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Capítulo 1 

Figura 1: Seqüência do promotor tecido-específico da γ-kafirina de sorgo. As caixas coloridas 

indicam os sítios de ancoramento dos elementos genéticos envolvidos com o início da 

atividade transcricional relacionada ao promotor. 

 

Figura 2: Seqüência do promotor tecido-específico da subunidade α`da β-conglicinina de soja. 

As caixas coloridas indicam os sítios de ancoramento dos elementos genéticos envolvidos com 

o início da atividade transcricional relacionada ao promotor. 

 

Figura 3: (A) Cultivo de eixos embrionários de soja em meio com o herbicida Imazapyr
® 

(Arsenal) (500 nM), uma semana após o  bombardeamento com os plasmídeos  pβcong3hGH 

(4.732 pb) e pAC 321
®
 de 8.672 pb (Cyanamid). (B) Plântulas transgênicas de soja contendo o 

gene hgh, dez dias após a germinação. (C) Plantas transgênicas adultas após quatro meses de 

cultivo sob fotoperíodo de 24 hs de iluminação diária. 

 

Capítulo 2 

Figura 1: Representação esquemática da construção do plasmídeo pRT-GK-PSC-PIh (4.528 

pb). 

 

Figura 2: Representação esquemática dos cassetes de expressão do plasmídeo pRT-GK-

PSC-PIh e do fragmento ahas utilizados nos experimentos de bombardeamento de embriões 

de soja. A seqüência codificadora da pró-insulina fusionada ao peptídeo-sinal da  α-coixina está 

sob controle do promotor da γ-kafirina e da região 3`do terminador CaMV. A expressão do 

gene ahas é modulada pelo promotor e pelo terminador ahas de Arabidopsis thaliana. 

 

Figura 3: Reação de PCR demonstrando a amplificação de fragmentos internos do gene da 

pró-insulina humana (aproximadamente 701 pb) em sementes R1 de soja. As linhas 1 e 2 

correspondem a sementes transgênicas das linhagens 194 e 195 respectivamente; a linha 3 a 

uma semente não-transgênica; a linha 4 ao controle interno com água e ausência de DNA 

genômico, e a linha 5 ao plasmídeo pRT-GK-PSC-PIh. 

 

Figura 4: Western blot de sementes de soja R1 demonstrando a expressão da pró-insulina 

recombinante. A linha 1 corresponde a 40 ng da proteína recombinante purificada de 

Escherichia coli; as linhas 2, 3 e 4 correspondem, respectivamente, a extratos protéicos totais 

(100 µg) de sementes das linhagens 194, 195 e de uma semente não-transgênica. Todos os 

pesos moleculares foram estimados utilizando o marcador de peso molecular Low Range
®
 

(Sigma, USA). 

 



 

 

Figura 5: Secções cotiledonares ultrafinas de sementes de soja demonstrando o acúmulo 

subcelular da pró-insulina recombinante em sementes transgênicas R1 de soja. PSV = “Protein 

storage vacuoles” –vacúolos de estocagem de proteínas; OB =”Oil bodies” –  corpos de óleo. 

As imagens A e B correspondem a sementes transgênicas da linhagem 194; C a uma semente 

da linhagem 195 e D a uma semente não-transgênica. 
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Figura 1: Representação esquemática da construção do plasmídeo pβcong3hGH (4.732 pb). 

 

Figura 2: Representação esquemática dos cassetes de expressão dos plasmídeos 

pβcong3hGH e pAC 321 utilizados nos experimentos de transformação genética de embriões 

de soja via biobalística. O gene do hGH (hgh) foi fusionado ao peptídeo-sinal da α-coixina (SP) 

sob o controle do promotor e do terminador da subunidade α`da β-conglicinina. O cassete de 

expressão do pAC 321  contém o gene marcador de seleção ahas de A. thaliana sob o controle 

promotor e do terminador ahas. 

 

Figura 3: (A) Análise da integração do gene hgh no genoma de plântulas transgênicas 

regeneradas por PCR. As linhas 1 a 5 mostram resultados da amplificação de preparações de 

DNA de folhas de 5 linhagens transgênicas de soja demonstrando a presença do fragmento de 

308 pb correspondente a uma região interna do gene hgh. As linhas 6 e 7 correspondem 

respectivamente aos controle negativos:  uma amostra contendo o DNA de uma semente não-

transgênica e outra contendo água ao invés de DNA. A linha 8 corresponde à amplificação de 

um segmento interno de 308 pb do gene hgh, presente no plasmídeo pβcong3hGH (100 ng) 

utilizado como controle positivo. O marcador de peso molecular a 1-kb DNA ladder (Invitrogen, 

USA) foi utilizado para estimar o perfil de migração eletroforética de todas as amostras (linha 

9). (B) Análise de Southern blot de plantas transgênicas R1 demonstrando múltiplas cópias do 

gene hgh inseridas no genoma de todas as linhagens analisadas. As linhas 1 a 3 mostram 

amostras de DNA genômico de plantas provenientes das linhagens 3, 9 e 19 que foram 

submetidos à hibridização específica com uma sonda interna homóloga ao gene hgh. A linha 4 

mostra que não houve hibridização da sonda com o DNA genômico de uma planta não-

transgênica. Na linha 5 pode-se notar uma banda correspondente à hibridização da sonda com 

o plasmídeo pβcong3hGH (4,7-kb) (100 pg), indicando que a sonda reconhece especificamente 

um segmento interno do gene hgh. Os pesos moleculares foram estimados usando o marcador 

de peso molecular 1-kb DNA ladder (Invitrogen, USA). (C) Análise de RT-PCR de sementes R2 

imaturas das linhagens 3, 9 e 19 demonstrando a expressão do gene hgh ao nível 

transcricional. As linhas de 1 a 3 mostram a amplificação de cDNAs referentes aos transcritos 

primários do gene de interesse em amostras de cDNA de sementes das respectivas linhagens. 

As linhas 4 e 5 correspondem aos controles negativos respectivamente com cDNAs de uma 

semente não-transgênica e água ao invés de DNA template. A linha 6 mostra a reação de 

amplificação de um segmento interno do cassete de expressão (308 pb) presente no plasmídeo 



 

 

pβcong3hGH. Os pesos moleculares foram estimados usando o marcador de peso molecular 

1-kb DNA ladder (Invitrogen, USA). 

 

Figura 4: (A) O acúmulo do hGH recombinante em sementes transgênicas de soja foi avaliado 

por western blot. As linhas 1 a 3 correspondem à análise de extratos protéicos totais (100 μg) 

de sementes R1 das linhagens 3, 9 e 19, e demonstram o reconhecimento do hormônio 

recombinante por moléculas de anticorpos primários anti-hGH. A linha 4 corresponde à reação 

do extrato de semente não-transgênica, onde não foi possível detectar a presença do hGH.  A 

linha 5 mostra o aparecimento de uma banda de aproximadamente 22 kDa associada à 

presença do hGH recombinante purificado de E. coli, que foi utilizado como controle positivo 

para demonstrar a especificidade do anticorpo primário e como referência do padrão de 

migração eletroforética das proteínas recombinantes de sementes sob condições 

desnaturantes.  As massas moleculares das amostras e do controle foram estimadas utilizando 

o marcador de massa molecular Precision Plus Protein Standards All Blue
TM

 (Bio-Rad, USA). 

(B) A eficiência do promotor da subunidade α’ da β-conglicinina em restringir a expressão do 

transgene nas sementes foi avaliada por análise órgão-específica de western blot.  Na linha 1, 

aproximadamente 100 ng de hGH recombinante purificados de E. coli. foram detectados pelo 

anticorpo primário. As linhas 2 a 6 mostram a análise de PSTs (100 µg) respectivamente de 

sementes folhas, flores, caules e raízes de uma planta transgênica da linhagem 19. A presença 

do hGH recombinante foi detectada apenas nas sementes. As massas moleculares das 

amostras e do controle foram estimadas utilizando o marcador de massa molecular Precision 

Plus Protein Standards All Blue
TM

 (Bio-Rad, USA). (C) a) A cinética de expressão do hGH em 

diferentes estágios fenológicos de sementes R1 (linhagem 19) foi determinada a partir de 2, 4, 6 

e 8 semanas após a polinização das flores. b) As análises de western blot mostraram o 

acúmulo do hGH em cada estágio de desenvolvimento fisiológico das sementes. c) A 

eletroforese em gel de poliacrilamida com sódio-dodecil-sulfato (SDS-PAGE) dos extratos 

protéicos (~100 μg) demonstrou a aplicação homogênea das amostras a fim de permitir a 

análise comparativa blots correspondentes. 

 

Figura 5: Avaliação por imunocitoquímica do endereçamento subcelular do hGH para os PSVs 

de sementes R1 transgênicas. O acúmulo do hormônio foi detectado principalmente nos PSVs 

de diferentes sementes das linhagens 9 e 19, conforme mostrado respectivamente em (A) e 

(B). Houve acúmulo pontual do hGH na parede celular - cell wall (CW) – em semente da 

linhagem 19 (C). A presença da proteína recombinante não foi detectada em sementes não-

transgênicas ou associada claramente aos corpos de óleo – oil bodies (OB) (D). 

 

 

 

 



 

 

Figura 6. (A) Esquema analítico da seqüência completa do hGH expresso em soja. As barras 

pretas correspondem aos sítios de digestão da enzima tripsina. Os trechos em cinza-claro 

indicam as seqüências de peptídeos confirmadas por espectrometria de massa em tandem 

(MS/MS). Os trechos cinza-escuro indicam as seqüências peptídicas com a modificação do tipo 

carbamidometila+C. Os números acima dos trechos identificados mostram as massas 

monoisotópicas dos peptídeos correspondentes. (B) Espectro de ionização do peptídeo 

marcado em (A), com as respectivas séries b e y, indicando as massas seqüenciais dos 

aminoácidos cobertos no fragmento. 

 

Figura 7: Curvas de proliferação de células BaF/B03-B2B2 expressando o receptor selvagem 

hGHR em função da dosagem de hGH presente no meio de cultura. Os hormônios presentes 

em sementes R1 das linhagens transgênicas 3, 9 e 19 apresentaram diferentes níveis de 

indução de atividade somatogênica em células pró-B murinas. Não houve atividade significativa 

quando testadas as amostras de sementes não-transgênicas, bem como a linhagem de soja 

transgênica 3.  

 

Capítulo 4  

Figura 1: Representação esquemática da construção do vetor de expressão pcong3FIX 

(5.440 pb). 

 

Figura 2: Representação esquemática dos cassetes de expressão dos plasmídeos 

pβcong3hFIX e pAC 321 utilizados nos experimentos de transformação genética de embriões 

de soja via biobalística. O gene do FIX (fix) foi fusionado ao peptídeo-sinal da α-coixina (SP) 

sob o controle do promotor e do terminador da subunidade α`da β-conglicinina. O cassete de 

expressão do pAC 321  contém o gene marcador de seleção ahas de A. thaliana sob o controle 

do promotor e o do terminador ahas. 

 

Figura 3: Identificação de 11 linhagens transgênicas por PCR demonstrando a amplificação de 

um segmento interno do gene fix de 495 pb. As linhas de 1 a 11 indicam as linhagens 

transgênicas obtidas. As linhas 12 e 13 correspondem aos controles negativos, 

respectivamente com o DNA genômico de uma planta não-transgênica e com água. A linha 14 

corresponde a uma reação com plasmídeo pcong3FIX. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 4: (A) Análise de Southern blot de plantas transgênicas R1. As linhas 1 e 2 

correspondem a plantas transgênicas as linhagens 1 e 7; C- a uma planta não-transgênica e 

C+ ao plasmídeo pβcong3FIX (100 pg). (B) Resultado de RT-PCR de sementes imaturas R2 

das linhagens transgênicas 1 e 7 (representadas respectivamente nas linhas 1 e 2). A linha 3 

corresponde a uma semente não-transgênica; a linha 4 a uma amostra sem DNA template e a 

linha 5 a uma reação com o plasmídeo pβcong3FIX. O marcador de peso molecular a 1-kb 

DNA ladder (Invitrogen, USA) foi utilizado para estimar o perfil de migração eletroforética de 

todas as amostras. 

 

Figura 5: (A) Análise de western blot de sementes transgênicas expressando o FIX 

recombinante. O reconhecimento imunológico dos extratos protéicos totais (100 μg) de 

sementes R1 das linhagens 1 e 7 é mostrado nas linhas 1 e 2. A linha 3 corresponde a uma 

amostra de semente não-transgênica e a linha 4 a 40 ng de FIX comercial (Sigma, USA). (B) 

Western blot demonstrando a expressão tecido-específica do FIX nas sementes da linhagem 1. 

A linha 1 representa a detecção de 40 ng de FIX comercial (controle positivo). As linhas 2, 3, 4, 

5 e 6 mostram a análise de 100 µg TSP respectivamente de sementes, flores, folhas, caules e 

raízes. (C) Experimento de western blot mostrando o acúmulo da proteína recombinante em 

diferentes estágios de maturação das sementes: (1) sementes colhidas com 2, 4, 6 e 8 

semanas após a polinização; (2) o acúmulo de FIX em cada estágio de desenvolvimento 

fisiológico; (3) controles de carregamento de gel SDS-PAGE com ~80 μg de cada extrato 

protéico. As massas moleculares das amostras e do controle foram estimadas utilizando o 

marcador de massa molecular Precision Plus Protein Standards All Blue
TM

 (Bio-Rad, USA). 

 

Figura 6: Avaliação do endereçamento subcelular do FIX recombinante em secções ultrafinas 

de cotilédones de soja. (A) Acúmulo subcelular do FIX recombinante nos PSVs de semente 

transgênica da linhagem 1. (B) Imunocitoquíca de semente não-transgênica. OB = oil bodies. 

 

Figura 7: Quantificação do FIX recombinante presente nas sementes transgênicas linhagens 1 

e 7. 

 

Figura 8. (A) Esquema analítico da seqüência completa do FIX expresso em soja. As barras 

pretas correspondem aos sítios de digestão da enzima tripsina. Os trechos em cinza-claro 

indicam as seqüências de peptídeos confirmadas por espectrometria de massa em tandem 

(MS/MS). Os trechos cinza-escuros indicam as seqüências peptídicas com a modificação do 

tipo carbamidometila+C. Os números acima dos trechos identificados mostram as massas 

monoisotópicas dos peptídeos correspondentes. (B) Espectro de ionização do peptídeo 

marcado em (A), com as respectivas séries b e y, indicando as massas seqüenciais dos 

aminoácidos cobertos no fragmento. 
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RESUMO 

Palavras chave: Soja transgênica. Transformação genética. Proteínas recombinantes. 
Biorreatores vegetais. Pró-insulina humana. Hormônio de crescimento humano. Fator de 
coagulação sangüínea. 

 
As plantas superiores apresentam diversas vantagens para a produção de 
biomoléculas recombinantes quando comparadas com os demais sistemas de 
expressão heteróloga, incluindo baixo risco de contaminação com oncogenes, príons, 
vírus e outros patógenos humanos, além de alta capacidade de escalonamento, 
baixos custos de produção e sistemas de cultivo e produção agronômica em larga 
escala. Plantas transgênicas também permitem a exploração de diversos órgãos 
vegetais com alto conteúdo protéico, tais como sementes e tubérculos, para a 
expressão de diferentes proteínas recombinantes. Dentre os vegetais comumente 
cultivados, as plantas de soja são excelentes acumuladoras naturais de proteínas e se 
constituem em uma fonte de biomassa abundante e barata. Sob condições 
controladas de cultivo em casa de vegetação, o ciclo agronômico de plantas de soja 
pode ser manipulado para maximizar a produção de sementes em larga escala em 
áreas relativamente pequenas. No presente trabalho foram obtidas diferentes 
linhagens transgênicas de soja contendo os genes da pró-insulina humana, do 
hormônio do crescimento humano e do fator IX de coagulação sangüínea, sob o 
controle de seqüências regulatórias específicas para o direcionamento do acúmulo 
para os vacúolos das sementes. As linhagens obtidas foram caracterizadas do ponto 
de vista molecular e a expressão recombinante foi caracterizada nos níveis 
transcricional e traducional. Sementes contendo o hGH e o FIX apresentaram níveis 
de acúmulo da ordem de 2,9 e 0,23% PST respectivamente, o que reflete um potencial 
de produção de até 9 e 0,8 g de proteína recombinante por Kg de sementes. O 
seqüenciamento N-terminal de frações das duas proteínas por nanoLC-MSE 
demonstrou que os peptídeos trípticos de ambas apresentaram as seqüências de 
aminoácidos e as massas moleculares esperadas. Ensaios de função biológica com o 
hGH e o FIX demonstraram diferentes níveis de atividade detectável e que o acúmulo 
dessas proteínas nos PSVs, mesmo por um período de tempo prolongado (até sete 
anos), é uma alternativa interessante para garantir a estabilidade protéica pós-
traducional. Essa estratégia molecular de expressão pode constituir uma alternativa 
interessante para o desenvolvimento de produtos biotecnológicos mais baratos e 
eficientes para sua utilização como reagentes terapêuticos e diagnósticos.  

  

ABSTRACT 

Key words: Transgenic soybean. Recombinant proteins. Vegetable bioreactors. Human 
proinsulin. Human growth hormone (hGH). Human coagulation factor IX (FIX). 

 
Plants present various advantages for the production of biomolecules, including low 
risk of contamination with prions, viruses and other pathogens, scalability, low 
production costs, and available agronomical systems. Plants are also versatile vehicles 
for the production of recombinant molecules because they allow protein expression in 
various organs, such as tubers and seeds, which naturally accumulate large amounts 
of protein. Among crop plants, soybean is an excellent protein producer. Soybean 
plants are also a good source of abundant and cheap biomass and can be cultivated 
under controlled greenhouse conditions. Under containment, the plant cycle can be 
manipulated and the final seed yield can be maximized for large-scale protein 
production within a small and controlled area. In this study we obtained different 
transgenic soybean lines containing the genes that codify the human proinsulin, the 
human growth hormone (hGH) and the human coagulation factor IX (FIX), under 
control of tissue-specific regulatory sequences that target the expression to the PSVs. 
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The transgenic lines were characterized on the transcriptional and translational levels, 
and the recombinant expression of the hGH and the FIX reached 2.9 and 0.23% TSP 
respectively, which indicate a potential to produce up to 9 and 0.8 g of recombinant 
protein/Kg seeds. The N-terminal sequencing with nanoLC-MSE demonstrated that all 
the tryptic fragments analyzed showed the expected sequences and the molecular 
masses. The biological activities of the recombinant hGH and the FIX were also 
determined, and demonstrated that targeting to the PSVs was an interesting 
expression tool to elevate the post-translational stability. This strategy for the improved 
molecular expression can constitute an important alternative for the development of 
cheaper and safer biotechnological products that can be used as therapeutic tools and 
diagnose reagents in the future. 
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Capítulo 1 
 

1) INTRODUÇÃO GERAL  
 

1.1) A planta de soja. 
 

A soja [Glycine max L. (Merril)] é uma leguminosa herbácea diplóide (2n = 40) 

(Vernetti, 1983), essencialmente autógama, com flores perfeitas e cujos órgãos 

masculino e feminino são protegidos pela corola, o que minimiza a possibilidade de 

ocorrência de polinização cruzada entre flores de plantas distintas (Kar & Sen, 1991). 

Exatamente por esse motivo, o fluxo gênico entre diferentes plantas de soja é bastante 

restrito, e a ocorrência de polinização cruzada, realizada por insetos ― principalmente 

abelhas, é inferior a 1% (Abud et al., 2007; Cunha, 2008). 

O centro de origem primário e o de domesticação da planta são 

respectivamente as regiões centro-sul e extremo nordeste da China (conhecida como 

Manchúria), locais onde se encontram as únicas populações naturais de ancestrais 

silvestres capazes de cruzar com a soja (Xu et al., 1989).  

A planta de soja é capaz de associar seu sistema radicular com bactérias do 

solo (Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp.) fixadoras de nitrogênio atmosférico, o qual é 

utilizado para a biossíntese de moléculas aminadas, como bases nitrogenadas, 

aminoácidos e co-enzimas. Essa propriedade resulta num sensível decréscimo no 

custo de produção da lavoura, uma vez que elimina a necessidade de utilização de 

fertilizantes nitrogenados durante o cultivo da soja. (Castro et al., 1993; Cunha, 2008).  

Outra característica importante dessa leguminosa é a sua sensibilidade ao 

fotoperíodo, que pode ser expandido para prolongar o ciclo vegetativo da planta. 

Períodos superiores há 20 horas diárias de luz incidente resultam em aumento de 

emissão de ramos, folhas e, conseqüentemente, de vagens. Dessa maneira, o 

rendimento agronômico - produção de sementes por planta - pode ser aumentado 

consideravelmente (até 10 vezes) sob condições controladas em casa de vegetação 

(Kantolic & Slafer, 2007; Cunha, 2008; Cunha et al., 2011a; Cunha et al., 2011b; 

Cunha et al., 2011c; Vianna et al., 2011a; Vianna et al., 2011b). 

 

1.2) A composição nutricional do grão. 
 

A composição nutricional da semente de soja corresponde a 38% de proteínas, 

19% de lipídios, 23% de carboidratos e 15% de fibras alimentares (Centro Nacional de 

Pesquisa de Soja - CNPSo, 2011 - www.cnpso.embrapa.br). 

http://www.cnpso.embrapa.br/
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A soja é caracterizada como uma acumuladora natural de proteínas de reserva 

utilizadas para a nutrição do embrião ainda no estágio de plântula, durante a fase de 

germinação. Em função do alto conteúdo protéico estocado na semente, esse grão 

constitui uma das mais importantes fontes de nutrientes para a população da Ásia, 

estimada em 3.8 bilhões de pessoas (56% da população mundial), e é largamente 

empregado no arraçoamento de bovinos, suínos e aves no Brasil.  

Além de importante fonte protéica, a soja é classificada agronomicamente 

como uma oleaginosa, status compartilhado com outras plantas cultivadas de 

destacada importância econômica, como o milho, a colza e o girassol. O óleo extraído 

das sementes de soja contém um perfil lipídico composto principalmente de ácido 

palmítico 16:0 (13%), ácido esteárico 18:0 (4%), ácido oléico 18:1(Δ9) (18%), ácido 

linoléico 18:2(Δ9,12) (55%) e ácido linolênico 18:3(Δ9,12,15) (10%). A alta concentração 

de ácidos graxos poliinsaturados (linoléico e linolênico) no óleo de soja é uma 

característica desejável não apenas para o consumo humano, mas também para o 

cozimento eficiente de alimentos e para o seu emprego em larga escala na indústria 

alimentícia (Graef et al., 2009). 

 

1.3) A importância econômica da cultura da soja.  
 

Com base em dados do último levantamento anual completo do IBGE (Instituto 

Brasileiro de geografia e Estatística), o agronegócio brasileiro movimentou mais de 

180 bilhões de reais, valor correspondente a aproximadamente 5% do Produto Interno 

Bruto (PIB) nacional. O complexo-soja (grão, farelo e óleo) é o segmento mais 

importante do setor e um dos principais componentes estabilizadores da balança 

comercial do país (CNA, 2008 - http://www.cna.org.br/cna/index.wsp). 

Apenas no último ano, a área cultivada com o grão no Brasil atingiu 24,18 

milhões de hectares ― 2,0% maior que no ano anterior ― e a produtividade média do 

grão alcançou 3,1 kg/ha cultivado (CONAB, 2011 - 

http://www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/estudo_safra.pdf). 

Em função da grande versatilidade de utilização do grão, a demanda mundial 

da soja e de seus derivados industriais supera 180 milhões de toneladas/ano, o que 

justifica sua posição como uma das principais commodities mundiais. Por essa razão, 

o preço de comercialização do grão é determinado pela negociação nas principais 

bolsas internacionais de mercadorias antes mesmo do plantio da safra de sucessão 

(Cunha, 2008). 

 

http://www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/estudo_safra.pdf
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O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, com 75,3 milhões de 

toneladas produzidas na safra 2010/2011, o que representa cerca de 30% da 

produção mundial. 

A partir da primeira metade da década de 1990, o país se tornou o líder nas 

exportações mundiais do grão. Apenas na última safra, foram exportadas 41,45 

milhões de toneladas, o que gerou divisas da ordem de US$ 15,7 bilhões para o país, 

quantia que reflete claramente a competitividade do produto brasileiro no mercado 

internacional (CNA, 2011; Cunha, 2008) 

 

1.4) Melhoramento genético. 
 

Um fenômeno bastante particular foi experimentado pelo Brasil nas últimas três 

décadas: a expansão significativa de suas fronteiras agrícolas. Uma das principais 

causas desse aumento foi a obtenção de uma ampla gama de cultivares de soja 

adaptadas às baixas latitudes e a condições edafo-climáticas das mais diversas 

regiões do país, o que possibilitou o cultivo extensivo da planta, especialmente na 

região Centro-Oeste (Cunha; 2008).  

O melhoramento genético de soja praticado na maior parte da década de 1970 

explorava a variabilidade genética para a obtenção de adaptação às condições edafo-

climáticas brasileiras. A partir da década seguinte, o aumento da produtividade e do 

desempenho agrícola, com a obtenção de maiores níveis de tolerância a diferentes 

pragas e doenças, passou a ser o principal objetivo dos programas de melhoramento 

genético da cultura (Cunha; 2008). Nesse contexto, o direcionamento dos esforços dos 

melhoristas de soja, nos últimos vinte anos, se concentrou na redução de custos de 

produção e numa maior agregação de valor ao produto, visando ao aumento da 

lucratividade da cultura. 

Seguindo esses critérios, os programas de melhoramento genético conduzidos 

na Embrapa desenvolveram diversas cultivares adaptadas para a região Centro-

Oeste, dentre as quais se destaca a de ciclo médio (completo em até 130 dias após a 

semeadura) Conquista, que possui características voltadas para a manutenção da 

estabilidade do rendimento agronômico ― como maior resistência a fitopatógenos que 

causam sérios prejuízos ao produtor e perdas na cultura, principalmente os 

causadores de doenças fúngicas como o Oídio (Sphaerotheca fugilinea), a Mancha 

“olho-de-rã” (Cercospora sojina) e o Cancro da haste (Phomopsis phaseoli f. sp.; 

Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis) e também doenças bacterianas como a 

Pústula bacteriana (Xanthomonas campestris) (CNPSo, 2004).  
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Outro exemplo importante é a cultivar de ciclo precoce (até 120 dias após a 

semeadura) da Embrapa, BR-16, a qual foi escolhida para receber o gene marcador 

de seleção ahas durante o processo de obtenção de plantas transgênicas tolerantes à 

herbicida (Rech et al., 2008). Essa cultivar apresenta boa capacidade de 

transformação genética segundo o protocolo desenvolvido pelo grupo de Laboratório 

de Transferência de Genes II (LTG II) do Cenargen (Centro Nacional de Recursos 

Genéticos e Biotecnologia), além do seu cultivo ser amplamente difundido na região 

Centro-Oeste, com índices de produtividade compatíveis com a média nacional 

(CNPSo, 2004). 

 

1.5) A transformação genética de plantas superiores. 
 

Uma planta transgênica é aquela que contém um ou mais genes oriundos de 

outros organismos ― ou de cópias extras de genes da própria planta ― que foram 

inseridos no seu genoma por meios que não o da via sexual. Dessa maneira, a 

transformação genética de plantas pode ser compreendida como a introdução de 

genes oriundos de diferentes espécies animais, vegetais ou de microorganismos em 

um genoma vegetal receptor, independentemente da fecundação (Brasileiro & 

Carneiro, 1998). 

Diferentes transgenes e seqüências regulatórias da expressão gênica inseridos 

no genoma da espécie receptora podem ser inclusive, originárias de um organismo 

que não possua compatibilidade sexual ou que tenha divergido evolutivamente da 

planta-alvo há bastante tempo. 

A obtenção de plantas transgênicas in vitro baseia-se em três conjuntos amplos 

de técnicas de manipulação molecular e celular: a engenharia genética; as técnicas de 

transferência de transgenes para a planta-alvo e as técnicas de cultura de tecidos, 

como a organogênese e a morfogênese in vitro (Brasileiro & Carneiro, 1998). 

As técnicas de engenharia genética permitem a manipulação in vitro e a 

clonagem de genes, resultando na obtenção de vetores plasmidiais bacterianos 

completos ou fragmentados. Essas moléculas híbridas contêm seqüências 

codificadoras de RNAs ― que podem ou não ser traduzidos em proteínas ― 

associadas aos elementos genéticos de controle de expressão gênica, tais como 

promotores, peptídeos-sinais e terminadores. O conjunto de elementos genéticos que 

formam a unidade exógena de expressão gênica constitui o cassete de expressão, o 

qual pode ser estavelmente integrado ao genoma vegetal. 

Os plasmídeos, ou apenas os fragmentos contendo o cassete de expressão, 

podem ser introduzidos no núcleo ou no interior de organelas de plantas que 
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contenham o seu próprio genoma, como mitocôndrias e cloroplastos (Russo, 2003; 

Berg & Mertz, 2010).  

Dois métodos de transformação genética têm sido convencionalmente 

empregados para essa finalidade: a infecção dos tecidos-alvos por células 

transgênicas de Agrobacterium tumefaciens ― método corriqueiramente utilizado para 

a transformação genética da maioria das plantas dicotiledôneas ― ou pela chamada 

“introdução direta”, através do bombardeamento dos explantes com micropartículas 

contendo os genes de interesse adsorvidos superficialmente (método biobalístico) 

(Vasil, 2008).  

Este último método foi o empregado no presente trabalho exatamente por 

demonstrar menor dependência genotípica, além de ser o mais utilizado para a 

transformação genética de leguminosas, como a soja e a alfafa. Plantas que estejam 

fora do espectro de infecção da Agrobacterium tumefaciens, notadamente os cereais, 

como o arroz, o trigo e o milho, também podem ser geneticamente transformadas de 

maneira eficiente pelo método biobalístico, ainda que o aperfeiçoamento dos 

protocolos de transformação de gramíneas por Agrobacterium já permita a 

transformação genética de algumas monocotiledôneas por esse método. 

A técnica de biobalística utiliza um acelerador de partículas ― também 

chamado de gene gun ― para bombardear explantes ou células em suspensão com 

microprojéteis de ouro ou tungstênio (de 0,2 a 4 m de diâmetro) recobertos com 

fragmentos de DNA exógeno (Sanford et al., 1987). Esses microprojéteis são 

acelerados a uma velocidade final de 1.500 km/h sobre os explantes e penetram de 

maneira não-letal a parede celular e a membrana citoplasmática de células vegetais, 

alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares. Após a penetração, ocorre a 

dissociação do DNA exógeno pela ação citosólica, seguida da sua integração ao 

genoma vegetal por recombinação homóloga (Cunha, 2008).  

O sistema que utiliza gás hélio sob alta pressão é o que apresenta maior 

eficiência na obtenção de altas freqüências de transformação, além de ser 

amplamente utilizado para a transformação genética de uma grande variedade de 

espécies vegetais e de reduzir o tempo de cultivo dos explantes in vitro, permitindo 

maior precocidade na realização de ensaios de caracterização molecular de potenciais 

eventos transformantes (Rech et al., 1997; Aragão et al., 2000; Rech et al., 2008; 

Cunha et al., 2011a; Cunha et al., 2011b; Vianna, 2002; Vianna et al., 2011a; Vianna 

et al., 2011b).  

 A terceira premissa para a obtenção de plantas transgênicas é a regeneração 

de indivíduos completos a partir dos explantes transformados mediante o emprego de 

técnicas de cultura de tecidos. Notadamente, o cultivo dos explantes bombardeados 
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se dá em meios de cultura nutritivos associados a reguladores de crescimento e a 

agentes seletivos, como herbicidas e antibióticos (Cunha, 2008).  

Um método eficiente para a indução de organogênese direta da parte aérea 

dos explantes é o cultivo de embriões de sementes com a sua região meristemática 

apical preservada ou simplesmente dos próprios meristemas apicais ou axilares em 

meio de cultura contendo agentes estimulantes de brotação, como citocininas. 

Esse método é capaz de regenerar plantas transgênicas de soja sem a 

necessidade de passagem do tecido por fases intermediárias de desdiferenciação ― 

como calo, por exemplo, ― o que minimiza a possibilidade de ocorrência de variação 

somaclonal (Sairam et al., 2003; Sharma et al., 2004).   

 

 

1.6) A transformação genética de plantas de soja. 
 

Os grupos de Hinchee e Christou, ambos em 1988, foram os primeiros a 

publicar trabalhos a sobre transformação genética de soja. O primeiro utilizou o 

sistema Agrobacterium para obter plantas regeneradas a partir de nós cotiledonares 

resistentes à canamicina e o segundo utilizou o sistema de biobalística para obter 

plantas quiméricas expressando a enzima β-glucuronidase. Nesse trabalho, células 

intactas de embriões foram bombardeadas com um plasmídeo contendo o gene nptII 

(cuja expressão confere tolerância à canamicina) sob controle do promotor constitutivo 

CaMV 35S, a partir das quais foram selecionados protoplastos transgênicos na 

presença do antibiótico. A posterior conversão dos protoplastos selecionados em calos 

embriogênicos totipotentes possibilitou a obtenção in vitro de plantas adultas 

completas (Christou et al., 1988). 

Desde o ínicio da década de 1990, diversos grupos de pesquisa têm buscado 

ativamente o aperfeiçoamento dos sistemas de transformação genética de soja. A 

principal limitação dos protocolos de então eram a baixa eficiência de transformação e 

a sua restrição a apenas algumas poucas variedades de soja (Kaufman et al., 1986; 

Finer & McMullen, 1991; Hooykaas & Schilperoort, 1992; Hansen et al., 1994). 

Apesar dessas limitações, o protocolo de Christou e colaboradores (1988) foi o 

escolhido para a obtenção de uma linhagem-elite de soja transgênica contendo o gene 

mutante codificador da enzima 5-enol-piruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) de 

A. tumefaciens. As plantas transgênicas homozigotas para o gene foram capazes de 

tolerar doses de até 1,68 kg do herbicida Glifosato (N-fosfonometil-glicina) (Round 

up®) por hectare pulverizado no campo, considerada superior à dosagem comercial 

normalmente empregada na lavoura  (Padgette, 1995). 
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O produto, desenvolvido e patenteado pela empresa norte-americana 

Monsanto (http://www.monsanto.com/) sob o nome de Round up Ready®, e liberado 

para o plantio comercial nos EUA e no Canadá em 1995, representa um marco para a 

biotecnologia vegetal e para as relações de aceitação da nova tecnologia tanto por 

pesquisadores quanto por produtores agrícolas, uma vez que seu cultivo ultrapassa 

largamente os 60 milhões de hectares em todo o mundo (Cunha, 2008; James, 2010). 

Apenas três anos depois da liberação comercial da soja Round up Ready®, 

uma fitase de Aspergillus sp. foi expressa com sucesso em sementes transgênicas de 

soja (Denbow et al., 1998). No mesmo ano, o primeiro biofármaco produzido em soja - 

um anticorpo monoclonal humanizado anti-herpes simplex vírus (HSV) - foi expresso 

de maneira constitutiva em sementes da planta (Zeitlin et al., 1998). 

A mesma estratégia foi empregada para acumular a proteína β-caseína bovina, 

sob o controle de um promotor de uma lecitina de soja, nas sementes transgênicas 

(Philip et al., 2001). 

Em 2000, o grupo de pesquisadores do Laboratório de Transferência de Genes 

(LTG) do Cenargen desenvolveu um protocolo eficiente de transformação genética de 

soja independente da cultivar escolhida, capaz de levar á obtenção de plantas 

transgênicas com uma freqüência de transformação de até 20,1% (Aragão et al., 

2000). O sistema preconiza a utilização do sistema biobalístico para a introdução de 

transgenes no genoma de células do meristema apical de embriões maduros de soja. 

Um dos genes utilizados no co-bombardeamento dos meristemas apicais é o 

marcador de seleção mutante ahas, previamente isolado de Arabidopsis thaliana, que 

confere tolerância ao herbicida Imazapyr® (Arsenal). 

O princípio ativo do herbicida é uma molécula da classe das imidazolinonas, 

capaz de translocar sistemicamente ao longo da planta e se acumular na região 

meristemática do embrião. O mecanismo bioquímico de ação do Imazapyr® (Arsenal) 

consiste na inibição da atividade catalítica da enzima ácido-aceto-hidroxi-sintase 

(AHAS; EC 4.1.3.18) ― fundamental na via de biossíntese de aminoácidos essenciais 

como valina, isoleucina e leucina em plantas superiores (Aragão et al., 2000). 

O gene ahas mutante contém uma alteração na posição 653 pb de sua cadeia 

nucleotídica, capaz de resultar na substituição de um resíduo de serina por um de 

asparagina na cadeia polipeptídica da enzima AHAS. Essa alteração permite que o 

princípio ativo do herbicida, o qual atua exatamente nas células da região 

meristemática apical da planta, não reconheça seu sítio de acoplamento na estrutura 

terciária da proteína mutada, permanecendo praticamente inócuo para a planta 

transgênica em concentrações não-letais (até 500 nM). 

http://www.monsanto.com/
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Eventos transformantes in vitro, ainda em estágio de plântula, que possuam 

uma ou mais cópias funcionais do gene mutante (em adição aos alelos nativos) 

geralmente apresentam tolerância moderada à presença do Imazapyr® (Arsenal) no 

meio de cultura de seleção. Já plantas transgênicas adultas podem apresentar 

tolerância moderada ou alta a concentrações do herbicida usualmente empregadas no 

campo, assim como a todos os outros herbicidas da classe das Imidazolinonas 

(Aragão et al., 2000; Rech et al., 2008). 

Associado ao Imazapyr® (Arsenal) no meio de cultivo há ainda o emprego de 

um agente de aceleração do ciclo celular vegetal, a citocinina 6-benzilaminopurina 

(BAP), um hormônio vegetal capaz de estimular a multiplicação de células do 

meristema apical de eixos embrionários de soja, dentre as quais aquelas portadoras 

de cópias mutantes do gene ahas. 

A utilização desse sistema na seleção de eventos transformantes ― mediada 

pela expressão do gene ahas mutante ― e no estímulo à proliferação de células 

transgênicas totipotentes do meristema apical, possibilitou um significativo aumento na 

regeneração in vitro de plantas transgênicas adultas férteis, capazes de transmitir 

cópias funcionais dos transgenes de interesse para a progênie de maneira estável 

(Rech et al., 2008; Vianna et al., 2011a; Rech, 2012). 

Uma alternativa nacional à soja Round up Ready® americana foi desenvolvida, 

a partir de 1997, pelo grupo do LTG em parceria com a multinacional alemã BASF, 

utilizando o protocolo de transformação/seleção/regeneração previamente  

mencionado (Rech et al., 1997; Rech et al., 2008; Rech et al., 2010). 

As plantas-elites de soja (G. max) transgênicas desenvolvidas pela Embrapa 

demonstraram tolerância a doses comerciais de Imazapyr® (Arsenal) em experimentos 

sob contenção e também em ensaios de campo. Essas mesmas plantas foram 

introduzidas no programa de melhoramento genético do CNPSo e a nova cultivar 

obtida, denominada 127 (cujo nome comercial é Cultivance®) foi avaliada quanto a sua 

eficiência agronômica e a sua segurança alimentar e ambiental. O plantio comercial da 

soja Cultivance® no Brasil foi aprovado, em 2009, pela CTNBio (Comissão Técnica 

Nacional de Biossegurança - vinculada ao Ministério de Ciência e Tecnologia) – 

tornando-se assim o primeiro produto agronômico obtido pela tecnologia do DNA 

recombinante a atingir o campo em caráter comercial no Brasil. Um ano depois, foi 

aprovada a licença para a importação da soja transgênica da Embrapa para as 

Filipinas e a sua utilização na alimentação humana e animal naquele país (Rech et al., 

2010). 

Esse sistema de transformação genética de plantas de soja foi utilizado para a 

obtenção de diferentes linhagens transgênicas capazes de acumular diversas 



11 

 

proteínas recombinantes de interesse farmacológico nas sementes (Vianna et al., 

2011a; Vianna et al., 2011b; Cunha et al., 2011a; Cunha et al., 2011b; Cunha et al., 

2011c). 

 

1.7) A expressão de fármacos recombinantes em plantas - 
“Molecular Farming”. 

 

As proteínas são sintetizadas como parte do metabolismo de todas as formas 

de vida e desempenham um papel central em inúmeros processos celulares. Essas 

funções podem ser tão diversas quanto a sinalização celular via transdução de sinais 

químicos, a catálise de reações enzimáticas, a mediação de respostas autoimunes e o 

transporte de biomoléculas contra gradientes de concentração. Proteínas nativas e 

recombinantes são largamente utilizadas como reagentes na pesquisa científica, como 

ferramentas sofisticadas de diagnóstico de doenças e no tratamento de moléstias, 

bem como em processos industriais mediados por enzimas. Além disso, polipeptídeos 

recombinantes também possuem importância fundamental em setores da agricultura 

moderna e da indústria farmacêutica (Ma et al., 2003; Lau & Sun, 2009; Desai et al., 

2010; Paul & Ma, 2011; Xu et al., 2011; Egelkrout et al., 2012). 

A produção comercial de proteínas nativas a partir de seus organismos de 

origem sejam eles procariotos, plantas ou mamíferos, freqüentemente requer 

processos de extração caros e trabalhosos, que podem influenciar decisivamente nos 

custos de produção e limitar a capacidade de escalonamento de síntese da proteína 

em questão. As principais razões dessas limitações são as usualmente baixas 

concentrações das proteínas–alvo em tecidos que possuem alta instabilidade protéica 

e/ou sua associação endógena a moléculas contaminantes presentes em altas 

concentrações (Stöger et al., 2005). 

Outra limitação recorrente é a natureza do organismo produtor da proteína de 

interesse. A utilização de proteínas nativas, extraídas de microorganismos e de 

mamíferos, pode incorrer em risco de contaminação do usuário com patógenos e 

também na transmissão de doenças graves caso a sua purificação não tenha sido 

conduzida corretamente (Obembe et al., 2011). 

Desde o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, no início da 

década de 1970, a produção recombinante de proteínas de interesse farmacológico e 

industrial tem se baseado em sistemas de fermentação microbiana (procariótica e 

eucariótica) e em cultura de células transgênicas de mamíferos. Apesar de esses 

sistemas serem altamente eficientes em termos de rendimento de produção, eles 

apresentam algumas desvantagens em termos de autenticidade (identidade de 
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seqüência de aminoácidos e de modificações pós-traducionais), de biossegurança e 

de custos de produção, apesar do desenvolvimento recente de estratégias de 

expressão para minimizá-las ou saná-las. 

Essas importantes limitações têm levado ao desenvolvimento, nas últimas duas 

décadas, de plataformas alternativas de biossíntese de fármacos recombinantes, 

baseadas em maior eficiência de escalonamento, menor custo de produção, alta 

qualidade do produto e em baixos riscos de contaminação com patógenos (Daniell et 

al., 2001; Twyman et al., 2003). 

Uma das mais promissoras alternativas de substituição das plataformas 

recombinantes já estabelecidas é a utilização de sistemas vegetais como veículos 

para a produção de proteínas utilizadas como reagentes diagnósticos, vacinas e 

drogas, também denominados “plant-made pharmaceuticals” (PMPs) ou “fármacos 

produzidos em plantas” (Ma et al., 2003). 

Essa aplicação representa uma vertente relativamente recente da 

biotecnologia, denominada “Plant Molecular Farming”, cujo escopo é a síntese de 

polipeptídeos recombinantes de interesse farmacêutico utilizando a maquinaria de 

reatores vegetais. (Fischer et al., 2004). 

Alguns aspectos econômicos e qualitativos associados à síntese de “PMPs” 

converteram as plantas superiores em sistemas atraentes para a obtenção massal de 

fármacos. Reatores vegetais ou “biofábricas vegetais” são potencialmente um dos 

sistemas mais econômicos para a produção em larga escala dessa classe de 

biomoléculas. 

O custo médio de produção de “PMPs” representa cerca de 10% do total 

apresentado por sistemas baseados em células de levedura, podendo ser até 50 

vezes menor que àquele de sistemas bacterianos. Quando comparados com 

plataformas sofisticadas e relativamente caras, como cultura de células de mamíferos, 

essa diferença pode ser ainda maior. Estima-se que o custo de produção de um dado 

fármaco recombinante expresso de maneira equivalente em sementes de tabaco e 

suspensão celular de mamíferos pode ser até 1000 vezes menor no primeiro que no 

segundo (Kusnadi et al., 1997; Daniell et al., 2001; Twyman et al., 2003). 

O principal fato que explica essas diferenças econômicas remonta à natureza 

fisiológica dos reatores vegetais. As plantas representam um dos tipos de biomassa de 

menor custo de produção na natureza, necessitando apenas de solo, água e luz para 

a produção de grande quantidade de biomassa, representada principalmente pelas 

folhas e sementes. Em oposição, o cultivo de células de microorganismos e de 

mamíferos exige a adoção de fermentadores caros e sua manipulação sob condições 
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estéreis, algo que onera consideravelmente o processo produtivo (Obembe et al., 

2011). 

Além disso, plantas comumente cultivadas como a soja, o milho e o tabaco 

possuem alta capacidade de escalonamento de produção e, como conseqüência de 

sua importância econômica, as práticas agronômicas e a infraestrutura necessárias 

para a colheita, o transporte, o armazenamento e o processamento pós-colheita 

dessas culturas já se encontram plenamente estabelecidos na cadeia produtiva (Ma et 

al., 2005). 

Outra vantagem importante é a presença, em algumas plantas, de órgãos 

naturais especializados no armazenamento de proteínas ― como sementes, 

tubérculos e rizomas, capazes de serem explorados na estratégia molecular de 

expressão gênica para incrementar o acúmulo de proteínas recombinantes. A 

biossíntese de fármacos nas sementes, por exemplo, permite não apenas a 

compartimentalização das proteínas em organelas de estocagem de grandes volumes 

protéicos como também a modulação e o escalonamento da produção de acordo com 

a demanda pela molécula (Boothe at al., 2010). 

Outro aspecto interessante é que o tempo de produção de folhas e sementes, 

embora mais longo que o de microorganismos, é consideravelmente mais curto que o 

de mamíferos de grande porte secretores da proteína no leite ― e por isso mesmo 

restrito às fêmeas em fase de lactação. 

Além disso, a etapa mais onerosa na produção recombinante de fármacos é a 

purificação da molécula de interesse farmacológico, que pode responder por até 80% 

do custo total de produção (Hood & Jilka, 1999). Dessa maneira, moléculas pequenas 

e estáveis, como antígenos de imunização humana e veterinária, produzidos em 

folhas, frutos, tubérculos e sementes consumidas in natura podem ser espressos sem 

a necessidade de purificação, o que reduz drasticamente os custos de produção (Ma 

et al., 1995; Ma et al., 1997; Ma et al., 1998; Ma et al., 2003; Obembe et al., 2011). 

A ausência de patógenos comuns aos seres humanos e às plantas representa 

não apenas uma vantagem qualitativa como também econômica. Isso é 

particularmente relevante quando se leva em conta o fato de que determinadas etapas 

dos protocolos de purificação são restritas à eliminação de potenciais fontes 

carreadoras de toxinas e de diversos outros contaminantes ― notadamente vinculados 

a células de mamíferos e de microorganismos.  

Plantas possuem ainda a capacidade de acumular proteínas grandes e 

complexas, como anticorpos completos, além de promover modificações pós-

traducionais sofisticadas que contribuem para a obtenção de fármacos com alto grau 

de qualidade. Isso se deve, basicamente, ao alto grau de conservação entre sistemas 
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vegetais e animais das etapas de síntese, secreção e processamento protéico, como o 

enovelamento, a oligomerização, a glicosilação no Retículo Endoplasmático (RE) e o 

processamento no Complexo de Golgi. Essas semelhanças aproximam o modo como 

essas proteínas são sintetizadas e processadas em plantas e no organismo humano, 

havendo diferenças mais freqüentes apenas quanto ao padrão de glicosilação vegetal 

típico (Daniell et al., 2001). 

Essas diferenças se devem, primordialmente, à síntese de cadeias de glicanos 

ocorridas principalmente no aparelho de Golgi. As projeções de glicanos — 

cataliticamente adicionadas às proteínas após a tradução — diferem entre animais e 

plantas apenas nos últimos estágios de maturação. Peculiaridades como essas se 

devem ao tipo de maquinaria enzimática de processamento empregada nas etapas 

derradeiras de glicosilação.  Nesses estágios, glicosiltransferases específicas de 

mamíferos e de plantas são as responsáveis pela catálise das reações de adição de 

glicanos N-ligados à seqüência polipeptídica enovelada (Gomord et al., 2004).  

A principal conseqüência dessas diferenças é a incapacidade das plantas em 

adicionar resíduos terminais de galactose e de ácido siálico às proteínas nascentes e, 

em contrapartida, a adição de grupos de carboidratos como xilose-β (1→2) e fucose-α 

(1→3), os quais são ausentes em mamíferos (Ma et al., 2003). 

Modificações dessa natureza podem, potencialmente, alterar a atividade, a 

biodistribuição e a estabilidade de proteínas recombinantes expressas em plantas, 

além de induzir respostas alérgicas no consumidor e resultar em baixa aceitação da 

tecnologia pela opinião pública. Entretanto, epitopos ligados a glicanos ubíquos de 

plantas são encontrados em glicoproteínas presentes na dieta humana há séculos, e 

diferentes estratégias moleculares de expressão dos transgenes podem ser utilizadas 

para a remoção ou o impedimento da adição desses carboidratos indesejáveis. 

Camundongos alimentados com um anticorpo que continha resíduos de 

glicanos específicos de plantas, por exemplo, não apresentaram qualquer evidência de 

reação imune anti-glicano (Chargelegue et al., 2000). 

A retenção dos polipeptídeos no Retículo Endoplasmático, por meio da adição 

de peptídeos-sinais C terminais como o KDEL, é o mecanismo mais difundido para 

evitar a sua passagem ao longo da via secretória e minimizar a N-glicosilação 

indesejável em plantas superiores (Gomord et al., 2004; Gomord et al., 2010). 

Diferentes estratégias para a humanização do padrão de glicosilação de 

proteínas recombinantes em plantas também já foram elaboradas e aplicadas com 

sucesso. Uma das mais recentes diz respeito ao decréscimo da N-glicosilação típica 

de plantas a partir da inativação das glicosiltransferases do complexo de Golgi 

(Gomord et al., 2004; Saint-Jore-Dupas et al., 2007; Gomord et al., 2010).  
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Os diversos aspectos econômicos, qualitativos e relacionados à biossegurança, 

apresentados pelos diversos sistemas de expressão de proteínas recombinantes já 

desenvolvidos, podem ser comparados conforme mostra a tabela 1. 

 

Tabela 1: Comparação entre os diferentes sistemas de produção de proteínas 

recombinantes de interesse farmacêutico. 

Sistema 
Custo 

total 

Tempo 

de 

produção 

Capacidade de 

escalonamento 

Qualidade 

do 

produto 

Glicosilação 
Riscos de 

contaminação 

Custo de 

armazenamento 

Bactéria Baixo Curto Alta Baixa Nenhuma Endotoxinas Moderado 

Levedura Médio Médio Alta Média Incorreta Baixos Moderado 

Cultura de 

células de 

mamíferos 

Alto Longo Muito baixa Muito alta Correta 
Vírus, príons e 

oncogenes 
Alto 

Animais 

transgênicos 
Alto 

Muito 

longo 
Baixa Muito alta Correta 

Vírus, príons e 

oncogenes 
Alto 

Cultura de 

células de 

plantas 

Médio Médio Média Alta Diferente Baixos Moderado 

Plantas 

transgênicas 

Muito 

baixo 
Longo Muito alta Alta Diferente  Baixos Inexpressivo 

Adaptado de Ma et al., 2003. 

 

 Desde 1986, quando o primeiro fármaco recombinante relevante foi sintetizado 

em plantas transgênicas de tabaco – o hormônio do crescimento humano (hGH) – 

mais de cem diferentes proteínas recombinantes, dentre elas anticorpos, antígenos, 

hormônios, transportadores moleculares, peptídeos anticoagulantes e enzimas já 

foram expressas em diferentes sistemas vegetais (Cunha, 2008; Cunha et al., 2011a). 

As plataformas comumente utilizadas para a produção de todas essas classes 

de moléculas são a suspensão de células de tabaco; as sementes de cereais e de 

leguminosas, como o milho e a soja; as sementes de oleaginosas, como a canola; os 

tubérculos de batata; as diferentes espécies de folhosas, como a alface e o espinafre, 

além de frutas como o tomate e a banana (Spök & Karner, 2008) (tabela 2). 
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Tabela 2: Importantes proteínas farmacêuticas produzidas em plantas transgênicas. 

Proteína 
Planta 

hospedeira 
Características Referências 

Biofármacos 

hGH 
Tabaco e 

Girassol 

Primeira proteína humana expressa em plantas 

Primeira proteína humana expressa em 

cloroplastos (7%  PSTF) 

(Barta et al., 1986) 

(Staub et al., 2000) 

Albumina 

sérica humana 

Tabaco e 

batata 

Primeira proteína nativa completa expressa em 

plantas (0.1%  PST). Altos níveis de expressão 

em cloroplastos (11%  PSTF) 

Tratamento de cirrose hepática, queimaduras e 

aplicações cirúrgicas 

(Fernández-San 

Millán et al., 2003) 

(Sijmons et al., 1990) 

α-interferon 

humano 

Arroz e 

nabo 

Primeira proteína humana produzida em arroz 

Tratamento de hepatite C 
(Zhu et al., 1994) 

β-interferon 

humano 
Tabaco Tratamento de hepatite B  (< 0,01%  peso seco) (Kusnadi et al., 1997) 

Eritropoetina Tabaco 

Primeira proteína humana produzida em 

suspensão de células 

Combate a anemia 

(Matsumoto et al., 

1995) 

Fosfatase 

alcalina 
Tabaco Secretada por folhas e raízes 

(Borisjuk et al., 1999) 

(Komarnytsky et al., 

2000) 

Aprotinina Milho 
Inibidor de tripsina para cirurgias de transplante 

Primeira proteína humana produzida em milho 
(Delaney, 2002) 

Antitripsina α1 Arroz 

Tratamento de fibrose cística, doenças hepáticas 

e hemorragias 

 

Primeira utilização de células de arroz em 

suspensão como biorreatores 

(Terashima et al., 

1999) 

Proteína C 

humana 
Tabaco Anticoagulante (< 0,01%  PST) (Cramer et al., 1999) 

Hirudina Canola 
Inibidor de Trombina (0,30% do conteúdo  

protéico de sementes) 
(Cramer et al., 1999) 

Estimulador de 

colônias de 

macrófagos/gr

anulócitos 

Tabaco Combate à neutropenia 
(Giddings et al., 

2000) 

Encefalina 

humana 
Arabidopsis. 

Hiperanalgésico com atividade opiácea (0,10% 

do conteúdo protéico de sementes) 
(Kusnadi et al., 1997) 

Fator de 

crescimento 

de epiderme 

Tabaco 
Reparo de lesões  e controle de proliferação 

celular (0,01%  PST) 
(Cramer et al., 1999) 

Hemoglobinas Tabaco Substituinte sangüíneo (0,05% do conteúdo  (Cramer et al., 1999) 
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α e β protéico de sementes) 

Colágeno Tabaco (< 0,01% do peso seco) 
(Ruggiero et al., 

2000) 

Lactoferrina 

humana 
Batata 

Proteína antimicrobiana 

(0,10% PST) 

(Chong & Langridge, 

2000) 

Enzima 

conversora de 

angiotensina 

Tabaco e 

tomate 
Tratamento de hipertensão 

(Giddings et al., 

2000) 

α- Tricosantina 
Tabaco 

 

Proteina da capa protéica do vírus TMV-U1 

Terapia anti-HIV 

(2% PST) 

(Giddings et al., 

2000) 

Glicocerebrosi

dase 
Tabaco 

Tratamento da doença de Gaucher 

(1,0 -10,0 % PST) 
(Cramer et al., 1999) 

Anticorpos recombinantes (plantibodies) terapêuticos e diagnósticos 

IgG1 Tabaco 

Primeiro anticorpo produzido em plantas; IgG 

sérico obtido pelo cruzamento de plantas que 

expressavam as cadeias leves e pesadas 

individualmente 

(Hiatt et al., 1989) 

IgM Tabaco 
Primeiro IgM expresso em plantas e endereçado 

para os cloroplastos 
(Düring et al., 1990) 

SIgA/G 

(anti-adesina 

S. mutans) 

Tabaco 

Primeiro anticorpo secretório produzido em 

plantas; obtido pelo cruzamento seqüencial de 

quatro linhagens portadoras dos componentes 

individuais; o mais avançado fármaco derivado 

de plantas até o momento 

Ma et al., 1998 

scFv-briodina 

1 

(anti-CD 40) 

Tabaco 
Primeiro scFv farmacêutico produzido em 

sistema vegetal (suspensão de células) 

(Francisco et al., 

1997) 

IgG (HSV) Soja 

Inibidor do Herpes simplex virus 2 

Primeira proteína farmacêutica produzida em 

soja 

(Zeitlin et al., 1998) 

LSC (HSV) 

Chlamydom

onas 

reinhardtii 

Primeiro exemplo de fármaco produzido em alga (Mayfield et al., 2003) 

Guy’s 13 

(SIgA)a 

 

Tabaco 

 

Prevenção de cáries dentárias 

(500 μg/g peso seco de folhas) 

 

Ma et al., 1995 

Ma et al., 1998 

C5-1 (IgG) 

 

Alfalfa 

 

Reagente diagnóstico 

(1.0%) PST 

 

 

(Khoudi et al., 1999) 

ScFvT84.66 

(ScFv) 

Trigo 

 

Tratamento de câncer, antígeno 

carcinoembriônico 
(Stöger et al., 2000) 
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 (900.0 ng/g folhas; 1.5 μg/g sementes) 

 

 

 

ScFvT84.66 

(ScFv) 

 

Arroz 

 

Tratamento de câncer, antígeno 

carcinoembriônico (29.0 μg/g folhas; 32.0 μg/g 

sementes; 3.8 μg/g calo) 

 

 

 

(Torres et al., 1999) 

(Stöger et al., 2000) 

ScFvT84.66 

(ScFv) 

 

Arroz 

 

Tratamento de câncer, antígeno 

carcinoembriônico (27.0 μg/g folhas) 

 

(Stöger et al., 2000) 

T84.66 (IgG) 

 

Tabaco 

agroinfiltrad

o 

 

Tratamento de câncer, antígeno 

carcinoembriônico (1.0 μg/g folhas) 

 

 

(Vaquero et al., 1999) 

38C13 (scFv) 

 

 

Tabaco 

 

Tratamento de linfoma de células β; vacina de 

anticorpo 

(30.0 μg/g folhas) 

 

(McCormick et al., 

1999) 

 

CO17-1A (IgG) 

 

Tabaco 

 

Tratamento de câncer de cólon, antígeno de 

superfície celular 

(Verch et al., 1998) 

 

Subunidades de vacinas 

Proteína de 

envelope Vírus 

hepatite B 

Tabaco, 

batata e 

Tremoceiro 

Primeira candidata à vacina produzida em 

vegetais; terceira vacina derivada de plantas a 

atingir estágio de testes clínicos 

< 0,01% PST (tabaco),  < 0,01% Peso seco 

(batata e Tremoceiro) 

(Mason et al., 1992) 

Glicoproteína 

do vírus da 

raiva 

Tomate 

Primeiro exemplo de vacina “comestível” 

expressa em planta também comestível 

1% PST 

(McGarvey et al., 

1995) 

Enterotoxina 

termolábil de 

E. coli 

Tabaco 

batata e 

milho 

Primeira vacina produzida em plantas a atingir 

estágio de testes clínicos 

Níveis de produção: < 0,01% PST (tabaco) e 

0,19% PST (batata) 

(Tacket et al., 2000) 

Proteína do 

capsídeo de 

Norwalk vírus 

Tabaco e 

Batata 

Segunda vacina produzida em planta a atingir 

estágio de testes clínicos 

0,23% PST (tabaco) e 0,37% PST (batata) 

(Tacket et al., 2000) 

Autoantígeno 

do Diabetes 

Tabaco e 

batata 

Primeira vacina originária de planta para uma 

doença auto-imune 
Ma et al., 1997 

Subunidade B 

da toxina da 

Cólera 

Tabaco 
Primeira vacina expressa em cloroplastos 

0,30% PST 
(Daniell et al., 2001) 
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Subunidades B 

e A2 da toxina 

da Cólera,  

Batata 

Primeiro antígeno recombinante multivalente 

derivado de planta, sintetizado para a proteção 

simultânea contra várias doenças entéricas 

(Yu & Langridge, 

2001) 

Glicoproteína 

S do vírus da 

gastroenterite 

Tabaco e 

milho 

Primeiro exemplo de proteção induzida via 

alimentação em um animal 

(Lamphear et al., 

2002) 

Glicoproteina 

B do 

Citomegalovírus 

humano 

Tabaco 
Proteína imunológica 

<0,02% PST 

(Tackaberry et al., 

1999) 

Proteína VP60 

do vírus da 

doença 

hemorrágica 

de coelhos 

(aplicação 

veterinária) 

Batata 
Imunogênica e protetora quando injetada 

0,30% PST 
(Ma et al., 2003) 

Proteína VP1 

do vírus da 

doença de 

pata e boca 

(animais 

domésticos) 

Arabidopsis, 

e alfafa 
Imunogênica e protetora quando injetada 

(Carrillo et al., 1998) 

(Wigdorovitz et al., 

1999) 

GlIcoproteina 

S do vírus da 

gastroentrite 

coronariana 

transmissível 

(porcos) 

Arabidopsis,

tabaco e 

milho 

 

Imunogênica e protetora quando injetada (A. e 

tabaco) e por via oral (Milho) 

0.06% PST (A.) 

0.20% PST (tabaco) e 

 

<0.01% Peso seco (milho) 

(Ma et al., 2003) 

Adaptado de Daniell et al., 2001 e Ma et al., 2003. HSV, herpes simplx vírus; IgG, imunoglobulina G; IgM, 

imunoglobulina M; LSC, long single chain; scFv, single-chain FV fragment; SIgA, secretory 

immunoglobulin A; PSTF, proteínas solúveis totais de folhas. 

 

A aprovação comercial de alguns dos primeiros produtos recombinantes 

produzidos em plantas transgênicas e o avançado estágio de desenvolvimento de 

muitos outros confirmam o potencial desses sistemas de expressão para a produção 

em larga escala de produtos veterinários, reagentes e drogas eficientes e mais 

baratas. 

Em 2010, aproximadamente trinta “PMPs”, incluindo vacinas, anticorpos e 

proteínas terapêuticas alcançaram os estágios finais dos protocolos e testes 

internacionais anteriores à comercialização. Recentemente, quatro fármacos derivados 

de plantas foram lançados no mercado, em adição às três moléculas previamente 
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sintetizadas em sementes transgênicas de milho: a tripsina bovina, a avidina e a β–

glucuronidase. Esses produtos comerciais pioneiros já eram utilizados rotineiramente 

em laboratórios de pesquisa e fazendas em todo o mundo desde 1998 (Ma et al., 

2003; Obembe et al., 2011) (tabela 3).  

 

Tabela 3: Fármacos produzidos em plantas transgênicas aprovados para 

comercialização.       

Produto 
Nome 

comercial 
Planta 

Organismo 

de origem 

Finalidade 

comercial 
Companhia 

Aprotinina AproliZean Milho Bovino Pesquisa 
ProdiGene 

(www.prodigene.com/) 

Aprotinina Apronexin Tabaco Bovino Pesquisa 

Kentucky BioProcessing, LLC 

(inicialmente produzido pela 

Large Scale Biology) 

(www.kbpllc.com/) 

Avidina 
Avidina 

recombinante 
Milho Galinha 

Pesquisa e 

diagnóstico 

ProdiGene 

(www.prodigene.com/) 

β-glucuronidase NA Milho Bactéria 
Pesquisa e 

diagnóstico 

ProdiGene 

(www.prodigene.com/) 

Tripsina TrypZean Milho Bovino Pesquisa 
ProdiGene 

(www.prodigene.com/) 

Lactoferrina NA Arroz Humano Pesquisa 
Ventria Bioscience 

(www.ventria.com/) 

Lisozima NA Arroz Humano Pesquisa 
Ventria Bioscience 

(www.ventria.com/) 

Adaptado de Spök & Karner, 2008. 

 

1.8) Expressão de biofármacos recombinantes nas sementes de 
plantas transgênicas. 

  

Há basicamente três estratégias para a produção de proteínas recombinantes 

em sistemas vegetais: 1) a utilização de cultura de células vegetais equivalentes às 

suspensões de células de mamíferos, insetos e microbianas; 2) a expressão transiente 

de transgenes em tecidos de plantas cujas células somáticas tenham sido 

temporariamente transformadas por agroinjeção ou infecção viral, e 3) a obtenção de 

plantas transgênicas completas cujo genoma nuclear, mitocondrial ou cloroplasmático 

tenha sido geneticamente transformado (Kawakatsu & Takaiwa, 2010). 

A transformação estável do genoma nuclear de plantas completas é a 

estratégia mais utilizada para a produção de fármacos recombinantes, além de ser 

aplicável a uma grande variedade de espécies vegetais: de cereais a leguminosas, 

incluindo folhosas, oleaginosas e fruteiras. Esse método preconiza a integração 
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estável de transgenes no genoma da planta hospedeira e permite a síntese contínua 

da proteína recombinante como uma característica fenotípica herdável, seja ela de 

maneira generalizada ou localizada em um órgão vegetal específico (Vianna et al., 

2011a). 

Apesar da baixa ocorrência de plantas quiméricas (indivíduos que 

compartilham tecidos transgênicos e não transgênicos originados da regeneração de 

ramos independentes a partir de células germinativas transformadas e não-

transformadas), obtidas via escapes na seleção in vitro, as plantas cujo genoma foi 

estavelmente transformado podem ser cultivadas repetidamente em casa de 

vegetação ou no campo, a fim de gerar linhagens homozigotas a serem cruzadas com 

outras cultivares em programas de melhoramento genético (Lee & Natesan, 2006).  

Independentemente da classe do biorreator escolhido, os maiores desafios 

enfrentados pela produção de fármacos em sistemas vegetais são os usualmente 

baixos níveis de expressão de proteínas recombinantes nas células transgênicas, os 

quais normalmente variam de 0,001 a 1% em relação às proteínas solúveis totais 

(PSTs) presentes nesse ambiente. Esses índices estão geralmente relacionados a 

baixos níveis de transcrição dos transgenes e/ou à alta instabilidade pós-traducional 

das proteínas recombinantes no citosol de células transgênicas (Tremblay et al., 

2010). 

A escolha da espécie vegetal destinada à produção de fármacos e proteínas 

industriais representa um dos mais importantes critérios visando ao sucesso da 

estratégia molecular de expressão gênica adotada. Particularidades genômicas, 

bioquímicas, fisiológicas e até mesmo morfológicas, inerentes a cada espécie, 

exercem influência crucial em inúmeros fatores, tais como o rendimento de obtenção 

de proteínas recombinantes, a capacidade de promoção de modificações pós-

traducionais em proteínas complexas, a estabilidade protéica a nível estrutural e o 

custo final de produção. 

A tabela 4 ilustra as propriedades e peculiaridades das principais espécies 

vegetais utilizadas como biorreatores de proteínas recombinantes para os setores 

farmacêutico e industrial. 
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Tabela 4: Plantas utilizadas como veículos de expressão de biofármacos. 

Espécie Vantagens Desvantagens 

Plantas modelo 

Arabidopsis 

Alta disponibilidade de mutantes, 

acessibilidade genética e 

facilidade de transformação 

Inútil para produção comercial 

(baixa biomassa) 

Plantas simples 

Physcomitrella patens (Hedw.) 

Bruch & Schimp., 

Chlamydomonas reinhardtii 

Lemna 

Facilidade de cultivo sob 

contenção, propagação clona 

facilitada, permite a secreção em 

meio de cultura, apresenta  

capacidade de recombinação 

homóloga em Physcomitrella 

Dificuldades de escalonamento 

de produção 

Folhosas 

Tabaco 

Alta produção de biomassa, 

tecnologia de  transformação e 

expressão estabelecida,  rápido 

escalonamento, não utilizado 

para alimentação humana e de 

outros animais 

Baixa estabilidade protéica pós-

colheita, presença de alcaloides 

Alfafa e trevo 

Alta produção de biomassa, úteis 

para vacinação animal, 

propagação clonal, adição de N-

glicanos homogênea (alfalfa) 

Baixa estabilidade protéica pós-

colheita, presença de ácido 

oxálico 

Alface 

Alta produção de biomassa, 

comestível, útil para a vacinação 

humana 

Baixa estabilidade protéica pós-

colheita 

Cereais 

Milho e arroz 

Alta estabilidade protéica durante 

o armazenamento, alta produção 

de biomassa, facilidade de 

transformação e de manipulação 

 

Trigo e cevada 
Alta estabilidade protéica durante 

o armazenamento 

Baixos níveis de produção, 

dificuldades de transformação e 

manipulação 

Legumes 

Soja 

 

 Biomassa abundante, 

possibilidade de expressão no 

tegumento das sementes 

 

Alta concentração protéica nas 

sementes - alta relação biomassa 

de sementes/custo de produção  

Baixos níveis de expressão 
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Ervilha e guandú 
Alta concentração protéica nas 

sementes 
Baixos níveis de expressão 

Frutas e Tubérculos 

Batata e cenoura 

Comestíveis, alta estabilidade 

protéica em tecidos de 

armazenamento 

Necessidade de cocção 

Tomate 

Comestível, passível de 

contenção em casas de 

vegetação 

Cultivo caro,necessita ser 

refrigerado após a colheita 

Oleaginosas 

Canola e camelina 

Plataforma de fusão à proteína 

Oleosina, sistema de brotação 

desenvolvido 

Baixos níveis de produção 

Adaptado de Fischer et al., 2004. 

 

Como a obtenção de custos de produção competitivos e a capacidade de 

biossíntese em larga escala são as características mais importantes relacionadas ao 

desenvolvimento de produtos biotecnológicos vegetais, o aumento do nível de 

expressão recombinante em plantas transgênicas é a estratégia mais empregada para 

se atingir níveis comerciais de produção (Streatfield, 2007; Desai et al., 2010). 

Os níveis de expressão de transgenes integrados aos cromossomos das 

plantas estão diretamente relacionados, dentre outros fatores, à eficiência 

transcricional modulada por seqüências regulatórias presentes no cassete de 

expressão plasmidial (Vianna et al., 2011a). 

Promotores eucarióticos eficientes são aqueles que proporcionam altos níveis 

de produção de mRNAs em função  de sua seqüência nucleotídica ser portadora de 

sítios específicos de fácil acoplamento de sinais e fatores de transcrição e do 

complexo da RNA polimerase II.  Além desses elementos genéticos, os promotores 

“fortes” apresentam a modulação facilitada de elementos repressores próximos dos 

sítios de início de transcrição, os quais podes ser desligados da cromatina para 

facilitar a ativação transcricional (Ow et al., 1987; Desai et al., 2010; Tremblay et al., 

2010). 

Dentre os promotores “fortes”, os constitutivos são aqueles que permitem a 

expressão generalizada de transgenes em todos os tecidos das plantas transgênicas e 

são rotineiramente empregados em estratégias de produção de fármacos 

recombinantes, principalmente quando os alvos são as folhas. 

Os promotores constitutivos fortes mais amplamente utilizados para a 

expressão heteróloga em dicotiledôneas são o CaMV 19S e 35S, derivados dos 

transcritos 19S e 35S do cauliflower mosaic vírus (CaMV). Em monocotiledôneas o 
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promotor da ubiquitina 1 de milho (ubi-1) também é bastante popular e eficiente para a 

expressão de proteínas heterólogas em folhas de cereais (Twyman et al., 2003). 

Os terminadores amplamente utilizados incluem o 35S CaMV e o dos genes 

nos e ssu, respectivamente de Agrobacterium tumefaciens e de ervilha (Pisum 

sativum) (Ma et al., 2003).        

Apesar de as espécies folhosas apresentarem valores de biomassa 

consideravelmente altos, proteínas recombinantes acumuladas nas folhas são mais 

suscetíveis à degradação mediada pela atividade proteolítica endógena de hidrolases 

e pelo ambiente foliar instável, relacionado à presença de compostos fenólicos 

naturalmente encontrados nos tecidos verdes. Esses fatores podem reduzir 

drasticamente os níveis finais de acúmulo de fármacos recombinantes e prejudicar sua 

purificação durante o processamento do material cru (Stöger et al., 2005). 

A fim de minimizar o problema de degradação, as folhas de plantas 

transgênicas, nessas circunstâncias, devem ser congeladas ou rapidamente 

desidratadas imediatamente após a colheita e antes de sofrer qualquer processamento 

padrão. Além disso, a expressão recombinante constitutiva em plantas inclui a 

presença de proteínas recombinantes no pólen e nas raízes, o que pode levar a 

questionamentos relacionados à biossegurança, especialmente se a planta for 

alógama (de polinização aberta) e cultivada no campo (Commandeur et al., 2003; 

Stöger et al., 2005; Lee & Natesan, 2006). 

Uma das maiores vantagens da expressão recombinante em plantas 

transgênicas é o fato de que, em contraste com as folhas, a produção de fármacos 

pode ser restrita a órgãos vegetais que naturalmente acumulam grandes quantidades 

de proteínas nativas, tais como tubérculos e, em especial, as sementes. 

A expressão de proteínas heterólogas especificamente em sementes implica 

em uma série de particularidades naturalmente proporcionadas por esses órgãos, 

notadamente no que diz respeito ao aumento da estabilidade pós-traducional. 

As sementes proporcionam não apenas um ambiente bioquímico apropriado, 

desprovido de compostos fenólicos e com baixa concentração de hidrolases, como 

também apresentam tecidos especializados para o acúmulo protéico altamente estável 

— mesmo à temperatura ambiente — o que reduz a necessidade de condições 

especiais de armazenamento (Leite et al., 2000). 

Além disso, como os custos de processamento e purificação são inversamente 

proporcionais à concentração do produto no tecido de armazenamento, o acúmulo de 

altos níveis de proteínas recombinantes em um volume reduzido propicia uma 

diminuição significativa dos custos de produção de biofármacos recombinantes (Stöger 

et al., 2002). Como conseqüência dessas duas características, a produção agronômica 
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de sementes transgênicas e o processo de purificação de fármacos recombinantes 

podem ser descontínuos e o produto final ser disponibilizado para a comercialização 

em função da demanda da indústria (Gleba et al., 2005). 

O acúmulo de proteínas heterólogas apenas nas sementes ajuda também a 

reduzir a possibilidade de toxidez potencial do polipeptídeo à planta (Kusnadi et al., 

1997).    

Para restringir a expressão de transgenes às sementes é necessário o 

emprego de promotores tecido-específicos bem caracterizados e que possibilitem altos 

níveis de atividade transcricional. A adoção dessa estratégia pode refletir em 

aumentos reais na concentração final de proteínas recombinantes acumuladas nas 

sementes. 

Diversos promotores tecido-específicos já foram extensamente caracterizados 

tanto do ponto de vista estrutural quanto funcional. Alguns bastante utilizados em 

estratégias moleculares de expressão gênica são os que controlam a expressão de 

uma zeína de sementes de milho, da glutenina de trigo, da glutelina de arroz e de 

proteínas de semente de ervilhas (Ma et al., 2003). 

A restrição da expressão de anticorpos nas sementes de cereais, por exemplo, 

proporcionou o acúmulo estável dessas imunoglobulinas, sem perda de função, 

mesmo sob condições adversas de armazenamento por pelo menos três anos (Stöger 

et al., 2000). 

As sementes de outros cereais, como a cevada, também se mostraram bons 

candidatos para acumular altos níveis de proteínas recombinantes, como a enzima 

(1,3-1,4)-β-glucanase (Horvath et al., 2000). 

Diversas dicotiledôneas já foram testadas quanto à sua capacidade de 

acumular fármacos complexos nas sementes. Um anticorpo modificado e um antígeno 

do Human cytomegalovirus (HCMV), por exemplo, já foram abundantemente 

expressos em sementes de plantas transgênicas de tabaco (Fiedler & Conrad, 1995; 

Tackaberry et al., 1999).  

Um caso interessante que ilustra a possibilidade de incremento dos níveis de 

acúmulo de fármacos recombinantes mediante o aumento da estabilidade pós-

traducional proporcionado pelas sementes foi experimentado por Jaeger e 

colaboradores (2002), que acumularam 36 vezes mais um fragmento de anticorpo 

monoclonal em sementes de Arabidopsis thaliana (quando da utilização de um 

promotor tecido-específico de sementes de feijão) do que sob controle do promotor 

constitutivo 35S do CaMV. 
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1.9) O promotor tecido-específico da γ-kafirina de sorgo. 
 

A γ-kafirina é uma proteína de reserva de 212 aminoácidos (22 kDa) 

abundantemente expressa em sementes de sorgo (Sorghum bicolor). Esse 

polipeptídeo possui um alto grau de conservação de domínios de aminoácidos quando 

comparado com outras proteínas de reserva de monocotiledôneas, como as  γ-

prolaminas de milho e de Coix (Coix lacrima-jobi L.) (de Freitas et al., 1994), além de 

compartilhar a função e o padrão de expressão espacial e temporal com essas 

mesmas proteínas. Isso sugere que os genes homólogos codificadores dessas 

proteínas sofreram desenvolvimento hortólogo quando da especiação dessas 

gramíneas, sendo originados por diferenciação vertical de um gene oriundo de um 

ancestral comum. 

O promotor do gene que codifica a γ-kafirina possui 494 pares de base (pb) e 

foi estruturalmente caracterizado por de Freitas e colaboradores (1994). Ele apresenta 

diversas seqüências regulatórias putativas presentes na extremidade proximal 5` e 2 

motivos do tipo TGATC nas posições -192 e -476 pb em relação ao sítio de início da 

transcrição. Essas regiões são sítios de reconhecimento e acoplamento de fatores de 

transcrição do tipo GCN4, recrutados como reguladores primários da resposta 

transcricional à privação de aminoácidos, fenômeno comum em plântulas sem 

atividade fotossintética que precisam mobilizar proteínas de reserva para a nutrição do 

embrião (Mishra et al., 2008).  

Além dos fatores de transcrição GCN4, possíveis outros elementos que atuam 

em cis em relação ao promotor, dentre eles uma “prolamine box” e os conhecidos 

TATA e CATC boxes localizados a partir da região proximal -285 pb, estão 

relacionados à modulação da expressão espacial do gene da γ-kafirina e do gene 

reporter gus em sementes de milho, Coix e sorgo, enquanto elementos responsáveis 

pela intensidade da expressão se espalham ao longo do restante do promotor (de 

Freitas et al., 1994) (figura 1). 
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Figura 1: Seqüência do promotor tecido-específico da γ-kafirina de sorgo. As caixas coloridas 

indicam os sítios de ancoramento dos elementos genéticos envolvidos com o início da 

atividade transcricional relacionada ao promotor. 

  

A expressão gênica regulada pelo promotor da γ-kafirina não foi detectável no 

caule e nas folhas de sorgo e de plantas transgênicas de tabaco expressando o gene 

gus, mas foi perceptível no embrião e no endosperma de sementes em formação, 

especialmente na região do mesocótilo dessas duas plantas, entre 10 e 20 dias após a 

polinização (DeRose et al., 1996; Mishra et al., 2008). 

Um anticorpo marcador de tumores de mama foi estavelmente expresso em 

sementes de tabaco transgênico a partir da integração de um cassete de expressão 

contendo sua seqüência codante de 746 pb, correspondente à seqüência codante da 

porção variável das cadeias leve e pesada da imunoglobulina fusionada ao promotor 

da γ-kafirina. 

Uma estratégia molecular envolvendo a utilização do promotor da γ-kafirina 

também foi eficiente para expressar o hGH e a pró-insulina humana em sementes 

transgênicas de tabaco e de milho respectivamente (Leite et al., 2000; de Lucca, 

2003). O nível de expressão do hGH recombinante chegou a atingir  0,16% PST nas 

sementes, e a proteína apresentou a mesma seqüência primária e função de ligação a 

sítios de receptores celulares quando comparada à molécula nativa (Leite et al., 2000). 

 

1.10) O promotor tecido-específico e o peptídeo sinal da β-
conglicinina de soja.  

 

A proteína β-conglicinina, juntamente com as glicininas, é a globulina mais 

abundante dentre as proteínas presentes nas sementes de soja (correspondendo 

entre 24,7 e 45,3% de todo o conteúdo protéico do grão). Essa proteína de reserva 

pertence à família das globulinas 7S e compartilha domínios estruturais e 

processamento pós-traducional aos das glutelinas de arroz (Katsube et al., 1999). Sua 
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função fisiológica primordial é nutrir o embrião nos estágios iniciais de germinação da 

semente, quando a atividade fotossintética ainda não foi propriamente estabelecida. 

A β-conglicinina é uma proteína oligomérica de aproximadamente 156 kDa, 

dotada de três subunidades distintas: as porções α e α`(cada uma com 57 kDa) e β 

(com 42 kDa). Ela é montada e dobrada na forma de trímeros no Retículo 

Endoplasmático, e acumulada nos vacúolos de estocagem de proteínas presentes nos 

cotilédones das sementes (Wadahama et al., 2012). 

O estabelecimento de diferentes pontes de hidrogênio e de interações 

hidrofóbicas entre as subunidades podem levar à formação de trímeros com até seis 

combinações de subunidades diferentes. Além disso, uma ligação de dissulfeto 

normalmente é estabelecida entre as subunidades α e α` de diferentes trímeros, algo 

que ocorre em aproximadamente metade das moléculas da população de β-

conglicininas nos vacúolos. Desse processo resultam imensos agregados com massa 

superior a 720 kDa (Jung et al., 1998). 

O tamanho dos complexos das β-conglicininas depende da força iônica e do 

estado de oxi-redução do ambiente em que se encontram ambas as subunidades 

(Jung et al., 1998; Wadahama et al., 2012). 

 Todas as subunidades são sintetizadas como pró-peptídeos nos ribossomos 

do Retículo Endoplasmático Rugoso (RER) a partir de mRNAs independentes, 

codificados cada um pelo seu respectivo gene. Apesar disso, todas as subunidades 

compartilham os mesmos peptídeos-sinais N-terminais para o endereçamento para os 

vacúolos. Esses sinalizadores intracelulares são clivados de maneira co-traducional no 

lúmem do RE e, uma vez maduros e montados, os oligômeros são transportados no 

interior de vesículas secretadas pelo Golgi para os PSVs (Hofte & Chrispeels, 1992; 

Wadahama et al., 2012). 

A expressão dos genes que codificam cada subunidade segue um padrão 

tecido-específico e se encontra estritamente regulada temporalmente durante a 

embriogênese da soja (Chen et al., 1986). 

A atividade transcricional associada à expressão da subunidade α` nas 

sementes de soja é regulada por um promotor de 1156 pb e tende a ser mais rápida 

do que a das demais subunidades (em geral começa 12 dias após a polinização), 

embora não sejam detectadas diferenças significativas nos níveis de acúmulo dentre 

elas (Yamada et al., 2008; Wadahama et al., 2012). 

O promotor, por sua vez, é regulado por interações complexas entre 

seqüências ativadoras ricas em GC localizadas aproximadamente -270 pb a montante 

do sítio de início de transcrição, além de trans ativadores sintetizados durante a 

maturação dos cotilédones (Chen et al., 1986; Doyle et al., 1986; Yamada et al., 2008). 
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Pela mesma razão, a presença de quatro repetições do tipo A(A ou G)CCCA 

entre os nucleotídeos -143 pb e -257 pb também parece estar relacionada à restrição 

da  expressão apenas nas sementes de soja (Chen et al., 1986) (figura 2). 

 

Figura 2: Seqüência do promotor tecido-específico da subunidade α`da β-conglicinina de soja. 

As caixas coloridas indicam os sítios de ancoramento dos elementos genéticos envolvidos com 

o início da atividade transcricional relacionada ao promotor. 

 

A eficiência do promotor da subunidade α`da β-conglicinina já foi previamente 

demonstrada pelo acúmulo de uma delta-zeína de milho, rica em metionina, e de um 

eficiente anti-hipertensivo, denominado novoquinina, ambos em sementes de soja 

(Kim & Krishnan, 2004; Yamada et al., 2008).    

  

1.11) Sementes de soja como reatores de fármacos recombinantes. 
 

De maneira geral, plantas cujas sementes encerram altos níveis de proteínas 

endógenas tendem a apresentar uma melhor relação custo/benefício para a produção 

de fármacos recombinantes nesses órgãos. 

Dentre todos os biorreatores vegetais que utilizam sementes como veículos 

para o acúmulo estável de proteínas recombinantes, as plantas de soja, juntamente 

com as plantas de ervilha, apresentam sementes com o maior conteúdo protéico 

endógeno, capaz de atingir até 40% do seu peso seco. Esse valor é bastante superior 

quando comparado aos apresentados por outras plantas importantes, como o milho e 

o arroz (8 e 10%), e excepcionalmente alto em relação ao de folhas de tabaco (1 a 

2%) (Stöger et al., 2005; Vianna et al., 2011a).   
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 Aspectos agronômicos, econômicos e de biossegurança envolvendo a 

produção de sementes em diferentes plantas cultivadas podem ser ilustradas na 

tabela 5. 

 

Tabela 5: Propriedades agronômicas de diferentes vegetais produtores de sementes 

com potencial para funcionarem como plataformas de produção de proteínas 

recombinantes. 

Espécie 

Biomassa 

aproximada 

de sementes 

(kg/ha) 

Conteúdo 

protéico de 

sementes 

(%) 

Tipo de 

polinização 

Custo médio 

de produção 

(US$ 

dólares/ha) 

Plataforma 

comercial 

Milho 8670 10 
Polinização 

cruzada 
75 

Large Scale 

Biology Corp., 

Meristem 

Therapeutics, 

Maxygen Inc., 

ProdiGene Inc. 

Arroz 7270 8 Auto-polinização 112 
Ventria 

Biosystems Inc. 

Cevada 3100 13 Auto-polinização 98 

Ventria 

Biosystems Inc., 

ORF Genetics, 

Maltagen 

Trigo 2700 12 Auto-polinização 104  

Soja 2600 40 Auto-polinização 163 - 

Ervilha 2500 40 Auto-polinização 128 - 

Canola 1500 22 
Polinização 

cruzada 
238 

SemBioSys 

Genetics Inc. 

Cártamo 1500 25 
Polinização 

cruzada 
240 

SemBioSys 

Genetics Inc. 

Camelina 1100 25 
Polinização 

cruzada 

Não 

comercializada 
UniCrop Ltd 

Adaptado de Stöger et al., 2005. 

 

Plantas de soja não apenas são uma excelente fonte de proteínas para a 

alimentação humana e a de gado como também apresentam óleo abundante para a 

indústria de alimentos e de biodiesel, o que confere à cultura uma posição de 

destaque dentre todas as leguminosas com potencial para a exploração 

biotecnológica. 

Grandes quantidades de biomassa de soja (incluindo folhas e sementes) 

podem ser obtidas em menos de quatro meses e a custos relativamente menores do 
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que os observados para outras espécies leguminosas, como a ervilha, o feijão e o 

amendoim (Vianna et al., 2011a). 

Além disso, conforme mencionado anteriormente, o rendimento agronômico de 

plantas de soja cultivadas em casa de vegetação, sob o regime de aumento de 

fotoperíodo, pode chegar a 1000 sementes por planta, um significativo incremento na 

escala de produção que pode ser explorado pela indústria farmacêutica (Kantolic & 

Slafer, 2007; Vianna et al., 2011a) (figura 3). 

 

Figura 3: (A) Cultivo de eixos embrionários de soja em meio com o herbicida Imazapyr
® 

(Arsenal) (500 nM), uma semana após o  bombardeamento com os plasmídeos  pβcong3hGH 

(4.732 pb) e pAC 321
®
 de 8.672 pb (Cyanamid). (B) Plântulas transgênicas de soja contendo o 

gene hgh, dez dias após a germinação. (C) Plantas transgênicas adultas após quatro meses de 

cultivo sob fotoperíodo de 24 hs de iluminação diária. 
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1.12) ‘Protein targeting”: o endereçamento subcelular de moléculas 
para os vacúolos de estocagem de proteínas. 

 

A quantidade total de uma dada proteína recombinante acumulada em sistema 

vegetal é um reflexo não apenas da eficiência de sua biossíntese, mas também de seu 

nível de degradação. Desse modo, a estabilidade protéica após a tradução é um dos 

elementos cruciais para o sucesso da estratégia molecular de expressão recombinante 

(Gleba et al., 2005). 

O endereçamento para diferentes compartimentos subcelulares é uma etapa 

essencial quando se trata da obtenção de altos níveis de acúmulo de proteínas 

recombinantes. Essa prática exerce uma influência direta nas etapas de 

processamento pós-traducional das proteínas recombinantes, especialmente no que 

diz respeito ao tipo de glicosilação (Ma et al., 2003). 

As células de plantas superiores dispõem de diferentes organelas e 

compartimentos para o endereçamento subcelular, tais como o núcleo, as 

mitocôndrias, os plastídeos, os corpos de óleo e os diferentes tipos de vacúolos, além 

de contarem com o lúmem do RE ou a possibilidade de secreção para o apoplasto. 

O mecanismo molecular de endereçamento subcelular mais conhecido envolve 

o reconhecimento de peptídeos-sinais ― fragmentos de 20 a 30 aminoácidos 

presentes na extremidade N ou C-terminal da proteína-alvo ― por complexos 

específicos de RNA e proteínas, chamados “partículas de reconhecimento de sinal”, 

ou SRPs. Esses complexos híbridos se ligam temporária e especificamente a um ou 

mais aminoácidos positivamente carregados que flanqueiam o núcleo apolar do 

peptídeo-sinal à medida que a proteína nascente é processada no ribossomo. Após a 

ligação entre a proteína e o SRP, este último transporta a proteína inteira até a 

superfície de organelas membranosas, onde uma segunda proteína intermediária 

associada a poros seletivos na membrana ― denominada complexo de translocação 

ou translocon, ―  reconhece a ambos, o peptídeo-sinal e o seu SRP específico, e abre 

o poro para internalizar a proteína-alvo. Cumprida essa etapa, o SRP se desprende do 

complexo e o peptídeo-sinal é clivado, deixando a proteína-alvo no seu destino 

intracelular (Bohnsack & Schleiff, 2010). 

 Na ausência de peptídeos-sinais, a proteína sintetizada nos ribossomos livres 

se acumula no citoplasma, um ambiente geralmente instável e com alta atividade 

proteolítica, o que não é desejável para grande parte das proteínas (Obembe et al., 

2011). 

A via secretória é outro destino comum para o acúmulo efetivo de proteínas 

que requerem glicosilação para a sua atividade bioquímica. A grande maioria dos 
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processos de modificação pós-traducional ocorre no sistema endomembranar, 

incluindo o dobramento mediado por chaperonas no RE e a adição de glicanos no 

Golgi. Se nenhum peptídeo-sinal for adicionado às proteínas que são sintetizadas no 

RER elas são secretadas para o apoplasto, um espaço intermembranar que possibilita 

seu acúmulo estável por longos períodos de tempo (Ma et al., 2003; Ma et al., 2005; 

Paul et al., 2011). 

Uma estratégia rotineiramente empregada é a retenção das proteínas no 

interior do RE, capaz de aumentar sobremaneira as quantidades finais de proteínas 

recombinantes expressas em plantas. O tetrapeptídeo C-terminal H/KDEL, conforme 

mencionado anteriormente, é o mais popular sinalizador intracelular para direcionar as 

proteínas para a via secretória, causando o seu retorno ao RE a partir do Complexo de 

Golgi. O lúmem de RE é um ambiente praticamente livre de proteases e rico em 

chaperonas, o que não apenas permite altos níveis de acúmulo de proteínas como 

também previne a adição da maioria de N-glicanos indesejáveis (Obembe et al., 2011). 

As principais organelas envolvidas com o acúmulo de proteínas em células de 

sementes são os vacúolos, os sítios que representam o ponto final da via secretória 

nas plantas. Eles podem ser divididos em duas categorias principais: 1) os vacúolos 

líticos, compartimentos acídicos ricos em hidrolases, cuja função é similar a dos 

lisossomos de células de mamíferos – a degradação protéica; e 2) os vacúolos de 

estocagem de proteínas (“protein storage vacuoles” – PSVs), organelas derivadas do 

RE especializadas na estocagem de grandes quantidades de proteínas de reserva 

usadas na germinação das sementes (Jolliffe et al., 2005). 

Quando o objetivo da estratégia de expressão recombinante é a maximização 

da quantidade final da proteína de interesse em função da estabilidade após a 

tradução, os PSVs cotiledonares são os locais preferenciais para o endereçamento 

subcelular. Essas cisternas ocupam um grande volume celular e propiciam um 

ambiente pouco oxidativo, que abriga uma alta concentração de inibidores de 

proteases e, ao mesmo tempo, é pobre em aminopeptidases (Jolliffe et al., 2005; 

Cunha et al., 2011a; Cunha et al., 2011b; Vianna et al., 2011a). 

 

1.13) O peptídeo-sinal de α-coixina. 
 

A α-coixina (22 kDa) é uma das proteínas de reserva mais abundantes de 

sementes da poácea Coix (lacrima-jobi). Ela é endereçada para os PSVs de sementes 

dessa planta mediante a modulação de seu peptídeo-sinal N-terminal característico, 

codificado por uma seqüência de 62 pb (Ottoboni et al., 1993). 
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A produção restrita de proteínas recombinantes nos PSVs de sementes de 

cereais e de dicotiledôneas com o peptídeo-sinal de C. jobi vem sendo avaliada, desde 

a década de 1990, pelo Laboratório de Genética de Plantas do Centro de Biologia 

Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da Universidade Estadual de Campinas 

(Unicamp). 

Diferentes cassetes de expressão contendo o peptídeo-sinal foram testados 

para expressar proteínas como o hormônio de crescimento e a pró-insulina humanos 

― acumulados em sementes transgênicas de tabaco e de milho (Leite et al., 2000; De 

Lucca, 2003) ― além de um fragmento simples de anticorpo anti-câncer de mama e a 

enzima β-glucuronidase, também expressos em sementes de tabaco (Cançado, 2002; 

DeRose et al., 1996). 

Assim como o peptídeo-sinal da β-conglicinina de soja, o da α-coixina de Coix 

também é um sinal de endereçamento molecular promissor para a obtenção do 

acúmulo prolongado e estável de fármacos nos PSVs de sementes. 

Nos últimos dez anos, diversas proteínas com variadas estruturas e pesos 

moleculares foram acumuladas estavelmente nos PSVs de sementes de soja pelo 

grupo do LTG II. Os promotores tecido-específicos da γ-kafirina e da subunidade α`da 

β-conglicinina, em associação com o peptídeo-sinal da  α-coixina, possibilitaram níveis 

de expressão da ordem de 2,9% PST para o hormônio do crescimento humano (hGH). 

Além dele, essa estratégia possibilitou a expressão da proinsulina humana (Cunha et 

al., 2011a); do fator de coagulação IX humano – FIX – (0,23% PST) (Cunha et al., 

2011b); dos fragmentos de anticorpos monoclonais scFvDIR83D4 e anti-CD18, 

respectivamente contra câncer de mama (0,93% PST) e anti-reperfusão pós-

isquêmica; dos microbicidas anti-HIV Cyanovirin-N (CV-N) (nas suas formas nativa e 

mutada), Grifithsin (GRFT) e Scitovirin (SV-N), e também dos antígenos para 

imunoterapia  contra diversos tipos de câncer: CTAG, GAGE e PLAC (Vianna et al., 

2011a). 

Alguns desses fármacos recombinantes foram localizados nos PSVs de 

sementes transgênicas após sete anos de estocagem à temperatura ambiente, um 

período de tempo até então inédito, e demonstraram pouca ou nenhuma degradação 

estrutural, além da função biológica de alguns deles - notadamente o hGH, o FIX e o 

microbicida CV-N – ter sido detectada (Cunha et al., 2011a; Cunha et al., 2011b; 

Cunha et al., 2011c). 
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2) HIPÓTESE 
 

Plantas de soja podem vir a funcionar como veículos eficientes para a 

expressão e o acúmulo estável de fármacos de importância econômica e social nas 

sementes? 

 

3) JUSTIFICATIVAS 
  

A importância da estratégia empregada é justificada quando se avalia o papel 

terapêutico e o potencial econômico encerrados nos biofármacos recombinantes 

estudados nos próximos capítulos. Doenças como o diabetes mellitus, o nanismo e a 

hemofilia B exercem impactos econômicos e sociais de grande magnitude em todos os 

setores da sociedade brasileira. 

 A possibilidade do desenvolvimento, no longo prazo, de linhagens-elite 

inseridas num contexto de funcionamento como plataformas de produção comercial 

dessas moléculas ― utilizando as mais variadas combinações de promotores tecido-

específicos e peptídeos-sinais ― necessita primeiramente de estudos preliminares 

que atestem a viabilidade de diferentes seqüências regulatórias e de estratégias que 

permitam a expressão estável de fármacos funcionais, além de protocolos eficientes 

para a purificação e caracterização estrutural de cada uma das proteínas mencionadas 

em nano escala. 

Além disso, o desenvolvimento de alternativas terapêuticas eficientes e de 

custo mais reduzido serão cruciais para o aumento da sobrevivência e da qualidade de 

vida dos pacientes num futuro próximo. 

O grupo do LTG II do Cenargen possui larga experiência no desenvolvimento e 

no aperfeiçoamento de processos e produtos biotecnológicos envolvendo a tecnologia 

do DNA recombinante, notadamente na esfera agrícola. Seus pesquisadores foram 

pioneiros na elaboração e no aprimoramento de protocolos de transformação genética 

de diferentes espécies de relevância agrícola, além do desenvolvimento dos primeiros 

produtos comerciais da biotecnologia vegetal no Brasil. 

Nos últimos dez anos, o grupo vem ocupando lugar de destaque na área de 

“Molecular Farming”, publicando resultados relevantes acerca da obtenção de 

linhagens transgênicas de soja produtoras de fármacos recombinantes e no 

aperfeiçoamento da estratégia de direcionamento da expressão gênica para as 

sementes. 

Outro foco de pesquisa recente do grupo é o aperfeiçoamento de protocolos 

para a análise proteômica em nano escala de sementes transgênicas e convencionais, 



36 

 

em que o perfil de expressão de transgenes e sua influência na expressão gênica 

global, em uma única semente, podem ser caracterizados a partir de apenas um 

pedaço do cotilédone, preservando o embrião. 

Esses avanços mencionados já estão sendo empregados - os exemplos a 

seguir atestam essa afirmação - e serão fundamentais para a obtenção de PMPs 

eficientes, seguros e mais baratos. 

   

4) OBJETIVOS 
 

4.1) Objetivo geral. 
 

O objetivo principal do presente trabalho foi expressar a pró-insulina humana, o 

hGH e o FIX da coagulação sangüínea humana em sementes de plantas transgênicas 

de soja. 

 

4.2) Objetivos específicos. 
 

Os objetivos específicos podem ser listados como: 

Avaliar os níveis de expressão dessas proteínas nas sementes, proporcionados 

pelos cassetes de expressão contendo o promotor da γ-kafirina e da subunidade α`da 

β-congicinina. 

Estudar a modulação temporal e avaliar a estabilidade das proteínas 

recombinantes nas sementes após o armazenamento. 

Caracterizar, do ponto de vista subcelular, a compartimentalização dos 

polipeptídeos nos PSVs e avaliar a eficiência da estratégia de ndereçamento 

subcelular proporcionada pelos peptídeo-sinais de α-coixina e da subunidade α`da β-

conglicinina. 

Caracterizar a estrutura primária N-terminal dos fármacos citados e avaliar as 

proteínas recombinantes em função de sua atividade biológica. 
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Capítulo 2 
 

O endereçamento subcelular da pró-insulina humana 
para os vacúolos de estocagem de proteínas de 

sementes de soja 
 

1) INTRODUÇÃO 
 

A insulina humana é a proteína responsável pela mediação da absorção de 

glicose através da ativação de receptores do açúcar presentes na membrana 

plasmática de hepatócitos e de células musculares. Essas células são capazes de 

captar moléculas de glicose excedentes na corrente sangüínea para serem estocadas 

como uma molécula maior e mais complexa, o glicogênio (Goldman et al., 1979).  

O hormônio é pequeno, composto por apenas 51 aminoácidos e com um peso 

molecular de 5,8 kDa, e é secretado como um precursor de 86 aminoácidos pelas 

células Beta das ilhotas de Langerhans do pâncreas. 

A pró-insulina humana ― como o pró-hormônio é chamado ― possui uma 

cadeia polipeptídica simples de 8 kDa e ponto isoelétrico de 5,8. A estrutura completa 

é estabilizada por três ligações de dissulfeto e organizada em três segmentos 

distintos: o peptídeo C e as cadeias A e B. O (Cunha, 2008). 

O processamento pós-traducional que resulta na liberação do hormônio ativo é 

catalizado por duas endoproteases, PC1 e PC2, que promovem clivagens nas 

terminações carboxila dos aminoácidos Arg 32 e Arg 65 da cadeia polipeptídica. O 

resultado final dessa fragmentação é a separação do hormônio maduro do seu 

peptídeo conector (Steiner et al., 1996). 

A remoção expõe dois pares de aminoácidos básicos nas novas extremidades 

das cadeias A e B, os quais são posteriormente removidos pela ação de 

carboxipeptidases adicionais, resultando na produção da a insulina madura (Kaufmann 

et al., 1997) 

A insulina humana possui enorme importância médica, uma vez que é utilizada 

para o tratamento do diabetes mellitus, uma doença metabólica causada pela 

deficiência de secreção de insulina, da ação ineficiente do hormônio na corrente 

sanguínea, ou de ambos. A conseqüência direta da doença é a hiperglicemia ― 

excesso de glicose no sangue ― que pode comprometer o sistema circulatório, causar 

deficiência renal, retinopatia e, em casos mais agudos, levar à cegueira e a lesões 

ulceronas nos pés e mãos entre outras complicações (International Diabetes 

Federation- IDF, 2011, http://www.diabetesatlas.org/2011).  

http://www.diabetesatlas.org/
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O diabetes mellitus possui duas variantes crônicas. O tipo 1 é causado pelo 

ataque auto-imune das células T do sistema imunológico sobre as células Beta do 

pâncreas, levando à sua inativação. A conseqüência direta desse ataque é a 

deficiência da síntese e da secreção de insulina (Rother, 2007). 

O tipo 2 ocorre em função de disfunções dos receptores presentes na 

membrana celular das células-alvo nos músculos e no fígado, as quais podem resultar 

em redução da sensibilidade celular à ação da insulina ou ao desenvolvimento gradual 

de resistência á ação do hormônio (Zimmet et al., 2001). 

Apenas pacientes com o segundo tipo de diabetes mellitus podem ser curados, 

através de intervenção cirúrgica. Desse modo, o tratamento e o acompanhamento 

médico da doença são fundamentais para controlar os níveis de glicose no sangue e 

aumentar a qualidade de vida dos pacientes. O tipo 1 pode ser tratado com a 

administração de insulina exógena complementada com uma série de 

recomendações, tais  como dieta controlada, suplementação de drogas orais que 

diminuam a mobilização de glicose a partir de glicogênio hepático, a prática de 

exercícios físicos regulares e a injeção de insulina quando a eficácia de medicação 

oral é reduzida (Adler & Turner, 1999; Cunha, 2008). 

Essa patologia é de grande importância social e econômica, uma vez que afeta 

cerca de 151 milhões de pessoas adultas em todo o mundo (4,6% da população 

mundial), 13,3 milhões só na América Latina, com a previsão de aumento de 

incidência da ordem de 148% até 2030 na mesma região (International Diabetes 

Federation- IDF, 2011, http://www.diabetesatlas.org/2011). 

Sintomaticamente, apenas a partir da primeira metade da década de 20 do 

século passado, a insulina destinada ao tratamento do diabetes começou a ser 

purificada a partir do pâncreas de suínos e bovinos. A proteína apresentava baixa 

estabilidade, razoável similaridade com a molécula humana e era um carreador em 

potencial de contaminantes patogênicos, principalmente vírus de mamíferos (Patlak, 

2002). 

Somente em 1979, portanto quase sessenta anos depois das primeiras 

tentativas de purificação, numerosos esforços para a produção da insulina humana 

recombinante em sistemas heterólogos surtiram efeito quando, em 1978, um grupo de 

cientistas liderado por David Goeddel, da empresa de biotecnologia Genentech 

(fundada por dois dos três “pais” da engenharia genética: Herb Boyer e Stanley 

Cohen) e do City of Hope National Medical Center na Califórnia,  conseguiu obter 

quantidades razoáveis da molécula recombinante, produzida em células transgênicas 

de E.coli contendo a seqüência nucleotídica codificadora do hormônio humano 

integrada ao seu genoma (Goeddel et al., 1979). 

http://www.diabetesatlas.org/
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Em 1982, foi concedida a liberação da insulina humana recombinante –

chamada Humulin® - pelo FDA (Food and Drug Administration, http://www.fda.gov/), 

visando sua administração regular em pacientes diabéticos americanos. 

Desde então, se intensificaram as pesquisas para o desenvolvimento de 

drogas recombinantes mais potentes e eficazes, o que levou ao desenvolvimento de 

diversos produtos alternativos altamente eficientes, como a Humalog® (Lilly), a Lantus® 

(Aventis) e a Levemir® (Novo Nordisk); além de outros sistemas de administração 

complementares às injeções subcutâneas, tais como as bombas de hormônio e as 

insulinas inaláveis Exubera® (Pfizer) e AERx iDMS® (Novo Nordisk). 

Com a ampla concorrência estabelecida dentro e fora dos EUA, e o aumento 

significativo da oferta de insulina recombinante no mercado, os preços pagos pelos 

consumidores, nos vinte anos subseqüentes ao feito da Genentech, caíram 

drasticamente em todo o mundo (Kusnadi et al., 1997; Demain & Vaishnav, 2009).  

Diversos artigos relatando a produção recombinante aperfeiçoada dessa 

proteína em bactéria e em outros organismos transgênicos já foram publicados. O 

problema relacionado à formação de corpúsculos de inclusão bacterianos – agregados 

protéicos pouco solúveis – quando da expressão maciça de fármacos nessas células, 

por exemplo, foi contornado com a utilização de um sistema de expressão da pró-

insulina fusionada a uma cauda “his-tag” N-terminal, a qual auxiliou o processo de 

purificação do hormônio (Nilsson et al., 1996; Shi et al., 2006).  

O primeiro exemplo de expressão recombinante da pró-insulina humana em 

sistemas eucarióticos foi realizado por Kjeldsen e colaboradores (1999), os quais 

utilizaram células de Pichia pastoris e Saccharomyces cerevisiae para secretar o 

hormônio ativo em meio de cultura. 

 A pró-insulina humana também já foi expressa em plantas superiores. 

Sementes transgênicas de tabaco e milho foram utilizadas para acumular o pró-

hormônio em níveis compatíveis com os habitualmente observados por biorreatores 

vegetais (De Lucca, 2003). O pró-hormônio ativo também foi expresso como uma 

proteína de fusão com a proteína oleosina em sementes transgênicas de Arabidopsis 

thaliana, num mecanismo engenhoso para a purificação facilitada de frações bioativas 

da molécula recombinante (Nykiforuk et al., 2006). 

Animais transgênicos, como carpas (Cirrhinus molitorella) (Zhang et al., 2006) e 

o salmão (Salmo salar) (Wilkinson et al., 2004), também já foram utilizados como 

reatores eficientes do pró-hormônio (Pennisi et al., 2006). 

O desenvolvimento de uma plataforma eficiente para a produção da pró-

insulina humana, baseada na compartimentalização do hormônio nos PSVs de 

sementes transgênicas, possui um grande potencial para reduzir os riscos de 

http://en.wikipedia.org/wiki/Eli_Lilly_and_Company
http://en.wikipedia.org/wiki/Sanofi_Aventis
http://en.wikipedia.org/wiki/Levemir
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contaminação de pacientes diabéticos com príons e patógenos, além de 

potencialmente reduzir os custos de produção do fármaco. 

Neste trabalho foi utilizado um cassete de expressão contendo a seqüência 

codificadora da pró-insulina humana sob o controle de expressão do promotor tecido-

específico da γ-kafirina de sorgo e do peptídeo-sinal da α-coixina de Coix. O 

plasmídeo pRT-GK-PSC-PIh (4.528 pb), que contém o cassete de expressão 

mencionado, foi introduzido no genoma de plantas de soja via biobalística com o 

objetivo de levar ao acúmulo estável do pró-hormônio nos PSVs de sementes 

transgênicas. 

 

2) MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1) Construção do vetor pRT-GK-PSC-PIh e obtenção do fragmento 
contendo o gene ahas. 

 

Para a construção do vetor de expressão da pró-insulina humana, um 

fragmento de 483 pb contendo a seqüência codante da proteína e do peptídeo-sinal de 

α-coixina foi retirado do vetor pRT- PSC-próINS (4.732 pb), com as enzimas NcoI e 

BamHI, e inserido no vetor pRT-GK (4.045 pb) previamente digerido com as mesmas 

enzimas, nos sítios presentes no múltiplo sítio de clonagem, entre o promotor tecido-

específico da γ-kafirina e o terminador 35S do vírus do mosaico da couve-flor 

(35SCaMV), gerando o vetor pRT-GK-PSC-PIh de 4.528 pb (figura 1). 
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Figura 1: Representação esquemática da construção do plasmídeo pRT-GK-PSC-PIh (4.528 

pb). 

 Com o objetivo de ser utilizado como gene marcador de seleção, o fragmento 

ahas (6159 pb) foi retirado do vetor pAC 321® de 8.672 pb (Cyanamid) pela digestão 

com PvuII nas posições 530 e 6.689 pb, liberando o cassete contendo o promotor 

ahas, o gene ahas e o terminador ahas, o qual foi utilizado num sistema de co-

transformação com o plasmídeo pRT-GK-PSC-PIh  numa freqüência de 1:1 (figura 2). 

 

 

Figura 2: Representação esquemática dos cassetes de expressão do plasmídeo pRT-GK-

PSC-PIh e do fragmento ahas utilizados nos experimentos de bombardeamento de embriões 
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de soja. A seqüência codificadora da pró-insulina fusionada ao peptídeo-sinal da  α-coixina está 

sob controle do promotor da γ-kafirina e da região 3`do terminador CaMV. A expressão do 

gene ahas é modulada pelo promotor e pelo terminador ahas de Arabidopsis thaliana. 

 

2.2) Transformação de soja. 
 

2.2.1) Desinfestação de sementes e preparo do material vegetal. 
 

Sementes maduras da cultivar Conquista foram superficialmente desinfestadas 

em etanol 70% por 1 minuto, seguidas por imersão em 1% de hipoclorito de sódio por 

20 minutos e lavadas três vezes em água destilada estéril, permanecendo nessas 

condições por 16 a 18 horas.  

Os eixos embrionários foram removidos das sementes e seus meristemas 

apicais expostos pela remoção dos primórdios foliares. Os eixos embrionários foram 

então posicionados em placas de cultura de 5 cm de diâmetro contendo 12 mL de 

meio de bombardeamento [meio basal de sais MS (Murashige & Skoog, 1962), 3% de 

sacarose e 0,8% fitagel Sigma, pH 5,7], com a região apical direcionada para cima.  

 

2.2.2) Bombardeamento. 
 

O bombardeamento dos eixos embrionários com o vetor plasmidial pRT-GK-

PSC-PIh e o fragmento ahas foi conduzido como previamente descrito por Rech e 

colaboradores (2008).  

 

2.2.3) Indução de multibrotação. 
 

A multibrotação dos meristemas apicais dos eixos embrionário bombardeados 

foi induzida pela transferência e completa imersão dos mesmos em placa de vidro de 

10 cm de diâmetro contendo 15 mL de meio de indução [meio basal de sais MS, 

suplementado com 10,0 mg/L benzilaminopurina (BAP), 3% de sacarose e 0,6% ágar 

Sigma, pH 5,7], imediatamente após o bombardeamento. 

 Após a transferência, os embriões foram acondicionados no escuro, a 28ºC, 

por 16 horas. 

 

2.2.4) Seleção dos explantes.  
 

Após o período de indução, os explantes foram transferidos para um frasco de 

vidro do tipo “baby food” contendo 20 mL do meio de seleção (MS meio basal de sais, 



43 

 

3% de sacarose, 500 nM do herbicida Imazapyr® (Arsenal) e 0,7% de ágar Sigma, pH 

5,7) e cultivados a 28ºC sob um fotoperíodo de 16 horas (50 μmoles m -2  s-1).  

A partir do momento em que o sistema radicular dos explantes encontrou-se 

plenamente desenvolvido (depois de cerca de 30 dias), os mesmos foram 

individualizados em copos plásticos de 7 cm de diâmetro, contendo 0,2 dm3 de solo 

fertilizado e transferidos para casa de vegetação sob condições de 25ºC, umidade 

relativa de 80% e intensidade luminosa de 350 μmoles m -2 s-1, onde permaneceram 

protegidos por um envoltório plástico transparente na primeira semana de aclimatação. 

 Após a identificação por PCR das plantas efetivamente transformadas, as 

mesmas foram transferidas para vasos plásticos contendo 5 dm3 de solo fertilizado e 

isoladas das plantas não transformadas em outra casa de vegetação, sob condições 

propícias para a produção de sementes. 

 

2.3) Reação em cadeia da polimerase (PCR). 
 

Para a análise de PCR dos eventos potencialmente transformados (R0) e das 

progênies, o DNA das plantas selecionadas com o herbicida Imazapyr® (Arsenal) foi 

isolado de discos foliares de acordo com a metodologia de Doyle & Doye (1987), 

utilizando a solução tamponante CTAB 2X(brometo de cetil-trimetil-amônio).  

Cada reação de PCR foi realizada em volume de 25 L, contendo 10 mM Tris-

HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 160 M de cada dNTP, 200 nM de cada primer 

(pCons5 senso CCCTCGTACGCCTATGCAC e pCons3 antisenso 

CTTATCTGGGAACTACTCACAC – que anelam respectivamente no promotor da γ-

kafirina e no terminador 35S e resultam num “amplicon” de 701 pb), 2U de Taq 

polimerase (GIBCO BRL) e cerca de 20 ng de DNA plasmidial.  

O “mix” foi coberto com óleo mineral, desnaturado por 5 minutos a 95C em um 

termociclador (MJ thermal cycler-USA), e o DNA amplificado por 35 ciclos (95C por 1 

minuto, 55C por 1 minuto e 73C por 1 minuto) com um ciclo final de extensão de 7 

minutos a 72C, num termociclador DNA Termocycler (MJ Peltier, MJ Research).  

A reação foi aplicada em gel de agarose 1% e visualizada em luz ultra-violeta 

(UV) por coloração com brometo de etídio 0,5 µg/mL. 
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2.4) Extração de proteínas solúveis totais e análise por western blot. 
 

As plantas R0 transgênicas foram cultivadas em casa de vegetação e suas 

sementes foram colhidas, estocadas à temperatura ambiente e analisadas, após sete 

anos, para se avaliar a expressão da pró-insulina recombinante. 

Proteínas solúveis totais (PST) de sementes R1 foram isoladas através da 

maceração das sementes em nitrogênio líquido e a adição de 300 µL de tampão PBS 

1X (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,7 mM, NaCl 140 mM e KCl 2,7 mM) para cada mg de 

tecido fresco. A concentração de PST foi determinada utilizando-se o protocolo do kit 

Bio-Rad protein assay kit® (Bio-Rad, USA). 

As amostras (20 µL) foram incubadas a 95C por 10 minutos em tampão de 

eletroforese (SDS 20%, Tris-HCl 0,5 M, β-mercaptoetanol 10%, glicerol 20% e azul de 

bromofenol 0,04%) numa relação 1:1 e resolvidas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE, “stacking gel” 5% e “resolving gel” 15%). As proteínas 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose C Extra® (Hybond) utilizando o 

transblot SD-eletrotransfer® (Bio-Rad) sob 100 mA constantes e 15 V por 50 minutos. 

As membranas foram bloqueada com 50 mL de solução de leite em pó 5% em 

TBS 1X (Tris base 0,02 M e NaCl 0,137 M, pH 7,6)  por 16 horas a 4°C e incubadas 

por 4 hs à temperatura ambiente com o anticorpo policlonal anti-pró-insulina produzido 

em coelho, numa diluição de 1:3000 (4 ng/ µL) em 10 mL de solução de bloqueio. 

 Após lavagem com PBS 1X (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,7 mM, NaCl 140 mM 

e KCl 2,7 mM), os blots foram incubados em solução anti-soro anti-IgG de coelho 

(produzido em cabra) conjugado com fosfatase alcalina (Bio-Rad), numa diluição  de 1: 

5.000  (0,2 ng/ μL). Os blots foram revelados com o substrato quimioluminescente 

CSPD® (Applied Biosystems) de acordo com as indicações do fabricante, utilizando-se 

filmes fotográficos Kodak Standard® (Kodak). 

 

2.5) Análises de imunocitoquímica. 
 

Sementes maduras transgênicas R1 de linhagens pró-insulina foram cortadas 

em secções de 2 mm de comprimento e fixadas por 4 horas a 4°C em solução 

contendo paraformaldeído 2% e glutaraldeído 0,5% em tampão cacodilato 0,05 M, pH 

7,2. 

Após a fixação, os segmentos foram lavados no mesmo tampão por três vezes 

- cada uma por 15 minutos - e desidratados por 5 horas com etanol sob concentrações 

crescentes de 30, 50, 70 e 100%, 1 hora para cada concentração, a -20°C sob vácuo. 
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Após a desidratação os segmentos foram infiltrados durante 3 horas com 

soluções de concentrações crescentes de resina LR White® (SPI Supplies), diluída em 

etanol, variando de 30% a 100%, e 8 horas em resina pura. A inclusão foi realizada 

com a imersão dos pedaços de sementes em solução contendo 1,98 g de 

benzoilperóxido e 5 gotas do acelerador de polimerização da própria resina em 100 

mL de resina LR White® pura, e incubados a 4°C sob luz UV por 72 horas. 

Secções ultrafinas (50 nm de espessura) foram obtidas com ultra-micrótomo e 

coletadas em telas de níquel de 400 mesh. As telas foram incubadas por 1 hora, à 

temperatura ambiente, em tampão PBST 1X (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,7 mM, NaCl 

140 mM , KCl 2,7 mM, Tween 20 0,5% e albumina sérica bovina 2% ), e por 2 horas 

com o anticorpo anti-pró-insulina policlonal produzido em coelho  (dil. 1: 10 - 5 ng/μL), 

diluídos em PBST 1X. 

Após lavagem por 1 hora em PBS 1X (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,7 mM, NaCl 

140 mM e KCl 2,7 mM), as telas foram incubadas em solução contendo proteína A 

conjugada com ouro (Gold Conjugate Protein A® – SPI Supplies) numa diluição de 1 : 

20 (20 nM) por 2 horas à temperatura ambiente. 

Após lavagem por 1 hora em PBS 1X, as amostras foram secas por 24 horas, 

contrastadas com acetato de uranila 1% em PBS 0,1 M e observadas no Microscópio 

Eletrônico de Transmissão Zeiss EM 900® (Carl Zeiss). 

 

3) RESULTADOS 
 

Após o bombardeamento de 450 eixos embrionários, duas linhagens 

transgênicas R0 foram obtidas, contendo ambos os transgenes da pró-insulina humana 

e o ahas. Elas foram denominadas: 194 e 195. Também foram obtidas linhagens 

transgênicas contendo apenas o gene ahas, mas estas não foram caracterizadas 

posteriormente. 

A presença do gene da pró-insulina humana no genoma de sementes R1, 

obtidas por autofecundação, foi detectada por PCR (figura 3). Essas sementes foram 

mantidas sob temperatura ambiente por aproximadamente sete anos. 
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Figura 3: Reação de PCR demonstrando a amplificação de fragmentos internos do gene da 

pró-insulina humana (aproximadamente 701 pb) em sementes R1 de soja. As linhas 1 e 2 

correspondem a sementes transgênicas das linhagens 194 e 195 respectivamente; a linha 3 a 

uma semente não-transgênica; a linha 4 ao controle interno com água e ausência de DNA 

genômico, e a linha 5 ao plasmídeo pRT-GK-PSC-PIh. 

 

A expressão da pró-insulina em sementes R1, pertencentes às linhagens 194 e 

195, foi confirmada por western blot utilizando-se extratos protéicos totais obtidos de 

sementes transgênicas analisadas previamente por PCR (figura 4). 

 

 

 

 

 

Figura 4: Western blot de sementes de soja R1 demonstrando a expressão da pró-insulina 

recombinante. A linha 1 corresponde a 40 ng da proteína recombinante purificada de 

Escherichia coli; as linhas 2, 3 e 4 correspondem, respectivamente, a extratos protéicos totais 

(100 µg) de sementes das linhagens 194, 195 e de uma semente não-transgênica. Todos os 

pesos moleculares foram estimados utilizando o marcador de peso molecular Low Range
®
 

(Sigma, USA). 
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A localização espacial da pró-insulina recombinante nas sementes maduras, 

promovida pelo peptídeo-sinal da α-coixina, foi checada por ensaios de 

imunocitoquímica (figura 5). Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de 

secções de 50 nm de espessura, incubadas com um anticorpo específico anti-pró-

insulina, demonstraram que o acúmulo do pró-hormônio nas sementes transgênicas 

das linhagens 194 e 195 ficou majoritariamente associado aos PSVs, como 

evidenciado pela presença das pertículas de ouro de 20 nm (pontos pretos indicados 

pelas setas). Não houve acúmulo significativo no citoplasma, no apoplasto nem nos 

grãos de amido. 

 

 

Figura 5: Secções cotiledonares ultrafinas de sementes de soja demonstrando o acúmulo 

subcelular da pró-insulina recombinante em sementes transgênicas R1 de soja. PSV = “Protein 

storage vacuoles” –vacúolos de estocagem de proteínas; OB =”Oil bodies” –  corpos de óleo. 

As imagens A e B correspondem a sementes transgênicas da linhagem 194; C a uma semente 

da linhagem 195 e D a uma semente não-transgênica. 
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4) DISCUSSÃO 
 

Nos experimentos de transformação genética de soja foram obtidas duas 

linhagens transgênicas diferentes contendo o gene da pró-insulina. A eficiência de 

transformação genética foi de 0,44%, abaixo do normalmente alcançado quando da 

utilização do protocolo elaborado pelo grupo do LTG II. 

Esse valor pode ser atribuído tanto a variações nas condições de 

bombardeamento e da viabilidade das sementes utilizadas nos experimentos, quanto 

na manipulação dos explantes em cultura de tecidos, uma vez que qualquer diferença 

mínima, desde a pressão de coluna de gás hélio do acelerador de partículas, até 

mesmo no lote do herbicida utilizado para a seleção dos explantes, pode reduzir o 

rendimento do protocolo. 

Nós observamos que a integração dos transgenes no genoma da soja foi 

estável, uma vez que as progênies R1 de ambas as linhagens 194 e 195, obtidas em 

casa de vegetação, herdaram cópias dos transgenes. 

A expressão da pró-insulina humana em sementes maduras das duas 

linhagens transgênicas foi detectada por western blot. As posições relativas de 

migração eletroforética das amostras mostraram que o peso molecular das bandas 

associadas ao pró-hormônio foram de aproximadamente 9,5 kDa quando comparadas 

ao marcador de peso molecular e à própria proteína recombinante purificada de 

bactéria utilizada como controle positivo. Outras bandas, de aproximadamente 20 kDa, 

também foram detectadas tanto no controle positivo quanto nos extratos de sementes 

transgênicas. Provavelmente esse resultado indica a ocorrência de dimerização 

protéica, algo comum quando ocorre baixa redução de grupamentos sulfidrila e de 

aminoácidos expostos das proteínas no gel desnaturante. 

Além disso, a análise do extrato da linhagem transgênica 194 apresentou uma 

banda ligeiramente abaixo da posição do controle positivo (9,5 kDa), inclusive com 

redução correspondente na posição de migração do seu próprio dímero. Essa 

alteração no perfil de migração eletroforética pode ser conseqüência de remoção 

incorreta do peptídeo-sinal (quando há a retirada de resíduos da extremidade N-

terminal da proteína juntamente com o tag) (Hjernø, 2006). Outra possibilidade, talvez 

a mais provável, é a de que houve uma ligeira degradação estrutural de indivíduos da 

população do pró-hormônio recombinante nessa amostra, o que explicaria a 

diminuição do peso molecular em ambas as posições. 

As análises de imunocitoquímica de secções cotiledonares demonstraram que 

o peptídeo-sinal da α-coixina endereçou corretamente a pró-insulina para os PSVs das 

sementes transgênicas. A pró-insulina recombinante foi detectada de maneira restrita 
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ao lúmem dos PSVs e aos corpos de óleo, ficando indetectáveis em sementes não 

transgênicas. 

Esse resultado corrobora a expressão a nível temporal e espacial esperada 

pela adoção da estratégia molecular adotada neste trabalho. Nós utilizamos o 

promotor tecido-específico da γ-kafirina associado ao peptídeo-sinal da α-coixina para 

restringir a expressão do gene da pró-insulina aos PSVs das sementes, de maneira 

semelhante àquela empregada pelo grupo do CBMEG para acumular o hGH em 

sementes transgênicas de tabaco (Leite et al., 2000). 

As progênies de ambas as linhagens foram estocadas à temperatura ambiente 

por sete anos, e a detecção da pró-insulina recombinante em ambas, com pouco ou 

nenhum sinal de possível degradação, demonstra que a expressão nas sementes e o 

endereçamento subcelular para os PSVs foram eficientes para promover a 

estabilidade pós-traducional ao nível de síntese/acúmulo do pró-hormônio. 

Aparentemente, esta estratégia molecular simples de expressão de genes em 

sementes minimiza o nível de degradação de proteínas recombinantes e permite sua 

estocagem sem custos e por longos períodos de tempo. A detecção da pró-insulina 

humana após sete anos é o exemplo de acúmulo mais estável já demonstrado para 

um fármaco recombinante, mesmo quando comparado aos proporcionados por 

diferentes sistemas de expressão recombinante procarióticos e eucarióticos (Fiedler & 

Conrad, 1995; Stöger et al., 2000; Larrick & Thomas, 2001; Ramírez et al., 2001).     

 Nós acreditamos que quantidades significativamente maiores de proteínas 

recombinantes podem ser obtidas utilizando esta estratégia se elas forem extraídas 

imediatamente após a colheita das sementes. Para corroborar esta hipótese, tentamos 

germinar as sementes estocadas a fim de que elas pudessem reiniciar o ciclo de 

produção, mas todas perderam seu poder de germinação devido às condições 

desfavoráveis de armazenamento. 
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Capítulo 3 
 

Expressão recombinante do hormônio do crescimento 
humano (hGH) funcional em sementes transgênicas de 

soja 
 

1) INTRODUÇÃO 
 

O hormônio do crescimento humano (hGH), também conhecido como 

somatotropina, é uma proteína constituída por 191 aminoácidos e estabilizada por 

duas ligações de dissulfeto. Ele possui uma massa molecular de aproximadamente 22 

kDa e ponto isoelétrico aproximado de 5,3, e é sintetizado, estocado e secretado pelas 

células somatotrópicas da parte anterior da glândula pituitária (Bidlingmaier et al., 

2010). 

O gene que codifica o hGH se localiza no lócus 17q24.2 do cromossomo 17 e 

possui uma seqüência codificadora de 654 pb. 

Essa proteína possui grande importância médica, uma vez que desempenha 

um papel fundamental no ciclo celular e no crescimento de células somáticas através 

de seu efeito amplo sobre o metabolismo de proteínas, carboidratos e lipídeos (Filikov 

et al., 2002) 

Mutações genéticas são as principais causas da ocorrência do nanismo 

hipopituitário pediátrico, moléstia caracterizada pela ausência ou baixa produção do 

hormônio na infância e na adolescência (Hindmarsh & Brook, 1987; Cunha, 2008; 

Bidlingmaier et al., 2010). 

Apesar dos riscos implícitos na utilização de drogas purificadas do sangue ou 

dos órgãos de mamíferos, até 1985 praticamente todo o hGH disponível para o 

tratamento de nanismo e de uma série de doenças associadas à deficiência do 

hormônio era obtido pela extração e purificação da proteína de cadáveres humanos ou 

da glândula pituitária de macacos (Allen, 2006). 

O cancelamento comercial do produto purificado da glândula de mamíferos 

ocorreu simultaneamente ao aumento do número de casos da doença 

neurodegenerativa de Creutzfeld-Jacob, associada à presença de príons presentes em 

amostras mal processadas do hormônio (Houdebine, 2009). 

Espelhados no sucesso inicial da produção recombinante da pró-insulina em 

bactérias, e como não havia alternativa tecnológica e economicamente viável para o 

tratamento eficiente do nanismo hipopituitário pediátrico, cientistas de diversos grupos 

de pesquisa concentraram esforços para a síntese recombinante do hGH. 
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 Em 1979, pesquisadores da mesma Genentech conseguiram clonar o gene do 

hGH e expressá-lo em células de E.coli pela primeira vez. Dessa maneira, o hormônio 

se tornou a terceira proteína-fármaco produzida em um organismo transgênico, obtida 

apenas 1 ano após a síntese recombinante da pró-insulina derivada de bactéria 

(Fiddes et al., 1979; Goeddel et al., 1979).  

Com a aprovação comercial do hormônio recombinante em 1985, um novo 

fenômeno de produção foi experimentado pela indústria farmacêutica, quando 

inúmeras drogas injetáveis à base de hGH sintetizado em bactéria foram produzidas a 

nível comercial. Dentre elas, as mais populares são a Nutropin® (Genentech), a 

Humatrope® (Lilly), a Genotropin® (Pfizer), a Norditropin® (Novo), o Saizen® (Merck 

Serono) e o Onmitrope® (Sandoz). 

A produção recombinante do hormônio humano em sistemas bacterianos está 

associada a altos níveis de expressão – normalmente de 6 a 10% PST – podendo 

atingir até 23% PST quando o hormônio é sintetizado como um proteína de fusão 

associada a outra proteína altamente estável como o fator alfa de necrose tumoral 

humana (Chang et al., 1987; Shin et al., 1998; Apte-Deshpande et al., 2009). 

Os altos níveis de expressão do hGH, experimentados desde o início do 

desenvolvimento dos primeiros reatores microbianos,  foram um dos principais fatores 

responsáveis pelo decréscimo considerável dos custos do tratamento do nanismo e de 

outros distúrbios do crescimento humano. 

O nanismo é considerado uma doença rara pelo Human Growth Foundation 

(http://www.hgfound.org/) – afeta menos de 200.000 pessoas na população americana 

– mas o seu tratamento ainda é caro, mesmo utilizando a droga de origem bacteriana. 

Estima-se que o custo anual para o tratamento de uma criança de 30 kg que receba 

injeções semanais de hGH numa dosagem de 0,18 a 0,30 mg/kg esteja em torno de 

15.000 a 20.000 US$, o que sinaliza para a necessidade do desenvolvimento de 

plataformas de produção recombinante mais eficientes e que reduzam ainda mais os 

custos do medicamento (Allen, 2006). 

A principal causa do alto custo de produção do hGH bacteriano ainda é a 

freqüente formação de corpúsculos de inclusão compostos pelo hormônio associado a 

outras proteínas da própria bactéria. Esses aglomerados requerem desnaturações 

caras para a solubilização do hGH, além da renaturação da proteína – algo que reduz 

a eficiência de recuperação de moléculas viáveis – a fim de garantir sua função 

biológica (Demain & Vaishnav, 2009). 

Aumentos adicionais nos custos de produção do hGH são oriundos das 

sucessivas etapas de purificação para evitar a presença de endotoxinas bacterianas 

http://en.wikipedia.org/wiki/Genentech
http://en.wikipedia.org/wiki/Eli_Lilly_and_Company
http://en.wikipedia.org/wiki/Pfizer
http://en.wikipedia.org/wiki/Novo_Nordisk
http://en.wikipedia.org/wiki/Merck_Serono
http://en.wikipedia.org/wiki/Merck_Serono
http://www.hgfound.org/
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no produto final, e também da necessidade de estocagem das células produtoras em 

ambiente estéril (Daniell et al., 2001; Ma et al., 2003; Demain & Vaishnav, 2009).  

O aperfeiçoamento das estratégias de expressão do hGH em bactéria foram 

importantes para a redução do custo final do produto ao consumidor. A purificação do 

hormônio secretado para o periplasma de células de E. coli  se mostrou eficiente para 

a recuperação da molécula com até 90% de pureza (Becker & Hsiung, 1986). 

Bactérias como o Bacillus subtilis também já foram testadas para a produção em larga 

escala da molécula (Franchi et al., 1991; Özdamar et al., 2009). 

Dados estatísticos, claramente subestimados, apontam para a existência de 

cerca de 10.000 pacientes que sofrem com o nanismo hipopituitário pediátrico no 

Brasil. O custo médio para o tratamento de um paciente com a versão aguda da 

doença, mediante a aplicação de doses recorrentes do hormônio recombinante, é de 

aproximadamente 4.000 reais/mês. De qualquer modo, a demanda anual do Ministério 

da Saúde é de cerca de um milhão de doses importadas do hormônio, a um custo de 

15 milhões de dólares (Revista Fapesp, Dezembro/02, número 82). 

Sistemas eucarióticos já foram utilizados para a biossíntese do hGH 

recombinante. Células transgênicas de levedura foram capazes de expressar um gene 

sintético codificador do hormônio, atingindo um rendimento de produção de mais de 

dez moléculas recombinantes por célula transformada (Tokunaga et al., 1985). 

Larvas de bicho-da-seda (Bombyx mori) e células de inseto infectadas por 

baculovirus com genoma engenheirado geneticamente também conseguiram sintetizar 

o hormônio bioativo (Kadonookuda et al., 1995; Cholin et al., 1996). 

Resultados semelhantes foram observados por Rincon-Limas e colaboradores 

(1993) quando utilizaram células de ovário de hamsters chineses para secretar duas 

isoformas do hGH, com 20 e 22 kDa, em meio de cultura. Ambas as moléculas foram 

eficientes para promover a diferenciação de células precursoras em adipócitos viáveis. 

A produção do hGH em mamíferos transgênicos se mostrou interessante uma 

vez que, freqüentemente, permite a produção abundante da molécula. Camundongos 

e cabras transformadas por um vetor viral secretaram o hormônio no leite sob 

concentrações superiores a 10% PST (Sanchez et al., 2004). 

Linhagens homozigotas de camundongos transgênicos, cujo genoma foi 

manipulado para superexpressar a seqüência codificadora do hGH sob o controle do 

promotor da β-actina de galinha, atingiram um rendimento produção de até 17 μg do 

hormônio por mL de leite (von Waldthausen et al., 2008). 

O cenário ganha maiores proporções quando animais de grande porte 

funcionam como reatores do hGH. Vacas transgênicas foram capazes de expressar 5 

g de hGH por litro de leite ordenhado (Salamone et al., 2006). Rendimentos 
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comparáveis a esse foram observados em porcas (25 ng por mL de leite) (Hens et al., 

2000) e coelhos (50 µg por mL de leite e 0,6 ng por mL de sangue) (Limonta et al., 

1995). 

A expressão recombinante do hGH em plantas já foi alcançada por diversos 

grupos de pesquisa. Altos níveis de expressão do hGH já foram alcançados em 

sistema vegetal, como o acúmulo de 8% e 10% (PST) do hormônio respectivamente 

nos cloroplastos de folhas de Nicotiana tabacum e no apoplasto de células de folhas 

de Nicotiana benthamiana  (Staub et al., 2000; Gils et al., 2005). 

Sementes foram utilizadas como reatores do hGH pela primeira vez em 2000, 

quando Leite e colaboradores obtiveram sementes de tabaco expressando 

estavelmente o hormônio (0,16% PST). 

A comparação simultânea entre diversos sistemas vegetais de expressão 

recombinante do hGH demonstrou menor nível de degradação proteolítica e maior 

acúmulo do hormônio nas sementes de milho e soja do que nas folhas e em cultura 

celular de tabaco (Russell et al., 2005). Nesse trabalho, as sementes de soja de quatro 

linhagens transgênicas obtidas por biobalística continham o gene do hGH sob o 

controle do promotor constitutivo CaMV 35S e resultaram em um nível máximo de 

expressão de 0,0008% PST. 

Recentemente, o hGH biologicamente ativo foi obtido a partir da expressão 

transiente em folhas de N. benthamiana infectadas por vírus transgênicos. O hormônio 

recombinante foi utilizado para estimular o aumento de peso camundongos 

hipofisectomizados, atingindo níveis de até 1,7 g/dia (Rabindran et al., 2009). 

O objetivo deste trabalho foi expressar o hGH em sementes de soja sob o 

controle do promotor da subunidade α`da β-conglicinina e do peptídeo-sinal da α-

coixina. 

 

2) MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1) Construção do vetor plasmidial de expressão em sementes 
pβcong3hGH. 

 

O fragmento de 740 pb contendo a seqüência codificadora do hGH maduro e o 

peptídeo-sinal da α-coixina de C. lacryma-jobi (PShGH) foi removido do vetor de 

expressão pPGK-hGH (Leite et al., 2000) com as enzimas NcoI e BamHI e inserido no 

vetor contendo o promotor e o terminador da subunidade α`da β-conglicinina (Imoto et 

al., 2008), gerando o vetor plasmidial de expressão pβcong3hGH (4.732 pb) (figura 1). 
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Figura 1: Representação esquemática da construção do plasmídeo pβcong3hGH (4.732 pb). 

 

 Esse plasmídeo foi utilizado nos experimentos de transformação genética de 

soja segundo um protocolo de co-transformação com o vetor pAC 321 (8.672 pb) 

(figura 2), que contém o gene mutado ahas de Arabidopsis thaliana sob controle do 

promotor e do terminador ahas. A expressão do gene mutante ahas confere tolerância 

ao herbicida Imazapyr® (Arsenal), utilizado como agente de seleção de eventos 

transformantes em meio de cultura (Aragão et al., 2000; Rech et al., 2008). 
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Figura 2: Representação esquemática dos cassetes de expressão dos plasmídeos 

pβcong3hGH e pAC 321 utilizados nos experimentos de transformação genética de embriões 

de soja via biobalística. O gene do hGH (hgh) foi fusionado ao peptídeo-sinal da α-coixina (SP) 

sob o controle do promotor e do terminador da subunidade α`da β-conglicinina. O cassete de 

expressão do pAC 321  contém o gene marcador de seleção ahas de A. thaliana sob o controle 

promotor e do terminador ahas. 

 

2.2) Transformação genética de soja. 
 

Os meristemas apicais de eixos embrionários de soja (cultivar BR 16) foram co-

bombardeados com os vetores pβcong3hGH e pAC 321 numa relação de 1:1 segundo 

o protocolo previamente descrito (Aragão et al., 2000; Rech et al., 2008). Os 

processos de preparação de material vegetal, bombardeamento, cultivo e seleção de 

explantes e regeneração de plantas adultas in vitro foram realizados como descrito 

anteriormente no capítulo 2. 

As plantas transgênicas R0 obtidas foram cultivadas em casa de vegetação 

para a maximização da produção de sementes. 

 

2.3) Extração de DNA e reação em cadeia da DNA Polimerase (PCR). 
  

O DNA genômico das plantas transgênicas R0 e de sementes maduras e secas 

foi extraído conforme o protocolo proposto por Bonfim e colaboradores (2007). As 

reações de amplificação por PCR e a resolução de amplicons por eletroforese em gel 

de agarose foram realizadas como já mencionado previamente no capítulo 2. Os 

primers HGH 273 senso (ATCCAACCTAGAGCTGCTCC) e HGH 581 antisenso 

(CCTTGTCCATGTCCTTCC), e AHAS P124 senso (ACTAGAGATTCCAGCGTCAC) e 

AHAS 500 antisenso (GTGGCTATACAGATACCTGG) foram utilizados para a 

amplificação de fragmentos de 308 e 624 pb respectivamente. Esses fragmentos são 

correspondentes à amplificação de segmentos internos dos genes hgh e ahas. 
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2.4) Análise de plantas por Southern blot. 

 

O DNA genômico de plantas transgênicas R1 das linhagens 3, 9 e 19 foi isolado 

de acordo com o protocolo estabelecido por Dellaporta e colaboradores (1983). 

Cerca de 15 g de DNA genômico foram digeridos com a enzima Hind III (150 

unidades), separados em gel de agarose 1% e transferidos para uma membrana de 

nylon Hybond® N + (Amersham Biosciences, USA). O fragmento de 740 pb relativo à 

fusão do peptídeo-sinal de α-coixina e do gene hgh foi utilizado como sonda e 

marcado com 32P dCTP (3000 Ci/mol) usando o kit de marcação  Ready-To-Go DNA 

Labeled® (GE Healthcare), de acordo com as recomendações do fabricante. 

A pré-hibridização e hibridização, as lavagens e a detecção foram conduzidas 

como descrito por Sambrook e Russell (2001). 

 

2.5) Análise por RT- PCR. 
 

Sementes transgênicas imaturas R2, colhidas 60 dias após a polinização, foram 

analisadas para a presença de transcritos primários do gene hgh. 

Os RNAs totais de um pool de sementes verdes (250 mg) foram isolados 

segundo o kit  Micro-to-Midi Total RNA Purification System® (Invitrogen, USA). O DNA 

genômico remanescente foi eliminado pela digestão das amostras de RNA pela ação 

de 2 U de DNAse 1® (Ambion). Os cDNAs foram sintetizados a partir de 2 μg de RNA 

total, utilizando-se o kit SuperScript II RNase H- Reverse Transcriptase® (Invitrogen) 

conforme as recomendações do fabricante.  

Após a construção dos cDNAs, foram realizadas reações de PCR conforme 

descrito anteriormente, utilizando-se 1,0 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, USA) e 

cada primer (HGH 273 e HGH581), numa concentração final de  0,4 nmol/L, e dNTPs 

(125 μmo/L) diluídas em tampão para PCR (1X) (Invitrogen, USA). 

 

2.6) Análises por western blot. 
 

Para a análise da expressão do gene hgh a nível traducional, proteínas 

solúveis totais foram extraídas de folhas, caules, flores, raízes e sementes de plantas 

transgênicas. Aproximadamente 200 mg de cada tecido foram macerados  em 

nitrogênio líquido, e cada grama de pó foi homogeneizado em 3 mL de tampão PBS 

1X (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,7 mM, NaCl 140 mM e KCl 2,7 mM, pH 7.2). Os 

extratos foram imediatamente homogeneizados por vortexação por 4 h a 4°C e 
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centrifugados a 10.650 g por 40 minutos. O sobrenadante aquoso foi coletado e o 

pellet foi ressuspenso em 3 mL adicionais de tampão PBS 1X, homogeneizado e 

centrifugado nas mesmas condições mencionadas previamente. Esse processo foi 

repetido mais três vezes para aumentar a recuperação de PST. Os sobrenadantes 

foram juntos numa única amostra e a concentração de PST determinada por ensaio de 

acordo com Cunha et al (2011c). 

Aproximadamente 100 µg de extratos protéicos foram desnaturados e 

resolvidos em gel SDS PAGE conforme descrito no capítulo 2. O mesmo protocolo 

mencionado anteriormente foi utilizado para a transferência dos extratos protéicos 

resolvidos para a membrana de nitrocelulose e para o bloqueio, incubação com os 

anticorpos primário e secundário, e detecção da expressão com o substrato 

quimioluminescente CSPD (Applied Biosystems, USA). O anticorpo primário utilizado 

foi o anti-hGH policlonal produzido em coelho numa diluição de 1: 2.500 (0,4 ng/µL) 

em 10 mL de solução de bloqueio (leite em pó 5% em TBS 1X -Tris base 0,02 M e 

NaCl 0,137 M, pH 7,6). 

 

2.7) Análises de imunocitoquímica. 
     

A checagem do endereçamento subcelular do hGH recombinante para os 

PSVs de sementes de soja foi realizada a partir de secções cotiledonares de sementes 

transgênicas R1 conforme descrito no capítulo 2. O anticorpo utilizado para o 

reconhecimento do hGH recombinante foi o anti-hGH policlonal produzido em coelho 

numa diluição de 1: 200 (5 ng/µL) em tampão PBST 1X (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,7 

mM, NaCl 140 mM , KCl 2,7 mM, Tween 20 0,5% e albumina sérica bovina 2% ). 

 

2.8) Quantificação do hGH recombinante e determinação de sua  
atividade biológica. 

 

Para a quantificação e avaliação da função biológica do hGH acumulado nas 

sementes, PST foram extraídas de pools de 1,5 g de sementes transgênicas 

submetidas à presença de 10 mL de tampão PBS 1X (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,7 

mM, NaCl 140 mM e KCl 2,7 mM, pH 7.2). As amostras foram homogeneizadas a 4°C 

com três pulsos de intensidade mínima, proporcionados pelo homogeneizador 

Kinematica Polytron (Kinematica, Bohemia, USA), e imediatamente congeladas a -

80°C. As amostras foram descongeladas no gelo e centrifugadas a 12.000 g por 10 

minutos a 4°C, e o sobrenadante coletado e filtrado com o filtro de poliétersulfona 

Millipore 0,22 µm (Millipore, Billerica, USA), sob condições estéreis. 
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As concentrações de PST dos filtrados foram determinadas de acordo com o 

protocolo do kit Pierce BCA Protein Assay Reagent (Quantum Scientific, Murarrie, 

Astrália). 

Os extratos filtrados de sementes transgênicas foram serialmente diluídos em 

tampão de cultivo (meio RPMI livre de fenol-vermelho suplementado por soro de 

bezerro 0,5% para suporte de cultura celular de mamíferos) (Invitrogen, USA) e 

cultivados em placa na presença de células precursoras de linfócitos murinos - células 

pró-B da linhagem BaF/BO3 (Rowland et al., 2002). A atividade biológica do hGH 

presente nos filtrados de sementes foi quantificada utilizando o ensaio de GH de 

Rowland e colaboradores (2002). Diferentes concentrações de hGH recombinante 

comercial foram analisadas em cada placa como controles positivos internos nos 

ensaios. 

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa de regressão 

estatística não-linear Graphpad Prism 5 (Graphpad Software, San Diego, USA), e a 

linha de tendência para cada amostra foi calculada contrastando-se a concentração de 

agente estimulante de crescimento (hGH) com a inclinação de cada curva de resposta. 

 

2.9) Preparo de amostras para análise por espectrometria de massa. 
 

Para a avaliação da estrutura primária e de possíveis modificações pós-

traducionais nas frações do hGH recombinante produzido pelas sementes de soja, as 

proteínas totais de sementes transgênicas foram extraídas de acordo com Sussulini e 

colaboradores (2007). Alíquotas de 100 µg de sementes transgênicas foram 

maceradas com nitrogênio líquido e lavadas com 1 mL de éter de petróleo por 15 

minutos. O solvente foi removido das amostras e o procedimento repetido uma vez. As 

proteínas foram extraídas com 1 mL de tampão de  extração (Tris-HCl 50 mM (pH 8.8), 

cloreto de potássio 1,5 mM, DTT 10 mM, PMSF 1,0 mM e SDS 0,1% m/v) sob 

agitação a 4°C, por 10 minutos, e então centrifugadas por 5 minutos a 5.000 rpm a 

4°C. 

Os sobrenadantes das amostras foram coletados e precipitados com acetona 

gelada numa relação de 1:4 v/v por 1 hora, a 4°C, e então centrifugados por 10 

minutos a 13.000 rpm. Os pellets foram solubilizados pela adição de 500 μL de 

bicarbonato de amônio 50 mM, quantificadas utilizando o espectrofotômetro Qubit 

(invitrogen, USA) e diluídas com água milli Q estéril numa concentração final de 1 

μg/μL. 

Uma amostra de 50 μL foi transferida para um novo tubo de microcentrífuga e 

10 μL de bicarbonato de amônio foram adicionados, seguidos de 25 μL de uma 
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solução do surfactante RapiGest SF (Waters Corp, USA)  0,2%. A solução foi então 

vortexada rapidamente antes de ser incubada a 80°C em banho-seco por 15 minutos. 

Após o período de incubação, 2,5 μL de uma solução de DTT 100 mM foram 

adicionados à amostra e ela foi incubada por 30 min a 60°C. 

A amostra foi então resfriada à temperatura ambiente e 2,5 μL de 

iodoacetamida 300 mM foram adicionados à solução. Seguiu-se uma incubação por 30 

minutos em ambiente escuro. Dez microlitros de tripsina (Promega, USA) diluída em 

bicarbonato de amônio 50 mM (50 ηg/μL) foram utilizados para digerir a amostra a 

37°C durante a noite. 

Após a digestão, 10 μL de uma solução de ácido trifluoroacético (TFA) 5% 

foram adicionadas à amostra para hidrolisar o surfactante RapiGest, seguido de 

vortexação rápida e incubação a 37°C por 90 minutos. A amostra foi então 

centrifugada a 14.000 rpm por 30 minutos a 6°C e o sobrenadante foi transferido para 

um frasco do tipo Waters Total Recovery vial (Waters, USA). Cinco microlitros da 

solução MassPREP Digestion Standard - Alcohol Dehydrogenase (ADH – Yeast; 

Waters, USA), numa concentração final de 1 pmol/uL, foram adicionados à amostra, 

além de 85 μL de acetonitrila (ACN) 3% acrescida de  ácido fórmico 0,1%. As 

concentrações finais de proteínas e de ADH em solução foram respectivamente de 

250 ηg/μL e 25 fmol/μL. 

  

2.10) Análise de amostras protéicas por NanoLC-MSE  
 

A separação de peptídeos trípticos por cromatografia líquida em nano escala 

foi realizada com um sistema nano Acquity™ (Waters Corp, USA) equipado com uma 

pré-coluna Symmetry C18 5 μm, 5-mm x 300-μm e uma coluna analítica fase reversa 

nanoEase™ BEH130 C18 1.7 μm, 100 μm x 100 mm (Waters, USA). As amostras 

foram inicialmente transferidas para a pré-coluna em uma solução aquosa de ácido 

fórmico 0.1%, com um fluxo de 15 μL/minuto durante 1 minuto. A fase móvel foi 

composta de água com ácido fórmico 0,1% e a fase móvel B de ácido fórmico 0,1% 

em ACN. 

Os peptídeos foram separados com um gradiente de 3-40% da fase móvel B 

durante 90 minutos, com um fluxo de 600 ηL/minuto seguido de enxágüe de 10 

minutos em fase móvel B 90%. A coluna foi re-equilibrada nas condições iniciais por 

20 minutos e sua temperatura mantida em 35°C. A “lock mass” foi alocada com a 

bomba auxiliar da nanoAcquity pump, com um fluxo constante de 150 ηL/minuto a uma 

concentração de 100 fMolar de [Glu1]-Fibrinopeptide B human (GFP) (Sigma-Aldrich, 
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USA) para o sprayer de referência da fonte NanoLockSpray do espectrômetro de 

massa. 

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A investigação dos 

peptídeos trípticos foi realizada usando um espectrômetro de massa Synapt HDMS® 

(Waters, Manchester, UK). Esse instrumento possui uma geometria híbrida de tempo 

de vôo do tipo quadrupole/ion mobility/orthogonal acceleration time-of-flight (oa-TOF). 

Durante todas as medições, o espectrômetro de massa foi operado no “modo 

V” de análise, com uma força de resolução padrão de pelo menos 10.000 “full-width 

half-maximum” (FWHM). Todas as análises foram realizadas usando um modo de 

ionização do tipo “positive nanoelectrospray” (nanoESI +). O analisador de tempo de 

vôo do espectrômetro de massa foi externamente calibrado com íons GFP b+ e y+ com 

uma relação m/z de 50 a 1990 e com a correção de pós-aquisição de dados de “lock 

mass” usando o íon precursor monoisotópico GFP [M + 2H]2+ = 784.8426. A freqüência 

de acionamento do sprayer foi de 30 segundos. 

Os dados de tempo de retenção de massa exata (EMRT) (Silva et al., 2005) 

por nanoLC-MSE foram obtidos em um modo de aquisição de alternação de baixa e 

alta energia. O tempo contínuo de aquisição de espectros em cada modo foi de 1,5 

segundo com um atraso de interscan de 0,1 segundo. No modo MS de baixa energia 

os dados foram coletados com uma energia constante de colisão de 3 eV. Já no modo 

de alta energia, a energia de colisão variou de 12 a 45 eV durante cada espectro de 

1,5 segundo. A freqüência de radio do analisador de massa quadrupolo foi ajustada 

para que íons com relação m/z de 50 a 2000 fossem eficientemente transmitidos, 

garantindo que quaisquer íons com relação m/z menor do que 50 observados nos 

dados de LC-MS somente pudessem ser originados de dissociações na célula de 

colisão TRAP T-wave. 

 

2.11) Análise de dados e identificação de proteínas. 
 

Os dados de espectrometria de massa obtidos por LC-MSE foram processados 

utilizando o servidor ProteinLynx Global Server (PLGS) versão 2.4v (Waters, 

Manchester, UK). A identificação das proteínas foi obtida com o algoritmo interno de 

determinação de íons do software e por procura em um banco de dados de Glycine 

max com padrões de digestão de MassPREP (MPDS) do UniProtKB/Swiss-Prot com 

as seqüências  (Phosphorylase - P00489 - PHS2_RABIT, Bovine Hemoglobin - 

P02070 - HBB_BOVIN, ADH - P00330 - ADH1_YEAST, BSA - P02769 - 

ALBU_BOVIN) e Human Somatotropin GH-N (UniProtKB/Swiss-Prot - P01241 - 

SOMA_HUMAN) anexas ao banco de dados. 
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As identificações e o processamento de dados quantitativos foram obtidos 

utilizando o algoritmo do método de quantificação absoluta de Silva e colaboradores 

(2006), e pela busca em bancos de dados específicos para as espécies checadas. A 

detecção dos íons, seu agrupamento e normalização de parâmetros em escala 

logarítmica foram realizadas em PLGS com uma licença ExpressionE instalada. As 

medições de intensidade foram ajustadas em função dos EMRTs deisotópicos e 

reduzidos que se repetiram ao longo do experimento para a análise a nível de 

agrupamentos de EMRTs. Os componentes foram padronizadamente agrupados com 

uma precisão de massa de 10 ppm e um tempo de tolerância de  0,25-minuto. 

O alinhamento de íons com elevada energia com os íons de baixa energia do 

peptídeo precursor foi conduzido com uma precisão de 0,05 minuto. Para a análise da 

identificação e quantificação das proteínas nas amostras as medidas de intensidade 

foram normalizadas à intensidade dos peptídeos identificados nas digestões-padrão 

internas. 

 

3) RESULTADOS 
 

3.1) Obtenção e caracterização molecular das linhagens 
transgênicas e da expressão a nível transcricional do gene hgh nas 
sementes. 

  

Após o bombardeamento de 1000 eixos embrionários com os vetores 

pβcong3hGH (4.732 pb) e pAC 321 (8.672 pb), os explantes foram cultivados in vitro 

por 6 semanas antes que as plântulas fossem transferidas para vasos com solo na 

casa de vegetação. A presença do fragmento interno do gene hgh (308 pb) foi 

detectada em  5 linhagens R0 independentes (figura 3 A). As linhagens 3, 9 e 19 

mostraram um padrão de segregação mendeliana para o gene hgh nas sementes R1 e 

foram escolhidas para a caracterização molecular. Todas as plantas R0 e R1 

apresentaram a presença do gene marcador de seleção ahas (dados não mostrados). 

A análise por Southern blot de plantas transgênicas R1, utilizando uma sonda 

de 740 pb que anela num fragmento de 1.656 pb correspondente ao produto de 

digestão do pβcong3hGH com HindIII, demonstrou que os perfis de integração do 

cassete de expressão no genoma das linhagens 3, 9 e 19 apresentaram um padrão 

consistente de múltiplos eventos insercionais (figura 3 B). Ambas as linhagens tiveram 

de três a oito cópias do gene hgh inseridas nos seus genomas, num padrão 

semelhante ao observado em plantas transgênicas tolerantes ao Imazapyr® (Arsenal) 

contendo o gene marcador de seleção ahas (Aragão et al., 2000). 
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A avaliação da presença de transcritos primários do gene hgh em sementes R2 

imaturas foi verificada por RT-PCR. Todas as sementes das linhagens 3, 9 e 19 

apresentaram expressão do transgene a nível transcricional, caracterizada pelo 

aparecimento de bandas de aproximadamente 308 pb na mesma posição de migração 

eletroforética do controle positivo: o próprio plasmídeo pβcong3hGH (figura 3 C). 

 

Figura 3: (A) Análise da integração do gene hgh no genoma de plântulas transgênicas 

regeneradas por PCR. As linhas 1 a 5 mostram resultados da amplificação de preparações de 

DNA de folhas de 5 linhagens transgênicas de soja demonstrando a presença do fragmento de 

308 pb correspondente a uma região interna do gene hgh. As linhas 6 e 7 correspondem 

respectivamente aos controle negativos:  uma amostra contendo o DNA de uma semente não-
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transgênica e outra contendo água ao invés de DNA. A linha 8 corresponde à amplificação de 

um segmento interno de 308 pb do gene hgh, presente no plasmídeo pβcong3hGH (100 ng) 

utilizado como controle positivo. O marcador de peso molecular a 1-kb DNA ladder (Invitrogen, 

USA) foi utilizado para estimar o perfil de migração eletroforética de todas as amostras (linha 

9). (B) Análise de Southern blot de plantas transgênicas R1 demonstrando múltiplas cópias do 

gene hgh inseridas no genoma de todas as linhagens analisadas. As linhas 1 a 3 mostram 

amostras de DNA genômico de plantas provenientes das linhagens 3, 9 e 19 que foram 

submetidos à hibridização específica com uma sonda interna homóloga ao gene hgh. A linha 4 

mostra que não houve hibridização da sonda com o DNA genômico de uma planta não-

transgênica. Na linha 5 pode-se notar uma banda correspondente à hibridização da sonda com 

o plasmídeo pβcong3hGH (4,7-kb) (100 pg), indicando que a sonda reconhece especificamente 

um segmento interno do gene hgh. Os pesos moleculares foram estimados usando o marcador 

de peso molecular 1-kb DNA ladder (Invitrogen, USA). (C) Análise de RT-PCR de sementes R2 

imaturas das linhagens 3, 9 e 19 demonstrando a expressão do gene hgh ao nível 

transcricional. As linhas de 1 a 3 mostram a amplificação de cDNAs referentes aos transcritos 

primários do gene de interesse em amostras de cDNA de sementes das respectivas linhagens. 

As linhas 4 e 5 correspondem aos controles negativos respectivamente com cDNAs de uma 

semente não-transgênica e água ao invés de DNA template. A linha 6 mostra a reação de 

amplificação de um segmento interno do cassete de expressão (308 pb) presente no plasmídeo 

pβcong3hGH. Os pesos moleculares foram estimados usando o marcador de peso molecular 

1-kb DNA ladder (Invitrogen, USA). 

 

3.2) Caracterização da expressão do gene hgh a nível traducional 
nas linhagens transgênicas 

 

Análises de western blot foram realizadas para a avaliação da expressão do 

hGH recombinante nas sementes R1 das três linhagens transgênicas. Foi possível 

detectar a presença do hGH nas sementes estocadas à temperatura ambiente mesmo 

após seis anos. Anticorpos anti-hGH reconheceram especificamente as frações de 

aproximadamente 22 kDa presentes nos extratos protéicos de sementes das três 

linhagens: 3, 9 e 19. 

A ausência de bandas e fragmentos de massa molecular menor do que 22 kDa 

nas amostras indica que não houve sinais detectáveis de degradação do hGH 

recombinante expresso nas sementes (figura 4 A). 

A especificidade do promotor da subunidade α`da β-conglicinina foi avaliada 

pela análise imunológica de extratos protéicos isolados de raízes, caules, folhas, flores 

e sementes. Como esperado, não houve detecção do hGH recombinante nesses 

tecidos, exceto nas sementes (figura 4 B)  
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 A cinética de acúmulo da proteína recombinante durante o desenvolvimento 

fisiológico das sementes transgênicas R1 (da linhagem 19) foi avaliada 2, 4, 6 e 8 

semanas após a polinização dos óvulos (figura 4 C). Os resultados mostraram um 

aumento dos níveis de acúmulo do hGH ao longo do desenvolvimento da semente, 

atingindo seu auge em sementes imaturas colhidas 6 semanas após a polinização e 

mantendo-se estável nas duas semanas seguintes. 

 

 

 

Figura 4: (A) O acúmulo do hGH recombinante em sementes transgênicas de soja foi avaliado 

por western blot. As linhas 1 a 3 correspondem à análise de extratos protéicos totais (100 μg) 

de sementes R1 das linhagens 3, 9 e 19, e demonstram o reconhecimento do hormônio 

recombinante por moléculas de anticorpos primários anti-hGH. A linha 4 corresponde à reação 

do extrato de semente não-transgênica, onde não foi possível detectar a presença do hGH.  A 

linha 5 mostra o aparecimento de uma banda de aproximadamente 22 kDa associada à 

presença do hGH recombinante purificado de E. coli, que foi utilizado como controle positivo 

para demonstrar a especificidade do anticorpo primário e como referência do padrão de 
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migração eletroforética das proteínas recombinantes de sementes sob condições 

desnaturantes.  As massas moleculares das amostras e do controle foram estimadas utilizando 

o marcador de massa molecular Precision Plus Protein Standards All Blue
TM

 (Bio-Rad, USA). 

(B) A eficiência do promotor da subunidade α’ da β-conglicinina em restringir a expressão do 

transgene nas sementes foi avaliada por análise órgão-específica de western blot.  Na linha 1, 

aproximadamente 100 ng de hGH recombinante purificados de E. coli. foram detectados pelo 

anticorpo primário. As linhas 2 a 6 mostram a análise de PSTs (100 µg) respectivamente de 

sementes folhas, flores, caules e raízes de uma planta transgênica da linhagem 19. A presença 

do hGH recombinante foi detectada apenas nas sementes. As massas moleculares das 

amostras e do controle foram estimadas utilizando o marcador de massa molecular Precision 

Plus Protein Standards All Blue
TM

 (Bio-Rad, USA). (C) a) A cinética de expressão do hGH em 

diferentes estágios fenológicos de sementes R1 (linhagem 19) foi determinada a partir de 2, 4, 6 

e 8 semanas após a polinização das flores. b) As análises de western blot mostraram o 

acúmulo do hGH em cada estágio de desenvolvimento fisiológico das sementes. c) A 

eletroforese em gel de poliacrilamida com sódio-dodecil-sulfato (SDS-PAGE) dos extratos 

protéicos (~100 μg) demonstrou a aplicação homogênea das amostras a fim de permitir a 

análise comparativa dos blots correspondentes. 

 

3.3) Identificação subcelular do hGH em sementes de soja 
transgênicas. 

 

Para determinar se o hGH recombinante havia sido acumulado nos PSVs, 

foram realizados experimentos de imunocitoquímica de cotilédones de sementes 

transgênicas. Foi possível observar a localização subcelular da proteína recombinante 

nas sementes das linhagens 9 e 19. 

Imagens de microscopia eletrônica de secções ultrafinas (50 nm) de sementes 

tratadas com anticorpos específicos anti-hGH revelaram o acúmulo do hormônio 

primariamente nos PSVs das sementes analisadas, conforme indicado pela presença 

das partículas de ouro (20 nm) conjugadas à proteína A (figura 5 A e B). 

Não foi possível detectar o acúmulo de hGH no apoplasto, nos grãos de amido 

ou no citoplasma, bem como em secções de sementes não-transgênicas (figura 5 D). 
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Figura 5: Avaliação por imunocitoquímica do endereçamento subcelular do hGH para os PSVs 

de sementes R1 transgênicas. O acúmulo do hormônio foi detectado principalmente nos PSVs 

de diferentes sementes das linhagens 9 e 19, conforme mostrado respectivamente em (A) e 

(B). Houve acúmulo pontual do hGH na parede celular - cell wall (CW) – em semente da 

linhagem 19 (C). A presença da proteína recombinante não foi detectada em sementes não-

transgênicas ou associada claramente aos corpos de óleo – oil bodies (OB) (D). 
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3.4) Identificação de peptídeos trípticos do hGH por espectrometria 
de massa. 

 

O hGH recombinante presente nas sementes foi detectado e identificado por   

NanoLC-MSE . Os resultados demonstraram a presença das seqüências corretas dos 

peptídeos do hormônio humano nos extratos protéicos de sementes transgênicas de 

soja e as respectivas massas monoisotópicas esperadas (figura 6 A e B). A adição da 

modificação carbamidometila+C em dois dos peptídeos do hGH foi causada pela 

digestão protéica conforme descrito na seção Materiais e Métodos. 

 

Figura 6. (A) Esquema analítico da seqüência complete do hGH expresso em soja. As barras 

pretas correspondem aos sítios de digestão da enzima tripsina. Os trechos em cinza-escuro 

indicam as seqüências de peptídeos confirmadas por espectrometria de massa em tandem 

(MS/MS). Os trechos cinza-claro indicam as seqüências peptídicas com a modificação do tipo 

carbamidometila+C. Os números acima dos trechos identificados mostram as massas 
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monoisotópicas dos peptídeos correspondentes. (B) Espectro de ionização do peptídeo 

marcado em (A), com as respectivas séries b e y, indicando as massas seqüenciais dos 

aminoácidos cobertos no fragmento.  

 

3.5) Quantificação e avaliação funcional do  hGH recombinante. 
 

A atividade biológica do hGH recombinante presente nos extratos protéicos de 

sementes das linhagens 3, 9 e 19 foi determinada conforme mostra a figura 7.  O 

bioensaio de avaliação da atividade somatogênica se baseia na proliferação de células 

clones da linhagem BaF/B03-B2B2 de camundongo. Elas expressam o tipo selvagem 

do receptor de hGH (wt hGHR), capaz de ser reconhecido pelo hormônio ativo e 

desencadear os primeiros estágios da cascata de reações relacionadas à ativação do 

ciclo celular. A proliferação dessas linhagens celulares depende da presença de 

fatores de crescimento ativos no meio de cultura, dentre eles o hGH. 

A atividade somatogênica no experimento foi medida pela diferença na 

resposta celular na presença e ausência de uma molécula antagonista, capaz de se 

ligar aos receptores wt hGHR  e de competir com o hGH, inibindo a sua atividade. 

Sementes das linhagens 9 e 19 expressaram altos níveis de hGH bioativo, com 

2.90 + 0.069 % PST (avaliado em 3 determinações independentes) para a linhagem 9 

e 2.60 + 0.01 % PST para a linhagem 19 (figura 7). Os resultados indicaram que o 

hormônio derivado das sementes de ambas as linhagens atuou como promotor 

eficiente da ativação metabólica do crescimento e da proliferação das células B2B2. 

Não foi possível detectar atividade significativa do hGH sintetizado em sementes da 

linhagem 3, bem como no controle negativo –sementes nao-transgênicas. 
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Figura 7: Curvas de proliferação de células BaF/B03-B2B2 expressando o receptor selvagem 

hGHR em função da dosagem de hGH presente no meio de cultura. Os hormônios presentes 

em sementes R1 das linhagens transgênicas 3, 9 e 19 apresentaram diferentes níveis de 

indução de atividade somatogênica em células pró-B murinas. Não houve atividade significativa 

quando testadas as amostras de sementes não-transgênicas, bem como a linhagem de soja 

transgênica 3.  

 

4) DISCUSSÃO 
 

Neste trabalho, o hormônio do crescimento humano (hGH) foi expresso em 

sementes transgênicas de soja. As seqüências regulatórias presentes no vetor 

plasmidial de expressão utilizado nos experimentos de biobalística: o promotor tecido-

específico da subunidade α’ da β-conglicinina de soja e o peptídeo-sinal da α-coixina 

de Coix foram avaliados quanto à sua eficiência em restringir a expressão do hGH nas 

sementes e endereçar o cúmulo do hormônio para os PSVs. O promotor mencionado 

é regulado temporalmente e promove a expressão gênica nos eixos embrionários e 

nos cotilédones de sementes em desenvolvimento (Chen et al., 1986; Imoto et al., 

2008). 

Cinco linhagens transgênicas de soja foram obtidas por biobalística e todas 

continham ambos os genes hgh e ahas, ou seja, nenhuma foi fruto de escape durante 

o processo de seleção. A eficiência de transformação genética foi de 0,5%, inferior à 

normalmente obtida quando da utilização do protocolo de transformação desenvolvido 

pelo LTG II (Aragão et al., 2000; Rech et al., 2008). As causas para esse índice de 
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sucesso podem ser as mesmas relacionadas à transformação genética de soja para a 

produção da pró-insulina. 

 Os transgenes foram estavelmente integrados ao genoma das plantas 

hospedeiras, como observado nas progênies R1 e R2.  Esse é um dado extremamente 

importante para o desenvolvimento de linhagens homozigotas destinadas à produção 

em larga escala do hGH recombinante e também para a caracterização da molécula 

em testes clínicos. 

As analises de RT-PCR de sementes transgênicas imaturas demonstraram que 

a expressão do gene hgh no nível transcricional ocorreu em todas as linhagens 

testadas. Esse resultado sugere que as posições dos sítios de integração de uma ou 

mais cópias do transgene na cromatina do genoma das plantas não impediu a 

atividade regular do complexo da RNA Polimerase II e a obtenção de transcritos 

primários (Meyer & Saedler, 1996). 

Três linhagens transgênicas apresentaram segregação mendeliana para os 

genes hgh e ahas (resultado não mostrado), sugerindo que, se múltiplas cópias 

tivessem se integrado de maneira randômica no genoma das plantas R0, 

provavelmente a integração ocorreu em diferentes loci com baixa freqüência de 

recombinação (Zhao et al., 2007). Essa hipótese foi corroborada com o resultado da 

análise de Southern blot de diferentes plantas R1 das três linhagens (3, 9 e 19), as 

quais apresentaram pelo menos 8, 4 e 3 cópias respectivamente. Um problema 

associado ao alto número de cópias integradas ao genoma dos eventos 

transformantes é a possibilidade de integração supérflua em tandem, o que pode levar 

ao silenciamento no nível pós-transcricional e baixos níveis de produção da proteína 

recombinante (Finnegan & McElroy, 1994). Novas análises por hibridização em 

gerações mais avançadas irão permitir o monitoramento da segregação das cópias 

dos transgenes e associá-lo a padrões específicos de expressão do hGH. 

As analises de western blot demonstraram a expressão do hormônio 

recombinante em sementes transgênicas durante todos os estágios do seu 

desenvolvimento fisiológico. Como esperado, não houve acúmulo da proteína nas 

raízes, caules, folhas e flores coletadas.  A atividade regulatória do promotor da 

subunidade α’ da β-conglicinina está associada estritamente à presença de 

moduladores que se ligam a regiões de DNA a aproximadamente 250 pb do sítio de 

início de transcrição. A síntese desses moduladores protéicos está associada aos 

estágios iniciais do desenvolvimento das sementes, quando a presença abundante de 

proteínas de reserva é requerida para sua posterior utilização catabólica (Chen et al., 

1986; Allen et al., 1989; Fujiwara & Beachy, 1994). 
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Neste estudo, o gene codificador do hGH foi clonado sob controle do promotor 

da subunidade α’ da β-conglicinina de soja e do peptídeo-sinal da α-coixina de Coix 

lacryma-jobi (Leite et al., 2000) com o objetivo de restringir a expressão gênica para as 

sementes transgênicas e endereçá-las para os PSVs, aumentando o rendimento final 

de produção recombinante em função da maximização da estabilidade protéica pós-

traducional. 

O acúmulo do  hGH em sementes maduras das três linhagens foi detectada por 

western blot, demonstrando a especificidade do promotor tecido-específico empregado 

na estratégia de expressão. 

A análise por digestão tríptica e nanoLC-MSE dos extratos de sementes 

transgênicas expressando o hormônio demonstraram que os peptídeos obtidos 

apresentavam as seqüências e massas moleculares esperadas. Os níveis de acúmulo 

do hGH recombinante nas sementes variaram de 2.6 a 2.9% PST, bastante 

significativos quando comparados com os valores típicos observados em biorreatores 

vegetais. 

Apesar de o peso máximo de cada semente madura (cultivar BR-16) chegar a 

200 mg, e do seu conteúdo protéico atingir até 40% do peso seco (Cantoral et al.,  

1995), no presente estudo as sementes utilizadas apresentaram um conteúdo protéico 

superior a 30% (dados não publicados), o que possibilita estimar que as sementes 

transgênicas da linhagem 9 apresentam um potencial de produção de mais de 9 g de 

hGH/Kg de sementes secas. Esse valor excede o resultado previamente observado de 

expressão desse mesmo hormônio em sementes de soja sob controle do promotor 

constitutivo 35SCaMV, igual a  0.0008% PST (Russell et al., 2005). Além disso, 

nossos resultados não apresentam detecção de degradação proteolítica do hGH 

recombinante nas sementes, característica associada diretamente à 

compartimentalização da proteína após a tradução, conforme demonstrado quando o 

hormônio foi acumulado nos cloroplastos de folhas de tabaco por Gils e colaboradores 

(2005). Em contraste, níveis significativos de degradação do hGH foram observados 

quando da síntese da proteína constitutivamente em folhas e sementes de tabaco e 

milho sem qualquer tipo de endereçamento subcelular (Russell et al., 2005).  

O padrão de cinética de acúmulo do hGH nas sementes indica que a 

modulação temporal de síntese do hormônio, durante o ciclo da cultura, atinge seu 

pico aproximadamente 4 semanas após a polinização, seguido da estabilização da 

produção até a maturação completa das sementes. Esse resultado pode ser 

correlacionado com a própria cinética de formação e aumento da disponibilidade dos 

PSVs nas sementes (Yoo & Chrispeels, 1980).   
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Os resultados de imunicitoquímica de cotilédones de sementes transgênicas 

indicaram que moléculas de hGH recombinante foram eficientemente endereçadas 

para os PSVs. A presença da proteína foi detectada no lúmem dessas organelas, mas 

não no interior de corpos de óleo. Como as sementes de soja expressaram o hGH 

com a sua massa molecular correta – 22kDa – conforme determinado nos espectros 

MS/MS, pode-se constatar que a remoção do peptídeo-sinal da α-coixina no RE foi 

realizado corretamente, corroborando a hipótese de sucesso no endereçamento 

subcelular como já demonstrado em diferentes sistemas vegetais recombinantes 

obtidos por  transformação do genoma nuclear (Daniell et al., 2001; Ma et al., 2003; 

Stöger et al., 2005). 

A utilização de sementes de soja transgênicas como alvo do endereçamento 

subcelular de proteínas recombinantes pode constituir uma opção viável para a 

produção de plataformas de produção de fármacos (Giddings et al., 2000; Twyman et 

al., 2003). Nossos resultados demonstraram que sementes de diferentes linhagens 

obtidas há seis e estocadas à temperatura ambiente (22 ± 2oC) ainda continham altas 

concentrações de hGH bioativo. 

Esses resultados não apenas confirmam a idéia de estabilidade de acúmulo via 

expressão em órgãos como tubérculos e sementes (Fiedler & Conrad, 1995; Stöger et 

al., 2000; Larrick & Thomas, 2001; Ramírez et al., 2001), como também expandem o 

período potencial de estocagem de fármacos via acúmulo nos PSVs. A possibilidade 

de acúmulo de fármacos em sementes por longos períodos de tempo, sem redução 

drástica das concentrações iniciais, permite ainda a purificação para fins comerciais 

em função da demanda real do produto (Boothe et al., 2010). 

Experimentos de purificação do hGH derivado de sementes de soja e a 

caracterização da molécula de acordo com as boas práticas de processamento estão 

sendo conduzidos para avaliar seu potencial emprego terapêutico em humanos 

(Boothe et al., 2010). Em adição, novos experimentos também estão feitos para avaliar 

a utilização de sementes de soja transgênica para o arraçoamento de peixes e 

alimentação bovina. 

 

 

 

 

 

 

 



73 

 

Capítulo 4 
 
Acúmulo do fator de coagulação IX (FIX) funcional em 

sementes transgênicas de soja 
 

1) INTRODUÇÃO 
 

O fator IX de coagulação sangüínea (FIX) é uma serino-protease pertencente à 

família de peptidases S1, com 461 aminoácidos, 55 kDa e ponto isoelétrico de 5,2. Ela 

é sintetizada e armazenada no fígado e secretada, posteriormente, no sangue como 

um zimogênio cuja estrutura é estabilizada por três ligações de dissulfeto e dividida em 

duas regiões: uma leve e a outra pesada (Furie & Furie, 1988).  

Uma vez no sangue, essa glicoproteína sofre diversas modificações pós-

traducionais que a permitem desempenhar um papel-chave na via intrínseca de 

coagulação sanguínea (Bristol et al., 1993; Ragni et al., 2002).  

A participação do FIX na complexa rede de reações da via envolve diretamente 

sua ativação pela vitamina K e o seu acoplamento a co-fatores lipídicos e íons de 

cálcio, além de clivagens mediadas por mais duas serino-proteases: os fatores XI 

(FXI) e X (FX) (Roth et al., 2001).  

 Durante o processamento pelo FXI, um peptídeo de 11 kDa é removido da 

cadeia do FIX imaturo para expor seu sítio ativo. Essa modificação permite ao FIX 

catalisar a hidrólise de uma ligação peptídica envolvendo uma arginina e uma 

isoleucina do FX o qual, uma vez maduro, modifica outras proteínas da via intrínseca 

de coagulação sanguínea, notadamente a pró-trombina e o fibrinogênio (Osterud & 

Rapaport, 1977; Furie & Furie, 1988).  

Segundo Cunha (2008): “a informação genética do FIX é armazenada em um 

dos maiores e mais complexos genes humanos já caracterizados, localizado no lócus 

Xq27.1-q27.2.1, no braço longo do cromossomo X. O gene completo possui 35 kb de 

extensão, 8 exons  e uma longa seqüência codante de 1.326 pb. Mutações genéticas 

que levem à disfunção ou à ausência de síntese do FIX causam o segundo tipo de 

hemofilia mais comum, o B (“Christmas disease’), doença recessiva ligada ao X que 

afeta 1 em cada 30.000 homens”. 

O tratamento da hemofilia do tipo B era realizado através da administração de 

doses do FIX purificado do fígado ou derivado do sangue de cadáveres humanos até a 

segunda metade de 2007, quando a multinacional americana Wyeth lançou o FIX 

recombinante produzido em larga escala a partir de células de ovário de hamsters 

chineses. O produto, comercializado na América do Norte e Europa, foi registrado 
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como BeneFIX® (http://www.benefix.com/) e se mostrou altamente eficiente e seguro 

(Lambert et al., 2007). 

Apesar do sucesso do produto nos mercados citados acima, o fator de 

coagulação hemoderivado ainda é predominantemente utilizado por hemofílicos B em 

países em desenvolvimento. O FIX hemoderivado não apenas é caro como também 

um potencial carreador de príons causadores da doença de Creutzfeldt-Jakob (vCJD), 

de vírus causadores dos diferentes tipos de hepatite e AIDS, de manifestações de 

trombose, coagulação intravascular disseminada e alterações da função imune 

(Shapiro et al., 2005; Lisauskas et al., 2008). 

Os primeiros organismos transgênicos a expressarem o FIX recombinante 

foram células de E.coli, em 1982 (Kurachi & Davie, 1982). Algum tempo depois, em 

1986, o FIX humano produzido em células de ovários de hamsters chineses 

(Cricetulus griseus G. Fischer) foi purificado, caracterizado e testado com sucesso, e o 

sistema foi aperfeiçoado até a produção em larga escala do BeneFIX® (Kaufman et al., 

1986). 

Sistemas de suspensão de fibroblastos bovinos (Liu et al., 1993), de células-

tronco do sistema hematopoiético (Chen et al., 2006) e de células de rim de hamsters 

(Wajih et al., 2005) também já foram desenvolvidos para expressar altas 

concentrações do FIX humano.  

Animais transgênicos vêm gradualmente atraindo maior atenção para a 

avaliação in vivo da reversão da hemofilia B e também para a produção do FIX no leite 

(Jallat et al., 1990). Camundongos hemofílicos coneguiram produzir o FIX ativo em 

seus hepatócitos após a transferência in vivo de um plasmídeo contendo o gene 

codificador do FIX humano nessas células (Miao et al., 2001). 

A infecção de células de músculos esqueléticos de camundongos e cães com 

hemofilia B (Arruda et al., 2004), e do fígado de macacos (Rhesus macaques) 

(Nathwani et al., 2002) com partículas de adenovirus transgênicas também foi utilizada 

para reverter quadros de hemofilia B nesses animais.  

Recentemente, o grupo do LTG II do Cenargen demonstrou a secreção do FIX 

humano funcional produzido no leite de camundongas transgênicas. Os níveis de 

expressão chegaram a até 3% PST (Lisauskas et al., 2008), o que é bastante 

animador do ponto de vista do rendimento de produção e da possibilidade de 

desenvolvimento de vacas adultas capazes de fazer o mesmo em período de lactação. 

Apesar da produção do FIX no leite de animais transgênicos ser promissora e 

proporcionar o processamento pós-traducional idêntico ao humano, a produção 

nessas plataformas ainda é cara. Além disso, animais transgênicos de grande porte 

apresentam ciclo fisiológico longo (demoram anos para atingir a fase adulta), 

http://www.benefix.com/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cricetulus_griseus
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apresentam baixa capacidade de escalonamento de produção e restringem a 

produção ― normalmente alta ― apenas à fase de lactação (Kusnadi et al., 1997; Ma 

et al., 2003; Obembe et al., 2011). 

Estudos de avaliação da eficiência e do custo de tratamento de hemofílicos 

com deficiência de outro fator de coagulação, o FVII, mostrou que a droga 

recombinante de células de mamíferos promoveu coagulações com 100% de 

eficiência e, em média, 14 vezes mais rapidamente do que a droga convencional, a um 

custo considerado alto ― de US$ 7.590 por paciente, mas, mesmo assim, equivalente 

à metade do custo final do tratamento com a droga hemoderivada (Ozelo et al., 2007). 

Apesar da disponibilidade e do tratamento dos diversos tipos de hemofilia com 

alguns fatores recombinantes (derivados de células de mamíferos) ser relativamente 

mais seguro, eficiente e mais barato que a utilização de hemoderivados, seu uso 

terapêutico ainda possui um custo proibitivo em países em desenvolvimento como o 

Brasil, o que sinaliza para a necessidade de obtenção de sistemas de expressão 

recombinante dessas moléculas que permitam uma redução do preço final da droga 

ao consumidor. 

A utilização de plantas como reatores de fármacos constitui um dos sistemas 

mais eficientes do ponto de vista custo/benefício para a produção em larga-escala 

dessa classe de moléculas (Ma et al., 2003; Twyman et al., 2003). Além disso, o 

maquinário enzimático de plantas superiores consegue promover a síntese de 

proteínas que exigem um dobramento complexo, a montagem de multímeros e a 

promoção de algumas das modificações pós-traducionais exigidas para a correta 

função de fatores de coagulação como o FIX (Ma et al., 2003; Howard, 2005).  

O FIX funcional já foi produzido eficientemente em sistema vegetal. Plantas 

transgênicas de tomate (Solanum lycopersicum L.) foram obtidas via A. tumefaciens e 

foram capazes de produzir frutos cujos conteúdos protéicos continham níveis máximos 

de FIX na ordem de 0.016% PST (Zhang et al., 2007). Apesar do baixo nível de 

acúmulo nos frutos, o FIX produzido em tomate foi eficiente para promover a 

coagulação sangüínea in vitro.  

Recentemente, moléculas de FIX recombinante fusionadas à subunidade β da 

toxina do vibrião do cólera (Vibrio cholera) foram produzidas em plantas de tabaco 

transplastômicas 3,8% PST. O fármaco foi bioencapsulado e oralmente administrado 

em camundongos, que desenvolveram resposta imune a reações típicas da infecção 

causada pelo patógeno (Verma et al., 2010). 

Plataformas recombinantes baseadas em sementes transgênicas são 

particularmente interessantes para o acúmulo de fármacos em função do seu alto 

percentual protéico endógeno e por permitirem a estocagem de proteínas funcionais 
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por longos períodos de tempo (Hood et al., 2002; Ma et al., 2003; Stöger et al., 2005; 

Drakakaki et al., 2006; Moravec et al., 2007; Streatfield, 2007). 

As sementes de soja possuem uma grande conentração endógena de 

proteínas (~40% do peso seco), notadamente em função da grande disponibilidade de 

PSVs destinados á estocagem de proteínas de reserva (Takaiwa et al., 2007). 

No presente trabalho, o FIX recombinante foi expresso em sementes 

transgênicas de plantas de soja obtidas por biobalística, e endereçado para os PSVs 

de modo a ser acumulado estavelmente. Essa estratégia molecular de expressão foi 

possível graças à utilização de um cassete de expressão contendo o promotor da 

subunidade α’ da β-conglicinina de soja e do peptídeo-sinal de α-coixina de Coix. 

 

2) MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1) Amplificação do cDNA do FIX  e construção do vetor 

pcong3FIX. 
 

A seqüência codificadora do FIX (GenBank número de acesso: M11309) foi 

amplificada por PCR a partir de uma biblioteca de cDNA de fígado humano (λ TriplEx; 

Clontech, USA), utilizando a enzima Precision Plus Taq polymeraseTM (Invitrogen, 

USA) na reação. Os sítios de restrição de NcoI e BamHI foram incluídos,  

respectivemente, como extensões das extremidades 5` dos primers senso e antisenso. 

O primeiro, inclusive, continha também uma extensão correspondente à seqüência do 

peptídeo-sinal de α-coixina para o endereçamento protéico para os PSVs (Ottoboni et 

al. 1993). O fragmento obtido foi obtido clonado nos sítios de NcoI e BamHI presentes 

no vetor pβcong3 (mencionado anteriormente no capítulo 3) para gerar o vetor de 

expressão pcong3FIX (figura 1). 
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Figura 1: Representação esquemática da construção do vetor de expressão pcong3FIX 

(5.440 pb), mostrando os primers utilizados para amplificar o fragmento contendo o gene fix e o 

peptídeo-sinal de Coix. 

 

Este vetor final continha o backbone do vetor pBlue Script (Promega, USA), 

além de um cassete de expressão de 2.737 pb contendo a seqüência codificadora do 

FIX sob controle do  promotor e do terminador da subunidade α’ da β-conglicinina  de 

soja (Chen et al., 1986; Doyle et al., 1986). Nos experimentos de transformação 

genética de embriões de soja, foi utilizado também o vetor pAC321, (Rech et al., 2008) 

o qual possui um cassete de expressão de 4.435 pb, formado pelo promotor ahas, o 
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gene marcador de seleção ahas e o terminador ahas previamente mencionados (figura 

2). 

 

 

Figura 2: Representação esquemática dos cassetes de expressão dos plasmídeos 

pβcong3hFIX e pAC 321 utilizados nos experimentos de transformação genética de embriões 

de soja via biobalística. O gene do FIX (fix) foi fusionado ao peptídeo-sinal da α-coixina (SP) 

sob o controle do promotor e do terminador da subunidade α`da β-conglicinina. O cassete de 

expressão do pAC 321  contém o gene marcador de seleção ahas de A. thaliana sob o controle 

do promotor e o do terminador ahas. 

 

2.2) Transformação genética de soja. 
 

Os vetores pβcong3FIX e pAC321 foram utilizados nos experimentos de 

transformação genética de embriões somáticos de soja, em co-transformação (1:1), 

conforme descrito no capítulo 2, segundo o protocolo de Rech e colaboradores (2008). 

  

2,3) Extração de DNA e reação em cadeia da DNA Polimerase (PCR). 
  

O DNA genômico das plantas transgênicas R0 e de sementes maduras e secas 

foi extraído, amplificado por PCR e analisado por eletroforese em gel de agarose 

conforme descrito nos capítulos 2 e 3. 

 Os primers FIX AL 256 senso (GATGGAGATCAGTGTGAGTC) e FIX AL 751c 

antisenso (TAACGATAGAGCCTCCACAG), e AHAS P124 senso 

(ACTAGAGATTCCAGCGTCAC) e AHAS 534 antisenso 

(GTGGCTATACAGATACCTGG) foram utilizados para a amplificação de fragmentos 

de 495 e 624 pb respectivamente. Esses fragmentos são correspondentes à 

amplificação de fragmentos internos dos genes fix e ahas. 
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2.4) Análise de plantas por Southern blot. 
 

O isolamento do DNA genômico de plantas transgênicas R1, sua digestão, 

separação eletroforética e hibridização foram realizados conforme descrito no capítulo 

3. O fragmento de 405 pb relativo a uma região interna do gene fix foi utilizado como 

sonda e marcado com 32P dCTP (3000 Ci/mol) usando o kit de marcação  Ready-To-

Go DNA Labeled® (GE Healthcare) de acordo com as recomendações do fabricante. 

 

2.5) Análise por RT- PCR. 
 

Sementes transgênicas imaturas R1, colhidas 60 dias após a polinização, foram 

analisadas para a presença de transcritos primários do gene fix. 

A obtenção de RNAs totais, construção de cDNAs e amplificação dos cDNAs 

alvos foram realizadas de acordo com a descrição presente no capítulo 3. Os primers 

senso e antisenso utilizados para a reação de amplificação foram os mesmos 

descritos para os experimentos de PCR acima.  

 

2.6) Obtenção de extratos protéicos totais de sementes 
transgênicas de soja. 

 

Extratos protéicos totais de folhas, caules, flores, raízes e sementes (cada 

semente pesando aproximadamente 200 mg) foram obtidos por homogeneização de 

1,5 g de tecido macerado em 10 mL de PBS 1X (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,7 mM, 

NaCl 140 mM e KCl 2,7 mM, pH 7.2). As amostras foram homogeneizadas em gelo 

com três pulsos de intensidade a mais baixa possível, utilizando-se um Polytron PT 

(Kinematica, USA) e imediatamente congeladas a  -80°C. 

Para as análises, as amostras foram descongeladas a 4°C e centrifugadas a 

12.000 g por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e filtrados usando 

um filtro Millipore 0,22 m (Millipore, Billerica, USA). 

As concentrações protéicas foram determinadas usando o kit Pierce BCA 

Protein Assay Reagent (Quantum Scientific, Australia) de acordo com o protocolo do 

fabricante. Grupos de 3 sementes foram utilizados para ensaio quantitativo de ELISA 

(enzyme-linked immunosorbent assay). 

Para a determinação de função do FIX recombinante, pools de 50 sementes 

foram submetidos ao protocolo de extração descrito acima. Os extratos solúveis foram 

concentrados aproximadamente seis vezes usando uma coluna Falcon 100 μm nylon 
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sieve column (Millipore/Amicon, USA) e quantificados com o protein assay kit (Bio-

Rad, USA). 

 

2.7) Análises por western blot. 
 

Aproximadamente 100 µg PST de cada amostra foram analisados por western 

blot conforme descrito no capítulo 3. Como anticorpo primário para o reconhecimento 

do FIX recombinante foi utilizado o anti-FIX policlonal produzido em coelho, numa 

diluição de 1:3.000 (4 ng/μL) em PBS 1X. 

 

2.8) Quantificação do FIX humano nas sementes de soja. 
 

A fim de determinar a concentração do FIX nas sementes transgênicas de soja, 

20 µg de PST de sementes foram diluídos em PBS 1X e quantificados usando o kit 

Asserachrom IX:AG ELISA kit (Diagnostica Stago, USA) de acordo com  as instruções 

do fabricante. As concentrações do FIX recombinante foram determinadas baseadas 

numa curva-padrão de FIX comercial, em cujas concentrações variaram de 0,17 a 5,0 

µg/mL. A lavagem da placa, a incubação com o anticorpo anti-FIX conjugado com 

peroxidase (Diagnostica Stago, USA) e a detecção usando o substrato diamina-orto-

fenileno com peróxido de hidrogênio (OPD/H2O2; Diagnostica Stago, USA) foram 

realizadas de acordo com o protocolo do fabricante. As reações foram interrompidas 

com ácido sulfúrico (H2SO4) 3 M e a absorbância foi medida a  492 nm em um leitor de 

placa microplate Reader 3550 (Bio-Rad, USA). 

 

2.9) Análises de imunocitoquímica. 
     

A checagem do endereçamento subcelular do FIX recombinante para os PSVs 

de sementes de soja foi realizada como descrito no capítulo 2. O anticorpo utilizado 

para o reconhecimento do FIX recombinante foi o anti-FIX policlonal produzido em 

coelho, numa diluição de 1: 500 (24 ng/µL) em tampão PBST 1X. 
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2.10) Preparo de amostras e análise por NanoLC-MSE. 
 

A extração de PST para espectrometria de massa, digestão com tripsina e 

aquisição de espectros foram realizadas de acordo com os protocolos descritos no 

capítulo 3. 

 

2.11) Análise de dados e identificação de proteínas. 
 

Os dados de espectrometria de massa obtidos por LC-MSE foram processados 

conforme descrito previamente no capítulo 3. A única diferença residiu no fato de que 

a identificação das proteínas foi realizada através de procura em um banco de dados 

de Glycine max com padrões de digestão de MassPREP (MPDS) do UniProtKB/Swiss-

Prot com as seqüências:  “Phosphorylase - P00489 - PHS2_RABIT, Bovine 

Hemoglobin P00489 - PHS2_RABIT, Bovine Hemoglobin - P02070 - HBB_BOVIN, 

ADH - P00330 - ADH1_YEAST, BSA - P02769 - ALBU_BOVIN) e human coagulation 

factor IXa (UniProtKB/Swiss-Prot P00740 FA9_HUMAN) anexas ao banco de dados. 

 

2.12) Avaliação funcional do FIX por ensaio de coagulação in vitro. 
 

A atividade funcional do FIX recombinante sintetizado em sementes de soja foi 

avaliada pelo ensaio de tempo de ativação parcial da tromboplstina (aPTT) (Arruda et 

al., 2004). Aproximadamente 600 µg TSP de cada amostra foram incubados em 

PBS1X com 200 μL de vitamina K1 (Sigma, USA) (100 μg/ mL) por 24 horas a 37ºC.  

Após esse período, as amostras foram incubadas individualmente com 150 µL de 

substrato com plasma deficiente de FIX (Helena Laboratories, USA) e 150 μL de 

tampão ativador de FIX Veronal (Dade–Behring, Germany) por 3 minutos a 37ºC. Um 

volume de 150 µL de TriniCLOTTM aPTT CaCl2 (Trinity Biotech, USA), numa 

concentração de 25 mM, foram adicionados à amostra, e o tempo de coagulação foi 

determinado em um  coagulômetro ACL 200 System (Instrumental Laboratory, USA). 

Para a determinação da atividade relativa de coagulação do FIX presente nas 

amostras, uma curva-padrão em diluição seriada de 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 

1:2560 e 1:5120, foi elaborada utilizando-se as mesmas soluções de preparo das 

amostras transgênicas mas com um reagente similar ao plasma humano normal 

liofilizado - denominado Verify® (BioMérieux, France) – em substituição aos extratos 

protéicos. 
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3) RESULTADOS 
 

3.1) Caracterização molecular das linhagens transgênicas obtidas e 
análise da expressão transcricional do gene fix. 

 

Após os experimentos de biobalística, os eixos embrionários bombardeados 

foram cultivados in vitro por seis semanas antes da transferência das plântulas 

regeneradas para a casa de vegetação. Onze linhagens transgênicas independentes 

foram identificadas por PCR (figura 3). Após um período máximo de dez meses dos 

bombardeamentos, as plantas cultivadas sob regime de 23 horas diárias de 

fotoperíodo produziram uma média de aproximadamente 1000 sementes cada (dados 

não mostrados). O padrão de segregação dos transgenes nas sementes R1 foi 

avaliado por PCR. As linhagens 1 e 7 apresentaram segregação mendeliana para o 

gene fix e foram escolhidas para a caracterização molecular e bioquímica. Todas as 

linhagens transgênicas apresentaram a presença do gene ahas (dado não mostrado). 

 

 

Figura 3: Identificação de 11 linhagens transgênicas por PCR demonstrando a amplificação de 

um segmento interno do gene fix de 495 pb. As linhas de 1 a 11 indicam as linhagens 

transgênicas obtidas. As linhas 12 e 13 correspondem aos controles negativos, 

respectivamente com o DNA genômico de uma planta não-transgênica e com água. A linha 14 

corresponde a uma reação com plasmídeo pcong3FIX. 

  

A análise de plantas R1 das linhagens 1 e 7 por Southern blot revelou que 

múltiplas cópias do gene fix foram integradas ao genoma da primeira e apenas uma ao 

da segunda (figura 4 A). A utilização de uma sonda radioativa interna ao gene fix 

mostrou que pelo menos quarto cópias do transgene foram detectadas no padrão de 

digestão e migração eletroforética do DNA genômico da linhagem 1. 

O experimento de RT-PCR detectou a expressão do gene fix ao nível 

transcricional em sementes transgênicas R2. O produto de amplificação por PCR de 

495 pb foi detectado em amostras de ambas as linhagens (figura 4 B). 
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Figura 4: (A) Análise de Southern blot de plantas transgênicas R1. As linhas 1 e 2 

correspondem a plantas transgênicas as linhagens 1 e 7; C- a uma planta não-transgênica e 

C+ ao plasmídeo pβcong3FIX (100 pg). (B) Resultado de RT-PCR de sementes imaturas R2 

das linhagens transgênicas 1 e 7 (representadas respectivamente nas linhas 1 e 2). A linha 3 

corresponde a uma semente não-transgênica; a linha 4 a uma amostra sem DNA template e a 

linha 5 a uma reação com o plasmídeo pβcong3FIX. O marcador de peso molecular a 1-kb 

DNA ladder (Invitrogen, USA) foi utilizado para estimar o perfil de migração eletroforética de 

todas as amostras. 

 

3.2) Expressão e localização do FIX recombinante em sementes 
transgênicas. 

 

A expressão do FIX recombinante em sementes R1 foi confirmada por western 

blot usando PST de sementes das linhagens 1 e 7. Houve a detecção da proteína 

recombinante com a massa molecular esperada de aproximadamente 56 kDa em 

ambas as sementes (figura 5 A). No experimento de western blot tecido-específico, a 

restrição da expressão nas sementes foi demonstrada pelo fato da não-detecção nas 

amostras de raiz, caule, folha e flor (figura 5 B). 

A cinética de expressão durante o ciclo de desenvolvimento das sementes R1 

foi avaliada em 2, 4, 6, e 8 semanas após a polinização. Houve um acúmulo crescente 

de FIX durante a maturação das sementes. Aparentemente a concentração de FIX foi 

maior nas sementes imaturas coletadas na sexta e oitava semanas de avaliação 

(figura 5 C). 
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Figura 5: (A) Análise de western blot de sementes transgênicas expressando o FIX 

recombinante. O reconhecimento imunológico dos extratos protéicos totais (100 μg) de 

sementes R1 das linhagens 1 e 7 é mostrado nas linhas 1 e 2. A linha 3 corresponde a uma 

amostra de semente não-transgênica e a linha 4 a 40 ng de FIX comercial (Sigma, USA). (B) 

Western blot demonstrando a expressão tecido-específica do FIX nas sementes da linhagem 1. 

A linha 1 representa a detecção de 40 ng de FIX comercial (controle positivo). As linhas 2, 3, 4, 

5 e 6 mostram a análise de 100 µg TSP respectivamente de sementes, flores, folhas, caules e 

raízes. (C) Experimento de western blot mostrando o acúmulo da proteína recombinante em 

diferentes estágios de maturação das sementes: (1) sementes colhidas com 2, 4, 6 e 8 

semanas após a polinização; (2) o acúmulo de FIX em cada estágio de desenvolvimento 

fisiológico; (3) controles de carregamento de gel SDS-PAGE com ~80 μg de cada extrato 

protéico. As massas moleculares das amostras e do controle foram estimadas utilizando o 

marcador de massa molecular Precision Plus Protein Standards All Blue
TM

 (Bio-Rad, USA). 
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A localização subcelular do FIX nas sementes maduras da linhagem 1 foi 

avaliada por ensaios de imunocitoquímica ultraestrutural. Imagens de microscopia 

eletrônica de secções ultrafinas (50nm) de cotilédones transgênicos, tratados com 

anticorpos anti-FIX, indicaram o acúmulo da proteína nos PSVs, como evidenciado 

pela presença de partículas de ouro (20 nm) conjugadas com proteína  A nesses 

locais (indicados pelas setas). Não houve detecção significativa do FIX no apoplasto e 

nos grãos de amido (figura 6 A e B). 

 

 

Figura 6: Avaliação do endereçamento subcelular do FIX recombinante em seções ultrafinas 

de cotilédones de soja. (A) Acúmulo subcelular do FIX recombinante nos PSVs de semente 

transgênica da linhagem 1. (B) Imunocitoquíca de semente não-transgênica. OB = oil bodies. 
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3.3) Quantificação do FIX nas sementes transgênicas de soja. 
  

Experimentos de ELISA foram realizados para determinar a concentração de 

FIX nos PST de sementes das linhagens 1 e 7 (figura 7). As concentrações foram 

respectivamente de 0,138 mg/mL (0,2% PST) e 0,158 mg/mL (0,23% PST). 

 

 

Figura 7: Quantificação do FIX recombinante presente nas sementes transgênicas linhagens 1 

e 7. 

  

3.4) Resultados de NanoLC-MSE 
 

A presença do FIX recombinante nas PST foi identificada também por  

NanoLC-MSE. As seqüências e massas monoisotópicas dos peptídeos trípticos foram 

identificadas corretamente, e não houve detecção de modificações pós-traducionais, 

como glicosilação, no fragmento coberto pelo espectro (figura 8 A e B). Modificações 

metilcarbamida+C adicionadas a alguns dos peptídeos foram resultado do protocolo 

de preparo das amostras conforme mostrado no capítulo 3. 
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Figura 8. (A) Esquema analítico da seqüência completa do FIX expresso em soja. As barras 

pretas correspondem aos sítios de digestão da enzima tripsina. Os trechos em cinza-escuro 

indicam as seqüências de peptídeos confirmadas por espectrometria de massa em tandem 

(MS/MS). Os trechos cinza-claro indicam as seqüências peptídicas com a modificação do tipo 

carbamidometila+C. Os números acima dos trechos identificados mostram as massas 

monoisotópicas dos peptídeos correspondentes. (B) Espectro de ionização do peptídeo 

marcado em (A), com as respectivas séries b e y, indicando as massas seqüenciais dos 

aminoácidos cobertos no fragmento. 
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3.5) Avaliação da atividade biológica do FIX acumulado nas 
sementes de soja. 

 

A atividade coagulante do FIX recombinante em extratos de sementes das 

linhagens 1 e 7 foi avaliada pelo método aPTT. Esse protocolo permite a determinação 

da atividade de componentes requeridos para a coagulação plasmática em termos de 

tempo requerido para a formação de coágulos. 

Para interpretar a atividade coagulante do FIX recombinante derivado das 

sementes, uma série de diluições com plasma humano liofilizado, contendo FIX ativo, 

foi elaborada. Ela permite estabelecer uma comparação com os valores-padrão do 

plasma normal, cuja referência de concentração de FIX é de 1 IU/mL (unidade 

internacional/mL), ou 5 µg/mL de sangue. Essa concentração pode estimular uma 

atividade de coagulação de 100% em um adulto sadio (Hoffer et al., 1999; Acar et al., 

2006). 

O FIX recombinante das linhagens 1 e 7 demonstrou uma atividade coagulante 

de 1 e 1,4%, e tempos de coagulação de 119,5 e 126,0 segundos respectivamente. 

Extratos de sementes não-transgênicas não mostraram atividade coagulante (tabela 

1). 

 

Tabela 1: Atividade coagulante do FIX expresso nas sementes transgênicas. 

Amostra Tempo de coagulação (s) 

Atividade relativa de FIX 

comparada à do sangue 

humano 

Diluição em série do FIX no plasma humano normal 

1 (1:80) 40,5 75,5 

2 (1:160) 45,0 28,7 

3 (1:320) 50,1 10,7 

4 (1:640) 54,8 4,7 

5 (1:1280) 60,3 1,9 

6 (1:2560) 63,1 1,3 

7 (1:5120) 64,9 1,0 

Sementes de soja 

Linhagem 1 119,5 1,0 

Linhagem 7 117,5 1,4 

Sementes não-

transgênicas 
254 0 
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4) DISCUSSÃO 
 

As sementes de soja podem funcionar como biorreatores do FIX. Nos 

experimentos, 1100 eixos embrionários foram submetidos à co-transformação via 

biobalística. As análises por PCR demonstraram que onze linhagens transgênicas 

independentes apresentaram o fragmento de 495 pb relativo a um segmento interno 

do gene fix. A freqüência de transformação (1%) foi consistente com o descrito por 

Rech e colaboradores (2008). 

Dentre as 11 linhagens transgênicas obtidas, duas apresentaram segregação 

mendeliana para o gene fix, apesar de uma delas apresentar múltiplas cópias do 

transgene, conforme demonstrado por Southern blot de plantas R1. Os resultados 

sugerem que as cópias do gene na linhagem 1 segregaram ligadas como resultado de 

integração múltipla em um ou poucos loci, num único bloco complexo de genes 

herdado de maneira mendeliana. Esse não é o padrão de herança mais comum 

observado em plantas transgênicas obtidas por biobalística, mas exemplos em cereais 

e tabaco transgênicos atestam para a ocorrência de exceções como essa (Campbell et 

al., 2000; Popelka et al., 2003; Yin et al., 2004; Travella et al., 2005). 

As linhagens de soja transgênicas mostraram bandas de 4,0 kb, resultantes de 

hibridização de segmentos do seu DNA genômico com fragmentos internos do cassete 

de expressão do plasmídeo pcong3FIX, previamente digerido com HindIII. 

Diversas outras bandas de menor peso molecular e baixo sinal de hibridização 

também foram detectadas, provavelmente em função de integração degenerada ou de 

fragmentos parcialmente integrados (Montchamp-Moreau et al., 1993; Luthra & 

Medeiros, 2004). Esses resultados corroboram relatos anteriores que mostraram que a 

integração de DNA exógeno, via biobalística ou por intermédio de A. tumefaciens, são 

processos randômicos e correlacionados ao efeito de posição quando não há a 

identificação de “hot spots” alvos de recombinação homóloga em genomas 

previamente seqüenciados (Aragão & Rech, 1997; Aragão et al., 2000; Altpeter et al., 

2005). 

Cópias supérfluas integradas in tandem no genoma hospedeiro normalmente 

refletem baixos níveis de acúmulo de proteínas recombinantes. Isso ocorre 

principalmente em função de silenciamento pós-transcricional (Hobbs et al., 1993; 

Kumar & Fladung, 2001; Kohli et al., 2003; Popelka et al., 2003). 

As sementes de linhagens transgênicas foram analisadas por RT-PCR para 

determinar a ocorrência de transcrição do gene fix. Foi possível detectar os transcritos 

primários em sementes R1 de ambas as linhagens analisadas, indicando que a 
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integração dos genes nos genomas receptores não foram seguidos de silenciamento 

drástico, capaz de anular a expressão gênica.  

O acúmulo do FIX recombinante nas sementes estocadas por seis anos, à 

temperatura ambiente (22±2oC), foi demonstrada nas progênies R1 das linhagens 1 e 

7. Isso mostrou que o promotor da subunidade α’ da β-conglicinina de soja e o 

peptídeo-sinal da α-coixina foram suficientes para direcionar a expressão do FIX para 

os PSVs das sementes. Uma estratégia similar já havia sido utilizada para enriquecer 

nutricionalmente o tremoço (Lupinus angustifolius L.), através da indução de 

expressão nas sementes de uma proteína rica em metionina (Molvig et al., 1997). 

A identificação do FIX com a massa aproximada de 56 kDa nos experimentos 

de western blot sugeriu que houve a remoção do peptídeo-sinal no RE, além do 

posterior endereçamento subcelular para os PSVs. As bandas de maior massa 

molecular presentes nos blots das duas progênies sugerem que frações do FIX 

expresso podem ter sofrido adições de glicanos ou outros grupamentos que 

contribuíram para um ligeiro aumento de massa (Jacobs & Callewaert, 2009), ou até 

mesmo que resquícios do peptídeo-sinal tenham sido deixados após o endereçamento 

subcelular (Hjernø, 2006). 

A digestão tríptica do FIX recombinante e a análise dos peptídeos resultantes 

por nanoLC-MSE revelaram que os mesmos apresentaram as massas corretas e 

ausência de modificações pós-traducionais.  

As análises de imunocitoquímica mostraram que a estratégia molecular 

baseada no promotor e no peptideo-sinal escolhidos foi eficiente para acumular o FIX 

nos PSVs de sementes de maneira localizada, com a presença residual no apoplasto 

e nos corpos de óleo e ausência nos grãos de amido e na parede celular. Em 

contraste, a expressão de uma delta-zeína sob controle do promotor da β-conglicinina 

em sementes de soja indicou a formação de dois corpos protéicos densos distintos, 

localizados principalmente no citosol mas também nos PSVs (Hohl et al., 1996; Müntz, 

1998; Vitale & Raikhel, 1999; Kim & Krishnan, 2004). 

O FIX recombinante chegou a constituir até 0,23% PST dos extratos das 

sementes. Este nível de acúmulo é consistente com aqueles apresentados tipicamente 

por biorreatores vegetais (Kusnadi et al., 1997; Daniell et al., 2001), mas 

significativamente mais alto que a expressão da mesma proteína em tomates  - 

0,016% PST (Zhang et al., 2007). Nossa experiência no acúmulo de fármacos 

recombinantes em sementes de soja, promovido por duas combinações diferentes de 

seqüências regulatórias, revelaram os mais variados níveis de expressão, que 

chegaram a até 5% PST quando do acúmulo do microbicida Cyanovirin-N (CV-N), 

usando o mesmo promotor da subunidade α`da β-conglicinina e o seu peptídeo-sinal 
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endógeno. A aplicação de uma estratégia similar resultou na obtenção da subunidade 

B da toxina termolábil de E. coli enterogênica ao nível de  2,4% PST e da GFP acima 

de 7% PST  quando retida  no RE de células das sementes de soja (Moravec et al., 

2007; Schmidt a& Herman, 2008). 

Como uma plataforma com alto potencial de redução de custos de produção, a 

soja transgênica pode constituir um sistema promissor para a síntese em larga escala 

de fármacos recombinantes. A maximização do número de sementes produzidas por 

cada planta sob cultivo protegido pode, em última análise, elevar o rendimento médio 

a até 1.000 sementes/planta, aumentando excepcionalmente a biomassa destinada a 

abrigar as proteínas de interesse (Cavazonni et al., 1999; Kantolic & Slafer, 2007). 

 Estudos preliminares demonstraram que a soja pode representar o meio mais 

barato para a produção de proteínas recombinantes em comparação com todos os 

outros vegetais já utilizados para esse fim, como o milho, a canola, o amendoim, o 

girassol, a alfafa e a batata (Kusnadi et al., 1997; Hood et al., 2002; Chen et al., 2005; 

Demain & Vaishnav, 2009; Sharma & Sharma, 2009). 

Os ensaios de coagulação confirmaram a atividade biológica do FIX de soja. 

Quando comparados com os valores observados no plasma normal, as taxas de 

coagulação proporcionadas pelo FIX recombinante (1,0 a 1,4%) foram baixas. 

Entretanto, o tratamento da maioria dos casos de hemofilia do tipo B requer 

suplementações com o FIX com 10% de sua atividade para promover níveis de 

coagulação satisfatórios. Além disso, um efeito hemostático significativo pode ser 

conseguido com a elevação da concentração de FIX no sangue para apenas 0,8 IU/dL 

(Kay et al., 2000; Goldenberg et al., 2008). 

 A baixa atividade de coagulação presente no FIX de soja pode ser 

parcialmente atribuída à presença de proteínas endógenas da soja nos extratos, as 

quais podem inibir a coagulação in vitro (Limentani et al., 1995; Buchacher et al., 

1998). Há ainda a necessidade de otimização da ativação in vitro do FIX 

recombinante, a qual é complexa e mediada por diversos outros fatores e pela 

vitamina K (Jallat et al., 1990).  

Para auxiliar a purificação do FIX das sementes e remover contaminantes, a 

adição de tags N ou C-terminais, como caudas de histidina, pode ser uma alternativa 

interessante, funcionando como uma ferramenta auxiliar para a obtenção de maiores 

quantidades da proteína (Rohila et al., 2004; Ribeiro et al., 2008). Atualmente, 

experimentos vêm sendo realizados para aperfeiçoar a extração de proteínas totais de 

soja e separá-las da proteína-alvo por meio da avaliação da sua solubilidade em 

diferentes tampões alternativos (Robic et al., 2006; Robić et al., 2010), o que poderá 

ser útil para avaliar o potencial econômico da produção do FIX em sementes de soja. 
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A estratégia molecular de expressão gênica apresentada neste capítulo se 

mostrou eficiente para aumentar a estabilidade do FIX após a tradução. Essa hipótese 

é suportada não apenas pelo período de estocagem ser superior aos mais estáveis já 

relatados em “Plant Farming” (Fiedler & Conrad, 1995; Stöger et al., 2000; Larrick & 

Thomas, 2001; Ramírez et al., 2001), como também pelo fato de as condições de 

armazenagem, mesmo distante daquelas praticadas em bancos de germoplasma, não 

terem sido suficientemente drásticas para reduzir a concentração de FIX a níveis 

indetectáveis. 

 

5) CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Fármacos recombinantes oriundos de plantas transgênicas podem ser uma 

alternativa significativamente mais barata que as moléculas comumente isoladas de 

microorganismos transgênicos e cultura de células em suspensão (Kusnadi et al., 

1997; Ma et al., 2003; Twyman et al., 2003). Sistemas de expressão baseados em 

sementes possuem ainda vantagens quando comparadas às espécies folhosas, uma 

vez que possuem conteúdo protéico maior e mais homogêneo que o complexo arranjo 

presente nos tecidos verdes. Apesar disso, a purificação de uma dada proteína a partir 

de sementes pode ser cara e ineficiente. 

No presente trabalho foi possível acumular estavelmente três diferentes 

proteínas recombinantes de natureza e propriedades distintas. Certamente, a 

estratégia molecular empregada foi eficiente para reduzir o chamado “turnover” 

protéico, ou seja, a freqüência de degradação das proteínas à medida que são 

sintetizadas ou após o seu armazenamento. O aumento da estabilidade pós-

traducional, associado à atividade transcricional forte são os dois elementos-chave 

para o sucesso da soja como uma candidata à plataforma de expressão recombinante. 

Nesses termos, o sistema descrito nesse trabalho congrega diferentes 

características desejáveis e complementares em todas as suas etapas componentes. 

O protocolo de transformação genética, de seleção e de regeneração de 

plantas de soja in vitro já se mostrou eficiente em diversos exemplos previamente 

publicados. As características fisiológicas da soja, assim como a modulação do seu 

ciclo em casa de vegetação, nos possibilitou o escalonamento da produção em até 20 

kg de sementes numa única safra. 

Além disso, as seqüências regulatórias utilizadas, especialmente o promotor da 

subunidade α`da β-conglicinina são bastante promissores, já que representam os 



93 

 

elementos regulatórios envolvidos com o acúmulo do que há de mais abundante numa 

semente de leguminosa: as proteínas de reserva. 

Naturalmente que a obtenção de linhagens homozigotas é fundamental para 

uma avaliação mais aprofundada do potencial dessa plataforma. A homogeneidade 

fenotípica é não apenas desejável como pode também dar novos contornos ainda 

mais estimulantes para apostar na soja como um veículo promissor para essa 

finalidade. 

No presente momento, estamos multiplicando sementes de diversas linhagens 

transgênicas a fim de buscar a homozigose para altos níveis de expressão de 

diferentes fármacos com alto potencial mercadológico e impacto científico. Também 

almejamos “humanizar” o padrão de glicosilação de sementes por meio da tecnologia 

de silenciamento por interferência de RNA associada a técnicas de ajuste de “design” 

e modificação de vias metabólicas desejáveis nas sementes, a chamada Biologia 

Sintética.     

Estudos futuros envolvendo a expressão de proteínas recombinantes em 

sementes de soja irão contribuir sobremaneira para o desenvolvimento de tecnologias 

de produção de fármacos baseadas em plantas. O sucesso dessa previsão irá 

depender diretamente da otimização dos níveis de expressão, algo que pode ser 

alcançado com a aposta em novas combinações de seqüências regulatórias no 

cassete de expressão e no aumento da estabilidade protéica proporcionada pela 

compartimentalização em organelas como os PSVs. 
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