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APRESENTAÇÃO

A cadeia produtiva é um termo amplo que define com clareza onde cada 
segmento tem seu grau de importância seja na produtividade de frutos, venda de 
semente de capineira, na pesca, na aquicultura, na formação de resíduos para a 
indústria, no controle determinado de vírus, bactérias, nematóides para a agricultura 
e até mesmo na comercialização de espécies florestais com potencial madeireiro. 
Na verdade, o termo cadeia produtiva é um conjunto de ações ou processos que 
fazem presente em estudos científicos que irá dar imagem para o avanço de um 
produto final.

A imagem de um produto final se torna possível quando trabalhamos todos os 
elos da cadeia, como por exemplo: para um produtor chegar a comercializar o feijão, 
ele precisará antes preparar seu solo, ter maquinários pra isso, além de corririr o 
solo com corretivo, definindo a saturação de base ideal, plantar a semente de boa 
qualidade, adubar, acompanhar a produção fazendo os tratos culturais adequados, 
controlando pragas, doenças e ervas daninhas, além de encontrar mercados para 
que o mesmo possa vender sua produção. Esses elos são essenciais em todas as 
áreas, ao passo que na produção de madeira será necessário técnicas sofisticadas 
de manejo que começa na germinação de sementes, quebra de dormência para a 
formação de mudas, e além disso padronizar espaçamento, tratos silviculturais para 
a formação de madeira em tora para exportação.

Na pesca a cadeia produtiva segue a vertente do ganho de peso e da qualidade 
da carne do pescado, que está vinculada a temperatura, pH da água, oxigenação, 
alimentação e o ambiente para que haja produção. Também a cadeia se verticaliza 
na agregação de preço ao subproduto do pescado como o filetamento para as 
indústrias, mercado de peixe vivo e etc.

Na cadeia cujo foco são os resíduos da indústria açucareira, há mercados 
para a queima de combustível no maquinário da indústria, através da qualidade 
deste resíduo, além de mercados promissores para a fabricação de combustíveis, 
rações e até mesmo resíduo vegetal para incorporação nos solos, com a finalidade 
de manter ou melhorar as características químicas, físicas e biológicas, além de 
controlar erosão e elevar os níveis de produtividade nas áreas agrícolas, através da 
adição de nutrientes.

Contudo, sabemos que todos os elos que compõem a cadeia produtiva são 
responsáveis por agregar valor e gerar de maneira direta e indireta renda aos 
produtores e pescadores, possibilitando-os na melhoria da qualidade de vida, além 
da obtenção de produtos de alta qualidade. No entanto, aqui se faz presente a 
importância das pesquisas mostradas neste E-Book, v. 6 – Agronomia: Elo da Cadeia 
Produtiva para que o leitor possa perceber novidades que são contextualizadas, 
através dos trabalhos aqui publicados.

Diocléa Almeida Seabra Silva
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RESUMO: A demanda constante por novos 
antibióticos tem impulsionado esforços 
da comunidade científica para prospectar 
peptídeos com amplo espectro de ação. Nesse 

contexto, os peptídeos antimicrobianos (PAMs) 
adquiriram grande importância científica 
nos últimos anos devido à sua capacidade 
de possuir atividades antimicrobiana e 
imunomoduladora. Nas duas últimas décadas, 
as plantas atraíram o interesse da comunidade 
científica e da indústria quanto ao seu potencial 
como biofábricas de proteínas heterólogas. 
Uma das abordagens mais promissoras é 
o uso de vetores virais para maximizar a 
expressão transientede drogas nas folhas da 
planta Nicotiana benthamiana. Recentemente, 
o sistema de expressão MagnifectionTM foi 
lançado. Essa sofisticada plataforma comercial 
permite a montagem da partícula viral em 
células foliares e a disseminação sistêmica da 
biossíntese de proteínas heterólogas em tecidos 
verdes causada pelo “método de entrega gênica” 
de Agrobacterium tumefaciens, além de níveis 
aumentados de expressão gênica mediada por 
potentes máquinas de expressão viral. Estas 
características permitem a recuperação em 
massa de proteínas heterólogas nas folhas 
de N. benthamiana em 8 a 10 dias, sendo 
altamente eficiente para a síntese de diferentes 
classes de proteínas farmacológicas e com 
enorme potencial para a rápida e abundante 
biossíntese de PAMs.
PALAVRAS-CHAVE: Peptídeos 
antimicrobianos, Magnifection, Nicotiana 
benthamiana, expressão transiente de genes
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ABSTRACT: The constant demand for new antibiotics has driven the scientific 
community’s efforts to prospect for broad spectrum peptides. In this context, antimicrobial 
peptides (AMPs) have acquired great scientific importance in recent years due to their 
ability to possess antimicrobial and immunomodulatory activities. Over the past two 
decades, plants have attracted interest from the scientific community and industry 
as to their potential as heterologous protein biofactories. One of the most promising 
approaches is the use of viral vectors to maximize drug transient expression in the 
leaves of the Nicotiana benthamiana plant. Recently, the MagnifectionTM expression 
system was launched. This sophisticated commercial platform allows the assembly 
of the viral particle in leaf cells and the systemic dissemination of heterologous 
protein biosynthesis in green tissues caused by Agrobacterium tumefaciens “gene 
delivery method”, in addition to increased levels of gene expression mediated by 
powerful expression machines. viral. These characteristics allow the mass recovery of 
heterologous proteins in N. benthamiana leaves in 8 to 10 days, being highly efficient 
for the synthesis of different classes of pharmacological proteins and with enormous 
potential for rapid and abundant AMP biosynthesis.
KEYWORDS: Antimicrobial Peptides, Magnifection, Nicotiana benthamiana, transient 
expression of genes

1 | 	INTRODUÇÃO

Historicamente, microrganismos patogênicos representam o maior risco para 
a saúde de indivíduos cujo sistema imunológico está comprometido por doenças 
mais brandas ou por terapias invasivas (Watkins e Bonomo, 2016). A necessidade 
de atenuar ou mesmo impedir a proliferação desses microrganismos no ambiente 
hospitalar tem sido uma preocupação constante dos principais grupos de pesquisa 
científica em todo o mundo (Uhlig et al. 2014). Muitos dos patógenos comumente 
encontrados em hospitais são resistentes a drogas antimicrobianas comumente 
usadas no tratamento de condições comuns ou de alto risco. O uso indiscriminado 
de antibióticos e antifúngicos sem prescrição médica levou, desde meados da 
década de 1960, a um aumento consistente no isolamento de cepas resistentes em 
hospitais, especialmente na América Latina (Andersson et al. 2016).

A alta taxa com a qual os patógenos resistentes são selecionados durante 
todo o tratamento dos pacientes ainda é o principal problema em relação ao uso 
de antimicrobianos convencionais. Neste cenário, muitas das drogas de controle de 
patógenos mais comuns, baratas e outrora eficazes tornam-se ineficazes na infecção 
sistêmica (Perry et al., 2016). Devido ao crescimento exponencial de casos de 
microrganismos resistentes a antibióticos, o desenvolvimento de novas alternativas 
de controle e moléculas com amplo espectro de ação e baixa toxicidade adquiriu um 
caráter estratégico para a indústria farmacêutica (Kosikowska e Lesner 2016, Nagel 
et al. 2016, Andersson et al., 2016).

Neste contexto, os peptídeos antimicrobianos (PAMs) apresentam-se como uma 
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alternativa valiosa na complementação ou substituição de compostos terapêuticos 
tradicionais. Os PAMS são antibióticos naturais encontrados em microrganismos, 
plantas e animais, que funcionam como importantes componentes do sistema imune 
inato, a primeira linha de defesa desses organismos contra patógenos exógenos. 
Nos estágios iniciais da infecção, estímulos moleculares emitidos por sistemas 
de sinalização intrínsecos desencadeiam a biossíntese de PAMS para lidar com o 
agente invasor (Mojsoska e Jenssen 2015).

Do ponto de vista estrutural, os PAMs são caracterizados como pequenas 
moléculas protéicas com menos de 100 resíduos de aminoácidos, muitas vezes 
ricos em resíduos de cisteína, glicina ou histidina e que podem ser classificados 
de acordo com a presença de α-hélices, folhas β, extensões nas cadeias laterais 
de aminoácidos centrais ou pela formação de alças desordenadas (Cunha et al. 
2016). Esses pequenos peptídeos também podem ser agrupados de acordo com 
suas propriedades físico-químicas em aniônicos, catiônicos (geralmente com cargas 
positivas entre 2 e 9) e PAMs anfipáticos, com suas porções hidrofóbicas e hidrofílicas 
lado a lado (Nguyen et al. 2011, Malanovic e Lohner 2016).

A primeira função dos PAMs é matar ou inibir o crescimento de microrganismos 
no nível molecular. Em geral, o modo de ação clássico dos PAMs catiônicos se deve 
à desorganização estrutural e formação de poros na membrana, com a consequente 
ruptura da bicamada lipídica que delimita células fúngicas e bactérias Gram 
positivas e negativas (Perry et al. 2016). Por essa razão, os PAMs podem atuar 
contra diferentes alvos celulares e, em alguns casos, ser considerados moléculas 
“promíscuas”, capazes de realizar mais de uma função, independentemente de sua 
estrutura. Artigos recentes mostraram que alguns PAMs podem desestabilizar a 
maquinaria translacional (ribossomos) e inibir a síntese de DNA e o ciclo celular de 
certos fungos e bactérias (Nguyen et al. 2011, Malanovic e Lohner 2016). Algumas 
dessas moléculas ainda podem atuar como antivirais (Malanovic e Lohner 2016), 
como inseticidas e como agentes hemolíticos e antitumorais (Nguyen et al. 2011, 
2012).

As características bioquímicas e físico-químicas inerentes à estrutura dos PAMs 
são cruciais para os tipos de funções biológicas dessas moléculas. O comprimento 
e a distribuição de grupos carregados ao longo da cadeia peptídica, o grau de 
hidrofobicidade, a amidação N-terminal e o tipo e o número de estruturas secundárias 
determinam a eficiência do peptídeo bioativo e sua capacidade citotóxica para 
diferentes tipos de células e microrganismos (Nguyen et al 2011).

Entre os vários PAM já caracterizados, uma classe em particular tem um valor 
especial para a medicina: os peptídeos de defesa inatos (peptídeos de defesa do 
hospedeiro (Host Defense Peptides) (HDPs). Estes pequenos péptidos de 12 a 50 
aminoácidos são geralmente não tóxicos para as células de mamíferos e podem ser 
isolados a partir de organismos como moluscos, plantas, anfíbios, aves, peixes e 
mamíferos (incluindo humanos). Os HDPs conjugam a ação antimicrobiana direta 
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com a modulação da imunidade inata do organismo hospedeiro através da indução 
do processo inflamatório. Assim, quando sintetizados em resposta à ação microbiana, 
as HDPs ativam a síntese de citocinas, a ocorrência de apoptose e quimiotaxia, o 
recrutamento e proliferação de macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e linfócitos T, 
bem como a diferenciação de células dendríticas (Silva et al. 2011).

As diversas funções que as HDPs podem apresentar simultaneamente e seu 
grau de seletividade refletem o enorme potencial de uso dessas moléculas para a 
proteção dos pacientes. Este fenómeno de “promiscuidade e dinamismo funcional” 
caracteriza-se como o princípio para a concepção de novos fármacos e para a 
preparação de estudos biotecnológicos com candidatos a PAM para atuar como 
novos antibióticos (Pelegrini et al. 2007).

2 | 	A EXPRESSÃO HETERÓLOGA DE PAMS: A LUTA CONTRA INFECÇÕES 

FÚNGICAS E BACTERIANAS.

O estudo e a avaliação farmacêutica de proteínas (entre eles os PAMs), 
em caráter pré-comercial, requerem a obtenção dessas moléculas em grandes 
quantidades. Para a avaliação de aspectos como os diferentes mecanismos de ação 
e a relação estrutura/função, são necessárias massas de peptídeos que variam de 
poucos microgramas a muitos miligramas. Neste contexto, a produção em grande 
escala de PAMs é o maior desafio na prospecção e caracterização de estudos desses 
peptídeos (Parachin et al. 2012).

O método de obtenção de PAMs considerado mai vantajoso em termos de 
custo e rendimento é aquele que explora sistemas recombinantes ou biofábricas 
para a síntese de proteínas heterólogas. Nas últimas décadas, vários sistemas de 
expressão heteróloga têm sido desenvolvidos com peculiaridades que permitem altos 
níveis de síntese, modificação e secreção de proteínas heterólogas (Parachin et al. 
2012, Parachin e Franco 2014). Esta abordagem também permite a modificação 
estrutural de peptídeos para a realização de estudos detalhados sobre a função 
dessas moléculas.

Mais de 95% dos PAMs heterogos são sintetizados em sistemas de expressão 
utilizando células bacterianas ou de levedura (Parachin et al. 2012). Nestes sistemas, 
a espécie bacteriana mais comumente utilizada é a Escherichia coli, um hospedeiro 
popular devido ao seu rápido crescimento, compatibilidade com uma ampla variedade 
de vetores de expressão, baixo custo e alto controle da expressão gênica devido 
ao amplo conhecimento acerca de seu genoma e de seus mecanismos genéticos 
básicos (Parachin e Franco 2014).

O isolamento e a prospecção de vários PAMs têm sido realizados de maneira 
destacada, nos últimos 15 anos, pelo grupo de pesquisadores do Centro de Análises 
Proteômicas e Bioquímicas da Universidade Católica de Brasília (CAPB UCB). Além 
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da caracterização estrutural e funcional de PAMs, o grupo do CAPB se especializou 
na expressão heteróloga de PAMs em sistemas microbianos e vegetais. Os 
pesquisadores do CAPB têm sido bem-sucedidos em isolar os peptídeos de suas 
fontes naturais ou por seu redesenho in silico, que permite a adição, remoção ou 
substituição de aminoácidos com o objetivo de aumentar a atividade antimicrobiana 
ou adicionar características como a capacidade imunomoduladora.

3 | 	PAMS TERAPÊUTICOS CONTRA PATÓGENOS RESISTENTES A MÚLTIPLAS 

DROGAS

O peptídeo antimicrobiano Cn-AMP1 foi isolado pela primeira vez a partir de 
água de coco (Cocos nucifera) em 2009, por Mandal e colaboradores (Mandal et al. 
2009). Este pequeno peptídeo faz parte de uma família molecular com dois outros 
PAMs, denominados Cn-AMP 2 e Cn-AMP 3. Todos apresentam nove resíduos de 
aminoácidos com massas moleculares entre 0,8 e 1,3 kDa. Quando comparado 
com os outros dois PAMs, o Cn-AMP1 é o mais ativo in vitro contra as bactérias 
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (MIC: 9 μM) e os fungos Candida 
albicans, Trichophyton rubrum, um fungo dermatófito antropofílico muito comum em 
doenças de pele como pé de atleta e Trichophyton mentagrophytes (MIC: 18 μM) 
(Mandal et al. 2009, Santana et al. 2015). Outros ensaios de atividade biológica in 
vitro mostraram que o Cn-AMP1 exerce várias funções alternativas simultaneamente 
ao controle microbiano. O peptídeo foi capaz de reduzir a viabilidade de diferentes 
tipos de células tumorais, além de promover atividade imunomodulatória através da 
estimulação da secreção de citocinas por monócitos cultivados em laboratório, sem 
causar citotoxicidade aos eritrócitos humanos e macrófagos murinos (Silva et al. 
2012).

Outro potente PAM é o Cm-p5, isolado do molusco Centrichis muricatus. Sua 
prospecção foi realizada após a fragmentação tríptica de uma fração cromatográfica 
contendo peptídeos isolados de C. muricatus analisados ​​por MS/MS, o que gerou 
uma nova sequência candidata (López-Abarrategui et al. 2015). A partir de análises 
de bioinformática, uma série de peptídeos variantes foi teoricamente proposta 
com base na sequência, e estes foram previamente avaliados contra o fungo C. 
albicans. Destes, o Cm-p5 demonstrou notável atividade antifúngica contra cepas 
de C. albicans com alta importância médica. Para fins de ilustração, os resultados 
preliminares da atividade demonstraram MICs de 1 e 0,5 μg.mL-1, suficientes para 
obter efeitos terapêuticos. Além disso, este peptídeo também se mostrou ativo 
contra Cryptococcus neoformans e T. rubrum. Os valores de inibição microbiana 
apresentados por ambos os PAMs superam a atividade de seu precursor Cm-p1, 
relatada em 2011. Estes resultados foram os primeiros a abrir caminho para testes 
de toxicidade em células animais e para o estudo de seu mecanismo de ação (López-
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Abarrategui et al. 2015).
A Clavanina A, um PAM altamente eficiente no controle de bactérias como 

P. aeruginosa, foi recentemente caracterizada pelo nosso grupo e demonstrou 
uma atividade alta no controle de bactérias Gram positivas e negativas in vitro e 
in vivo, a partir de ensaios com camundongos (dados a serem publicados). Além 
disso, a Clavanina A também foi eficiente como agente estimulante molecular para 
reações de defesa dos organismos atacados por ambos os patógenos (Silva et al. 
2015). Portanto, o potencial terapêutico da Clavanina A é promissor, tanto na ação 
antimicrobiana direta quanto na atividade imunomoduladora, sem agravar a resposta 
inflamatória.

Entre os PAMs isolados de plantas, os ciclotídeos são algumas das 
biomoléculas mais promissoras com potencial terapêutico contra diferentes classes 
de fitopatógenos. Estes peptídeos foram descritos pela primeira vez na década de 
1970, isolados de diferentes tecidos como folhas, caules, flores, raízes e cascas 
de várias famílias de plantas, como Violaceae, Rubiaceae, Fabaceae, Asteraceae 
e Cucurbitaceae (Chen et al. 2005, Craik et al. 2006). Os ciclotídeos são ricos em 
cisteína e possuem entre 28 e 37 resíduos de aminoácidos. Eles também apresentam 
uma característica única: uma estrutura cíclica, na qual a região N-terminal está 
ligada à região C-terminal em uma cadeia circular, estabilizada pela presença de um 
padrão único e altamente conservado de três pontes dissulfeto (CisI -CisIV, CisII-
CisV, CisIII-CisVI).

Esse arranjo forma um motivo conhecido como Nó de Cisteína Cíclica (Cyclic 
Cistein Knot -CCK), que compreende um anel peptídico formado por duas pontes 
dissulfeto paralelas (CisI-CisIV e CisII-CisV) e uma ponte dissulfeto transversal 
(CisIII-CisVI), que estabilizam o motivo. Desta forma, a partir da combinação da 
ciclização e do motivo CCK, a família de ciclotídeos agrupa PAMs vegetais cíclicos 
que compartilham uma estrutura tridimensional, a qual confere às moléculas alta 
estabilidade e proteção contra enzimas proteolíticas, bem como contra condições 
ácidas e de degradação física (Craik et al. 2006, Pelegrini et al. 2007, Pinto et al. 
2016, Cunha et al. 2016).

Relatos na literatura indicam a presença de um grande número de ciclotídeos na 
família Rubiaceae e em uma planta particular dessa família, Palicourea condensata 
(Pinto et al. 2016). Os ciclídeos de uma espécie do planalto central do Brasil, 
Palicourea rigida, foram extensivamente estudados por nosso grupo (Pinto et al. 
2016). Curiosamente, esta planta foi até então pouco estudada apesar de seu uso 
difundido na medicina popular na região. A análise do conteúdo protéico de P. rigida 
evidenciou a presença de ciclotídeos na inflorescência, no pedúnculo e nas folhas, 
alguns dos quais apareceram apenas em tecidos específicos, enquanto outros 
apareceram em todas as partes exploradas. Um desses peptídeos foi sequenciado 
e analisado: a Parigidina-br1, que contém 32 resíduos de aminoácidos. A Parigidina-
br1 foi classificado na subfamília “Bracelets”, devido à ausência de uma cis-prolina 
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na alça 5, e sua função foi avaliada in vivo contra neonatos de Lepidoptera (Diatraea 
saccharalis) e in vitro contra células SF-9 de insetos, apresentando funções 
inseticidas e inseticidas e atividade citotóxica. (Pinto et al. 2016). A escassez de 
estudos bioquímicos sobre P. rigida, somada ao seu amplo uso medicinal, intensifica 
o interesse pela sua avaliação como fonte da Parigidina-br1, uma molécula com 
potencial de uso claro para a proteção de plantas cultivadas.

4 | 	BIOSSÍNTESE DE DROGAS RECOMBINANTES EM PLANTAS - “MOLECULAR 

FARMING”.

Desde o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante no início dos anos 
70, a produção heteróloga de proteínas de interesse farmacológico e industrial tem 
sido baseada em sistemas de fermentação microbiana (procariótica e eucariótica) e 
cultura de células de mamíferos transgênicos. Embora esses sistemas apresentem, 
frequentemente, alta produtividade de proteínas heterólogas, eles apresentam 
algumas desvantagens em termos de autenticidade, causados por perdas frequentes 
de identidade de sequência de aminoácidos e ausência de modificações pós-
traducionais (bactérias); hiperglicosilação (leveduras), necessidade de contenção em 
ambientes controlados para a minimização de questões de biossegurança (ambos) 
e custos de produção relativamente altos (mamíferos transgênicos). Vale ressaltar 
que atualmente já existem diversas estratégias para minimizar consideravelmente 
a maior parte dessas limitações, que serão discutidas mais adiante neste capítulo 
(Parachin et al., 2012, da Cunha et al., 2014).

Uma das alternativas mais promissoras para a 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 medicamentos, também chamados de fármacos vegetais (Plant-made 
Pharmaceuticals - PMPs) ou “drogas produzidas em Plantas”. “(Tregoning et al. 2005, 
Cunha et al. 2017). Esta aplicação representa uma vertente relativamente recente 
da biotecnologia chamada “Plant Molecular Farming”, cujo escopo é a síntese de 
polipeptídeos heterólogos de interesse farmacêutico usando a maquinaria molecular 
de plantas. (Ma et al. 2005).

As plantas podem ser sistemas atrativos para a biossíntese maciça 
de moléculas terapêuticas. Muitas espécies de plantas apresentam aspectos 
econômicos e qualitativos desejáveis ​​associados à síntese de “PMPs”, como baixos 
custos de produção e capacidade de realizar modificações pós-traducionais exigidas 
por PAMs complexos. Os biorreatores vegetais são potencialmente um dos sistemas 
mais econômicos para a produção em grande escala desta 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 
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que o de sistemas bacterianos. Quando o custo médio de produção de PMPs é 
comparado aqueles de plataformas sofisticadas e relativamente caras, como a 
cultura de células de mamíferos, essa diferença pode ser ainda maior. Estima-se que 
o custo de produzir um determinado medicamento recombinante expresso de forma 
equivalente em sementes de tabaco e suspensão de células de mamíferos pode ser 
até 1000 vezes menor no primeiro do que no último (Obembe et al. 2011).

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 grandes 
quantidades de biomassa, representadas principalmente por folhas e sementes. Em 
contraste, a cultura de células de microrganismos e mamíferos requer a adoção de 
fermentadores caros e sua manipulação sob condições estéreis, algo que encarece 
consideravelmente o processo de produção (Obembe et al. 2011, Davies 2010).

Desde 1986, quando a primeira droga recombinante relevante foi sintetizada 
em plantas de tabaco transgênico – o hormônio de crescimento humano (hGH) - 
mais de cem diferentes proteínas heterólogas, incluindo anticorpos, antígenos, 
hormônios, transportadores moleculares, peptídeos anticoagulantes e enzimas 
sintetizadas em diferentes plantas sistemas (Cunha et al. 2011a, b). As plataformas 
comumente usadas para produzir todas essas classes de moléculas são a suspensão 
das células do tabaco; sementes de cereais e de leguminosas, tais como milho e 
soja; oleaginosas, como a canola; tubérculos de batata; as diferentes espécies de 
culturas folhosas, como alface e espinafre, além de frutas como tomates e bananas 
(Egelkrout et al. 2012, Ma et al. 2003, Drake et al. 2017).

Além de fatores econômicos, as plantas apresentam aspectos bastante 
promissores quanto à qualidade das proteínas heterólogas e à biossegurança de 
seu uso como reatores de PMPs. Os principais aspectos técnicos da produção de 
proteínas terapêuticas nos diferentes sistemas disponíveis são comparados na 
Tabela 1.

Tipo Sistema Custo 
médio

Tempo de 
produção Escalabilidade

Qualidade
(dobramento, 
montagem da 
subunidade, 
glicosilação)

Modificações 
pós-

traducionais 
em relação às 

humanas

Riscos de 
contaminação

Custo de 
armazenamento

Microorganismos
Bactérias Baixo Curto Alta Baixa Nenhuma

Presença 
potencial de 
endotoxinas

Moderado

Levedura Moderado Moderado Alta Moderada Semelhantes Baixo Moderado

Cultura de células

Cultura de 
células de 
mamíferos

Alto Longo Muito baixa Muito alta Idênticas

Presença 
potencial de 

vírus, priões e
oncogenes

Alto

Cultura de 
células vegetais Moderado Moderado Moderada Alta Semelhantes Baixo Moderado
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Organismos 
multicelulares 
transgênicos

Animais 
transgênicos Alto Muito longo Baixa Muito alta Idênticas

Presença 
potencial de 

vírus, príons e
oncogenes

Alto

Plantas 
transgênicas Muito baixo Longos Muito alta Alta Semelhantes Baixo Inexpressivo

Plataforma 
transiente

Plantas 
infectadas com 
vetores virais

Muito baixo Curto Muito alta Alta Semelhantes Baixo Inexpressivo

TABELA 1: comparação entre diferentes sistemas de produção de proteínas heterólogas de 
interesse farmacêutico.

Adaptado de Ma et al. 2003

Cerca de trinta PMPs, incluindo vacinas, anticorpos e proteínas terapêuticas, 
chegaram agora às etapas finais dos protocolos e testes internacionais de pré-clínicos. 
Oito produtos derivados de plantas recombinantes - sete reagentes de laboratório 
e um medicamento - já foram liberados comercialmente. Em 2012, a enzima 
recombinante glucocerebrosidase - ou taliglucerase alfa, secretada por suspensão 
de células de cenoura e utilizada para o tratamento da doença neurodegenerativa de 
Gaucher, tornou-se o primeiro produto sintetizado de biotecnologia vegetal com fins 
terapêuticos em humanos a ser lançado para comercialização nos Estados Unidos 
(Tregoning et al. 2005 Shaaltiel et al., 2015, Drake et al., 2017).

Basicamente, há duas maneiras de expressar genes para produzir PMPs: i) 
a transformação estável dos genomas nucleares ou plastidiais e ii) a expressão 
transiente de genes liberados por Agrobacterium ou vírus transgênicos infecciosos 
(Obembe et al. 2011).

A transformação estável do genoma da planta é a estratégia mais comumente 
utilizada para a produção de PMPs recombinantes e é aplicável a uma ampla 
variedade de espécies de plantas: de cereais a leguminosas, incluindo culturas 
folhosas, oleaginosas e fruteiras. Este método preconiza a integração estável de 
transgenes no genoma da planta hospedeira e permite a síntese contínua da proteína 
recombinante como uma característica fenotípica hereditária, genericamente ou 
localizada em um órgão específico da planta (Xu et al. 2012).

Já a expressão gênica transiente mediada por um intermediário infeccioso 
bacteriano ou viral é geralmente utilizada para verificar a eficiência da atividade 
da construção gênica utilizada em experimentos de transformação genética e para 
validar rapidamente a estrutura e função da proteína recombinante (Loh et al. 2017).

No entanto, a infiltração de folhas de plantas - notavelmente as espécies de 
Nicotiana benthamiana - por vácuo ou seringas usando suspensões de Agrobacterium 
tumefaciens pode resultar na transformação transiente de várias células foliares e 
na obtenção de altos níveis de expressão gênica alguns dias após a realização do 
experimento, possibilitando o escalonamento rotineiro da produção de PMPs em 
níveis industriais (Gleba et al. 2014). A Tabela 2 apresenta as principais características 
comparativas entre as duas estratégias de transformação genética de plantas para o 
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desenvolvimento de PMPs, bem como as plataformas disponíveis em cada cenário 
de expressão:

Transformação estável Referências

Tipo Plantas inteiras
Transformação nuclear estável

Obembe et al. 
2011

Drake et al. 2017

Principais 
características

Incorporação estável de genes exógenos no genoma nuclear

Herança estável de transgenes em gerações sucessivas

Usada para obter a maioria das plantas transgênicas até hoje

Utilizada comercialmente desde 2014, no Japão, pela empresa 
Hokusan para a produção de interberry-Alpha, um interferon-alfa 
canino recombinante, produzido em morango transgênico, para o 

tratamento da doença periodontal em cães

Vantagens
Transmissão de novos caracteres como traços herdáveis para a 

progênie
Alta escalabilidade

Desvantagens

Possibilidade de cruzamentos indesejáveis em algumas espécies

Ciclo longo da produção de algumas espécies de plantas

Níveis geralmente pobres de expressão transgênica

Tipo Plantas inteiras
Transformação nuclear estável

Meyers et al. 
2010

Principais 
características

Transformação estável e simultânea de inúmeras cópias do genoma 
núcleo

Herança materna exclusivamente em muitas espécies

Vantagens

Biocontenção natural

Minimização do fluxo de genes por cruzamento

Altos níveis de expressão (até 70% TSP)

Desvantagens

Limitada a poucas espécies: tomate, alface, soja e berinjela.

Transformação rotineira apenas de tabaco

Estabilidade variável da proteína
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Tipo Culturas de células de plantas em suspensão 

Franconi et al. 
2010

Drake et al. 2017

Principais 
características

Formação de agregados indiferenciados de células vegetais dispersos 
e propagados em meio líquido

Sistema utilizado para a produção do primeiro PMP que alcançou 
o status de produção comercial pelo FDA, em 2012: Elelyso, a 

enzima de combate à glucocerebrosidase , produzida pela empresa 
israelense Protalix, além da vacina de frango comercial contra o 

Newcastle vírus (NDV) da Dow Agroscience

Vantagens

Rápida, relativamente barata e de alto nível de contenção

Geralmente produção de alta pureza e baixo custo de processamento 
quando o PMP é secretado no meio de cultura

Homogeneidade da produção

Baixa heterogeneidade da adição de N-glicanos

Desvantagens

Necessidade de condições de produção estéreis

Diminuição dos níveis de biossíntese proteica em fase estacionária, 
devido à atividade proteolítica

Restritas a apenas algumas culturas, como o tabaco, Arabidopsis, 
arroz e cenoura

Sistemas de expressão transitória
Tipo Método de agroinfiltração

Regnard et al. 
2010

Loh et al. 2017

Principais 
características

Infiltração de folhas de tabaco por suspensão de células de 
Agrobacterium tumefaciens

Vantagens

Transferência de T-DNA bacteriano para um elevado número de 
células foliares

Alta expressão gênica frequente

Possibilidade de produzir produtos farmacêuticos de grau clínico

Desvantagens
Deterioração rápida da expressão de gene após o pico de expressão.

Incapacidade de transferir o transgenes para progênies
Tipo Método de infecção por vírus

McCormick et al. 
2008

Marsian e 
Lomonossoff 

2016

Principais 
características

Método não integrativo

Baseadono uso de vírus vegetais, como o vírus do mosaico do tabaco 
(TMV) e o vírus X  da batata  (PVX), como portadores infecciosos de 

transgenes

Usado para infectar o tabaco

Usado para a obtenção em grande escala de vacinas contra linfoma 
não-Hodgkin de células B 

Vantagens Rápido, escalonável e capaz de obter altos níveis de biossíntese de 
proteínas recombinantes

Desvantagens
Restrito ao tabaco

Necessidade de processamento imediato devido à instabilidade 
proteica

Tipo MagnifectionTM
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Principais 
características

Plataforma que combina as características dos métodos 
Agroinfiltração e infecção por vírus

Desenvolvido pela empresa alemã Icon Genetics

Uso de vetores virais desconstruídas para a expressão gênica, sem 
as sequencias de proteínas da capa proteica viral e sequências de 

proteínas de motilidade viral

A infecção sistêmica de células e a integração de genes é mediada 
por Agrobacterium

Gleba et al. 2014

Vantagens

Melhor infectividade

Aumento da expressão gênica e da biossíntese de proteínas 
recombinantes a níveis superiores a 80% TSP

Capaz de produzir tanto moléculas pequenas, tais como antígenos 
vacinais, quanto IgGs grandes e complexos

Capaz de co-expressar dois ou mais polipeptídeos simultaneamente

Capaz de montar proteínas hetero-oligoméricas

Facilidade de manipulação

Desvantagens
Restrito ao tabaco

Necessidade de processamento imediato devido à instabilidade 
proteica

Tabela 2: Plataformas vegetais disponíveis para a biossíntese de PMPs.

A seleção das espécies vegetais destinadas à produção de PMPs representa 
um dos critérios mais importantes para o sucesso da estratégia molecular de 
expressão gênica. Características genômicas, bioquímicas, fisiológicas e até mesmo 
morfológicas inerentes a cada espécie têm uma influência crucial no rendimento de 
biossíntese de proteínas recombinantes, na capacidade de promoção de modificações 
pós-traducionais em proteínas complexas, na estabilidade estrutural do polipeptídeo 
e no custo final de produção (Stoger et al. 2002, Fischer et al. 2004).

A Tabela 3 ilustra as propriedades e peculiaridades das principais espécies 
de plantas usadas como biorreatores de proteínas recombinantes para os setores 
farmacêutico e industrial.
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Espécie Vantagens Desvantagens
Culturas folhosas

Tabaco

Produção de biomassa elevada
Tecnologias de transformação e 

processamento bem estabelecidas Alta 
escalabilidade

Culturas não alimentares e não 
alimentícias

Baixa estabilidade pós-
colheita da proteína 

Presença de alcalóides

Alface
Alto rendimento de biomassa

Comestíveis
Útil para a vacinação humana

Baixa estabilidade pós-
colheita da proteína 

Alfafa

Produção elevada de biomassa 
Útil para a vacinação animal Propagação 

clonal
Adição de N-glicanos homogêneos

Baixa estabilidade pós-
colheita da proteína 

Presença de ácido oxálico

Trevo

Produção elevada de biomassa 
Útil para a vacinação animal propagação 

clonal
Adição de N-glicanos homogêneos

Baixa estabilidade pós-
colheita da proteína 

Leguminosas

Soja

Biomassa abundante, possibilidade de 
expressão transgênica no revestimento 

de sementes

Alta concentração proteica em sementes
Alta proporção de biomassa de 
sementes/custo de produção

Níveis usualmente baixos da 
expressão do transgene

Ervilha Alta concentração proteica em sementes Níveis usualmente baixos da 
expressão do transgene

Ervilha de pombo Alta concentração proteica em sementes Níveis usualmente baixos da 
expressão do transgene

Cereais

Trigo Alta estabilidade proteica durante o 
armazenamento

Baixos rendimentos
Dificuldades no 

processamento e manuseio

Cevada Alta estabilidade proteica durante o 
armazenamento

Baixos rendimentos
Dificuldades no 

processamento e manuseio

Milho

Alta estabilidade proteica durante o 
armazenamento

Produção elevada de biomassa 
Facilidade de processamento e 

manuseio

Níveis usualmente baixos da 
expressão do transgene

Arroz

Alta estabilidade proteica durante o 
armazenamento

Produção de biomassa elevada
Facilidade de processamento e 

manuseio

Níveis usualmente baixos da 
expressão do transgene

Frutas

Tomate Colheita comestível
Contenção em estufa

Cultivo caro
Baixa estabilidade após a 

colheita
Tubérculos
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Cenoura

Comestíveis
Alta estabilidade proteica em tecidos de 

armazenamento
Alta escalabilidade

Facilidade de purificação e 
processamento em sistema de 

suspensão celular

Batata
Comestíveis

Alta estabilidade proteica em tecidos de 
armazenamento

Níveis usualmente baixos da 
expressão do transgene 

Precisa ser cozida antes do 
consumo

Oleaginosas

Canola Plataforma de fusão proteica oleosin
Sistema de brotamento desenvolvido Baixos rendimentos

Camelina Sativa Plataforma de fusão proteica oleosin
Sistema de brotamento desenvolvido Baixos rendimentos

Moss

Patens de physcomitrella

Facilidade de cultivo contenção
Propagação clonal

Permite a secreção em meio de cultura
Exibe recombinação homóloga em sítios 

genômicos de alta expressão gênica

Baixa capacidade de 
escalonamento

Algas verdes e plantas aquáticas

Chlamydomonas reinhardtii
Facilidade de cultivo em contenção

Propagação de clonal
Permite a secreção em meio de cultura

Baixa capacidade de 
escalonamento

Lemna
Facilidade de cultivo em contenção

Propagação clonal
Permite a secreção em meio de cultura

Baixa capacidade de 
escalonamento

Plantas modelo

Arabidopsis thaliana
Alta disponibilidade de mutantes

Alta acessibilidade genética
Facilidade de transformação

Baixa biomassa

Tabela 3: Espécies vegetais utilizadas como biorreatores de PMPs.
Adaptado de Fischer et al. 2004.

5 | 	ESTRATÉGIAS PARA MAXIMIZAR O RENDIMENTO DE PROTEÍNA 

RECOMBINANTE EM PLANTAS.

Um dos fatores mais importantes que determinam a viabilidade da produção de 
proteínas heterólogas nas plantas é obter quantidades satisfatórias dos polipeptídeos. 
O rendimento absoluto da produção depende da maximização da eficiência de todos 
os estágios de expressão gênica e da estabilidade proteica. Desse modo, as várias 
estratégias destinadas a aumentar a quantidade final de proteína recombinante em 
reatores de plantas se concentram na transcrição gênica, no processamento pós-
transcricional, na tradução e na estabilidade pós-traducional da proteína (Streatfield 
2007).
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5.1	Estratégias no nível transcricional

5.1.1	 Escolha de promotores e terminadores

Para se obter altos níveis de expressão de transgenes, os dois elementos mais 
importantes são o promotor e o terminador da transcrição (Ma et al. 2003). Promotores 
eucarióticos fortes apresentam sítios específicos que facilitam o seu reconhecimento 
por fatores de transcrição e da RNA polimerase II. Eles também podem ser regulados 
por intensificadores específicos (elementos proteicos “enhancer”) que aumentam a 
expressão heteróloga, fornecendo altos níveis de produção de mRNA (Streatfield 
2007, Tschofen et al. 2016).

Os promotores constitutivos mais fortes e mais amplamente utilizados para 
expressão heteróloga em dicotiledôneas são o CaMV 19S e 35S, derivados dos 
transcritos 19S e 35S do vírus do mosaico da couve-flor (CaMV). Em monocotiledóneas, 
o promotor da ubiquitina 1 (ubi-1) do milho também é muito popular e eficiente para a 
expressão de proteínas recombinantes em cereais (Twyman et al. 2003).

Além disso, promotores induzíveis que permitem a sua própria regulação 
externa por meio de estímulos químicos e físicos emergem como ferramentas 
interessantes para maximizar a expressão gênica no nível transcricional (Twyman et 
al., 2003). Neste contexto, um promotor de batata-doce (Ipomoea batatas) ativado 
por peroxidase foi usado para aumentar 30 vezes a expressão do gene gus em 
plantas de tabaco transgênico submetidas à presença de peróxido de hidrogênio 
e à luz ultravioleta do que o promotor 35S CaMV (Kim et al. 2003). Outro exemplo 
interessante foi a rápida indução da biossíntese de proteínas heterólogas no 
tabaco utilizando o promotor endógeno que controla o gene da enzima hidroxi-3-
metilglutaril-Coa-redutase (HMGR2), ativada por estresse mecânico induzido por 
práticas de colheita, um sistema desenvolvido pela empresa americana Crop Tech 
Corp. (Padidam 2003).

Os terminadores amplamente utilizados incluem o 35S CaMV, o dos genes nos 
e ssu, respectivamente de A. tumefaciens e ervilha (Pisum sativum) (Ma et al. 2003).

5.1.2	 Minimização do silenciamento transcricional

Vários mecanismos podem levar à interrupção ou inibição da síntese de mRNA 
nas plantas, tais como a presença de sequências de DNA procarióticos (típicas do 
plasmídeo utilizado na transformação genética) e que tenham sido recombinadas 
com o DNA do hospedeiro eucariótico; a metilação do DNA; o chamado “efeito 
de posição”, ou seja, o sítio de integração do transgene no genoma da planta; a 
estrutura do sítio de integração; a presença de várias cópias ou cópias supérfluas 
do transgene in tandem, além das sequências com um potencial para a formação de 
“hairpins” e RNA de cadeia dupla ( Finnegan e McElroy 1994).
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Algumas estratégias já provaram ser eficazes na eliminação ou redução de 
tais problemas, tais como a utilização de vectores livres de sequências procarióticas 
integrativas, de sequencias com ausência de obstáculos para o acoplamento da RNA 
polimerase II e/ou que não levem à formação de mRNA fita dupla; as técnicas para 
integrar cópias únicas do transgene no genoma da planta; a adição de sequências 
flanqueadoras das regiões de recombinação e a integração sítio dirigida por edição 
de genomas; a escolha do germoplasma em com baixa frequência de sítios de 
metilação; além da redução do feedback negativo dos promotores pela expressão 
da enzima alvo em um compartimento celular diferente do qual seu substrato é 
encontrado (Meyer e Saedler, 1996).

5.2	Estratégias nos níveis pós-transcricionais

5.2.1	 Minimização do silenciamento pós-transcricional

O processamento de transcritos primários é crucial para a obtenção de altos 
níveis de proteína heteróloga. Embora a maioria dos experimentos de transformação 
genética vegetal utilizem sequencias de codificação semelhantes a cDNA provenientes 
de bibliotecas construÍDas a partir de mRNAs adequadamente processados, a 
presença de íntrons modificados no transgene pode aumentar significativamente 
a estabilidade do mRNA (Tfer et al. 1993). Esta aplicação já foi comprovada para 
aumentar a expressão de genes endógenos em monocotiledôneas, especialmente 
em plantas de milho (Töpfer et al. 1993).

Sítios de poliadenilação também exercem grande influência na estabilidade 
de mRNAs e nos níveis de expressão gênica em células vegetais. A detecção e a 
eliminação, quando possível, de sítios de reconhecimento específicos que contribuem 
para o decaimento de mRNAs em alguns terminadores também podem ser usados ​​
como uma ferramenta para evitar o silenciamento pós-transcricional (Töpfer et al. 
1993).

5.2.2	 Otimização de tradução

O funcionamento correto do início da tradução é um fator limitante para o nível 
de acumulação de proteínas heterólogas. A sobreposição do sítio de iniciação da 
tradução com a sequência de consenso Kozak é um grande otimizador dos níveis de 
tradução, embora existam pequenas diferenças estruturais nessas sequências em 
animais e plantas, algo importante quando o objetivo é expressar genes humanos 
em plantas transgênicas (Kawaguchi e Bailey-Serres 2005).

A taxa de tradução também pode variar dependendo da disponibilidade de RNAs 
de transferência de aminoácidos específicos para certos códons na célula vegetal. 
A otimização da utilização de códons com as mutações silenciosas sítio-dirigidas ou 



Agronomia Elo da Cadeia Produtiva 6 Capítulo 15 201

a produção de sequências sintéticas previamente modificadas da codificação pode 
ser muito útil para aumentar consideravelmente a tradução de mRNAs eucarióticos 
(Streatfield 2007). 

Demonstrou-se que as sequências líderes de diferentes transcritos de 
plantas influenciam os níveis aumentados de acúmulo de proteína recombinante 
em biorreatores vegetais. Eles podem ser adaptados caso a caso para diferentes 
combinações de genes/plantas hospedeiras para maximizar a eficiência da tradução 
(Streatfield 2007).

5.2.3	 Estabilidade proteica pós-traducional

Os níveis de transcrição e tradução estão relacionados à eficiência da 
biossíntese de proteínas heterólogas. Outra variável deve ser considerada para a 
estimativa do rendimento de produção ou acúmulo de biofármacos protéicos: seu 
nível de degradação após a biossíntese, ou seja, seu grau de estabilidade (Stoger 
et al. 2005).

Estratégias moleculares que atuam na estabilidade de proteínas, combinadas 
com a escolha de promotores, correspondem aos avanços mais eficientes em 
termos de aumentos reais no rendimento de biofármacos recombinantes e incluem 
duas abordagens distintas não exclusivas: o uso de promotores tecido específicos 
- principalmente aqueles associado a genes endógenos de sementes - e ao 
direcionamento subcelular de polipeptídeos (“direcionamento de proteína”) (Abiri et 
al. 2015).

Os promotores tecido específicos são sequências reguladoras que restringem a 
expressão gênica espacialmente a apenas uma ou mais partes da planta e também 
podem indiretamente regular a expressão em um nível temporal quando o órgão 
destinado ao acúmulo de proteínas heterólogas está associado apenas a um período 
do ciclo reprodutivo da cultura (por exemplo, flores e sementes) (Capell e Christou 
2004).

Diversos promotores tecido específicos já foram extensamente caracterizados, 
tais como os que controlam a expressão de uma zeína de semente de milho, de uma 
glutenina de trigo, da glutelina de arroz e de proteínas de semente de ervilha (Ma et 
al. 2003).

A biossíntese de proteínas heterólogas especificamente em sementes implica 
muitas vantagens naturalmente proporcionadas por tais órgãos. Ao contrário das 
folhas, as sementes são locais de armazenamento natural para altas concentrações 
de proteínas de reserva usadas na nutrição embrionária nos estágios iniciais do 
desenvolvimento fisiológico da plântula (Stoger et al., 2005). Esses órgãos apresentam 
não apenas um ambiente bioquímico adequado, desprovido de compostos fenólicos 
e baixa concentração de hidrolases, mas também tecidos especializados para o 
acúmulo de proteína altamente estável por longos períodos de tempo, mesmo à 
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temperatura ambiente, o que reduz a necessidade de condições especiais de 
armazenamento. (Takaiwa et al. 2007).

Como os custos de processamento e purificação são inversamente proporcionais 
à concentração do produto em relação à biomassa da planta, o acúmulo de altos 
níveis de proteínas heterólogas em um volume reduzido leva a uma diminuição 
significativa nos custos de produção de biofármacos recombinantes (Stoger et al. 
2002).

5.2.4	 Endereçamento subcelular de proteína

O endereçamento subcelular desempenha um papel fundamental nos níveis 
de acúmulo de proteína heteróloga, já que o compartimento celular em que são 
acumuladas influencia diretamente nos processos de dobramento, montagem e nas 
suas modificações pós-traducionais, além de prevenir a imediata degradação dos 
polipeptídeos (Fahad et al. 2015).

Os peptídeos sinais N ou C-terminais, responsáveis diretos pelo endereçamento 
subcelular proteico, podem ser fundidos com proteína heteróloga. Essas sequências 
podem direcionar proteínas de maneira assistida por um conjunto diversificado de 
proteínas de reconhecimento de sinal, para as mitocôndrias, vacúolos, cloroplastos 
ou retê-las no retículo endoplasmático, e são geralmente clivadas após a chegada 
do polipeptídeo de interesse à organela alvo (Xu et al., 2012).

Comumente, quatro alvos subcelulares são os principais destinos de 
compartimentalização para produzir produtos biofarmacêuticos: o apoplasto, o 
retículo endoplasmático, os cloroplastos e os corpos protéicos da semente (Daniell 
et al., 2001). Dependendo da massa molecular, o polipeptídeo pode ser segregado 
ou retido no apoplasto, o que conduz a importantes aplicações para sistemas de 
cultura de células em suspensão. Schillberg et al. (1999) compararam a estabilidade 
de anticorpos inteiros idênticos cuja acumulação foi direcionada ao citosol e ao 
apoplasto de folhas de tabaco transgênicas e verificaram que a via secretória constitui 
um conjunto de ambientes mais adequados para o dobramento e montagem desse 
tipo de proteína complexa, já que os níveis de acumulação no apoplasto eram muito 
mais altos que os do citosol.

A principal desvantagem de se abordar o apoplasto é o fato de que proteínas 
heterólogas precisam ser processadas antes no complexo de Golgi, onde ocorre a 
adição de glicanos típicos, o que pode levar à perda de autenticidade estrutural e 
funcional dos polipeptídeos (Daniell et al. 2001).

A passagem de proteínas através do retículo é o destino inicial dos polipeptídeos 
encaminhados para a via secretória, e a retenção dessas moléculas no lúmen 
dessa organela tem se mostrado mais aconselhável para o acúmulo de maiores 
quantidades de proteínas recombinantes nas plantas do que no apoplasto e no citosol 
(Zimmermann et al. 1998). Conrad e Fiedler (1998) determinaram que a quantidade 
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de anticorpos recombinantes fundidos na porção C-terminal ao tetrapeptídeo K/H 
DEL - um dos sinais peptídicos mais populares atualmente empregados para a 
retenção de proteínas heterólogas no lúmen do endoplasmático retículo: ela foi  2 
a 10 vezes maior do que aqueles expressos em diferentes espécies de plantas na 
ausência do peptídeo sinal.

O uso de K/H DEL também foi responsável por um aumento acentuado no 
acúmulo de proteína DIP B nas células das folhas de Arabidopsis thaliana, resultando 
em 8,5% do total de proteínas solúveis totais (PSTs) nesses órgãos (Yang et al. 
2005).

Sob a mesma estratégia molecular de expressão, polipeptídeos expressos em 
sementes de cereais permaneceram estáveis ​​até três anos após o armazenamento à 
temperatura ambiente, sem perda significativa de atividade, devido à baixa atividade 
proteolítica nestes compartimentos (Larrick e Thomas 2001).

Outra vantagem do chamado direcionamento de proteínas para o retículo 
endoplasmático de sementes é o fato de que as proteínas retidas nessa organela não 
sofrem processamento no complexo de Golgi, aspecto fundamental para a produção 
de proteínas heterólogas que necessitam de uma glicosilação humanizada, isto 
é, sem a adição de glicanos típicos de plantas e com a adição dos carboidratos 
humanos corretos, algo particularmente desejável no que diz respeito aos anticorpos 
recombinantes (Stoger et al. 2002).

O direcionamento de proteínas para cloroplastos é também uma estratégia 
interessante para aumentar os níveis de acumulação de proteínas recombinantes. 
No lúmen do cloroplasto existem chaperonas capazes de auxiliar no dobramento 
e na montagem de proteínas heterodiméricas e oligoméricas, além de baixas 
concentrações de hidrolases e peptidases, o que torna esse ambiente relativamente 
estável para o acúmulo de proteínas de interesse (Daniell et al. 2001 ). No entanto, 
como a maquinaria de expressão gênica nos cloroplastos se assemelha à dos 
procariontes, a maioria das modificações pós-traducionais, como a glicosilação, 
não pode ser realizada nessa organela, exceto pela formação de ligações dissulfeto 
(Tschofen et al. 2016).

Os corpos protéicos, por sua vez, são extensões derivadas do retículo 
endoplasmático especializado no acúmulo de proteínas de reserva em sementes de 
diversas espécies de plantas produtoras de grãos. Eles funcionam como cisternas que 
ocupam um grande volume citoplasmático e evolutivamente sofreram adaptações, 
resultando na alta capacidade de compartimentar grandes volumes de proteínas e de 
maximizar a integridade desses polipeptídeos (Zheng et al., 1992). Essas inclusões 
globulares são encontradas em células cotiledonares de sementes de tabaco, 
leguminosas como soja e feijão, bem como gramíneas como trigo e cevada, e se 
originam agora quando a biossíntese de proteínas de reserva começa nos tecidos 
responsáveis ​​pela nutrição do embrião (Yoo e Chrispeels 1980). Dessa forma, há um 
aumento significativo no número e na disponibilidade de corpos protéicos ao longo 
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do processo de maturação fisiológica dos grãos dessas espécies.
Uma vez que esses vacúolos altamente especializados não sofrem qualquer 

tipo de fusão com os lisossomos, seu lúmen apresenta pH quase neutro e 
praticamente ausência de aminopeptidases, fatores que os caracterizam como um 
ambiente subcelular onde a degradação de proteínas é mínima e um excelente alvo 
para o a biossíntese recombinante de polipeptídeos quando o objetivo principal da 
transformação genética é manter a estabilidade dessas moléculas (Takaiwa et al. 
2007).

6 | 	MAGNIFECTIONTM: UM MÉTODO PARA A EXPRESSÃO EM MASSA DE 

PROTEÍNAS E PEPTÍDEOS HETERÓLOGOS EM NICOTIANA BENTHAMIANA.

Os PAMs são elementos responsivos dos sistemas de defesa inatos de 
micróbios, plantas e animais, naturalmente sintetizados em níveis baixos (Watkins 
e Bonomo 2016, Uhlig et al. 2014). Para maximizar a biossíntese de PAMs, as 
bactérias geneticamente modificadas e as células de levedura são frequentemente 
exploradas como veículos para a produção recombinante dessas moléculas (Perry 
et al. 2016, Nagel et al. 2016). Até hoje, muitos PAMs diferentes foram sintetizados 
em E. coli e Pichia pastoris (Perry et al. 2016). Além do alto potencial terapêutico 
apresentado pelos PAMs recombinantes, o investimento limitado de empresas e as 
desvantagens em termos de baixo rendimento, baixa qualidade e atividade in vivo 
insatisfatória restringiram o desenvolvimento comercial a poucos PAMs promissores. 
Além das limitações de produção, relativamente poucos PAMs chegaram às fases 
mais avançadas de testes clínicos antes da comercialização.

Entre os fatores mais importantes que limitam a produção recombinante de 
PAMs em sistemas microbianos estão a toxicidade interna do peptídeo para as células 
hospedeiras.  Para muitos PAMs, mesmo baixas concentrações podem ser fatais 
para o micróbio, Além disso, também pode-se notar a baixa qualidade do produto 
em termos de modificações pós-traducionais incompletas. Sob tais circunstâncias, 
as plantas aparecem como sistemas alternativos interessantes para a produção de 
PAMs recombinantes (Kosikowska e Lesner 2016, Nagel et al. 2016).

Embora as plantas realizem um vasto arsenal de modificações pós-traducionais, 
baixos níveis de biossíntese recombinante de peptídeos são comuns, resultando 
em baixas quantidades de produtos purificados. Apesar de tais limitações, os 
sistemas vegetais empregados para a biossíntese de proteínas heterólogas têm 
sofrido significativa melhoria técnica nos últimos anos. A descoberta de promotores 
potentes associados ao aumento da expressão gênica, a aplicação de estratégias 
e elementos que estabilizam transcritos primários, a otimização de códons e os 
diversos métodos que maximizam a estabilidade pós-traducional têm contribuído 
para aumentos dramáticos nas quantidades finais de proteínas acumuladas em 
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plantas transgênicas e em suspensão de células vegetais (Obembe et al. 2011). 
Apesar de melhorias palpáveis, limitações como os níveis geralmente baixos de 
expressão e o longo tempo para obter quantidades proteicas suficientes para os 
primeiros ensaios biológicos ainda restringem a produção recombinante nestes 
sistemas (Xu et al. 2012).

A alternativa mais interessante e recente para contornar ambas as limitações 
é o uso de vetores virais de plantas portadores de sequencias regulatórias de 
expressão gênica que permitam altos níveis de expressão transiente (transitória) 
em poucos dias após a inoculação. O sistema MagnifectionTM integra métodos para 
expressar transgenes de interesse usando vetores virais especialmente construídos 
para fornecer altas taxas de transcrição, alta velocidade na obtenção dos primeiros 
miligramas de proteína heteróloga e alta capacidade de escalonamento de produção 
(Gleba et al. 2005).

Em essência, a estratégia MagnifectionTM preconiza a infiltração total de 
plantas adultas de N. benthamiana com uma suspensão diluída de Agrobacterium 
tumefaciens contendo replicons de RNA clonados em seus  T-DNAs, geralmente 
baseados no vírus do mosaico do tabaco (TMV). Neste processo, a bactéria assume 
as funções virais iniciais da infecção primária e do movimento sistêmico, enquanto 
o vetor viral promove o espalhamento curto (célula a célula), a amplificação do sinal 
e a expressão do transgene de interesse em níveis elevados. Desse modo, poucas 
plantas adultas de tabaco permitem a otimização preliminar das diluições das 
suspensões e a obtenção de miligramas ou gramas da proteína heteróloga (Gleba 
et al. 2014) (Figura 1).
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Figura 1 - Método de agroinfiltração para a biossíntese em larga escala de PAMs 
recombinantes. Após a clonagem do gene usando células de E. coli, pró-vetores carregando 

a extremidade 3 da cassete de expressão (vetor verde), a extremidade 5 da cassete de 
expressão (vetor azul) e o gene que codifica a integrase para a recombinação de extremidades 

( vetor amarelo) são inseridos em células de A. tumefaciens, seguido de cultivo em meio LB. 
A cultura bacteriana é então injetada no lado negativo das folhas de N. benthamiana. Após 5 a 
8 dias, os rendimentos de PAMs recombinantes podem ser obtidos a partir de folhas colhidas 

após extração e purificação.

A tecnologia MagnifectionTM combina as vantagens dos sistemas de expressão 
padrão (viral, bacteriana e vegetal) e apresenta três grandes vantagens quando 
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comparada às outras plataformas disponíveis. A primeira é o uso de vetores virais 
eficientes e com um design que permite o incremento da biossíntese dos mRNAs 
correspndentes. Isto permite altas taxas de expressão de transgenes pelo aumento 
da transcrição gênica, estimulada pela presença de fortes promotores virais. A 
presença de íntrons no cassete de expressão também permite a migração correta 
dos mRNAs produzidos para o citosol da célula vegetal (Gleba et al. 2014, 2004).

Em segundo lugar, a Agrobacteria promove a transformação genética de 
células somáticas de folhas de N. benthamiana de forma sistêmica. Com o turnover 
bacteriano célula-a-célula, não há necessidade de aumentar a extensão do cassete 
de expressão viral com genes supérfluos, como genes de codificação de proteínas de 
motilidade viral, por exemplo. Isso aumenta a disseminação de transgenes integrados 
ao cromossomo da planta e não permite mudanças metabólicas na biossíntese de 
proteínas adicionais sem utilidade, concentrando todo o esforço de produção nas 
maquinarias de transcrição e tradução (Gleba et al. 2004, 2007).

Finalmente, o sistema MagnifectionTM alia velocidade e eficiência de acúmulo 
de transcritos sem precedentes, com rendimentos de produção consistentemente 
altos e baixos custos médios de produção (Gleba et al. 2005). A alta capacidade 
de escalonamento de produção permitida pela agroinfecção de plantas com A. 
tumefaciens é devida ao alto rendimento de inoculação - 1 litro de meio de cultura 
bacteriano é suficiente para a infecção de mais de 10 kg de folhas - e ao rápido pico 
de expressão gênica, que normalmente ocorre entre o sétimo e oitavo dias após a 
agroinfiltração (Figura 2).
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Figura 2 - Cinética de expressão de genes estranhos em folhas de N. benthamiana. A estratégia 
de entrega de genes mediada por A. tumefaciens permite a disseminação eficiente de genes 

codificadores de PAMs e a integração às células hospedeiras. Promotores virais potentes 
induzem altas taxas de expressão da proteína verde fluorescente (GFP) do gene Aequorea 

victoria, um gene repórter freqüente usado para validação experimental. O pico de expressão é 
cerca do sétimo ou oitavo dia após a inoculação.

De maneira sintética, o sistema MagnifectionTM permite a produção em escala 
industrial de proteínas e peptídeos sem a transformação genética das células 
germinativas, o que leva a uma síntese protéica rápida e segura. Como a expressão 
transiente de transgenes depende da transformação  apenas de células somáticas 
por genes transportados sistemicamente por Agrobacteria e na amplificação do 
acúmulo de proteínas com base na potência dos vetores virais, ações que dispendiam 
energia e maquinaria molecular, tais como a montagem de vírions maduros, a sua 
disseminação em tecidos verdes, a reprogramação do metabolismo da planta e a 
inibição da silenciamento são ações exclusivamente delegadas à A. tumefaciens 
(Marillonnet et al. 2004, 2005).

A escala industrial pode ser facilmente obtida por meio de um aparelho simples 
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para a agroinfiltração a vácuo de plantas inteiras, em que o tempo de incubação 
para amplificação viral e expressão de pico não excede 10 dias. Frequentemente, 
5 gramas de proteínas heterólogas são obtidas por quilograma de matéria seca 
infiltrada, e níveis de expressão iguais a 80% PST são comuns em casa de vegetação 
(Gleba et al. 2004).

Desde 2010, o sistema MagnifectionTM tem sido utilizado pela empresa 
canadense Medicago para a produção industrial de uma vacina contra a gripe 
causada pelo vírus H1N1 nos Estados Unidos. Um acordo de financiamento de US 
$ 21 milhões foi assinado entre a Medicago e a Agência Americana de Agências de 
Defesa Avançada (DARPA) para produzir 10 milhões de doses/mês no caso de uma 
pandemia. A vacina está passando por ensaios clínicos de fase II (em um total de 
IV) e tende a se juntar a outra vacina contra a variante viral H5N1, produzida pelo 
mesmo sistema (Holtz et al. 2015).

Hoje, muitos antígenos já foram sintetizados usando o sistema MagnifectionTM, 
como mostra a Tabela 4.

Antígeno Doença/alvo Status Ref

Op 1 Alergia In vitro Lienard et al. 
2007

Antígeno de proteção der 
p2 Antherax Ensaios pré-clínicos em 

animais
Koya et al. 

2005
Proteína principal do 

capsídeo L1 Cancro cervical Ensaios pré-clínicos em 
animais

Lenzi et al. 
2008

Antígeno VCA Vírus Epstein-Barr In vitro Lee et al. 
2006

HSP-A Piloros de 
Helicobacter Ensaio clínico de fase I/II Gu et al. 2005

VP1 Febre aftosa Ensaios pré-clínicos em 
animais

Wu et al. 
2003

Hepatite B/C HBsAg (HEP B) Ensaios pré-clínicos em 
animais

Thani et al. 
1995

F1-V Praga Ensaios pré-clínicos em 
animais

Del Prete et 
al. 2009

SARS-CoV-S1 Sars Ensaios pré-clínicos em 
animais

Pogrebnyak 
na empresa 

al. 2005

Tet-C Tétano Ensaios pré-clínicos em 
animais

Tregoning et 
al. 2005

Diabetes tipo 1 GAD65 Experimentação pré-clínica 
animal

Ma et al. 
2004

HIV p24 proteína capsídeo 
HIV AIDS In vitro Zhang et al. 

2002

TABELA 4: Exemplos de antígenos transientemente expressos usando o sistema 
MagnifectionTM.

Adaptado de cunha et al. 2017.

Uma série de vetores virais modernos baseados no TMV, chamados pICHs, 
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são otimizados para a expressão transiente de proteínas farmacológicas. Tais 
plasmídeos, referidos como pró-vetores, contêm íntrons de tabaco organizados 
sistematicamente por toda a molécula para permitir o processamento dos mRNAs no 
núcleo, além de apresentarem sítios de recombinação que permitem a manipulação 
do DNA ainda dentro da célula antes da conversão em um amplicon híbrido de 
RNA. Moléculas de DNA contendo os genes de interesse podem ser eficientemente 
recombinadas em plantas, utilizando recombinases sítio específicas tais como 
Cre ou a Integrase C31 de Streptomyces sp. (Gleba et al. 2014). Em resumo, o 
processo defende a montagem in vivo de pró-vetores de DNA por simples mistura e 
coinfiltração de plantas com células de Agrobacterium portadoras dos componentes 
do vetor separadamente (Figura 3).
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Figura 3 - Sistema Pró-vetor para montagem de módulos de expressão gênica. Dois vetores 
virais, doadores respectivamente das extremidades 5 ‘e 3’, são especificamente reconhecidos 

pela enzima Integrase C31 de Streptomyces sp. A enzima catalisa a recombinação entre 
os fragmentos pelo emparelhamento de bases homólogas nos locais de recombinação. O 

fragmento híbrido final apresenta todos os elementos genéticos para a expressão gênica em 
larga escala e para o endereçamento / purificação do AMP recombinante.

Desta maneira, três pró-vetores devem ser usados simultaneamente nos 
experimentos para obter altos níveis de expressão recombinante. Esta abordagem 
permite a rápida montagem dos vetores virais finais e a expressão de variantes 
de proteínas fusionadas a sinais peptídicos, a caudas de purificação facilitada e a 
domínios de ligação específicos a anticorpos, num arranjo versátil que permite a 
biossíntese de miligramas de proteínas em apenas alguns dias (Gleba et al. 2014, 
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2004, Marillonnet et al., 2005, 2004). Devido a todas as propriedades expostas, o 
sistema MagnifectionTM pode ser uma excelente plataforma para a biossíntese em 
grande escala dos peptídeos antimicrobianos com atividades terapêuticas.

7 | 	CONCLUSÕES

A expressão recombinante dos PAMs usando o sistema MagnifectionTM fornecerá 
subsídios para a sistematização da expressão em larga escala de moléculas com 
alto potencial terapêutico e capacidade de inibir uma ampla gama de patógenos que 
ameaçam a saúde humana. Combinações de pró-vetores virais representam um 
grande avanço em relação à produção de moléculas terapêuticas recombinantes. 
Como consequência da sua capacidade de automontagem, os vetores virais podem 
ser usados ​​para estudar a expressão de vários outros PAMs extraídos de outras 
plantas, por exemplo, tioninas, snakinas, heveínas, defensinas, proteínas de 
transferência de lipídios e outros agentes citotóxicos. Tais melhorias permitirão a 
produção de grandes quantidades de PAMs suficientes para testar novas funções 
de controle antimicrobiano com potencial aplicação na agricultura, farmacologia e 
processamento de alimentos.

A biossíntese maciça de PAMs transitoriamente acumulados em folhas de N. 
benthamiana apresenta grande impacto científico, pois cria condições para o estudo 
sistemático da rápida expressão de peptídeos antimicrobianos em um sistema barato 
e seguro. Além disso, a produção em escala industrial de PAMs em um sistema 
simples recombinante com alta capacidade de escalonamento de produção, além do 
cultivo em estufa sob condições convencionais de crescimento, com apenas água, 
solo leve e fértil, representa um grande potencial econômico para a geração de 
produtos eficientes e baratos para o consumidor.

Vale ressaltar que essa abordagem de expressão transiente usando pró-vetores 
virais desconstruídos é uma tecnologia pioneira que representa a fronteira do que 
é mais sofisticado em termos do uso de sistemas vegetais heterólogos para fins 
terapêuticos.
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