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RESUMO

XISTO, Mariana Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2015. Expressao heterdloga da proteina nao-estrutural 1 (NS1) do virus
dengue-2 em Arabidopsis thaliana. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.

A dengue € a doenga mais importante causada por um arbovirus no mundo. O
virus da dengue pertence a familia Flaviviridae e possui 4 sorotipos
antigenicamente distintos. Sdo virus de RNA fita simples, polaridade positiva,
com o genoma de aproximadamente 11 Kb que é traduzido em uma
poliproteina subdividida em trés proteinas estruturais e sete proteinas néao-
estruturais (que estdo relacionadas com a replicagdo viral, expressdao das
proteinas virais e viruléncia dos sorotipos). Nos ultimos vinte anos tém sido
observado um incremento significativo na atividade epidémica, expansdo da
distribuicdo geografica e transmissdo continua dos diferentes sorotipos em
areas onde a doencga nao era prevalente. Um dos eventos mais alarmantes tem
sido o aumento do numero de casos da Febre da Dengue Hemorragica (FDH)
nas Américas. Um ponto ainda limitante dos testes diagndsticos que capturam
o anticorpo presente no soro de pacientes infectados consiste na dificuldade de
obtencao de baixo custo e produgdo em grande escala dos antigenos. Diante
destas consideracdes objetivou-se expressar a proteina nao-estrutural (NS1)
do virus dengue-2 em plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana. O gene da
proteina NS1 foi otimizado para a expressdo em plantas e clonado no
plasmideo pCAMBIA3301. O vetor de expressdo pCAMBIA3301/NS1 foi
utilizado para transformacédo de Arabidopsis thaliana. A terceira geragdo de
plantas transformadas foi selecionada em homozigose dominante. A
transformacao de Arabidopsis thaliana foi evidenciada pela imunolocalizagao
da proteina NS1 marcada dentro do lumen do reticulo endoplasmatico em
tecidos foliares. Este sistema sera utilizado para obtencdo do antigeno NS1

com finalidade de aplicagdo em testes de diagndstico da dengue.
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ABSTRACT

XISTO Mariana Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015.
Heterologous expression of the nonstructural 1 protein (NS1) of dengue-2
virus in Arabidopsis thaliana. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula.

Dengue fever is the most important disease caused by an arbovirus in the
world. The dengue virus belongs to the Flaviviridae family and has four
antigenically distinct serotypes. They are single stranded RNA viruses, positive
polarity, with a genome of approximately 11 Kb which is translated into a
polyprotein subdivided in three structural proteins and seven non-structural
proteins (that are related to viral replication, expression of viral proteins and
virulence of serotypes). In the last twenty years, it was observed a significant
increase in the epidemic activity, expansion of the geographical distribution and
streaming of different serotypes in areas where the disease was not prevalent.
One of the most alarming events was the increase in the number of cases of
dengue hemorrhagic fever (DHF) in the Americas. A further limiting point of the
diagnostic tests that capture antibody present in the serum of infected patients
is the difficulty of obtaining low-cost and large-scale production of the antigens.
Due to this factor, we aimed to build a system in transgenic Arabidopsis thaliana
expressing the nonstructural protein (NS1) of the dengue-2 virus. The gene of
the NS1 protein was optimized for expression in plants and cloned into the
plasmid pCAMBIA3301. The expression vector pCAMBIA3301/NS1 was used
for transformation of Arabidopsis thaliana. The third generation of transformed
plants were selected by dominant homozygous. The construction of a
transgenic  Arabidopsis  thaliana  system was demonstrated by
immunolocalization of the NS1 protein into the lumen of the endoplasmic
reticulum in the leaf tissues. This system will be used to obtain the NS1 antigen

with application purpose of dengue diagnostic tests.



1. INTRODUGAO

Uma das doencas humanas mais importantes no mundo e transmitidas por
artropodes € a infecgdo causada pelo virus da dengue. A transmissao do virus é
feita por mosquitos do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti, que se
caracteriza por ser predominantemente urbano (LEMES et al., 2005; OISHI et
al., 2007). E uma doenca aguda e sisttmica que estd estabelecida a nivel
mundial no ciclo de transmissédo endémica e epidémica. Pode levar a uma
grande variedade de manifestacdes clinicas, de febre rapida a potencialmente
fatal sindrome do choque da dengue (BHATT et al., 2013)

Foi estimado que 2,5 bilhdes de pessoas no mundo correm risco de
infeccao e, aproximadamente, 975 milhées vivem em areas urbanas de paises
tropicais e subtropicais no sudeste da Asia, no Pacifico e nas Américas. A
transmissdo também ocorre na Africa e no Mediterraneo Oriental (Fig. 1). O
calculo é de 50 milhdes de infecgdes por ano, incluindo 500 mil hospitalizagdes
por febre hemorragica da dengue. O Brasil lidera o ranking dos paises onde a
doenca é endémica com 1.476.917 de casos ja notificados segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (GUZMAN et al., 2010; OMS, 2013).
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Figura 1. Paises e areas com relatos de dengue (OMS, 2014).



O virus da dengue (DENV) pertence a familia Flaviviridae e possui 4
sorotipos antigenicamente distintos, denominados dengue-1, dengue-2,
dengue-3 e dengue-4. Contém um genoma de RNA de cadeia simples,
polaridade positiva, inserido num nucleocapsideo icosaédrico rodeado por um
envelope lipidico. O genoma é traduzido em trés proteinas estruturais (proteina
E do envelope, proteina M de membrana e a proteina C do capsideo) e sete
proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (Fig. 2).
As proteinas nao-estruturais (NS) estdo relacionadas a replicagao viral, a
expressao das proteinas virais e a viruléncia dos sorotipos (LINDENBACH e
RICE, 2003; WHITEHEAD et al., 2007).

5' UTR
NS2A NS4A
{c M E N‘iﬂm NS3 NS5
| |
NS2B N54B FUTR

Figura 2. O genoma do virus da dengue. Uma unica poliproteina é traduzida em
trés glicoproteinas estruturais (C do capsideo, M da membrana, E do envelope) e
sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5)
(GUZMAN et al., 2010).

A proteina NS1, foco deste trabalho, € uma glicoproteina de 43-48 kDa,
apresenta-se na forma de mondmeros soluveis que dimerizam-se no lumen do
reticulo endoplasmatico (WINKLER et al., 1988; FLAMAND et al., 1999; YOUNG
et al., 2000; ZHOU et al., 2006). Posteriormente é transportada para a superficie
celular onde pode permanecer ancorada a membrana ou liberada para o meio
extracelular na sua forma hexamérica. A proteina NS1 processada possui uma
sequéncia sinal na regido C-terminal da glicoproteina do envelope do DENV, que
serve como sinal de translocagdo para o lumen do reticulo endoplasmatico.
(FALGOUT et al., 1989; FALGOUT e MARKOFF, 1995).

Mesmo que todas as fungdes da proteina NS1 ndo tenham sido
completamente elucidadas, evidéncias experimentais indicam que a proteina esta
envolvida na replicagdo do RNA do DENV (MACKENZIE et al., 1996; MUYLAERT
et al., 1996; LINDENBACH e RICE, 1997). As fungbes das formas extracelulares
da proteina NS1 também ndo estdo claras, mas tém sido proposto um

envolvimento especifico nos mecanismos de patogénese e evasdo do sistema
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imune. Muitos estudos tém a proteina NS1 como alvo para: desenvolvimento de
vacinas, terapia com drogas antivirais e diagndstico precoce e diferencial da
doenca (AMORIM et al., 2014).

A proteina NS1 ativa a produgao de anticorpos anti-NS1 pelo sistema
imune. Esses anticorpos séo fixadores de complemento e conferem atividade
protetora relacionada com a lise das células infectadas pelo DENV, que
expressam NS1 na sua superficie. Os anticorpos anti-NS1 ndo reconhecem
nenhum epitopo na particula viral livre, portanto ndo sao facilitadores de
infeccdo (SCHLESINGER et al., 1993; COSTA et al., 2007; CHUANG et al.,
2013).

O quadro clinico dos pacientes infectados com dengue vai desde
infeccbes com sintomas brandos a manifestacbes graves de hemorragia e
choque, conhecidas como dengue hemorragica e sindrome do choque, que sao
a causa dos altos indices de morbidade e mortalidade. As formas graves da
doenca sdo muitas vezes confundidas com doengas caracterizadas por
disturbios de permeabilidade capilar (DE PAULA e FONSECA, 2004).

O diagndstico precoce da dengue, seguido pelo tratamento dos
sintomas, € um fator importante na sobrevivéncia dos pacientes, principalmente
para aqueles que apresentam a forma mais grave da doenca (ANANDARAO et
al., 2005). Os procedimentos para detecc¢ao de particulas e genoma viral feitos
em laboratério envolvem um trabalho demorado, oneroso e inviavel quando se
trata da necessidade de diagnodstico imediato. Em alternativa, ensaios
sorologicos de detecgdo de anticorpos IgM (fase aguda) e IgG (fase de
convalescéncia) foram descritos e sdao recomendados para diagndstico de
infeccdes por DENV (GROEN et al., 2000; OMS, 2009).

Os métodos imunoenzimaticos tém sido muito visados para o
desenvolvimento de teste diagndstico da dengue nos ultimos anos, por serem
de simples execugdo e de baixo custo. Atualmente ja existem testes em
desenvolvimento ou no mercado para o diagnéstico da dengue durante a fase
aguda da infecgao (ARYA et al., 2007; BERLIOZ-ARTHAUD et al., 2008). No
ano 2000 foi publicado o primeiro trabalho que detectou NS1 presente no soro
de pacientes atraves do teste de ELISA. NS1 foi encontrada altamente
conservada nas formas soluveis e de membrana (YOUNG et al., 2000). Varios

estudos avaliaram a eficiéncia dos testes para diagnosticar precocemente a
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dengue. Num recente trabalho, foi mostrado que o ensaio de ELISA apresentou
maior sensibilidade quando comparado com testes comerciais de diagndéstico
rapido para detectar NS1 em infec¢des primarias de dengue (PAL et al., 2014).
A quantidade de falsos negativos foi significante, e a isso foi atribuido o fato de
que a quantidade de NS1 detectavel no soro dos pacientes é flutuante e sofre
mudancas temporais no decorrer dos dias apds o aparecimento dos sintomas
(MCBRIDE et al., 2009).

Para melhorar a sensibilidade e especificidade dos kits diagndsticos,
alguns autores levantaram a hipotese da combinagédo de abordagens que
detectem em conjunto o antigeno NS1 circulante e os anticorpos anti-NS1
(ZAINAH et al., 2009; RAMIREZ et al., 2009). Isso também possibilitaria o
diagnodstico para infecgdes secundarias, que sao mascaradas pelos testes ja
existentes. Esse fendmeno ocorre porque os anticorpos anti-NS1 de uma
primeira infeccdo formam complexo antigeno-anticorpo, impossibilitando a
deteccao pelos testes numa nova infecgao (HANG et al., 2009; OSORIO et al.,
2010).

A obtencao e producdo de antigenos tem sido um desafio para os centros
de pesquisa que trabalham com ensaios imunoenzimaticos. A dificuldade esta
na produgdo em escala do antigeno que tenha baixo custo. Obter a proteina
NS1 do virus da dengue, a partir do sobrenadante da cultura de células
infectadas é um obstaculo devido ao rendimento ser baixo.

O estudo e desenvolvimento de testes diagndsticos rapidos e baratos
representa uma necessidade emergente no Brasil, uma vez que a dengue
abrange todo territério nacional, inclusive em regides mais afastadas onde as
agdes de controle, prevengdao e tratamento tém se mostrado inefetivas
(CAVALCANTI et al., 2011). Devido a esta demanda, a transformacédo de uma
planta modelo expressando, de forma heterdloga, a proteina NS1 foi
desenvolvida neste estudo, com a finalidade de obter um antigeno em
quantidade e qualidade.

Nos ultimos anos, a biotecnologia ampliou o uso de organismos vegetais
visando expressao de transgenes. A expressao de genes em plantas apresenta
diversas vantagens em relagdo a outros organismos. A maquinaria de
processamento pés-traducional vegetal é similar a de mamiferos uma vez que o

sitio alvo das glicosilases € o mesmo, o que difere € apenas um residuo do
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agucar adicionado. Ja as leveduras além de possuir o sitio de glicosilagao
diferente de mamiferos, adiciona um acucar ndao correspondente, o que pode
interferir na estrutura terciaria final da proteina depois do processamento.
Plantas ndo carreiam virus, patdgenos ou oncogenes de mamiferos (BLAIS e
ALTOSAAR, 2006). Em adigdo, a produgdo em massa de proteinas de
interesse se torna comercialmente mais barata, ampliando os estudos com
proteinas recombinantes para uso em prevengado, diagndstico e terapias
(STREATFIELD, 2006).

A primeira proteina de interesse farmacéutico produzida em plantas foi o
horménio do crescimento humano, expresso em tabaco transgénico em 1986
(BARTA et al., 1986). Desde entédo, pesquisas mostraram que uma gama de
proteinas com alto valor econdbmico podem ser expressas eficientemente em
plantas (SHRAWAT et al., 2007). Tais como, a expressao do fator estimulante
de colbnias de granuldcitos (SARDANA et al., 2002), fator de crescimento 1
(IGF1) semelhante a insulina (PANAHI et al., 2004), antigenos vacinais do virus
da hepatite B (THANAVALA et al., 2005), producdo de alergenos de pdlen
(SIEGERT et al., 2012) e um exemplo recente, a produgcdo de anticorpo
monoclonal contra a proteina GP1 do virus ebola (FULTON et al., 2015).

Diversas metodologias para transformagcdo de plantas foram
desenvolvidas e estdo sob constante aperfeicoamento. As técnicas de
transformacao indireta do genoma da planta sdao mediadas por infecgdo via
Agrobacterium, biobalistica (bombardeamento de particulas) ou utilizagdo de
virus recombinantes, que integram o transgene no genoma vegetal, induzindo a
expressao da proteina de interesse (GIDDINGS et al., 2000).

As agrobactérias s&o microrganismos aerobicos, gram-negativos e
tipicamente encontrados no solo. O género Agrobacterium, pertencente a
familia Rhizobiaceae, esta subdividido em cinco espécies que diferem entre si
pela patogenicidade e pelo modo de infecgdo em diferentes plantas. A espécie
A. tumefaciens é o agente etioldgico da galha-da-coroa, doenga que se
caracteriza pela formagdo de tumores nos tecidos afetados (ANDRADE et al.,
2003).

A agrobactéria penetra no tecido vegetal atraves de ferimentos sofridos

pela planta, a atragdo acontece por quimiotactia em relagdo as moléculas-sinal



que sao exsudadas das células lesionadas. Essas moléculas-sinal também sao
responsaveis pela ativacdo de genes que estdo localizados no plasmideo Ti
(indugéo de tumor), que promove a transferéncia de genes da bactéria para a
célula vegetal (GELVIN, 2012).

A regido vir (regido de viruléncia), presente no plasmideo Ti, € um
regulon composto de seis a oito operons, contendo aproximadamente 25
genes, os quais codificam diversas proteinas que vao promover a transferéncia
da regido T-DNA (DNA de transferéncia) do plasmideo para o genoma da
planta (Fig. 3)(BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998; CHRISTIE et al., 2005).
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Com intuito de se obter grande quantidade da proteina do virus dengue
para utilizagdo em testes diagndsticos, adotou-se a metodologia para
transformacao e obtenc¢ado de plantas transgénicas. Escolheu-se a proteina NS1
devido as caracteristicas ja descritas e também por ser uma das primeiras
proteinas a serem secretadas pelas células infectadas, o que possibilita o
diagnostico rapido da doenca. Utilizou-se a Arabidopsis thaliana por ser uma
espécie de reprodugdo rapida, com ciclo de vida curto e com grande produgao
de sementes (MEINKE et al., 1998).

Dentre as vantagens da Arabidopsis thaliana em relagéo a outras plantas
de comum utilizacdo em laboratérios de pesquisa, diz respeito ao seu porte
pequeno. Este fato possibilita crescer grande numero de plantas em espacos
reduzidos, como casas de vegetagdo ou mesmo camaras de crescimento. Ela
pode ser cultivada inclusive em placas de Petri o que facilita muito o trabalho e
a condugéo de grande numero de plantas ao mesmo tempo. O pequeno porte
de planta aliado a facilidade de cultivo, habito reprodutivo e ciclo de vida,
resultam em um aspecto positivo, o custo de produgao reduzido (DELATORRE
e SILVA, 2008).

Nesse trabalho transformou-se bactérias do género Agrobacterium com
plasmideo que carreia o gene responsavel por codificar a proteina NS1 do virus
dengue-2, e as utilizamos para transformacao genética da Arabidopsis thaliana.
Realizou-se a segregacao genética da geracéo inicial transformada para chegar
na geragcao homozigota dominante para o gene de interesse. E verificou-se por
microscopia confocal de imunofluorescéncia a expressdo da proteina NS1 nas
plantas transformadas.

Neste trabalho todas as recomendacodes e exigéncias referentes a saude
humana, dos organismos vivos e do meio ambiente foram cumpridas de acordo
com as normas técnicas estabelecidas para atividades que envolvam
experimentagdo, cultivo, manipulagcdo, armazenamento e descarte de

organismos geneticamente modificados (OGM) e derivados.



2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Construir um sistema de expressao transgene em plantas Arabidopsis

thaliana visando a obtenc¢do do antigeno n&o estrutural 1 (NS1) do virus

dengue-2.

2.2,

Objetivos Especificos

Otimizar a sequéncia do gene da proteina nao estrutural (NS1) do
virus dengue-2 para a expressao em Arabidopsis thaliana;
Transformar bactérias E. coli TOP 10F com a sequéncia otimizada;
Transformar Agrobacterium tumefaciens com o vetor de expressao
pCAMBIA3301 contendo o gene NS1 otimizado;

Transformar Arabidopsis thaliana via Agrobacterium tumefaciens;
Obter a geracao da planta transformada que tenha segregado o gene
NS1 e esteja em homozigose dominante;

Verificar a expressao do gene NS1 através de localizagao in situ por

microscopia confocal de imunofluorescéncia.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Construgao do plasmideo pUC57/NS1

3.1.1. Otimizacao da sequéncia do gene da proteina NS1

Com o objetivo de obter altos niveis de expressédo da proteina NS1 na
planta transgénica, foi adquirido o vetor de clonagem pUC57 (Fig. 4) com a
sequéncia otimizada do gene da proteina NS1 e sequéncias especificas (Fig.
5) adicionadas: sitios de restricdo para as enzimas Bgl Il e BstE I, que foram
utilizados para clonagem do plasmideo pCAMBIA3301 (Fig. 6); sequéncia de
recombinacao para AttB1 e AttB2; sequéncia Kozak para reconhecimento do
ribossomo visando a expressdo em células eucaridticas; cédon de iniciagao;
peptideo sinal da proteina Bip At5g44620 (LEE et al., 2011) para o
enderegcamento da sequéncia para o reticulo endoplasmatico; gene da
proteina nao-estrutural 1 do virus dengue-2 cepa New Guinea C.; cauda de
polihistidina, que pode ser utilizada para a purificacdo de proteinas
recombinantes (WU et al., 2003); sequéncia de retencdo no reticulo
endoplasmatico através do ancoramento a membrana visando aumentar a
expressao do gene NS1 (MUNRO e PELHAM, 1987; KOIZUMI, 1996; NAPIER

et al., 1992) e codon de terminagéo.

3.1.2. Obtencgao de E. coli TOP 10F competentes

Células E. coli TOP 10F competentes foram preparadas para utilizacao
no tratamento com choque térmico. Para tanto, a bactéria TOP 10F foi pré-
inoculada em 5 mL de meio LB liquido (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de
levedura e 10 g/L de NaCl, pH 7,0) e crescida durante 12 horas, a 37 °C sob
uma agitacdo de 250 rpm. O pré-inéculo foi transferido para 250 mL de meio
LB liquido e incubado a 37 °C sob agitagao de 250 rpm até atingir a densidade
otica (DO) = 0,4/0,5, na absorbancia de 600nm (Aesoo). Em seguida, as células
foram centrifugadas, em tubos de 50 mL estéreis, a 4.500 x g por 10 minutos, a

4 °C e o precipitado foi suspenso gentilmente em 15 mL de CaCl2 (50 mM)



gelado. A solugéo foi incubada no gelo por 10 minutos e, entdo, novamente
centrifugada a 4.500 x g por 10 minutos, a 4 °C. O precipitado foi suspenso em
2,85 mL de CaCl2 (50 mM) gelado e 150 uyL de glicerol puro estéril foi
adicionado e homogeneizado. As células competentes foram aliquotadas em
tubos com 200 pL da solugéao, colocadas no nitrogénio liquido imediatamente e

estocadas a -80 °C.

3.1.3. Transformacgao de E. coli TOP 10F competentes com o vetor de
clonagem pUC57/NS1

E. coli TOP 10F competentes foram transformadas com o plasmideo
pUC57/NS1, com o objetivo de aumentar os clones de plasmideos
recombinantes e formagdo de um estoque do mesmo. Para a transformacao,
200 pL de bactérias competentes foram estabilizadas a temperatura no gelo em
tubo de 1,5 mL. Foi adicionado 2 pL da solucdo de plasmideo recombinante ao
tubo, e incubado em gelo por 30 minutos. Em seguida, as bactérias foram
incubadas a 42 °C por 90 segundos, colocadas no gelo e mantidas por 15
minutos (choque térmico). Posteriormente, foi adicionado 110 yL de meio SOC
(20 g/L de bacto triptose, 5 g/L de extrato de levedura e 0,5 g/L de NaCl e
20mM de glicose) e, finalmente, incubadas a 37 °C por 30 minutos. Foi
plaqueado 100 uL da solugdo em meio LB sdlido contendo o antibidtico

(ampicilina — 100 ug/mL) e incubada a 37 °C.

3.1.4. Extracao de plasmideos pUC57/NS1

Para obtencédo dos plasmideos recombinantes pUC57/NS1 foi realizada
uma extragdo de DNA plasmidial. As colénias de E. coli TOP 10F que
cresceram no meio solido foram transferidas, uma a uma, para 5 mL de meio
LB liquido com ampicilina (100 ug/mL) e deixadas para crescer durante 12
horas, a 37 °C sob agitagcao de 180 rpom. Foram recolhidas por centrifugacao a
10.000 x g por 2 minutos (descartado o sobrenadante) e suspensas em 200 uL
de tampao de lise (50 mM glicose, 25 mM tris-HCI, 10 mM EDTA, lisozima 1

mg/mL, pH 8,0). Apds 5 minutos a temperatura ambiente, foi adicionado 400 L
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de solucéo alcalina fresca (0,2 M NaOH, 1% SDS) e a mistura foi incubada em
gelo por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 300 pL de solugédo de acetato
de aménio 7,5 M, e a mistura agitada gentilmente por alguns segundos e
novamente incubada em gelo, por 10 minutos, para precipitagao de proteinas,
RNAs de alto peso molecular e DNA cromossomal. A mistura foi centrifugada
por 3 minutos a 10.000 x g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo,
adicionado 450 uL de isopropanol e incubado a temperatura ambiente por 20
minutos para precipitacdo dos plasmideos. Em seguida, foi centrifugado a
temperatura ambiente, por 10 minutos a 15.000 x g e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi lavado com 200 pL de alcool a 70% e, deixado

para secar em temperatura ambiente.

3.1.5. Reagcao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a PCR, foi desenhado 1 par de iniciadores sintéticos (primers),
pCambNS1sense (5° GGAGATCTATGGATAGTGGTTGCGTTGTGA 3°) e
pCambNS1antisense (5° GGGGTAACCTGAGGCTGTGACCAAGGAGT 37) que
flanqueiam a regido do gene que codifica a proteina n&o estrutural NS1 do
virus dengue-2, resultando num fragmento de 1056 pares de bases (pb). Os
primers contém os sitios de restricdo das enzimas BstE Il e Bgl Il. Na reagéo
foram utilizados aproximadamente 100 ng do DNA plasmidial cujo volume final
foi de 50 uL contendo 0,5 pmol/uL dos “primers” sense e antisense, 0,2 mM
dNTPs, tampao 1X da enzima e 2,5 U da Platinum® TagDNA polimerase,
recombinante (Invitrogen™). Para ativagdo da enzima Tag DNA polimerase, foi
realizado um ciclo inicial de 94 °C por 5 minutos. Em seguida as amplificacdes
foram feitas por 35 ciclos de 95 °C a 1 minuto, 55°C a 2 minutos e 72°C a 2
minutos e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos. O resultado da amplificacao

foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 1%.

3.1.6. Purificagcao de DNA do plasmideo pUC57/NS1

Foi realizada uma eletroforese, em gel de agarose a 1%, com o produto
da extracdo de DNA plasmidial dos clones de E. coli TOP 10F recombinantes.

A banda referente ao plasmideo pUC57/NS1 foi excisada do gel e o DNA foi
11



purificado usando-se o kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN™), de acordo
com as normas do fabricante. Para tanto, a banda de DNA retirada do gel foi
adicionada a solucédo “tampao QG” e incubada a 50 °C por 10 minutos. Foi
adicionado 150 uL de isopropanol e a solugao foi transferida para a minicoluna
e submetida a centrifugacdo de 13.000 x g por 1 minuto. Foram feitas duas
lavagens, da membrada da minicoluna com 750 yL de solugéo “tampéo PE”

seguidas de centrifugagéo.

3.1.7. Clivagem do gene NS1 com enzimas de restricao

Apos a purificagdo do plasmideo pUC57/NS1 foi realizada a dupla
digestdo com as enzimas de restricao Bgl Il e BstE Il (Fermentas™) para clivar
o inserto NS1 otimizado. Para a reacao de digestdo foram adicionados 8 yL do
plasmideo, 1,5 yL de “tampdo 3" (Fermentas™), 0,5 pyL de cada uma das
enzimas, completando com agua deionizada para volume final de 15 pL. A
reacado foi incubada por 12 horas a 37 °C. O resultado da clivagem foi

detectado por eletroforese em gel de agarose a 1%.

3.2. Construgao do plasmideo pCAMBIA3301/NS1

3.2.1. Extracao dos plasmideos pCAMBIA3301

O plasmideo pCAMBIA3301 utilizado para a transformacdo de
Agrobacterium tumefaciens, foi extraido a partir do estoque de E. coli DH5a
mantido no Laboratério de Imunovirologia Molecular (UFV). (Idem ao item
3.1.4).

3.2.2. Clivagem do plasmideo pCAMBIA3301 com enzimas de restricao

Apos extragdo, o plasmideo pCAMBIA3301 foi submetido a digestéao
dupla com as enzimas de restricdo Bgl Il e BstE Il (Fermentas™) para

linearizagao. (Idem ao item 3.1.7).
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3.2.3. Purificagao do inserto NS1 e do plasmideo pCAMBIA3301

A banda do gel de eletroforese referente ao inserto NS1 e ao plasmideo
pCAMBIA3301 linearizado, foram excisadas e purificadas usando-se o Kkit
QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN™), de acordo com as normas do fabricante.
Para tanto, a banda de DNA retirada do gel foi adicionada a solugéo “tampé&o
QG” e incubada a 50 °C por 10 minutos. Foi adicionado 150 pL de isopropanol
e a solucgao foi transferida para a minicoluna e submetida a centrifugacao de
13.000 x g por 1 minuto. Foram feitas duas lavagens da membrada da

minicoluna com 750 pL de solugao “tampao PE” seguidas de centrifugacéao.

3.2.4. Ligagao do inserto NS1 no plasmideo pCAMBIA3301

O inserto do gene responsavel por codificar a proteina NS1 do virus
dengue-2, apos digestao e purificagédo, foi adicionado a uma reagao para se
ligar ao plasmideo pCAMBIA3301 purificado e linearizado. Na reacdo de
ligagdo foi utilizado o kit T4 DNA Ligase (Promega™). Para tanto, foi
adicionado 2,0 yL de tampao da ligase, 0,5 yL da enzima T4 ligase, 4,5 uL do
pCAMBIA3301 (3,2 ng/uL), 2,5 pL do inserto NS1 (17,3 ng/uL), resultando num

volume final de 10 pL. A solugao foi incubada a 23 °C durante 1 hora.

3.2.5. Transformagao de células competentes E.coli TOP 10F com
pCAMBIA3301/NS1

O produto da ligagao anterior foi utilizado para transformar E. coli TOP
10F competente com finalidade de se produzir grande quantidade de
plasmideos recombinantes pCAMBIA3301/NS1. Para a transformacao, foi
adicionado 50 uyL de E. coli TOP 10F competente aos 10 uL da reacdo de
ligacao anterior. A solugao foi incubada em gelo por 20 minutos. Em seguida
incubada a 42 °C por 90 segundos, colocadas no gelo e mantidas por 15
minutos (choque térmico). Posteriormente, foi adicionado 110 yL de meio SOC
(20 g/L de bacto triptose, 5 g/L de extrato de levedura e 0,5 g/L de NaCl e 20

mM de glicose) e, finalmente, incubadas a 37 °C por 30 minutos. A solugdo foi
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plaqueada em meio LB sdlido contendo o antibiético canamicina (50 ug/mL) e
incubada a 37 °C.

3.2.6. Analise e selegao das coldnias transformadas

Para analise das colonias transformadas quanto a presenca de
plasmideos recombinantes pCAMBIA3301/NS1, foi realizada uma extragao de
DNA plasmidial seguida de digestdo enzimatica para verificacdo da eficiéncia
da transformagdo. Colbnias crescidas no meio LB soélido, apdés a ligacéo
seguida de transformacgao, foram crescidas em 5 mL meio LB liquido com
canamicina (50 pg/mL) durante 12 horas, a 37 °C sob agitagdo de 180 rpm. A
extragdo plasmidial foi realizada (idem ao item 3.1.4). Em seguida, os
plasmideos foram submetidos a digestao enzimatica (idem ao item 3.1.7), para
analise dos clones quanto a presencga do inserto NS1 no vetor recombinante. O
resultado foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 1%. Os clones de
E. coli TOP 10F que continham a banda correspondente ao gene da proteina

NS1 foram crescidos em meio LB liquido contendo canamicina.

3.3. Transferéncia do vetor de expressao

3.3.1. Obtencgao de Agrobacterium tumefaciens competentes

Células de A. tumefaciens GV3101 competentes foram preparadas para
utilizacdo no tratamento com choque térmico. Para tanto, uma colbnia de
Agrobacterium tumefaciens foi pré-inoculada em 5 mL de meio YEB liquido (5
g/L de peptona, 1 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de extrato de carne, 5 g/L
de sacarose e 240 mg/L de MgSOs4, pH 6,8) com o antibiético gentamicina (100
Mg/mL) e crescida durante 12 horas, a 28 °C sob uma agitagdo de 150 x g. O
pré-indculo foi transferido para 50mL de meio YEB e incubado a 28 °C sob
agitacado de 150 rpm até atingir a DO = 0,4/0,5, na absorbancia de 600 nm. Em
seguida, a cultura foi incubada no gelo por 15 minutos e as células foram

recolhidas por centrifugagcéo a 5.000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante
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foi descartado e as células suspensas em 30 mL de &gua ultra-pura
autoclavada e gelada. As células foram, novamente, recolhidas por
centrifugac&o a 5.000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado, entédo, suspenso em 2,85 mL de CaClz (20 mM) gelado e 150
ML de glicerol puro estéril foi adicionado e homogeneizado. As células
competentes foram aliquotadas em tubos com 200 L da solug¢éo, colocadas no

nitrogénio liquido imediatamente e estocadas a -80 °C.

3.3.2. Transformagao de A. tumefaciens competente com o vetor de
expressiao pCAMBIA3301/NS1

A uma aliquota de 100 uL de A. tumefaciens competente foi adicionado
1 g do plasmideo pCAMBIA3301/NS1 e a solucéo foi incubada no gelo por 30
minutos. Em seguida, o tubo foi colocado em nitrogénio liquido por 1 minuto e
incubado a 37 °C por 5 minutos (choque térmico). Apos foi adicionado 1 mL de
meio YEB ao tubo e as células incubadas por 2 horas a 28 °C. Foi plaqueado
100 uL da solugdo em meio YEB sélido contendo os antibiético canamicina (50
pMg/mL) e gentamicina (100 ug/mL), de resisténcia plasmidial e da propria
bactéria, respectivamente, e incubada a 28 °C por 24 horas, para selecao das

colbénias transformadas.

3.3.3. Andlise e selegcao das coldnias de A. tumefaciens transformadas

Para analise das colonias transformadas quanto a presenca de
plasmideos recombinantes pCAMBIA3301/NS1 (Fig. 7) foi realizada uma
extragdo de DNA plasmidial seguida de digestdo enzimatica para verificagdo da
eficiéncia da transformacao. As colbnias crescidas no meio YEB solido com
canamicina e gentamicina, apos a transformacao anterior, foram crescidas em
10 mL de meio YEB liquido com canamicina (50 pg/mL) e gentamicina (100
pg/mL) durante 36 horas, a 28 °C sob agitagao de 180 rpm. Com 5 mL do meio
YEB incubado foi realizada a extracdo plasmidial (idem ao item 3.1.4). Em
seguida, os plasmideos foram submetidos a digestdo enzimatica (idem ao item

3.1.7) para confirmagédo da presenca do inserto NS1 no vetor dos clones
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recombinantes. O resultado foi detectado por eletroforese em gel de agarose a
1%. Os clones de Agrobacterium tumefaciens que continham a banda
correspondente ao gene da proteina NS1 foram estocados com glicerol 25% a
— 80 °C.

Bgl Il BstE Il

PCAMBIA3301 }—<PPTR) |<:amv 35S |— CaMV 35S Gene-NS1 | 6xHis—]|
LB

RB

Figura 7. Representacéo do T-DNA do plasmideo pCAMBIA3301/NS1

O gene PPTR confere resisténcia ao herbicida fosfonitricina utilizado
para selecionar as plantas transformadas e foi clonado junto com o gene
otimizado NS1. A regido T-DNA do plasmideo pCAMBIA3301/NS1 que é
transferida para a planta Arabidopsis thaliana possui estes dois genes sob
controle do promotor constitutivo e bidirecional CaMV358S. Isto garante que a
planta selecionada em meio seletivo contendo o gene de resisténcia ao
herbicida esta expressando também o gene NS1 de interesse.

O CaMV35S (Cauliflower mosaic virus) € um promotor constitutivo do
RNA 35S do virus do mosaico da couve-flor, que pertence a familia
Caulimoviridae e sao pararetrovirus que infectam plantas. Este promotor tem
sido bastante utilizado na transformacdo de plantas através de vetores
plasmidiais (BENFEY e CHUA, 1990), por produzir altos niveis de expressao
do transgene (KHELIFA et al., 2010; ACHARYA et al., 2014; GASTON et al.
2015).

3.4. Obtencgao das plantas transformadas

3.4.1. Crescimento da planta

Sementes de Arabidopsis thaliana do tipo selvagens (WT — do inglés:
wild type, Columbia, Col-0) foram crescidas em camara de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz (200 umol/m?s) e 8 horas de escuro a 24-26 °C

sobre substrato composto (substrato organico:vermiculita grossa, 2:1, v:v).
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Apods a emergéncia das primeiras flores, foi feita a remogao do broto principal
para emergéncia de maior numero de brotos laterais. Plantas com brotos
laterais de aproximadamente 45 dias, no estagio de inicio da floragdo foram

usadas para transformacéo.

3.4.2. Preparo da cultura de A. tumefaciens para transformagao

Foram crescidas culturas isoladas de Agrobacterium tumefaciens (clones
com o plasmideo pCAMBIA3301/NS1) em pré in6culos de 10 mL de meio YEB
liguido com canamicina (50 ug/mL) e gentamicina (100 pg/mL) durante 18
horas, a 28 °C sob agitagdo de 180 rpm. Em seguida, o pré indculo foi
adicionado em 500mL de meio YEB com os mesmos antibidticos e a cultura foi
colocada para crescer durante 48 horas, a 28 °C sob agitagdo de 180 rpm. A
suspensao celular crescida foi centrifugada a 8.000 x g e o precipitado
suspenso em 250 mL de sacarose 5% (p/v), com Silwett L-77 0,05% (p/v). A

solucgao foi utilizada para transformar as plantas A. thaliana do tipo selvagem.

3.4.3. Transformacgao das plantas pelo método floral-dip

Foram removidas flores abertas das plantas Arabidopsis thaliana que
estavam com 45 dias de idade, mantendo apenas botdes florais fechados. O
procedimento realizado foi 0 método floral-dip (CLOUGH e BENT, 1998), que
consiste no ‘mergulho dos botdes florais’ por 30 segundos na solugéo de A.
tumefaciens, descrita no item anterior. Apés o mergulho foi feita uma camara
umida para manter as plantas em ambiente escuro por 24 horas; em seguida
elas foram mantidas na camara de crescimento. Para taxas mais elevadas de
transformacao, as mesmas plantas foram mergulhadas mais duas vezes pelo
procedimento inicial, no intervalo de 10 dias, e mantidas na camara de
crescimento a 22 °C, até completar o ciclo reprodutivo, maturagao e coleta das

sementes.
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Figura 8. Transformacdo de Arabidopsis thaliana. A- Mergulho floral em
solugdo com suspensdo de Agrobacterium tumefaciens; B- Sistema para
coletar sementes; C- Planta seca pronta para coleta de sementes.

3.4.4. Desinfestagao, germinagao das sementes e sele¢cao genética da

terceira geragao

As sementes T1 (coletadas da planta TO — transformada inicial) foram
tratadas com 1 mL de solugdo de desinfestagdo (hipoclorito de sédio:agua
destilada autoclavada, 1:1, v/v) e uma gota de Tween 20, por 5 minutos sob
agitacédo leve, e lavadas 5 vezes com agua destilada autoclavada. Em seguida,
foram plaqueadas em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com agente
seletivo fosfinotricina (7,5 ug/mL), para selecdo das plantas transgénicas. As
placas com as sementes, foram incubadas a 4 °C, no escuro por 72 horas, para
quebra da dorméncia, e posteriormente foram colocadas na camara de
crescimento com fotoperiodo de 8 horas de luz (200 ymol/m?s) e 16 horas de
escuro a 24-26 °C, para germinagao. Apos 10 dias as plantas resistentes a
fosfinotricina (PPTR) foram selecionadas, avaliando visualmente o vigor
vegetativo da plantula, e transplantadas em vasos de plastico com substrato
composto (substrato organico:vermiculita grossa, 2:1, v:v). Foram, entdo,
mantidas em camara de crescimento a 22 °C até completar o ciclo reprodutivo,

maturacao e coleta das sementes T2. As sementes T2 foram selecionadas e
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cultivadas, como anteriormente até a geragao T3, para selecdo de plantas em

homozigose dominante para o transgene NS1 (Fig. 8).
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Figura 9. Selecao genetlca da terceira geragao de plantas transformadas

3.5. Analise das plantas transformadas

3.5.1. Extragcao de DNA das plantas

As folhas das plantas da geracao T3 foram coletadas, maceradas com
nitrogénio liquido, utilizando almofariz de porcelana previamente congelado. O
macerado foi transferido para microtubos. E o procedimento utilizado para
extracdo do DNA vegetal foi pelo método do CTAB (MOGG e BOND, 2003).

3.5.2. Reagcao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido das folhas das plantas da geracao T3 foi submetido a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para anélise dos clones quanto a
presenga do inserto contendo o gene codificador da proteina NS1 do virus
dengue-2. Na PCR foram utilizados os primers pCambNS1a e pCambNS1as,
como descrito anteriormente. O resultado da amplificacdo foi detectado por

eletroforese em gel de agarose a 1%.
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3.5.3. Imunolocalizagao in situ da proteina NS1 por microscopia

confocal

As plantas selecionadas da terceira geracdo foram cultivadas em
camara de crescimento com fotoperiodo curto (para favorecer o crescimento
vegetativo) de 8 horas de luz e 16 horas de escuro a 24-26°C. Com 30 dias de
vida foram excisadas uma folha de cada planta para analise de expressao e
localizagdo in situ da proteina NS1 do virus dengue-2 pela deteccdo de
imunofluorescéncia no microscépio confocal.

As folhas foram lavadas, colocadas em microtubos e deixadas em
solucao de fixacdo com paraformaldeido 4% por 3 horas. Apds, foram feitas 3
lavagens com solugdgo de PBS 1x (0,02% KCI, 0,8% NaCl, 0,18%
NazHPO4.2H20, 0,024% KH2POs4, pH 7,4), adicionado metanol puro e incubado
por 10 minutos a 37 °C (com 2 repeti¢gdes). O metanol foi entdo removido e
adicionado uma solugéo de etanol/xilol (1:1) e incubada por 10 minutos a 37°C
(com 2 repeticdes). O etanol/xilol foi removido e adicionado etanol 99%
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Seguido de uma série
decrescente de lavagens com etanol (90%, 75%, 50% e 25%), por 5 minutos
cada. Apos foi adicionado agua destilada por 5 minutos. Na etapa seguinte as
folhas foram estabilizadas na solugao de PBS 1x por 10 minutos e incubadas
numa solugdo com anticorpo primario monoclonal Anti-Histag (Sigma) (1:500;
v/iv) em PBS 1x, durante 4 horas a 37 °C. Apos este passo, as folhas foram
lavadas 5 vezes com solucdo de PBS 1x, e incubadas com anticorpo
secundario conjugado com FITC (Sigma) (1:500; v/v) em solugcéo de PBS 1x,
durante 2 horas a 37 °C. Por fim, as folhas foram lavadas 5 vezes com PBS 1x,
as laminas foram montadas em Mowiol® (Sigma), analisadas e fotografadas
utilizando o microscopio confocal Zeiss LSM 510 no Nucleo de Microscopia e
Microanalise (UFV).
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4. RESULTADOS

41. Confirmagcao da transformag¢ao de E. coli TOP 10F com o
plasmideo pUC57/NS1

Para analise das colbnias transformadas com o plasmideo recombinante
pUCS57/NS1, foi realizada uma extragdo de DNA plasmidial e seguida de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para verificacdo das col6nias
transformadas. O resultado da amplificagdo foi detectado por eletroforese em

gel de agarose a 1% (Fig. 9).

NS1
1000 pb —>

500 pb —>

Figura 10. PCR do gene NS1 no plasmideo pUC57/NS1. M- Marcador de
100pb DNA ; 2-7- fragmento amplificado do gene NS1

4.2. Digestao do plasmideo pUC57/NS1

As E. coli TOP 10F recombinantes com o vetor pUC57/NS1 foram crescidas
em meio seletivo para extracdo de DNA plasmidial. O plasmideo foi entdo
submetido a uma dupla digestdo com as enzimas de restricdo Bgl Il e BstE Il. O
produto da digestao foi detectado em gel de agarose a 1% (Fig. 10) e a banda
referente ao fragmento do gene otimizado NS1 liberado foi excisada do gel e
purificada atraves do kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN™),
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puC57 pUC57/NS1

NS1

Figura 11. Digestdo do plasmideo pUC57/NS1 com enzimas de restricao Bgl Il
e BstE Il. M- Marcador de 100pb DNA ; 2- Plasmideo pUC57/NS1 digerido; 3-
Plasmideo pUC57/NS1 nao digerido.

4.3. Digestao do plasmideo pCAMBIA3301

O estoque de E. coli DH5a com plasmideo pCAMBIA3301 foi crescido
em meio seletivo para extracdo de DNA plasmidial. Os plasmideos foram
submetidos a uma dupla digestdo com as enzimas de restricdo Bgl Il e BstE |Il.
O produto da digestdo foi detectado em gel de agarose a 1% (Fig. 11) e a
banda referente ao plasmideo linearizado foi excisada do gel e purificada
atraves do kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN™).

pCAMBIA3301
_
—_—
pCAMBIA3301
(Linear)

Figura 12. Digestao do plasmideo pCAMBIA3301 com enzimas de restricao Bg/
Il e BstE Il. M- Marcador Lambda Hindlll DNA ; 2- Plasmideo pCAMBIA3301
digerido; 3- Plasmideo pUCS57/NS1 n&o digerido.
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4.4. Confirmacgao da clonagem do plasmideo pCAMBIA3301/NS1 em
E. coli TOP 10F

Apos a reagao de ligacdo do inserto NS1 com o plasmideo
pCAMBIA3301 linearizado, foi feita a transformagao bacteriana de E. coli TOP
10F. Para a confirmagdo da clonagem, as colbnias transformadas com
plasmideos recombinantes pCAMBIA3301/NS1 foram crescidas em meio
seletivo, e em seguida foi realizada uma extracdo de DNA plasmidial. Os
plasmideos foram submetidos a uma reacédo de digestdo com as enzimas de
restricdo Bgl Il e BstE Il. O produto da digestdo foi detectado em gel de
agarose a 1% (Fig. 12)..

Figura 13. Digestdo do plasmideo pCAMBIA3301/NS1 com enzimas de
restricdo Bgl Il e BstE I, extraido de E. coli TOP 10F. M- Marcador 1Kb DNA;
2-3- Plasmideo pCAMBIA3301/NS1 digerido.

4.5. Transformagado de Agrobacterium tumefaciens com o plasmideo
pCAMBIA3301/NS1

Os plasmideos pCAMBIA3301/NS1 estocados em bactérias E. coli TOP
10F foram extraidos e posteriormente utilizados para transformacgao bacteriana
de Agrobacterium tumefaciens (GV3101). Para a confirmagao da clonagem, as
colénias transformadas com plasmideos recombinantes pCAMBIA3301/NS1
foram crescidas em meio seletivo e, em seguida, foi realizada uma extracao de

DNA plasmidial com uma aliquota de cada amostra. Os plasmideos foram
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submetidos a uma reagao de digestdo com as enzimas de restricao Bgl Il e
BstE Il. O produto da digestéo foi detectado em gel de agarose a 1% (Fig. 13).

2000 pb :

1000 pp——>

Figura 14. Digestdo do plasmideo pCAMBIA3301/NS1 com enzimas de
restricdo Bgl Il e BstE Il, extraido de Agrobacterium tumefaciens. M- Marcador
1Kb DNA ; 2-10- Plasmideo pCAMBIA3301/NS1 digerido.

4.6. Transformacao de Arabidopsis thaliana via Agrobacterium

tumefacies

Apds a germinagao e o aparecimento dos brotos de floragao laterais das
Arabidopsis thaliana selvagens foi realizado o primeiro ciclo de trés, do método
‘floral-dip’, para transformacdo genética das plantas. O procedimento foi
repetido por mais duas vezes e as plantas TO (transformadas iniciais) foram
mantidas na camara de crescimento até completar o ciclo reprodutivo para

maturacdo, secagem das siliquas e coleta das sementes T1.

4.7. Germinagao das sementes da geragao T1 de A. thaliana

A primeira geracao (T1) de sementes de Arabidopsis thaliana foi semeada em
placa contendo meio MS sdlido com agente seletivo (PPTR) e a eficiéncia de

transformacéo foi de 3,59% (Tabela 1).

L B Total de sementes germinadas
Eficiéncia de Transformagcao = X 100%
Total de sementes plagueadas
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Tabela 1. Eficiéncia da transformacdo de Arabidopsis thaliana na primeira

geragao.
Sementes T1 Sementes T1 que
plaqueadas germinaram
Placa 1 138 2
Placa 2 114 8
Placa 3 54 1

As sementes que germinaram em plantulas saudaveis apresentavam
desenvolvimento vegetativo superior, notorio visualmente a partir do décimo
dia, comparado as sementes que nao conseguiram se desenvolver com vigor
(Fig. 16A-E). As pléantulas saudaveis possuiam colora¢ao verde, caracteristicas
fisiologicas do estado vegetativo normal do padrédo de desenvolvimento de
Arabidopsis thaliana. Diferente das outras sementes que ndo germinaram ou
deram origem a plantulas que nao se desenvolveram e apresentavam
coloracdo amarelada, com estado vegetativo de crescimento alterados

consequentes da agdo do herbicida (PPTR).

4.8. Segregacao genética e obtencao das A. thaliana transformadas

na terceira geragao

As 11 pléntulas, geragdo T2, foram transplantadas em vasos com
substrato composto e mantidas em camara de crescimento (Fig. 16F). Das 11,
9 chegaram até o estagio completo do ciclo reprodutivo com formacao de
inflorescéncia, maturacédo e desenvolvimento dos embrides produzindo siliquas
com sementes. As sementes T2 das 9 plantas (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8,
P9) foram coletadas, posteriormente propagadas e analisadas quanto a
segregacao genética do gene NS1 de interesse.

As Arabidopsis thaliana da terceira geragao (T3) que apresentaram
segregacao génica caracteristica de homozigose dominante, com crescimento
equivalente a 100% das sementes T2 germinadas (Fig. 16G), foram
selecionadas e sao resultado deste estudo.
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4.9. Cultivo e estoque das A. thaliana transgénicas selecionadas

As plantas transgénicas (em homozigose dominante) selecionadas foram
cultivadas em camara de crescimento (Fig. 16H), mantidas sobre condi¢des
controladas para completar o ciclo reprodutivo, maturagdo e producédo de

sementes. No final essas sementes foram coletadas e estocadas a 4°C.

4.10. Confirmagao da transformacao de A. thaliana

Para analise das Arabidopsis thaliana transformadas foi realizada uma
extragdo de DNA gendmico e seguida de reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) para confirmagéo da obteng¢ado das plantas transgénicas. O resultado da

amplificagao foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 1% (Fig. 15).

<«— NS1
1000 pp ——>

Figura 15. PCR do gene NS1 no genoma de A. thaliana. M- Marcador de 100pb
DNA; 2-4- fragmento amplificado do gene NS1; 5- amostra de genoma da
planta WT.

4.11. Microscopia confocal comparativa

As plantas P9 da terceira geragédo (Fig. 16l-J) foram utilizadas para
detectar a expressao e localizagéo in situ, da proteina NS1 do virus dengue-2,
através da microscopia confocal. A folha da planta P9 e da planta selvagem
(WT) foram coletadas com 30 dias apdés a germinagdo, para analise
comparativa (Fig. 17). Um desenvolvimento vegetativo inferior foi observado na
planta transgénica P9, em relagdo a planta do tipo WT, com o didmetro da

roseta e area foliar menores.
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Figura 16. Germinacgao e selecdo de Arabidopsis thaliana. A- A. thaliana WT
em meio MS sem agente seletivo; B- A. thaliana WT em meio MS com agente
seletivo; C-E- Germinagéao A. thaliana geragao T1 (detalhe na seta branca para
as plantulas com vigor vegetativo); F- Cultivo das A. thaliana geragao T2; G-
Germinacédo de 100% das sementes em homozigose dominante; H-
Germinacéo das sementes da geracao T3 de A. thaliana; I-J- Cultivo da planta
transgénica P9.
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Figura 17. Analise comparativa entre a A. thaliana transgénica P9 e a A.
thaliana selvagem (WT).

As folhas de Arabidopsis thaliana com 30 dias apds a germinagao foram
fixadas e preparadas para aumentar a permeabilizagdo do tecido vegetal.
Foram incubadas com anticorpo primario monocolonal para calda de
polihistidina, usada para marcar a proteina heteréloga NS1. E, em seguida,
incubadas com o anticorpo secundario com FITC (Fig. 18). As folhas da planta
do tipo selvagem nao apresentaram marcagao verde com imunofluorescéncia.
As marcacgdes em vermelho observadas sao autofluorescéncia da clorofila que

ainda permaneceram no tecido apos a preparagao das amostras (Fig. 19).

Figura 18. Microscopia confocal do tecido da folha de A. thaliana. A- Planta
transgénica P9; B- Planta selvagem (WT).
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Foram observadas marcacgdes por todo tecido da folha da planta P9, em
forma de agregados ovais, que sao evidéncias notdérias da presenga,
expresséo e localizagado da proteina NS1 no interior das células vegetais da

planta transgénica de Arabidopsis thaliana.

Autofluorescéncia FITC Sobreposicao

Figura 19. Grade de microscopia confocal. A- Planta transgénica P9; B- Planta
selvagem (WT).
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho s&o essenciais para
confirmacéo da eficiéncia da clonagem do gene NS1 do virus dengue-2 na
Arabidopsis thaliana. Na primeira etapa o gene foi otimizado para expressao
em plantas, e acrescido com sequencias especificas para obtengcdo de maiores
niveis de expressao da proteina NS1. No trabalho anterior de Amaro et al.
(2015) os resultados da expressdo de NS1 em tabaco foram satisfatérios e
significativos, porém a quantidade do antigeno variou muito entre os
transformantes, onde pudemos levantar a hipétese de que a proteina nao
estava se mantendo integra no interior da célula vegetal. As sequéncias
adicionadas na construgcao deste trabalho estdo envolvidas com mecanismos
de tradugdo e localizacdo especifica de proteinas dentro das células
eucariotas. A adicdo de pequenas sequéncias consenso no cassete do gene
NS1 possuem a fungéo de garantir o enderecamento e retengéo da proteina no
reticulo endoplasmatico, evitando uma possivel degradagdo proteica caso
estas estivessem livres circulantes no citoplasma ou uma exportagcédo
indesejada para o exterior da célula.

Ja foi demonstrado por ensaios do tipo ELISA que a proteina NS1/DENV
tem potencial de aplicacdo para diagndstico laboratorial precoce (Platelia™,
Dengue NS1 Ag kit, Bio-Rad, Franga) com sensibilidade de 93,4% e
especificidade de 100%. Outros resultados mostraram a eficiéncia para
deteccdo de IgG anti-NS1 em infecgdes agudas (DUTRA et al., 2009;
KUMARASAMY et al., 2007). Assim como nos recentes trabalhos de Kosasih et
al. (2013) e Tuan et al. (2015) que demonstraram a sensibilidade e
especificidade da proteina NS1 utilizada em testes diagndsticos para detectar
pacientes com infecgdo de dengue.

Foram demonstradas as transformacdes de E. coli TOP 10F com os
plasmideos pUC57/NS1 e pCAMBIA3301/NS1. A construgao o gene otimizado
possui 1290 pb. Para amplificacdo por PCR foram utilizados primers
especificos para a regiao da proteina NS1 (1056 pb) e nas reagbes de digestéao
plasmidial foram utilizadas as enzimas de restricao (Bgl Il e BstE Il) que

flanqueiam toda regido do cassete de construgdo do gene.
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A figura 10 confirma a primeira clonagem do plasmideo pUC57/NS1 em
E.coli TOP 10F.

Nos géis das figuras 11 e 12 com os produtos da reacao de digestdo dos
plasmideos pUC57/NS1 e pCAMBIA3301, foram purificadas a banda inferior da
figura 11 (referente ao inserto do gene otimizado NS1) e a banda superior da
figura 12 (referente ao plasmideo pCAMBIA3301 linearizado). A reac&o de
ligacdo entre elas formou o vetor de expressdao pCAMBIA3301/NS1. O gel de
agarose da figura 13 é referente a confirmacédo da clonagem do plasmideo
pCAMBIA3301/NS1 em E.coli TOP 10F. Por fim, os plasmideos
pCAMBIA3301/NS1 foram utilizados para transformagcdo bacteriana de
Agrobacterium tumefaciens. Na figura 14 o resultado da clonagem por reagao
de digestdo dos plasmideos pCAMBIA3301/NS1 extraidos de A. tumefaciens
transformadas confirma a obtengcdo dos clones que foram utilizados como
sistema de transferéncia natural de genes para transformacdo de Arabidopsis
thaliana.

As sementes de A. thaliana do tipo selvagem (WT) foram cultivadas e as
plantas com maior numero de brotos florais foram utilizadas para
transformacao genética mediada por A. tumefaciens recombinante contendo o
plasmideo pCAMBIA3301/NS1. Assim como em outros trabalhos, como
Chaudhury et al. (2007), Khan et al. (2015), Schneider et al. (2015), o método
floral-dip foi repetido por duas vezes para garantir a eficiéncia de transformacao
e uma taxa maior de transformantes. Das sementes obtidas na primeira
geragado, 306 foram semeadas em placa com meio seletivo e destas, 11
germinaram. A eficiéncia de transformagao obtida neste trabalho foi de 3,59% e
esta de acordo com a estimativa do protocolo original descrito por Clough e
Bent (1998).

A segregagao genética foi essencial para alcangar o objetivo final
proposto neste trabalho. As trés geragdes foram monitoradas quanto ao
crescimento, desenvolvimento e diferengas fisioldgicas entre as plantas
transformantes e a planta do tipo selvagem. Foram observadas alteracdes
fenotipicas, como o retardo do crescimento e estresse das plantas
transformadas com mesma idade das plantas selvagens.

As plantas da terceira geracdo sao homozigotas para o gene NS1 do

virus dengue-2, selegao positiva de 100% das sementes descendentes das A.
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thaliana T3 quando crescidas em meio seletivo contendo o herbicida. A
confirmacédo da transformacdo e obtencdo das plantas transgénicas foi
mostrada pelo resultado da PCR com amplificacdo do gene NS1 a partir do
DNA gendmico extraido das plantas selecionadas.

A analise por microscopia confocal da Arabidopsis thaliana P9 da
terceira geragdo mostrou a localizagao in situ, no tecido foliar, da proteina NS1
do virus dengue-2 marcada com anticorpo fluorescente. Foi utilizado um
anticorpo primario para reconhecer a cauda de polihistidina adicionada a
sequéncia de DNA otimizada da proteina NS1. A marcagao foi notdria e
positiva na planta transgénica e negativa na planta selvagem, ambas
receberam o mesmo processamento antes da avaliagao microscopica.

A construgcdo do gene possui sequéncias especificas, ja conhecidas e
descritas na literatura, envolvidas no transporte do RNA mensageiro para o
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), e na retengdo da proteina transgénica
no lumen desta mesma organela celular. O enderegcamento e a permanéncia
da proteina no RER foram estratégias utilizadas para garantir uma expressao
em maior quantidade e evitar que a proteina NS1 expressada fosse degradada
no citoplasma ou exportada para o exterior da célula.

As marcagdes encontradas nas folhas da planta transgénica P9 foram
nitidas e localizadas com sinal fluorescente forte em pontos concentrados. Esta
analise nos possibilitou levantar a hipétese de que as proteinas NS1 estédo
formando agregados, e de acordo com os resultados encontrados nos
trabalhos de Stacey et al. (1999) e Zang et al. (2010), que também utilizaram A.
thaliana para expressao de proteinas, esses agregados correspondem a
corpos de inclusdo. No recente estudo de Ishikawa et al. (2015), foi
demonstrada a expressao de proteina transgénica, que também possuia o sinal
de retengdo no RER, em folhas de tabaco. Os resultados da microscopia
confocal demonstraram a formacgao de corpos de inclusdo, condizentes com as
marcacgdes encontradas neste trabalho, reforcando a hipétese anterior.

As contribuicdes destes resultados poderao ser verificadas indiretamente
no controle da dengue, através do desenvolvimento de testes diagndsticos que
capturem os anticorpos circulantes precoces anti-NS1 em pacientes com

suspeita da doencga.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

O inserto do gene otimizado NS1, com as sequéncias adicionais, foi
integrado no plasmideo pCAMBIA3301;

As colonias de Agrobacterium tumefaciens transformadas e
selecionadas contém o plasmideo pCAMBIA3301/NS1;

As plantas transformadas da terceira geragcdo estdo em homozigose
dominante para o transgene NS1;

As plantas transgénicas expressam a proteina NS1, em forma de corpos

de inclusdo no lumen do reticulo endoplasmatico rugoso.
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7. PERSPECTIVAS

Os sistemas de expressdo transgénica, da proteina NS1 do virus
dengue-2, em Arabidopsis thaliana gerados neste trabalho, sdo importantes
para a continuagao da linha de pesquisa principal que tem como objetivo final a
obtencdo do antigeno NS1 em grande quantidade para ser utilizado no
desenvolvimento de testes diagnosticos da doenca dengue.

Analises subsequentes deverao ser realizadas para verificar os niveis de
expressdo da proteina NS1 em cada transformante independente da terceira
geracdo. Uma vez que a insercdo do DNA exogeno pelo sistema de
transformacao via Agrobacterium tumefaciens € aleatorio, os transformantes
sao independentes e a transcrigdo do gene pode variar dependendo da posi¢ao
e do local em que foi inserido. Podendo assim buscarmos um transformante,
dentre os obtidos da terceira geracdo, que se destaque pela superexpressao
da proteina NS1.

Etapas experimentais subsequentes serédo realizadas para purificar e
concentrar a proteina NS1. Apos a obtengado, os antigenos serdo analisados de
forma comparativa em diferentes métodos de deteccdo como MAC-ELISA e

ELISA, sendo correlacionados com o teste de neutralizacdo em placas.
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