadas
no presente trabalho e, a despeito de um menor rendimento, poderiam ter propiciado a
deteccdo da proteina HsGBA. Por fim, contrariando a hipotese de que o choque térmico
resultaria em uma proteina inativa, Wu et al. (2008) investigaram a funcdo do promotor
HSP70A/RBCS2 por meio da avaliagdo de fluorescéncia de GFP, em oposicdo aos
resultados obtidos pelo grupo de Schroda et al. (2000), baseados em analises de mRNA.
Nesses novos ensaios, a indugdo por choque térmico a 40 °C por 20 min nédo so resultou
na correta traducdo da proteina mas, também, em niveis de fluorescéncia 3 vezes
maiores que 0s observados nas condi¢fes basais, demonstrando que a aplicagdo de
choque térmico é uma estratégia viavel para a obtencdo de um maior acumulo de

proteinas a partir de genes controlados pelo promotor HSP70A/RBCS2.

A deteccdo de HsGBA em extratos proteicos de C. reinhardtii também néo foi
possivel por meio de ensaios bioquimicos. ApoOs aplicacdo de choque térmico, a
fluorescéncia resultante da hidrolise do substrato 4-MUG emitida nos ensaios com a
linhagem G1 foi semelhante a emitida com o controle negativo, sugerindo a inexisténcia
de atividade enzimatica para a linhagem testada (Figura 20). Embora as possiveis razoes
ja tenham sido discutidas para justificar a auséncia da proteina, cabe mencionar que o
método empregado para avaliar a atividade enzimatica pode ndo ser apropriado ao tipo
de amostra, levando a resultados falso-negativos. O mesmo teste fluorimétrico
empregado neste trabalho foi considerado inadequado por Reggi et al. (2005) para a
determinacdo da atividade da enzima em extratos brutos de folhas e sementes de tabaco
transformado com HsGBA, em razéo da elevada atividade intrinseca observada para as

amostras, inclusive para os controles negativos. A ocorréncia de atividade intrinseca
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também foi diagnosticada por He et al. (2012) em extratos proteicos de sementes ndo
transformadas de A. thaliana, sendo atribuida, pelos autores, a enzimas enddgenas
capazes de hidrolisar o substrato 4-MUG. O problema foi solucionado por Reggi et al.
(2005) por meio de imunocromatografia, o que permitiu o isolamento de HsGBA da

maior parte das proteinas sollveis presentes no extrato.

Conforme mencionado, Reggi et al. (2005) conseguiram isolar HSGBA da
maior parte das proteinas solluveis presentes no extrato por meio de
imunocromatografia, o que tornou factivel a determinacdo da atividade enzimatica.
Outra estratégia interessante para o isolamento de proteinas recombinantes, e que
também poderia ter contribuido para o sucesso do presente trabalho, foi a adicdo, por
Eichler-Stahlberg et al. (2009), de uma cauda de histidinas na extremidade carboxi-
terminal da sequéncia polipeptidica da eritropoietina. Além dessa adi¢cdo, o peptideo-
sinal da proteina humana foi substituido pelo da enzima arilsulfatase de C. reinhardtii
visando a secrecdo da eritropoietina para 0 meio de cultura e possibilitando o seu
isolamento por cromatografia de afinidade por ions metalicos de forma rapida e simples.
Sendo assim, apesar do procedimento de extracdo bem sucedido (Figura 19A), a adicéo
de uma cauda de histidinas e a substituicdo dos primeiros 39 aminoacidos da HsSGBA
(Figura 6) pelo sinal de secrecdo da enzima arilsulfatase poderiam ter facilitado os
processos de producdo e purificacdo da enzima, contribuindo para o sucesso deste
trabalho. A secregdo da proteina recombinante para o meio de cultura ndo so facilitaria
seu isolamento, mas também preveniria sua degradacdo por proteases presentes no
citosol (Wijffels et al., 2013). Assim como Eichler-Stahlberg et al. (2009), outros
pesquisadores também substituiram o peptideo-sinal humano pelo de uma proteina do
proprio hospedeiro para a producdo da HSGBA em diferentes sistemas. Na producao em
sementes de A. thaliana, por exemplo, He et al. (2012) substituiram o peptideo-sinal da
enzima humana pelo da arcelina de feijdio (ARC5-1), enquanto na producdo em
sementes de tabaco pelo grupo de Reggi et al. (2005), a substituicdo foi pelo peptideo-
sinal da globulina 7S de soja, o qual direciona a proteina ao reticulo endoplasmatico.
Também visando o enderecamento a essa organela, Shaaltiel et al. (2007) substituiram o
peptideo-sinal nativo pelo da endoquitinase basica de A. thaliana, conforme ja descrito
na secdo 1.3. Por fim, na tentativa de produzir a enzima em células Sf 9 do inseto
Spodoptera frugiperda, Sinclair et al. (2006) mantiveram, em 0posicd0 aos outros

pesquisadores, o peptideo original de 39 aminoacidos da HsGBA, o mesmo utilizado
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nas construcdes do presente trabalho (Figura 6). Embora fosse esperado que a proteina
recombinante se concentrasse nos lisossomos das celulas Sf 9, conforme ocorre em
celulas humanas, a maior atividade enzimaética foi determinada pelos autores no meio de
cultura, levando-os a conclusdo de que, pelo menos em células animais, a secre¢do da
HsGBA depende do tipo celular em que é produzida. Portanto, de acordo com 0s
resultados de Sinclair et al. (2006), a hip6tese de que a HsSGBA esteja sendo secretada
pelas células transformadas de C. reinhardtii ndo pode ser completamente descartada e,
diante disto, a avaliacdo da proteina no meio de cultura poderia ser considerada nas
futuras etapas deste trabalho.

O reconhecimento da alglucerase como o farmaco mais transformador dos
altimos 20 anos no campo da genética médica realca o grande impacto que o
desenvolvimento de outras formas da HsGBA vem exercendo na vida dos pacientes
com a doenca de Gaucher (Kesselhneim e Avorn, 2013) e dos agentes de saude,
particularmente de sistemas publicos. Além de todos os beneficios proporcionados aos
portadores da doenga pelas trés formas recombinantes da enzima atualmente
disponiveis, existe ainda a expectativa de que, no futuro, a HsGBA possa contribuir
também no tratamento dos pacientes com a doenca de Parkinson (Elstein et al., 2015).
Visando o desenvolvimento de mais uma opcao terapéutica, por este trabalho tivemos
como objetivo a producdo da HsGBA a partir do genoma nuclear de C. reinhardtii.
Embora a proteina ndo tenha sido detectada, grande parte dos objetivos especificos
foram concretizados, demonstrando-se, inclusive, a expressdo transgénica em nivel de
MRNA nas linhagens transformadas. A modificacdo genética de C. reinhardtii
representa um pioneirismo em nosso grupo de pesquisa e, sendo assim, tanto o
estabelecimento e manutencao das culturas, na fase inicial, como a aplicacdo de todos
0s métodos para a analise dos transformantes podem ser considerados um importante
legado deste trabalho, servindo como base para o desenvolvimento de outras proteinas
terapéuticas, atualmente o campo de mais rapido crescimento da industria farmacéutica
(Grabowski et al., 2014).

Apesar dos relatos bem-sucedidos da producdo de proteinas recombinantes em
cloroplastos de C. reinhardtii, correspondendo a até 20 % do total de proteinas sollveis,
em diversos trabalhos, especialmente baseados na transformacdo nuclear, niveis baixos
a indetectaveis de proteina sdo documentados (Almaraz-Delgado et al., 2014). De fato,

além do baixo rendimento, a variedade de proteinas recombinantes produzidas a partir
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do genoma nuclear (Tabela 4) € muito inferior a obtida com a transformac&o plastidial
(Tabela 3) e as razBes para a menor expressao de genes heter6logos a partir do nucleo
ainda ndo sdo completamente compreendidas (Mussgnug, 2015).

Embora diversos elementos identificados como essenciais para 0 sucesso da
expressao transgénica tenham sido empregados na construcdo dos plasmideos utilizados
neste trabalho, o desenvolvimento de novos vetores com a adi¢cdo de mais de um intron
e de uma cauda de histidinas a sequéncia de HsGBA, bem como a substituicdo do
peptideo-sinal original por um que promova a secre¢do da enzima, poderia resultar em
maiores niveis de expressio e no isolamento da proteina recombinante.
Alternativamente, o direcionamento da proteina para armazenamento no cloroplasto ou
a transformacdo de linhagens mutantes de C. reinhardtii deficientes em proteases
poderiam contribuir, de modo semelhante, para um maior acimulo da HsGBA. Além
disso, conforme j& discutido, investigar a influéncia da luz na expressdo de HsSGBA
também seria interessante nas futuras etapas deste trabalho. Por fim, considerando-se a
importancia da glicosilagéo para que a enzima administrada possa ser eficientemente
captada pelos macrofagos e direcionadas a seus lisossomos, cabe salientar que a analise
do perfil de glicanos da HsGBA produzida em C. reinhardtii sera fundamental apos o

seu isolamento.
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