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RESUMO

PECONICK, Ana Paula, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2010. Expressdo do peptideo vacinal SBm7462 © anti-carrapato
Rhipicephalus microplus em plantas transgénicas ( Arabidopsis
thaliana). Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-orientadores:
Wagner Campos Otoni e Marlene Isabel Vildria Vargas.

A demanda por vacinas parasitarias em saude animal é crescente. Os
prejuizos causados pela infestagcdo de carrapatos e as doengas transmitidas
pelos mesmos estdo na ordem de bilhdes de ddlares, sendo o carrapato
Rhipicephalus microplus o parasito de maior impacto econdmico na pecuaria
do Brasil e dos paises com clima tropical e subtropical. Pesquisas de ponta,
aplicando ferramentas de biotecnologia, sdo usadas em alguns ou em todos os
estagios no desenvolvimento de vacinas. A produgao de proteinas heterdlogas
€ uma promissora alternativa para a fabricagdo de vacinas. Os vegetais
representam um dos sistemas mais econdmicos para a produgdo em larga
escala de proteinas para uso industrial e farmacéutico, o que significa utilizar
as plantas como biofabricas. O objetivo do presente trabalho € produzir
antigenos vacinais homdlogos do peptideo sintético SBm7462° contra o
carrapato R. microplus, em plantas (Arabidopsis thaliana) transformadas com
gene sintético. O gene denominado seq2, que possui a sequéncia da
SBm7462° repetida trés vezes em tandem foi inserido em vetores de doagao
(PDONR201) e, em seguida, em vetores de expressao binario para plantas
(pk7WG2 e o pk7FWG2), utilizando-se o sistema Gateway®. Pela selegdo em
meio com antibidtico e reacdo em cadeia de polimerase (PCR), selecionaram-
se as plantas transformadas positivamente, a presenga do transgene nessas foi

confirmado por sequenciamento genético. As plantas transgénicas com melhor



desenvolvimento apresentaram o gene seg2 integrado ao seu genoma. Para
avaliar a expressao do peptideo recombinante foram realizadas as técnicas de
RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction), imunohistoquimica
e analise em microscopio confocal. As proteinas recombinantes denominadas
rBm7462 foram expressas no apoplasto das células epidérmicas das folhas
transgénicas. As plantas com os maiores niveis de expressdo foram
selecionadas para, nas préximas geragdes, imunizar camundongos BALB/c.
Esse é o primeiro estudo da producdo de subunidades vacinais em plantas

transgénicas contra um ectoparasito.
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ABSTRACT

PECONICK, Ana Paula, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
2010. Expression of the pe ptide vaccine SBm7462 © anti-tick
Rhipicephalus microplus in transgenic plants ( Arabidopsis thaliana).
Adviser: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-advisors: Wagner Campos
Otoni and Marlene Isabel Viléria Vargas.

The demand for parasitic vaccines in animal health is growing. The
damage due to infestation of ticks and diseases transmitted by them are in the
billions of dollars, and the tick Rhipicephalus microplus parasite of the greater
economic impact on livestock in Brazil and in countries with tropical and
subtropical climates. Advanced research projects, applying tools of
biotechnology are used in some or all stages in the development of vaccines.
The production of heterologous proteins is a promising alternative for the
manufacture of vaccines. The plants represent one of the most economical for
large-scale production of proteins for industrial and pharmaceutical, which
means using plants as biofactories. The objective of this work is to produce
vaccine antigens homologous synthetic peptide SBm7462° against the tick R.
microplus in plants (Arabidopsis thaliana) transformed with synthetic gene. The
gene seqg2, which has the sequence SBm7462° repeated three times in tandem
was inserted into donor vector (p(DONR201) and then in binary expression
vectors for plants (pk7WG2 and pk7FWG?2), using the Gateway® system. By
selection in medium with antibiotics and polymerase chain reaction (PCR) were
selected as positively transformed plants, the presence of these transgene was
confirmed by genetic sequencing. Transgenic plants with improved
development presented seg2 gene integrated in its genome. To evaluate the
expression of the recombinant peptide were carried out RT-PCR (reverse

transcription-polymerase chain reaction), immunohistochemistry and confocal

Xii



microscope analysis. The recombinant proteins were expressed rBm7462 the
apoplast of epidermal cells of transgenic leaves. Plants with the highest levels
of expression were selected for new generations, to immunize BALB/c. This is
the first study of the production of subunit vaccine in transgenic plants against

an ectoparasite.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo. Muitos
fatores agem diretamente na atividade econdmica relacionada a pecuaria de
leite e de corte, dentre eles o controle de ectoparasitos e as doencas
transmitidas pelos mesmos.

Os prejuizos causados pela infestacdo de carrapatos e as doencgas
transmitidas, segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), ultrapassam
sete bilhdes de dolares anuais no mundo, acometendo mais de 75% da
populagcdo mundial de bovinos (Godoi e Silva, 2009). Somente no Brasil, que
possui um rebanho com aproximadamente 200 milhdes de cabecas, estudos
apontaram prejuizos superiores a dois bilhdes de ddlares anuais (Grisi et al.,
2002; Tavares, 2006).

O controle de carrapatos repousa principalmente na utilizagdo de drogas
carrapaticidas que sao responsaveis pela selecdo de populagdes resistentes
(Sangster, 2001; Taylor, 2001). Outro problema com o uso de acaricidas é a
contaminacgao residual na carne, leite, derivados e no meio ambiente. Tudo isso
aponta para a necessidade de pesquisas de métodos alternativos, seguros e
eficientes de controle, atuando de modo integrado (Willadsen, 2006). Entre as
alternativas, encontram-se os métodos imunoprofilaticos.

A demanda por vacinas, para o controle de parasitos, em saude animal é

crescente, e empresas remetem para lucros acima de trés bilhdes de délares



s6 nesse setor (Dalton e Mulcahy, 2001). A utilizacdo de vacinas parece ser em
curto prazo, a opg¢ao mais viavel e duradoura para controlar os carrapatos. A
grande vantagem do uso de vacinas € a menor possibilidade da aquisicéo de
resisténcia por parte do parasito.

A vacina sintética SBm7462° foi desenvolvida a partir de uma proteina
intestinal do carrapato R. microplus com determinantes imunogénicos
comprovadamente conservados entre as mais dispersas populagdes desse
carrapato (Peconick et al.,, 2008) e com uma eficacia vacinal satisfatéria
(Patarroyo et al., 2002; Patarroyo et al., 2009).

A producao de proteinas heterdlogas € uma alternativa promissora para
a producgao de vacinas, inclusive com custos de produgcdo mais acessiveis. Os
vegetais representam um dos sistemas mais econdmicos para a produgdo em
larga escala de proteinas para uso industrial e farmacéutico (Cangado, 2002;
Ma et al.,, 2005; Mei et al., 2006), o que significa utilizar as plantas como
biofabricas. As células vegetais sdo biorreatores ideais para a produgédo de
vacinas e outros biofarmacos, com a possibilidade de eliminar a necessidade
de alguns processamentos caros, como fermentagao, purificagéo, frigorificos,
transporte e entrega estéril (Daniell et al., 2009).

Este segmento que representa a terceira geragdo de vegetais
geneticamente modificados (VGMs), movimentando um mercado de bilhdes de
délares. Estima-se que até o final do presente ano, a exploragdo desse
promissor segmento, podera representar 35% do mercado de biofarmacos e
gerar beneficios de até 20 bilhdes de dodlares. Muitas empresas e
universidades ja se dedicam a pesquisas nesta area, inclusive com pedidos de
patentes solicitados (Minaré, 2006; Shin e Doran, 2009; Alderborn et al., 2010).

Muitas sao as propostas em todo o mundo para regulamentar e
estimular a produgcdo de vegetais geneticamente modificados para os mais
diversos fins (WHO, 2006; Alderborn et al., 2010; Davison, 2010). A Lei de
Biosseguranga, Lei 11.105/05 permite ao Brasil avancar nesse segmento de
pesquisa. No nosso pais ha esforgos imediato, intenso e integrado do Governo,
Industria e Academia, de que o Brasil configurara, em poucos anos, entre os
paises lideres na industria de biotecnologia, com destaque nas areas de saude
humana, agropecuaria e biotecnologia industrial (Ministério do

Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, 2006). O desenvolvimento de



novas e melhores vacinas nao possui apenas conotagdes de natureza cientifica
e tecnoldgica, mas um aumento de poder politico, econémico e social (Francis,
2001).

Este estudo objetiva utilizar uma tecnologia alternativa de producgao de
subunidades vacinais anti-carrapato R. microplus. Produzindo Arabidopsis
thaliana transgénicas com gene sintético, desenhado em nosso laboratorio, que
codifica o peptideo SBm7462®, e avaliar a expressdo do mesmo nas plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.10 carrapato Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887) representa o principal
ectoparasito de bovinos nas regides tropicais e subtropicais, entre as 869
espécies conhecidas de carrapatos no mundo. Ao longo dos séculos, R.
microplus, com origem Asiatica, se difundiu pelas regides neo-tropicais
juntamente com as migracbes de pessoas e suas criagbes de animais.
Importantes divergéncias genéticas e de adaptagbes de uma mesma espéecie
distribuida entre diferentes continentes envolvem uma “plasticidade ecoldgica”
das populacdes de carrapatos, onde mudancgas globais afetam os parasitos € a
forma de manejar o controle dos mesmos (Sutherst, 2001; Estrada-Pefia et al.,
2006). Embora ainda existam divergéncias sobre a classificacdo taxonémica
desse ectoparasito (Caeiro 2006), estudos utilizando metodologias
taxondmicas moleculares demonstraram proximidade filogenética do género
Boophilus com Riphicephalus. Propondo-se uma nova classificagdo para a
espécie, que mudaria de Boophilus microplus para Rhipicephalus microplus
(Murrel et al., 2000; Murrel et al., 2001; Beati e Keirans, 2001). Na descri¢ao

deste trabalho, adotar-se-a o citado status taxonémico com base molecular. A



classificagdo estabelecida por Nufez et al. (1982) com as atualizagdes

propostas seguiria a seguinte ordem:

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Classe: Arachnida

Ordem: Acari

Subordem: Metastigmata
Familia: Ixodidae

Subfamilia: Rhipicephalinae
Género: Riphicephalus

Espécie: Rhipicephalus microplus

Na América Latina, R. microplus encontra-se amplamente distribuido
pelo Brasil, norte da Argentina, Paraguai, Uruguai, leste da Bolivia, Coldbmbia e
Venezuela. No Brasil, destacam-se as regides Centro-Oeste e Sudeste, locais
com intensa atividade pecuaria, que possuem além do hospedeiro, condi¢des
ideais de temperatura e umidade para o parasito (Estrada-Pefa, 1999; Estrada-
Pefa et al., 2006).

Aliado a sua extensa distribuicdo geografica, os severos prejuizos
causados por R. microplus a pecuaria nacional sdo de ordem direta e indireta.
Os primeiros remetem para animais com perda de peso, baixa conversao
alimentar, perdas na qualidade do couro, toxinas liberadas no hospedeiro,
lesdo da pele, entre outros. Jonsson (2006) calculou que cada fémea
ingurgitada é responsavel por uma reducdao de aproximadamente 1,37g de
peso dos bovinos. O mesmo autor ainda relata anemia, supressao do apetite e
alteracdo no metabolismo como consequéncias da perda de produgao devido a
infestacéo de R. microplus.

Os prejuizos de causa indireta estéo relacionados com a transmissao de
hematozoarios, como Babesia bovis e B. bigemina, além de participagcdo na
epidemiologia do Anaplasma marginale (Patarroyo, 1994; Santos et al., 1998;
Ruiz et al., 2005; Oliveira-Siqueira et al., 2005). Estudos demonstram que os

carrapatos provocam efeitos imunossupressores no hospedeiro, o que pode



facilitar a transmissao ou a gravidade de babesioses e anaplasmoses (Kashino
et al., 2005; Jonsson, 2006).

A saliva do carrapato contém componentes que garantem o sucesso da
alimentagao, com fungdes que afetam o sistema imunoldgico, o hemostético e
vias inflamatorias do hospedeiro (Turni et al., 2004). Em relagédo a modulagao
que os carrapatos podem provocar no sistema imune de seu hospedeiro,
relatou-se polarizagdo para resposta Th2, com supressao da producido de
interleucinas 1 e 2 (IL-1 e IL-2) e do interferon gama (IFN-y). Supressdo de
linfécitos T e queda nos niveis de IgG também foram verificados; além da
ativacao de quinases que reduzem a dor e de histaminas que minimizam o
processo inflamatorio (Willadsen e Jongejan, 1999; Wikel e Alarcon-Chaidez,
2001; Kashino et al., 2005).

O ciclo do carrapato R. microplus é dividido em fase de vida livre e fase
de vida parasitaria. A primeira fase inicia-se apés a queda de teledgina
ingurgitada com o periodo de pré-postura, ovopostura, eclosdo dos ovos,
neolarvas e larvas infestantes. A fase de vida parasitaria comeca quando a
larva instala-se no hospedeiro, transformando-se em metalarva, ninfa,
metaninfa. A partir desse momento ja ocorre diferenciagao entre os sexos, no
caso do macho de metaninfa se transforma em neandro e gonandro. No caso
de fémea de metaninfa para nedgina, partendégena e teledgina. O inicio da
queda das teledginas ocorre em média entre 0 22° e 23° dias. Apenas um
hospedeiro é parasitado, ou seja, trata-se de um carrapato do tipo monoxénico.
A dindmica e viabilidade da fase de vida livre sdo fortemente influenciadas pelo
micro clima ao redor do carrapato, principalmente as condicbes de umidade e
temperatura (Gonzales, 1974; Corson et al.,, 2004; Sutherst e Bourne, 2006).
Apesar de ser conhecido como carrapato de bovinos, o R. microplus pode
utilizar outras espécies como hospedeiros acidentais, como ovelha, veado,
cavalo, coelho, caes, cabras e o préprio homem (Gonzales, 1974; Prata et al.,
1999).

O processo reprodutivo e a digestdo do sangue, segundo Da Silva Vaz-
Jr, et al. (2004), estao entre as fungbes preponderantes no R. microplus.

Nunes et al. (2005) mostraram processos apoptoticos nas glandulas

salivares das fémeas completando o processo de ingurgitamento. A teledgina



morre apos realizar postura de 2000 a 4000 ovos no meio ambiente (Pereira,
1982).

As fémeas da espécie de R. microplus podem ingerir de sangue 100
vezes mais a massa do proprio corpo. Mecanismos que protegem o carrapato
de moléculas nocivas do hospedeiro permitem que essa espécie seja bem
adaptada a uma alimentagdo hematofaga. Sua estrutura histoldgica intestinal é
constituida por uma membrana basal coberta de fibras musculares
longitudinais e circulares (Hernandez et al., 1997). As células digestivas
intestinais promovem a endocitose de componentes do sangue e grandes
quantidades de heme sao armazenadas no hemossomo, a heme ¢é liberada
durante a digestdo da hemoglobina e esta envolvida em catalises nas reagdes
de redox. A heme possui sua toxicidade inibida por uma lipoproteina de ligagcéo
da heme (heme-binding lipoprotein — HelLp), podendo dessa forma, ser
reutilizada pelo carrapato (Maya-Monteiro et al., 2004; Lara et al., 2005; Graca-
Souza et al., 2006). A principal proteina do ovo dos carrapatos, a vitelina, € um
reservatorio de nutrientes e heme para o desenvolvimento do embrido, isso
sugere que a ligagdo de heme com a vitelina representa um importante
mecanismo anti-oxidante, protegendo o embrido (Logullo et al., 2002). Muitas
outras moléculas essenciais para o processo digestivo do R. microplus ja foram
estudadas, bem como suas glandulas salivares (Nunes et al., 2005; Nunes et
al., 2006; Ciprandi et al., 2006), sendo que algumas apresentam potencial de
serem usadas na biomedicina, como o peptideo antimicrobiano Ixodidin
(Fogacga et al., 2005).

2.2 Medidas de controle do carrapato  R. microplus

O controle de carrapatos esta centrado, atualmente, no uso de
pesticidas das mais variadas bases quimicas. O alvo desses compostos
quimicos, em geral, € o sistema nervoso do ectoparasito. Recentes pesquisas
propdem o uso de ectoparasiticidas tendo como objetivo afetar os mecanismos
reguladores do crescimento, neuropeptideos e o sistema neuroenddcrino
(Taylor, 2001).



O uso indiscriminado de acaricidas, e muitas vezes sem critérios
técnicos, levou a uma pressdo de selecdo culminando na aquisicdo de
resisténcia (processo irreversivel) por parte dos parasitos aos mais diversos
grupos quimicos. Resisténcia a acaricidas € o maior obstaculo a produgéo
pecuaria. A definicdo de resisténcia, segundo Sangster (2001), € a habilidade
de um parasito sobreviver a doses de droga que normalmente mataria espécies
iguais e no mesmo estagio de desenvolvimento, sendo que esse € um
processo relacionado com fatores genéticos, bioldgicos e operacionais.
Existem varios tipos de mecanismos de resisténcia para cada classe de
acaricida. Mutacao no local alvo do acaricida representa o principal mecanismo
de resisténcia observado, mas ha exemplos de mecanismos metabdlicos
(Baxter e Barker, 1998; Foil et al., 2004).

Diversos trabalhos comparam a biologia reprodutiva entre linhas de
carrapatos resistentes e susceptiveis a acaricidas. O padrao geral dos
resultados revela um comportamento biolégico semelhante ou com pequena
significancia biolégica tendendo para menores indices reprodutivos para as
cepas resistentes. Esses indices referem-se ao peso, numero e viabilidade dos
ovos (Gldria et al., 1993; Davey et al., 2006).

Em todo o mundo existem varias linhas de pesquisas de métodos
alternativos de controle do carrapato R. microplus. Medidas alternativas de
controle sao propostas como modo de minimizar os obstaculos derivados do
uso de parasiticidas quimicos, que além da resisténcia, trazem problemas de
residuos para os produtos de origem animal e para o meio ambiente.

Diversas medidas de controle biolégico vém sendo avaliadas como
possiveis ferramentas de combate ao R. microplus. Dentre elas, destaca-se a
utilizacdo de pastagens ou o uso rotacional das mesmas que dificultam o
acesso de larvas ou que liberem agentes volateis (Labruna e Verissimo, 2001;
Fernandez-Ruvalcaba et al., 2004). Outra medida que tem sido abordada é o
banho dos animais com extratos fitoterapicos que inibem o acesso das larvas
(Heimerdinger et al., 2006; Broglio-Micheletti et al, 2009). Por outro lado o
emprego de entomoparasitas € outra técnica sob avaliagdo. Entre os
entomoparasitas pode-se destacar a mosca Megaselia scalaris que reduz o
numero de ovos das teledginas (Andreotti et al.,, 2002). Nematdides

entomopatogénicos sao promissores agentes biolégicos no controle de



diversas espécies de carrapatos, entre elas R. microplus, destruindo a
hemocele dessas espécies (Samish e Glazer, 2001; Vasconcelos et al., 2004).
Fungos entomopatogénicos, com agédo similar ao exposto anteriormente, de
diferentes géneros estao apresentando resultados satisfatérios como pesticidas
(Bittencourt et al., 2003; Polar et al., 2005a; Polar et al., 2005b; Bahiense et al.,
2006), entre outras medidas.

O melhoramento animal na selecdo de ragcas mais resistentes ao
carrapato ainda € um processo polémico. Ha controvérsia sobre estimativas de
valores de herdabilidade e questiona-se a correlagdo da caracteristica de
resisténcia aos carrapatos com a produtividade do animal (Jonsson et al.,
2000a; Frisch et al., 2000). O que se sabe é que bovinos com maior grau de
sangue zebuino (Bos indicus) possuem maior resisténcia a parasitas, e mesmo
dentro desse grupo ha diferengas de ragas, os animais Nelore, por exemplo,
sdo mais resistentes de que os Gir ou Guzera (Verissimo et al., 2004; Jonsson,
20006).

Pesquisas e avangos cientificos na area de imunologia, como a
compreensao cada vez maior sobre biologia de parasitas, uso de modernas
ferramentas como a biologia molecular e alta escala de produgao permitem que
vacinas antiparasitarias sejam uma grande possibilidade (Dalton e Mulcahy,
2001). O desenvolvimento de vacinas contra carrapatos representa uma
promissora alternativa de controle.

A associagao de medidas representa maior garantia de bons resultados
no controle do carrapato (Sangster, 2001). O uso de vacinas com banhos
estratégicos de acaricidas é um bom exemplo desse controle integrado que

remete para bons indices para o produtor rural (Willadsen, 2006).

2.3Vacinas

A definigao classica de vacinas (cujo nome advém de vaccinia, o agente
infeccioso da variola bovina), segundo Abbas et al. (2003), € de que essas sao
substancias, como proteinas, toxinas, partes de bactérias, virus ou outro
agente patogénico, ou mesmo organismos inteiros, atenuados ou mortos,

preparagdes de antigenos, muitas vezes combinadas com adjuvantes, que ao



serem introduzidas no organismo vivo, suscitam uma reacdo do sistema
imunoldgico, uma imunidade protetora, semelhante a que ocorreria no caso de
uma infecgdo por um determinado agente patogénico, desencadeando a
producdo de anticorpos e ativacdo de células especifcas que acabam por
tornar o organismo imune ou, a0 menos mais resistente, a esse agente (e as
doengas por ele provocadas). Mas o mecanismo de agéo das vacinas demanda
conceitos mais sofisticados e, por isso, o estudo de imunologia é tdo complexo.

O processo de vacinagao deve ser ponderado quanto aos seus riscos e
beneficios (Glickman, 1999). Propde-se que a solugdo para essa controvérsia
encontra-se em estudos que respondam questdes sobre segurancga,
identificacdo de bases biolégicas evitando reagdes adversas, tecnologia para
sua producao e custo-beneficio. O desenvolvimento de novos métodos para
compreender e manipular o sistema imune, controlar enfermidades infecciosas
e parasitarias € o objetivo constante de diversos grupos de pesquisa
distribuidos por todo o mundo.

Antes de tudo vacinagao representa uma medida preventiva. As
vantagens que oferece esse processo sobre os convencionais métodos de
controle quimicos, segundo Willadsen (1997), sdo varias: muitas vezes
representam uma acgao sustentavel, sdo livres de residuos; sdo mais
especificas e com menores problemas de resisténcia quando comparadas aos
farmacos; sdo mais seguras. A utilizagdo e produgao de vacinas, em muitos
casos, representam as unicas medidas médicas de intervencdo e
frequentemente oferecem maior custo-beneficio do que as terapias (Francis,
2001).

A maioria das vacinas licenciadas usadas em medicina veterinaria séo
produzida por métodos convencionais que utilizam os principios iniciados por
Jenner e Pasteur ha 200 e 100 anos atras. Sdo varias as vantagens e
desvantagens das vacinas convencionais. Todavia, estudos com engenharia
genética aplicada na produgcdo de vacinas vém capitalizando vantagens e
minimizando desvantagens. A biotecnologia encontra-se presente na produg¢ao
de muitas vacinas (Babiuk, 2002).

O desenvolvimento de vacinas e seu licenciamento requerem muitas
etapas e decisdes feitas por especialistas que interagem em seus estudos. A

questao central esta no controle da qualidade de seu desenvolvimento, de sua
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producdo, armazenamento e uso. E um continuo processo que envolve desde
avancgos tecnologicos ao marketing comercial, passando pela identificacdo e
boa caracterizagdo de antigenos protetores; determinagcéo do processo de uma
viavel produgcdo comercial do antigeno; a formulagdo desses antigenos mais
adjuvantes como uma vacina capaz de fornecer uma resposta imunolégica

apropriada e sustentavel; a validagao do proto6tipo no campo (Nalin, 2002).

2.4 Vacinas anti R. microplus

Ha mais de 70 anos que imunidade contra infestagdes de carrapatos é
induzida por vacinagdo com uma variedade de materiais antigénicos, incluindo
macerados de todo o carrapato, extratos das glandulas salivares, material
intestinal, cuticulas, entre outros (Willadsen, 2004).

Dois tipos antigénicos distintos sdo muito discutidos. O primeiro refere-
se aos antigenos “expostos”, que s&o secretados junto com a saliva do
carrapato durante a alimentagcédo. Antigenos ocultos, representando o segundo
grupo, normalmente ndo entram em contato direto com o sistema imune do
hospedeiro, entre esses estdo as proteinas derivadas do intestino ou dos ovos
do carrapato, por exemplo. Relata-se ainda um terceiro grupo intermediario,
com propriedade de ambos (Trimnell et al., 2002; Nuttall et al., 2006). Os
melhores resultados no processo de vacinagao contra carrapatos ocorrem
normalmente quando o antigeno nao esta exposto durante a alimentagdo do
parasito, com os denominados antigenos ocultos ou concealed antigens
(Oliveira, 1998).

A identificacdo de antigenos protetores para bovinos contra o R.
microplus é crescente visto o impacto econémico e as dificuldades, ja
mencionadas, no controle desse parasita. Sdo pesquisados antigenos larvais;
antigenos das glandulas salivares (64TRP); precursores de enzimas
proteoliticas; proteinas intestinais (Bm91, Bm86, BMA7); a vitelina e outras
glicoproteinas dos ovos dos carapatos (BYC); a calreticulina, entre outras
(Willadsen et al., 1996; Andreotti et al., 2002; De La Fuente e Kocan, 2003;
Singh e Ghosh, 2003; Da Silva Vaz Jr. et al., 2004; Trimnell et al., 2002; Pruett
et al., 2006; Leal et al., 2006a e 2006b).
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Willadsen et al. (1989) isolaram uma glicoproteina, de 89.000 Da de
peso molecular e ponto isoelétrico entre 5,1 a 5,6, da membrana intestinal de
uma amostra de R. microplus australiana (Yeerongpilly) e denominaram essa
proteina de Bm86, estando presente em larvas, ninfas e adultos. Esse antigeno
foi identificado através de séries de fracionamento e provas de vacinagao.
Oliveira (1998) determinou que a Bm86 se localiza, mais precisamente, nas
microvilosidades da membrana das células epiteliais do intestino, sendo
altamente concentrada préximo & membrana basal. E uma molécula de 650
aminoacidos com potenciais sitios de glicosilagao. O gene bm86 possui 2225
nucleotideos. Especula-se que sua funcdo esteja relacionada com a
endocitose.

Em 1994, na Australia, foi liberada a primeira vacina comercial contra R.
microplus, utilizando clonagem do gene bm86 em Escherichia coli e produgao
da proteina recobinante Bm86 (rBm 86), recebendo o nome de TickGARD®
(Hoeschst Animal Health, Australia) e subsequentemente denominada
TickGARD Plus® (Smith et al., 1995; Willadsen, 1997). Com as bases do
mesmo antigeno foi formulada em Cuba a vacina Gavac® (Heber Biotec AS,
Havana, Cuba) e Gavac Plus®, porém essa rBm 86 foi produzida em Pichia
pastoris (Garcia-Garcia et al., 1998).

A eficacia destas vacinas tem variado entre 50 e 91%. Esses valores sdo
avaliados pela redugao da viabilidade e do numero de ovos, consequentemente
diminuindo 0 numero de carrapatos nas geragdes subsequentes, tendo todos
os estagios de desenvolvimento comprometidos (Rodriguez et al., 1994;
Jonsson et al.,, 2000b). Alteragcdes histoldégicas do trato digestivo de R.
microplus pela agdo de anticorpos anti-rBm86 também ja foram avaliados por
Hernandez et al. (1997), que observaram as destrui¢cdes de células digestivas,
secretoras e basofilicas, além de erosdo e ruptura da parede intestinal e
extravasamento do conteudo digestivo para a cavidade celomatica.

Vacinas contendo a Bm86 atuam por meio da indugéo da produgao de
anticorpos anti-Bm86, com o possivel envolvimento do complemento e outros
mecanismos efetores (Garcia-Garcia et al., 1998; Willadsen, 2004).

Algumas amostras de R. microplus, entretanto, mostraram-se menos
susceptiveis a vacina recombinante Bm86 (rBm86). O gene bm95 foi isolado de

uma populacdo de carrapatos argentinos (cepa A), em seguida clonado,

12



expresso na levedura P. pastoris e utilizado como outra vacina recombinante,
controlando a populagdo que era resistente a rBm86 (Garcia-Garcia et al.,
2000). A proteina Bm95, com funcdo homdloga a Bm86, possui 2225
nucleotideos que codificam 569 aminoacidos.

O isolamento geografico de cepas de R. microplus pode levar a essas
diferencas genéticas e fisioldgicas, remetendo a uma resposta negativa ao
controle pela vacinagdo (Garcia-Garcia et al., 1999). Existindo, portanto, a
constante busca por um imunégeno ou a combinagao de antigenos que cubram
0 maior numero possivel de populacgdes, protegendo o rebanho das infestagdes

por R. microplus.

2.5 A vacina sintética SBm7462 ©®

O uso de peptideos sintéticos representa uma promissora ferramenta na
producdo de vacinas. Vantagens significativas no uso desses peptideos sdo
citadas por Neurath e Kent (1986), tais como alto grau de pureza, auséncia de
contaminantes, estabilidade (uma vez que ndao se observam enzimas
proteoliticas originarias de material biologico), completa caracterizagdo quimica
e reprodutibilidade. Patarroyo et al. (1994) citam também a auséncia de
mecanismos supressores, alérgicos ou autoimunes, € mecanismos de evasao
tipicos de microorganismos.

A primeira vacina sintética contra o R. microplus, foi denominada de
4912, que apresentou resultados pouco satisfatorios (Oliveira, 1998). Com o
avancar das pesquisas a SBm7462° foi desenvolvida por Patarroyo et al.
(2002), apresentando bons resultados € ja representa um produto patenteado.
A partir das analises de estudos por predicdo computacional, determinantes
imunogénicos da SBm 7462° foram definidos a partir da seqtiéncia da Bm 86.
O imundgeno possui sequéncias que foram desenhadas (figura 1) no
Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e
Vetores/Bioagro/Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa — MG, e sintetizadas no Instituto de Inmunologia Del Hospital
San Juan de Dios, em Bogota, Colébmbia. Esses peptideos foram catalogados
pelo livro de seqliéncias como 4822 (aa. 398-411), 4824 (aa. 132-145) e 4823
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(aa. 21-35), o peptideo SBm7462° possui essas seqiiéncias nesta ordem e
com duas cisteinas no C- e N- terminais. A partir de estudos controlados in vivo
verificou-se que o imundgeno tem uma eficacia vacinal (81,05%) no que tange
a reducdo do numero de carrapatos, menor postura e menor taxa de
sobrevivéncia das larvas (Patarroyo et al., 2002). Esses dados refletem

melhores resultados do que a maioria dos testes com rBm86 em iguais

condicoes.
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Figura 1 : Desenho da vacina sintética SBm7462°. O peptideo 4822 esta representado
pelo retdngulo com linhas cheias, o 4824 com linhas tracejadas e o 4823 com linhas

interrompidas.

Apo6s alinhamento entre as proteinas Bm86 e Bm95 foi observado que
apenas duas mudangas dentro das seqiiéncias que constituem o SBm7462°.
Estudos de variabilidade genética analisando 20 amostras de distintos locais e
condigbes geograficas de regides brasileiras e outros paises sul-americanos
demonstraram que a seqiiéncia SBm7462° manteve-se conservada entre
todas as populagdes (Sossai et al., 2005; Peconick et al., 2008), concluindo
que nao ha variabilidade nessas sequéncias que possam interferir na eficiéncia
vacinal. Isso reforgou o conceito de antigeno ou imundégeno universal e
justificam plenamente a escolha por introduzir genes sintéticos que codifiquem
o peptideo SBm7462°, utilizando organismos geneticamente modificados.

Testes a campo da vacina, com sobrecarga de estresse, corroboram os
estudos controlados. Nestes também se observou aumento do titulo de
anticorpos especificos e reducdo do numero de teledginas, do peso médio da

ovoposicao, da relacdo larvas/peso dos ovos e reducao da fertilidade dos ovos,
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alcangando uma eficiéncia final de 53,29% para o grupo vacinado com 2,0 mg
do peptideo SBm7462° (Couto Pimentel, 2002).

Estudos demonstraram a eficiéncia do peptideo sintético SBm7462° na
construcdo de uma resposta imune antigeno-especifico que envolve
mecanismos humorais, com predominancia estatisticamente diferente do
isétipo IgG+ sobre o isotipo 1gG,, e celulares, a vacina estimula uma resposta
imune T-dependente (Patarroyo et al., 2009).

Outras pesquisas testaram um modelo de liberacdo lenta em
microesferas biodegradaveis PLGA (poliésteres derivados dos acidos latico e
glicélico) e avaliaram a resposta imune de bovinos vacinados. Os resultados
revelaram que a saponina potencializa melhor resposta imune do peptideo
SBm7462°, tendo sido também esta resposta mais precoce e que, as
microesferas PLGA mostram-se vidveis a serem utilizadas como sistema de
liberagao para este peptideo (Sales-Junior et al, 2005).

Uma vacina so tera aceitabilidade no mercado se o prego for modico. A
vacina sintética SBm7462°, que combate R. microplus foi patenteada no Brasil,
Estados Unidos da América, México, Australia e na Unido Européia. Porém,
existem no mundo apenas cinco centros especializados na sintese quimica de
peptideos em escala industrial. Esse empecilho oneraria a produg¢ao e envio de
grandes quantidades de peptideo em curtos espagos de tempo, que
certamente acarretariam em problemas de distribuicdo dessa vacina entre os
inumeros potenciais mercados consumidores. Portanto, formas alternativas de
produzir essa vacina estdo sendo avaliadas.

O desenho e sintese de uma sequéncia nucleotidica baseada na
SBm7462® foi utilizado no design de uma vacina de DNA por Medeiros et al.
(2008).

Sossai (2009) apresentou resultados que sugerem o uso de genes
sintéticos, derivados do imundgeno SBm7462°, como uma alternativa viavel
para a producgdo de peptideos recombinantes em P. pastoris; Quatro peptideos
recombinantes induziram a producdo do isotipo IgG; em valores que
corroboram com os valores obtidos com o uso do peptideo sintético
SBm7462°.
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2.6 Plantas Transgénicas

Muitos anos antes do homem entender e conceituar biologia, ele ja
“praticava biotecnologia” na produg¢ao de vinhos e paes. Muitos passos foram
dados desde entdo até chegarmos ao melhoramento genético biotecnologico.
Em 1973, Hebert Boyer e Stanley Cohen iniciaram a era da engenharia
genética realizando a primeira bem sucedida transformacédo genética,
construindo um gene com DNA bacteriano e DNA de Xenopus laevis (Borém,
2004a).

Os valores gastos na area de biotecnologia agricola, incluindo pesquisas
de vegetais utilizados para a produgao de subunidades vacinais, entre os anos
de 2003 e 2004, ficaram na ordem de 44 bilhdes de ddlares entre os cinco
maiores paises investidores (Estados Unidos da América, Argentina, China,
Canada e Brasil), segundo Runge e Ryan (2004). A engenharia genética € uma
ferramenta importantissima para aumentar a vantagem comparativa dos paises
em desenvolvimento (Arraes, 2004).

Quando uma proteina é produzida em um organismo diferente daquele
de sua origem, denominamos essa de proteina heterdloga, seja essa produzida
por um sistema procaridtico ou eucariético. No primeiro caso, destaca-se o
sistema que utiliza a bactéria Escherichia coli, que possui o maior rendimento
na producgao de proteinas recombinantes; Aqui, entretanto, ha alguma limitagao
na expressao de genes eucarioticos. Ja os sistemas eucarioticos, composto por
leveduras, culturas de células de mamifero e de insetos, animais transgénicos
e plantas, permitem modificagdo e processamento de proteinas (Cangado,
2002).

O baixo custo para o estabelecimento de plantagcbes e o fato de ja ter
estabelecido todas as praticas que envolvem esse cultivo, processamento do
material, a possibilidade de compartimentalizagcao das proteinas recombinantes
em diferentes organelas, a presenga de 6rgaos naturais de acumulo de
proteinas, e a eliminacdo de necessidade de purificagdo do produto de
interesse quando esse tecido e administrado via per os sdo apontados como
vantagens de se utilizar o sistema vegetal como uma “fabrica verde” (Kusnadi
et al., 1997).
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Algumas dificuldades que podem surgir em alguns casos, como niveis
de produgdo de proteina recombinante irregulares e baixos, mas n&o
desanimam os investigadores, que prosseguem com “afinagdes” (Jamal et al,
2009; Sharma e Sharma, 2009). As plantas parecem ser 0s unicos sistemas
capazes de uma producao eficaz de certas proteinas humanas, tais como
reguladores do crescimento e inibidores do ciclo celular (Lima 2001).

A primeira planta transgénica foi produzida em 1983 por Fraley e
colaboradores logo apds a descoberta da habilidade de Agrobacterium
transferir DNA plasmidial (Santi et al., 2006).

Lajolo e Nutti (2003) definem plantas transgénicas como aquelas que
tiveram introduzido entre seus genes um novo gene ou fragmentos de DNA
(denominado transgene), pelo processo de DNA recombinante ou engenharia
genética. As plantas transgénicas também podem ser denominadas de
organismo geneticamente modificado ou OGM. Resumidamente, descrevem
cinco principais etapas envolvidas nesse processo: (1) localizagdo ou sintese
do gene correspondente a uma caracteristica almejada; (2) obtencédo e
clonagem desse gene; (3) a “engenharia” do gene; (4) a transformacao da
célula do organismo receptor; (5) a selegao, regeneracado da planta e fixagcao
da caracteristica desejada.

Uma vez localizado, isolado e clonado, o gene de interesse deve passar
por algumas modificagdes antes de ser inserido num vegetal. Uma sequéncia
promotora, que controle o local e 0 momento de vida da planta em que o gene
se expressara, deve ser acrescentada para que a caracteristica desejada se
manifeste corretamente. Uma sequéncia terminadora avisa ao mecanismo
celular que o final da sequéncia do gene foi atingido. Um gene marcador pode
ser acrescentado para identificar células ou tecidos da planta que tenham
integrado com éxito o transgene (Borzani et al. 2001).

O promotor constitutivo CaMV 35S, por exemplo, € amplamente usado
para expressar genes em vegetais, principalmente dicotileddneas, e foi clonado
a partir dos genes ribossomais 35S do virus do Mosaico da Couve-flor (Borém
e Vieira, 2005;Yang et al, 2007).

Os principais métodos cientificos para se realizar a transformacéao
genética, ou seja, a introdugao controlada de acidos nucléicos em um genoma

receptor (excluindo-se a introdugcao por fecundacédo) podem ser divididos em
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indiretos e diretos. Os primeiros utilizam-se de vetores, como Agrobacterium
tumefaciens e A. rhizogenes. Numerosas espécies vegetais foram
transformadas utilizando-se o sistema Agrobacterium, que se divide ainda em
sistema co-integrado (baseado em recombinagdo simples e formacdo do
plasmideo co-integrado) e sistema binario (uso de vetor binario compativel com
a replicagdo do plasmideo Ti residente desarmado e com o gene a ser
introduzido na planta). Contudo, esses sistemas ndo incluem a maioria das
monocotiledéneas e gimnospermas, além da diferenga de susceptibilidade em
algumas dicotiledéneas. Devido a essa limitagdo métodos diretos fisicos e
quimicos de transferéncia de genes foram criados; sdo exemplos os usos de
polietilenoglicol, eletroporacdo, aceleracdo de particulas, lipossomos, micro e
macroijecéo, laser, entre outros (Torres et al., 1999; Borém et al., 2004b;
Marillonet et al., 2005).

A avaliacdo das plantas transgénicas deve ser feita verificando a
incorporagao do transgene sem causar danos as outras fungdes do vegetal, a
qualidade do produto, ou ao ecossistema ao qual vai se integrar. Para isso,
Lopes e Araia (2006) recomendam cultivos e testes, observando a atividade do
gene inserido, se a herancga é estavel, efeitos nao previstos no crescimento, no
rendimento e na qualidade da planta. A tolerancia das plantas frente a
manipulagbes de engenharia genética também deve ser verificada (Umezawa
et al., 2006).

Na década de 1990, ocorreu a primeira geragao de transgénicos que
afetavam diretamente no rendimento de cultivos, com plantas resistentes aos
herbicidas e as pragas. Os transgénicos de segunda geragdo condicionam
caracteristicas qualitativas aos produtos agricolas, promovendo vegetais com
valor nutricional diferenciado, por exemplo. A terceira geracdo é capaz de
oferecer produtos de efeito medicinal direto, como vacinas e anticorpos
verdadeiras biofabricas (Arraes, 2004; Zanella e Siveira, 2008).

A biosseguranga é preocupagdo em todo o mundo, sugestdes e leis
organizam e estimulam as atividades que envolvem organismos geneticamente
modificados e seus derivados. Os riscos da fase de produgédo e entrega da
presente tecnologia sdo controlaveis através de regulamentacdo adequada
(Kirk et al., 2005). Sao estabelecidas normas de seguranga, mecanismos de

fiscalizacdo e incentivos nas mais variadas plataformas (Ministério do
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Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, 2006; WHO, 2006; Alderborn
et al., 2010; Davison, 2010). No Brasil, a lei numero 11.105/2005 regulamenta a
Politica Nacional de Biosseguranga (PNB), cria o Conselho Nacional de
Biosseguranga — CNBS, e reestrutura a Comissdo Técnica Nacional de

Biosseguranga — CTNBio.

2.7 Plantas utilizadas para expressar e produzir subunidades vacinais

Avangos na biologia molecular e maior entendimento de biotecnologia de
plantas levam a producdo de vacinas, anticorpos e outros compostos
terapéuticos para uso humano e veterinario, com menores custos e mais
eficientes que em métodos convencionais (Sharma e Sharma, 2009). A
primeira utilizacdo deste conceito foi em 1989 por Hiatt et al., com a producao
de anticorpos em plantas transgénicas. Anos depois, Mason et al. (1992)
descreveram a expressao do antigeno de superficie da hepatite B em batatas
transgénicas.

O conceito e o uso de subunidades vacinais ou epitopos apresenta
excelentes resultados na imunizacdo de seres humanos e animais, e a
producdo desses em plantas oferece grandes vantagens, dentre essas a
administragao via oral pelo alimento (Aziz et al., 2002). Antigenos expressos
em vegetais e frutas abrem um novo caminho para o desenvolvimento de
vacinas via oral (Chargelegue et al., 2001 e Streatfield et al., 2003). Estudos
relatam até maior imunogenicidade quando o material € administrado
diretamente na planta como alimento para o animal, do que quando purificando
seu extrato, o que sugere que alguns componentes da planta podem agir como
adjuvante (Khandelwal et al., 2003; Modelska et al., 1998). Outros sugerem que
a expressdao de antigenos em plantas pode funcionar como uma “bio-
encapsulacédo”, onde os antigenos sao protegidos da degradacdo no sistema
digestivo até a parede celular ser degradada proxima a Placa de Peyer, local
de iniciagdo da imunidade de mucosa (Kong et al., 2001; Huang et al., 2006b).
Produtos com atividade de adjuvante também ja estdo sendo produzidos em
plantas (Kim et al., 2007).
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Vacinacéao oral é segura e facilmente administrada, ja existindo protegao
desde a superficie da mucosa. Estima-se uma reducédo de custos de até 90%
no uso de proteinas recombinantes produzidas em plantas e administradas via
oral (Daniell et al., 2001). Potenciais vantagens relacionadas a reducédo desse
custo de producdo sao apresentados na tabela 1. Vacinagbes com plantas
transgénicas demonstraram a habilidade de induzir tanto resposta imune
sistémica quanto de mucosa (Walmsley e Arntzen, 2003). Resposta imune
humoral e celular foram detectadas em diversos trabalhos com imunizagao oral
via plantas transgénicas em hospedeiros experimentais (Chen et al, 2006;
Alvarez et al., 2006; Zhang et al., 2010). A imunizacao de bovinos, animais com
sofisticado sistema digestivo, alimentados com plantas transgénicas resultou

na constru¢ao resposta imune humoral e celular (Khandelwal et al., 2003).

Tabela 1: Potenciais vantagens do uso de vacinas orais produzidas em plantas®

Menor custo de produzir material ndo purificado
Rapida escala de alta producéao

Multiplas vacinas podem ser produzidas juntas
Maior facilidade de armazenar o material
Reducéao da necessidade de transporte frio

Elimina custos de seringas e agulhas
* Modificado de Streatfield e Howard, 2003.

Streatfield (2005a) mostrou que o custo médio de uma dose de vacina
parenteral contra a hepatite B, por exemplo, é de US$ 0,25; em seguida, o
pesquisador estimou que o custo para a producdo de vacinas orais contra a
mesma enfermidade, porém produzida em plantas, seria de aproximadamente
US$ 0,10 a dose.

A expressao de antigenos em plantas geneticamente modificadas abre
um novo caminho para a produgdo de vacinas. A agricultura molecular
(molecular farming) consiste na produ¢do dessas plantas, onde através de
engenharia genética sdo introduzidos genes que expressam determinadas
proteinas de interesse biomédico ou industrial, como anticorpos, vacinas,
biaofarmacos, enzimas e polimeros, visando a expressao de substancias que a
planta ndo expressava anteriormente ou que expressava em quantidade muito
pequena (Minaré, 2006; Golds et al., 2004).
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Sao varios os trabalhos publicados relatando plantas transgénicas
desenvolvidas para expressar antigenos protetores. S&o quase duas décadas
com mais de 100 publicacbes com o tema “candidato a vacina” expressas em
plantas, onde pelo menos 30 s&o produzidos em vegetais comestiveis
(Streatfield e Howard, 2003; Mei et al., 2006; Rice et al., 2005; Daniell et al.,
2009). Ja foi relatada a expressdo de antigenos protetores, por exemplo, em
Nicotiana tabacum contra hepatite B, anthrax, contra parvovirus, contra o virus
da raiva (Aziz et al., 2002; Molina et al., 2005; Ashraf et al., 2005); em cenoura
contra sarampo (Bouche et al., 2003); em soja contra hepatite B (Sojikul et al,
2003); em milho contra enterotoxinas causadas por E. coli (Streatfield et al.,
2003); em batata contra o virus de Newcastle (Berinstein et al., 2005); em
alfafa contra a Fasciola hepatica, rotavirus, virus da febre aftosa, reovirus, e
enterotoxinas de E. coli (Legockl et al., 2005; Dong et al. 2005; Dus Santos, et
al., 2005; Huang et al., 2006a; Joensuu et al., 2006).

Sao diversos os produtos terapéuticos, produzidos em plantas utilizadas
como reatores que ja estdo disponiveis no mercado (Sharma e Sharma, 2009).
Alguns estao nas primeiras fases de triagens clinicas em humanos (Streatfield
2005b; Daniell et al, 2009). Destacam-se dois produtos que estdo em vias de
concluir seu licenciamento, o primeiro de fragmentos de anticorpo (porgéao Fc)
produzido no tabaco, em Cuba (Pujol et al.,, 2005); e o segundo que
representara a primeira vacina licenciada produzida em plantas transgénicas,
relatado por Rybicki (2009), contra Newcastle encontra-se no ambito de
aprovagao pela USDA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da
América).

O primeiro relato de uma vacina constituida por peptideos produzida em
plantas transgénicas que induziu uma resposta imunoldgica protetora quando
usada em hospedeiros experimentais, refere-se a epitopos protetores contra a
aftosa (Dus Santos et al., 2005). Peptideos multimerizados produzidos em
plantas transgéncias podem ser estaveis e ainda manter seus niveis de
antigenicidade e imunogenicidade (Gil et al., 2007).

Vacina protetora expressa em plantas transgénicas contra uma infecgéo
parasitaria foi descrita pela primeira vez por Hernandez et al. (2007), com a

producao de peptideos sintéticos contra cisticercose em maméo. Antigenos
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contra Plasmodium também ja foram produzidos em tabaco com avaliacdo da
resposta imune (Wang et al., 2008).

Nos estudos com transgénicos, tabaco e Arabidopsis sdo consideradas
plantas modelos; arroz , trigo e milhos s&o os principais cereais utilizados;
ervilha, soja e alfafa sdo as culturas que mais se destacam; tomate e banana
sdo as frutas mais cultivadas; batata fecha essa lista (Schillberg et al., 2005;
Mei et al., 20006).

Arabidopsis thaliana é uma pequena planta com flores, comestivel, que
€ mundialmente usada como organismo modelo no estudo com vegetais
(Chandler et al., 2008). Nao possui maior importancia agronémica, mas
oferece importantes vantagens para pesquisas de base com genética e biologia
molecular (Hays, 2002). Inclusive com o objetivo de se produzir subunidades
vacinais (Greco et al., 2007).

O genoma da Arabidopsis consiste de cinco cromossomos, com 125
milhdes de pares de bases, 0 seu genoma é relativamente pequeno, se
comparado com o das outras espécies vegetais, o que facilita o seu estudo
(The Arabidopsis Genome Iniative, 2000).

Rigano et al. (2006) apresentaram o primeiro relato do perfil
imunogénico Th1 em animais imunizados via oral contra a tuberculosae,

produzidos em A. thaliana.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir de maneira alternativa um antigeno vacinal homologo ao
peptideo sintético SBm7462° contra o carrapato R. microplus, em plantas A.

thaliana transformadas com gene sintético e avaliar a expressao do mesmo.

3.2 Objetivos especificos

1. Fazer construgbes genéticas em vetor binario de expressdao em
plantas com o gene seqz2;

2. Gerar plantas transgénicas de A. thaliana contendo o gene seq2 e
grupo de plantas-controle, sem o gene de interesse, Vvia

Agrobacterium;
3. Expressar os peptideos recombinantes anti-R.microplus em plantas

transgénicas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1Local de realizacéo e regulamentacdo do experimento

A manipulagdo de genes e transformacao de plantas foi realizado no
Instituto de Biotecnologia Aplicada A Agropecuaria - BIOAGRO - da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), nos Laboratérios de Transformacéao de
Plantas e Culturas de Tecidos Il, sob a responsabilidade do Prof. Wagner
Campo Otoni e no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas, sob a
responsabilidade da Profa. Elizabeth Pacheco Batista Fontes. O cultivo das
plantas foi feito na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP), setor do
departamento de Biologia Vegetal, também sob a orientagdo da professora
Profa. Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Estes laboratorios estdo autorizados
para trabalharem na linha proposta e possuem o denominado Certificado de
Qualidade em Bioseguranga (CQB) concedido pela Comissédo Técnica Nacional
de Biosseguranga (CTNBIo); o CQB vigente € de numero 0024/97.

Os cortes das plantas a fresco para observacdo em microscopio de
imunofluorescéncia foram feitos no laboratério de Anatomia Vegetal, também
do departamento de Biologia Vegetal. O processamento histologico de A.
thaliana para realizagdo de imuno-histoquimica foi feito no Laboratorio de

Histopatologia Veterinaria, do departamento de Medicina Veterinaria. As

24



analises do material vegetal em microscopio confocal foram realizadas pela
professora Claudine Marcia Carvalho, do departamento de Fitopatologia, no
Nucleo de Microscopia e Microanalise. Todas as estruturas e instalacdes
citadas estao localizadas na Universidade Federal de Vigosa.

O sequenciamento genético das amostras foi feito no laboratério de
Genbmica e as demais analises moleculares e bioquimicas das plantas foram
feitas no Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
(LBCHV), ambos localizados também no BIOAGRO, na Universidade Federal
de Vicosa.

O protocolo que autoriza esse experimento segundo as normas do
CTNBio é 01200002610/94-04.

4.2 Analise do gene

No LBCHV foram desenhados genes com as sequéncias homolégas ao
imunogéno SBm7462%, para a expresséo de proteinas heterdlogas produzidas
em diferentes sistemas. O gene utilizado no presente experimento,
denominado seq2, é constituido da seqiiéncia nucleotidica da SBm7462°
ordenados repetidamente trés vezes (a.a. 5 — 50; 51 — 94; e 95 — 139), com o
tamanho de 462 pares de base (figura 2). Esse gene foi desenhado para a
expressao intracelular, com a sequéncia de Kozak na sua extremidade 5,
necessaria para promover o inicio da tradugéo através do reconhecimento da
subunidade maior do ribossomo ao cédon iniciador ATG contido nela. O gene
apresenta em suas extremidades 5 e 3’ sitios de restricdo para enzimas
especificas. O gene foi desenhado com otimizagdo de cdédons para Pichia
pastoris, para a realizagdo de trabalhos anteriores com leveduras (Sossai
2009). Com o intuito de se utilizar o mesmo gene neste estudo, o primeiro
passo constituiu em uma analise de cdédons preferencias para A. thaliana,
verificando a possibilidade de traducdo do gene na planta utilizada. Essa
avaliacao foi feita através do site http://www.kazusa.or.jp/codon, que trabalha
com base no banco de dados do NCBI — GenBank. Os genes foram

produzidos na Alemanha, pela empresa Entelechon®.
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SeqgZ
Total amino acid number: 141, Total nucleotides: 426 bp
Max ORF: 13-417, 135 AR, MW=15130,3 pI= 6,34

1 GGATCCGCCACCATGGCTTGTCTTAGCAAGCATGTTCTAAGGAAGTTACAAGCTTGCGAA
1 &5 A T M A C L 5 K H vV L. R E L Q A C E
6l CACTGTGATTGTGGAGAATGGGGAGCTATGAACATGACGACAAGATCATCGATTTGCTCA
21 i ¢ b GG E W GGAMNMT T R 8 5 I C S
121 GATTTCGGTAACGAGTTTTGCAGAAACGCTTGTTTGTCCAAGCATGTCTTGAGGAAGTTG
41 p F 6 N E F ¢ R N A C L 8 K H VWV L R K L
181 CAAGCTTGTGAACACTGTGATTGTGGTGAATGGGGTGCTATGAACATGACAACCAGATCC
6l Q A C E H ¢ D C G E W 6 A M N M T T R 3

241 TCTATATGCTCTGATTTCGGTRAACGAGTTTTGTAGGAACGCATGCCTTTCTAAGCATGTC
gl s 1 ¢ 8 b F G N E F ¢ R N A C L & K H V

301 CTTAGARAGCTTCAAGCATGTGAGCATTGTGACTGTGGAGAATGGGGTGCAATGARCATG
101 L R K L ¢ A C E H C D C GG E W G A M N M

361 ACTACTAGATCCAGTATCTGTTCCGATTTCGGAAACGAATTTTGTAGAARCGCTTGTTAA
121 T T R 8§ 5 I ¢ S8 D F G N E F C E N A C *

421 GAATTC

141 E F

Figura 2 : Desenho do gene seq2. Em negrito destaca-se a sequéncia de Kozak e M a

metionida do coédon iniciador ATG.

4.3Producao de célul as ultra competentes Escherichia coli DH5 alfa

As células hospedeiras de Escherichia coli linhagem DHS5a utilizadas
para clonagem nesse trabalho e transformagao por choque térmico foram feitas
de acordo com INOUE et al. (1990).

A linhagem de E. coli DH5a foi ativada em placa contendo meio LB
(Luria Bertani) sdlido (10 g de Triptona; 10 g de NaCl; 5 g de Extrato de
Levedura; 1,5% de agar e agua deionizada g.s.p. 1000 mL) sem antibiético.
Cinco colbnias foram inoculadas em 150 mL de meio SOB (3g de Triptona;
0,75g de extrato de levedura; 0,075 g de NaCl; 1,5 mL de KCI 0,25 M; 0,75 mL
de MgSO4 2 M; 150 pul de NaOH 5 M; e agua destilada em quantidade

suficiente para 150 mL) em Erlenmeyer de 500 mL. As colbnias foram
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cultivadas a 18°C sob agitacdo 150 rpm até atingir uma OD600 de
aproximadamente 0,6.

Apods atingir a OD desejada, a cultura foi transferida para dois tubos de
polipropileno de 50 mL, mantida no gelo por 10 minutos e centrifugada a 2.000
x g por 20 minutos a 4°C. Apds o descarte do sobrenadante os pellets foram
suspendidos gentiimente em 15 mL de TB gelado [(10 mM de Pipes; 15 mM de
CaCl; e 250 mM de KCI pH 6.7) mais 55 mM de MnCl;] e incubados no gelo
por 10 minutos. Posteriormente, juntando os dois volumes em um unico tubo,
nova centrifugacdo a 1000 x g por 10 minutos foi realizada e o pellet
ressuspendido em 8 mL de TB gelado enriquecido com 7% de DMSO e
incubado no gelo por mais 10 minutos. As células foram aliquotadas em volume
de 200 pL, congeladas em nitrogénio liquido e armazenada a -70°C.

A eficiéncia da transformacao das E. coli DH5a foi calculada por meio da
transformacao por cohque térmico com o plasmideo puC18. Para realizagao
desse calculo, 0,2 ng do vetor pUC18 foi utilizado para transformar 200 ul de
células competentes em 800 ul de meio SOC (2g de Triptona; 0,5 g de extrato
de levedura; 0,05 g de NaCl; 1 mL de KCI 0.25 M; 0,5 mL de MgSO4 2 M; 10 pnl
de NaOH 5 M; 2 mL de glicose 1M; completar para 100mL com agua
deionizada). Assim a concentragao final do vetor é de 0,0002 ng/uL.

Apods incubagao por 16 horas em estufa a 37°C, a placa foi dividida em
quatro quadrantes onde se contou o numero de colbnias de um quadrante,
multiplicando o valor encontrado por quatro, obtendo-se a quantidade final de
colbénias. O calculo da eficiéncia foi realizado pela divisdo do numero total de
colénias (UFC) pela concentracdo do clone plaqueado obtendo-se uma

eficiéncia de 6 x 10° UFC/ng do vetor.

4.4 Subclonagem do vetor PSC-A e transformacdo em  E. coli DH5 alfa

O gene veio da Alemanha liofilizado na quantidade de 10 nug de
plasmideo/gene, inseridos no vetor plasmidial pSC-A (figura 3). O vetor com o
gene seq2 (PSC-A-seq2) possui 3,5kb de tamanho e foi clonado em células

ultra-competentes de E. coli, linhagem DH5a.
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O vetor PSC-A-seq2 foi suspendido em agua deionizada livre de
DNAse, na concentragdo final de 200 ng/uL. Foram utilizados 200 ng de
plasmidio para transformar E. coli DH5a por choque térmico.

Para a reagcao de transformacao, retiraram-se os tubos com as células
competentes do freezer -70°C e as mesmas foram descongeladas em banho
de gelo. Cada tubo recebeu 200ng de plasmideo (aproximadamente 5 ulL), foi
homogeneizado lentamente e mantido no gelo por trinta minutos. Em seguida,
as células foram submetidas a choque térmico, primeiro colocadas a 42°C por
90 segundos e, em seguida, a 4°C por 2 minutos. Adicionou-se 800 uL de meio
SOC e permaneceu por 1 hora a 37°C, por 180 rpm em agitador.

Placas de Petri com meio LB sélido com 100 ug/mL de ampicilina foram
semeadas com 100 ul de células transformadas. As placas foram fechadas,
vedadas com filme plastico, invertidas e mantidas em estufa, a 37°C durante 17
horas.

As colbnias portadoras do fragmento de interesse foram identificadas
pela técnica de PCR de colbnias. O teste de PCR de colbnia foi constituido por
1X de PCR buffer 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI); 2,0 mM de
MgCly; 0,3 mM de dNTPs; 1,5 U de Taq DNA Polimerase e 0,4 uM dos primers
M13 forward (5 GGTGTAAAACGACGGCCAGT 3’) e M13 reverse (5 -
CAGGAAACAGCTATGACC - 3) e agua deionizada autoclavada para
completar um volume final de 25 pul. As reagdes foram submetidas a 94°C por
10 minutos, para rompimento das células e desnaturagao inicial do molde; 35
ciclos sucessivos a 94°C por 30 segundos; 55°C por 60 segundos e 72°C por
60 segundos e uma extensao final a 72°C por 7 minutos. Em gel de agarose
1% (p/v), em TBE 1X (Tris Base 0,089M, Acido Bérico 0,089 M e EDTA 0,05 M,
pH 8,0), e corado com brometo de etideo 0,1 pg. mL™, selecionaram-se as
coldnias segundo o seu tamanho teérico de 721pb, somando-se a sequéncia

amplificada do vetor PSC-A (259pb) e o tamanho dos genes seq2 (426pb).
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Figura 3: Mapa fisico do vetor pSC-A. O gene seq 2 sintetizado pela empresa
Entelechon® veio inserido no vetor pSC-A. Observa-se que esse vetor possui 0 gene

de resisténcia ao antibidtico ampicilina.

4.5Crescimento bacteriano em meio liquido, extracdo do DNA plasmidial,

estogque e sequenciamento dos clones

As colbnias positivas cresceram em meio LB liquido (10 g de Triptona;
10 g de NaCl; 5 g de Extrato de Levedura e agua deionizada q.s.p 1000 mL)
com 100 ug/mL de ampicilina. As colénias positivas foram transferidas para
tubos devidamente identificados. Em seguida colocadas no agitador com
rotacéo de 180 rpm, a 37°C por 13 horas, em média.

O Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega®)
foi utilizado na extracdo do DNA plasmidial. Realizou-se a extracdo de dois
clones independentes para cada amostra, visando descartar possiveis erros.

Os tubos com culturas de E. coli DH5a transformadas foram
centrifugados a 10.000 x g por 5 minutos e o sobrenadante resultante foi
descartado. Adicionou-se 250 pL de solugdo de suspensao celular e o
precipitado foi  dissolvido delicadamente até alcangcar completa

homogeneizagdo da solugdo. Esse conteudo foi transferido para tubo de
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polipropileno de 1,8 mL e acrescidos de 250 pyL da solugédo de lise celular.
Inverteram-se os tubos, delicadamente, por quatro vezes e incubou-se até
clarear a suspensao (por no maximo cinco minutos).

Cada tubo recebeu, em seguida, 10 uL de solugado de Protease Alcalina,
homogeneizando-se por quatro inversdes suaves e incubagao em temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds adigcao de 350 pL da solugcdo de neutralizacéo
por tubo e nova inversdao de quatro tempos, finalizou com centrifugacdo a
14.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

O sobrenadante com o DNA foi transferido para mini-colunas associadas
a tubos coletores. Centrifugou-se por 1 minuto a 14000 x g. Descartou-se o
produto dos tubos coletores e lavaram-se as mini-colunas com 750 pL da
solugéo de lavagem. Apds nova centrifugagédo por mais um minuto, repetiu-se o
ultimo passo com 250 uyL da solugdo de lavagem e mais 2 minutos de
centrifugacéo.

Os DNAs foram suspendidos em 50 yL de agua livre de nuclease, em
tubos novos e centrifugados por 1 minuto a 14000 x g.

As amostras foram quantificadas por meio de espectrofotometria e
eletroforese em gel de agarose. As mesmas foram estocadas em caixas
crioprotetoras a -20°C até o sequenciamento.

As amostras foram sequenciadas no sequenciador automatico
MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences) pelo método enzimatico descrito
por SANGER et al. (1977). Utilizou-se o Dyenamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit e instru¢des do mesmo, como referéncia no preparo das
amostras.

Os clones de E. coli DH5a contendo o fragmento de interesse foram
estocados em aliquotas com 25% de glicerol ultra puro (Invitrogen USA). Apos
homogeneizagao, foram congelados em nitrogénio liquido e transferidos para o

freezer — 70°C.
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4.6 Construcdes de DNA

A tecnologia Gateway® é um sistema universal de clonagem, baseado
em propriedades de locais especificos de recombinagdes do bacteriéfago
lambda (Landy, 1989).

Trabalhou-se com um vetor de entrada, denominado pDONRZ201
(Invitrogen USA), e dois vetores binarios de expresséo, os vetores pk7WG2 e o
pk7FWG2 (Karimi et al.,, 2002), cujos respectivos mapas fisicos estéo
representados pelas figuras 4, 5 e 6. Esses vetores de expressdo foram
construidos para serem utilizados no sistema Gateway® e para a transformacéo
mediada por Agrobacterium (Karimi et al., 2002). A diferenga basica entre os
dois é que o vetor pk7FWG2 possui na sua por¢cao N terminal a fusdo com o
gene reporter gfp (green fluorescent protein). O produto de expressao, no caso
o peptideo com a marcacdo GFP é mais facilmente analisado nas
metodologias moleculares de caracterizagdo. E o vetor pk7WG2, que nao
possui gene reporter, € utilizado para produzir as plantas que imunizardo os
animais em trabalhos posteriores, sem interferir com a possivel eficiéncia
vacinal. Portanto, os oligonucleotidoes reverse desenhados o gene seq2 sao
diferentes, pois para uso do pk7WG2 é necessario um codon de parada, para o
pk7FWG2 ndo (tabela 2).

Para o isolamento do gene seq2 foram desenhados oligonucleotideos
especificos para amplificacdo da regido codificadora. A sequéncia de seq2 foi
primeiramente amplificada com oligonucleotideos contendo uma sequéncia
attB parcial na extremidade 5 (tabela 2), para em seguida serem novamente
amplificadas com extensbdes de recombinagdo compativeis com o sistema de
clonagem Gateway (Invitrogen USA). Essas PCRs foram constituidas por 1X
de PCR buffer 10X (100 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCI); 2,0 mM de MgCly;
0,3 mM de dNTPs; 1 U de Platinum Tag DNA Polimerase High Fidelity

(Invitrogen USA) e 0,4 uM dos iniciadores de acordo com a tabela 2 e agua

deionizada autoclavada para completar o volume final de 25 L.
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Figura 4: Mapa fisico do vetor pDONR201 (Invitrogen USA). A anotacdo pDONR

indica ser vetor de doagao. Seu tamanho é de 4470pb e é resistente a Kanamicina.

As reacbes foram submetidas a 94°C por 1 minuto, para desnaturagao
inicial do molde; 25 ciclos sucessivos a 94°C por 30 segundos; 56°C por 60
segundos e 68°C por 60 segundos; e uma extenséo final a 68°C por 7 minutos.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1% (p/v),
purificados e inseridos, por recombinagdo, no vetor de entrada pDONR201,
utilizando a BP clonase (Invitrogen USA). Os clones resultantes pDONR-2st
contém cbédon de terminagcdo e foram usados para transferéncia dos
respectivos cDNAs para o vetor de expressao em plantas pk7WG2. Os clones
pDONR-2ns, sem codon de parada, tiveram seus cDNAs usados no vetor
pk7WG2, que possui cauda GFP.

Os desenhos dos oligonucleotideos iniciadores especificos para os gene
seq2 foi feitos através do software Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi), e sua sintese pela Invitrogen®, os demais foram
fornecidos pelo Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas (BIOAGRO/UFV).

32



Xbal (17150) Apsi{1)
smateriian) s
Xmat (11139) N 1355

Secli(11015) ] ~ 4 -

 Bacii(245)
attR2
xmal 538

" Smai (840)
. cedB
T EcoRiiz0n

/ attR1

AR Spel(1965)
".‘ ‘?If_)ass
pKTWG2,0 1 \

11159 bp |

Sac (3030

|
\ Hingift! (3032

RB

Cial (6286

Figura 5 : Mapa fisico do vetor pk7WG2. Vetor de expressao binario em plantas, usado
no sistema Gateway (Invitrogen USA) para transformacdo mediada por Agrobacterium.
As letras e numeros referem-se: p a plasmideo binario, com alto nimero de cépias; k
refere-se pNOS-KANR-tNOS; 7 demonstra a presenca do terminador T35S; WG ao
cassete de expressdo Gateway na orientacdo attR2, ccdB, CmR, attR1; 2 indica a

presenca do promotor p35S.
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Figura 6: Mapa fisico do vetor pk7FWG2. Vetor de expressao binario em plantas,
usado no sistema Gateway (Invitrogen USA) para transformacdo mediada por
Agrobacterium. As letras e numeros referem-se: p a plasmideo binario, com alto
nimero de copias; k refere-se pNOS-KANRNOS; 7 demonstra a presenca do
terminador T35S; F indica cauda GFP; WG ao cassete de expressdo Gateway na

orientacdo attR2, ccdB, CmR, attR1; 2 indica a presenc¢a do promotor p35S.
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A transferéncia dos referidos genes a partir do vetor de entrada
pDONR201 para os vetores pk7WG2 e pk7FWG2, por meio de recombinagao
mediada por LR Clonase (Invitrogen), deu origem aos clones pk7-seq2 e pk7F-
seq2. As construgdes no pk7FWG2 permitem a expressdo de proteinas
fusionadas a GFP no amino-terminal em plantas, sob o controle do promotor
35S.

Os clones obtidos foram utilizados na transformacao de células ultra
competentes de E. coli da linhagem DH5a, pelo método de choque térmico
(Inoue et al., 1990) e extragcdo do DNA plasmidial pelo Kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega®), ambos ja descritos
anteriormente (itens 4.4 e 4.5). A selecdo de clones ocorreu com antibiotico
apropriado e diagnostico por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos
(tabela 2). Utilizou-se 50 ug/mL de Kanamicina para selecionar os clones em
pDONR201 e 100 ug/mL de espectinomicina para os clones em pk7WG2 e
ok7FWG2. Em seguida, realizou-se PCR de colénia conforme descrito no item
4.4. Depois de amplificados, as amostras de DNA foram acrescidas de 12 pl de
corante tipo IV 4X (0,25% bromofenol blue e 40% sacarose) e aplicados em gel
de agarose de alta resolugéo 1%, corado com brometo de etideo, na voltagem
de 90 volts em cuba de eletroforese horizontal, tendo TBE (Tris-borato 0,09M e
EDTA 0,002M) como tampéao de corrida. Com o auxilio de padrdao de peso
molecular, identificou-se a banda de interesse.

Os cassetes de expressao multiplicados e selecionados em E. coli DH5a
também foram confirmados por sequenciamento genético. As sequéncias dos
oligonucleotideos utilizados para a clonagem e diagndstico dos clones séo

listadas na tabela 2.



Tabela 2: Oligonucleotideos especificos para clonagem e diagnéstico.

Oligonucleoti- Seqiiéncia (5- 3)) Regido de
deos anelamento

2/3FwdG AAAAAGCAGGCTTCACA ATGGCTTGTCTTAGCA | Regido de
recombinacéo e das
seg2 e seq3

2stRvsG AGAAAGCTGGGTCTCACACAAGCGTTTCTACA | Regido de
recombinacao e da seq2

2nsRvsG AGAAAGCTGGGTCACAAGCGTTTCTACAAA Regido de

recombinacao e da seq2

2942 - AttB1Fwd

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

Complemento da regiao
de recombinacao

2943 - AttB2 Rvs

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

Complemento da regiao
de recombinacao

3397 - DONFwd

TCGCGTTAACGCTAGCATGGATC

pDONR201

3398 - DONRvs

TGTAACATCAGAGATTTTGAGACAC

pDONR201

MC36 (3408) Fwd

TCCTTCGCAAGACCCTTCCTC

Anela no promotor 35S

pK7FGFPRvs
(4799) Rvs

CGCCCTCGCCCTCGCCGGACAC

Anela na sequéncia do
gene GFP

* Nucleotideos em negrito correspondem a start/stop cdédon. Nucleotideos sublinhados
representam attB parcial para clonagem no sistema Gateway (Invitrogen USA).

4.7 Producao de células competentes de  Agrobacterium

Primeiramente foi plaqueada a semente de Agrobacterium tumefanciens

linhagem GV3101 em meio Rhizo sélido [extrato de levedura 0,5% (p/v),

caseina 0,05% (p/v), manitol 0,8% (p/v), sulfato de amoénia 0,2% (p/v), cloreto
de sodio 0,5% (p/v), pH 6,6 ajustado com KOH] com 100 pg/mL de

espectinomicina e cultivada a 28 °C, de 12 a 16 horas. Uma colbnia isolada foi

colocada para crescer em 50 mL de meio Rhizo liquido, a 28°C overnight, sob

agitacédo constante de 220 rpm. Em seguida as células foram centrifugadas a

5000 x g por 10 minutos, a 4°C. As células foram lavadas 5 vezes em igual

volume de agua deionizada autoclavada gelada. Por ultimo, as células foram

suspensas em 2 mL de GYT (Glicerol 10%, Extrato de levedura 0,125%,

Triptona 0,25%). Quarenta ul das células foram armazenadas em microtubos e

devidamente identificadas, congeladas com nitrogénio liquido e estocados no

-70°C.
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4.8 Transformacdo de Agrobacterium tumefaciens linhagem GV3101

Células de A. tumefaciens linhagem GV3101 foram transformadas por
eletroporagcdo, com as construcbes pk7-seq2 e pk7F-seq2. Para a
transformacdo de 40 uL de células competentes de Agrobacterium, foram
usadas cerca de 80 pg das construgdes. As células competentes foram
eletroporadas a 2500V durante 4 a 5 milisegundos. Em seguida, foi adicionado
1 mL de meio Rhizo as células, para recuperagao, e estas foram incubadas por
2 horas, a 28 °C.

Posteriormente, a suspensao celular foi concentrada em 100 uL através
de centrifugacao por 1 minuto, 14000 x g. Essa suspenséao celular concentrada
foi plagueada em meio Rhizo sélido, contendo gentamicina 30 pg/mL e
espectinomicina 100 mg/L. As placas foram incubadas a 28°C por 2 dias. As
colénias transformadas foram diagnosticadas por PCR de colbnia utilizando os
oligonucleotideos especificos 2/3FwdG e 4799 (Rvs) para as construgdes
pk7F-seq2, e MC36 (Fwd) e 2stRvsG para pk7-seq2 (tabela 2). Os produtos da
reacdo foram analisados em gel de agarose 1% (p/v). As amostras positivas

para a PCR também foram sequenciadas.

4.9 Obtencéo e cultivo de material vegetal

Plantas Arabdopsis thaliana, ecotipo Columbia (Col 0), foram fornecidas
pelo Laboratoério de Biologia Molecular de Plantas (BIOAGRO/UFV) para o
presente estudo. As sementes de A. thaliana do tipo selvagem foram
semeadas em placas de vidro com meio MS "% forga (adaptado de Murashige e
Shoog, 1962) 0,4% (p/v) de fitogel, pH ajustado para 5,8, e, posteriormente, em
vasos plasticos contendo terra e substrato de hortaligas (1:1). As sementes de
A. thaliana transgénicas foram esterilizadas e mantidas em placas contendo
meio MS 2 forga seletivo com Kanamicina 50 ug/mL. As sementes foram
inoculadas a 4°C, no escuro, por trés dias e depois expostas a luz branca.
Estas sementes foram mantidas a 22°C para desenvolvimento. As plantulas

foram transferidas, apés um més, para uma mistura de terra e substrato de

36



hortalicas na proporgéao 1:1. Essas foram crescidas e cultivadas em camara de
crescimento a 22°C, sob condig¢des de dia longo (16 horas de luz e 8 horas de

escuro).

4.10 Transformacdo de Arabidopsis thaliana e selecdo de

transformantes independentes

As plantas A. thaliana (ecotipo Col 0) foram transformadas com as
construcoes pk7-seq2 e pk7F-seq2. As plantas para serem usadas devem ter
atingido estagio de amadurecimento de crescimento de flores. As col6nias de
A. tumefaciens transformadas com estas constru¢cdes e confirmadas por PCR,
foram inoculadas e crescidas em 5 mL de meio LB liquido seletivo, com
gentamicina (40 pg/mL) e espectinomicina (100 ug/mL), a 28°C, por 24 horas.
Em seguida, as culturas foram transferidas para 200 mL de LB seletivo e
incubado por mais 24 horas, a 28°C, até atingir a OD600 de aproximadamente
0,8. Posteriormente a suspensao celular foi centrifugada (8000 x g) e o
precipitado suspenso em 250 mL de sacarose 5% (p/v), com Silwett L-77
0,05% (p/v). Esta solugao foi utilizada para transformar as plantas A. thaliana
Col-O pelo método de “mergulho” de escapes florais, veetendo-se o vaso com
as plantas por 2 a 3 segundos na solugéo de sacarose com Agrobacterium,
com suave agitagao (modificado de Clough e Bent, 1998).

As plantas recém transformadas foram mantidas em camara de
crescimento, a 22°C, expostas a luz branca, até a producdo de sementes. As
sementes transgénicas apos incubagao foram esterilizadas com uma solugéo
de etanol absoluto 70% (v/v) e Triton X-100 0,05% (v/v), por 5 minutos e adigéo
de etanol absoluto, por 1 minuto e, em seguida, plaqueadas em meio MS %
forca seletivo, contendo Kanamicina 50 ug/mL, para selegao de transformantes
independentes. As placas com sementes transgénicas foram incubadas a 4°C,
no escuro, por 72 horas, para quebra de dorméncia, e posteriormente para uma
incubadora a 22°C, com luz branca por 16 horas, na qual as plantulas foram
mantidas por 1 més. Apos esse periodo, os transformantes independentes

foram transplantados para vasos com terra e substrato (1:1) e mantidos em
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camara de crescimento, a 22°C, com fotoperiodo de 16 horas, para geragao de
sementes da geracgao F2 (T1). Estas serdo plaqueadas e as plantas cultivadas

por trés geracdes para a selegcao, em Kanamicina, de plantas em homozigose.

4.11 Andlise molecular das plantas transgénicas

4.11.1 Extracdo do DNA gendmico das plantas

Para a extracdo do DNA genbmico, as plantas de A. thaliana
transformada e plantas controle negativo (n&do transformadas) foram
maceradas em nitrogénio liquido, em microtubos, com o auxilio de pistilos.
Utilizou-se o Wizard® Genomic DNA Purifacation kit (Promega) e seguiram-se
as recomendacoes do fabricante.

Apos a maceracdao de aproximadamente 30mg de extrato vegetal,
adicionou-se 600 uL de solugcéo de lise nucléica e incubou a 65 °C por 15
minutos. Para cada amostra foi acrescentado 3 uL de solugdo de RNAse e
incubou-se por mais 15 minutos, a 37 °C. Em seguida, cada amostra foi
deixada a temperatura ambiente por 5 minutos. Os passos seguintes
constituiram da precipitacdo da proteina e re-hidratagdo do DNA. Foram
adicionados 200 uL de solugdo de precipitagdo protéica, centrifugagcdo a
14.000 x g por 3 minutos e transferéncia do sobrenadante para um novo
microtubo com 600 uL de isopropanol a temperatura ambiente. Depois de
misturar suavemente por inverséo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 x
g por mais um minuto. Aspirou-se o alcool e adicionou-se solugdo de re-
hidratagdo do DNA que ficou a 4 °C overnight, antes de ser estocado no freezer
-20 °C até o momento de uso.

A qualidade e concentragdo do DNA de cada amostra foram verificadas

por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), corado com brometo de etideo.
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4.11.2 Reacédo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A presenca do gene seq2 no genoma de A. thaliana foi demonstrada
inicialmente por analise de reagdes em cadeia de polimerase (PCR) do DNA
extraido das folhas das plantas, utilizando primers 2/3FwdG e 2stRvsG ou
2nsRvsG, desenhados a partir das sequéncias adjacentes ao sitio de insergéo
do gene (tabela 2). Cada reacéo foi constituida de reagéo foi 90 ng de DNA,
1X de PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 0,3 mM dNTPs, 3U de Platinum Taq DNA
polymerase (Promega®), 0,4 mM de cada primer e agua MilliQ esterilizada
completando o volume de 25 L. A reacgéao foi realizada no termociclador NYX
Technik ATC401 segundo o seguinte protocolo: desnaturacédo a 94 °C por 1
minuto, 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 56 °C por 45 segundos e 72 °C
por 60 segundos, e extensao final mais 72 °C por 7 minutos. Em todas as
reacgdes utilizou-se controle negativo da planta ndo transformada e controle
branco (utilizando-se agua no lugar de cDNA), verificando-se possiveis erros
ou contaminagdes. Selecionaram-se as amostras positivas por visualizagdo em
gel de agarose 1% (p/v).

Para as amostras que amplificaram fragmento com o tamanho da banda

desejado, foi realizado o sequenciamento automatico (SANGER et al., 1977).

4.12 Expressao do transgene por RT-PCR

4.12.1 Extragéo do RNA total de A. thaliana transformadas

Para a extracdo do RNA total de A. thaliana utilizou-se o SV Total RNA
Isolation System (Promega), segundo recomendacdes de Kobs (1998). Folhas
foram maceradas em nitrogénio liquido, em microtubos livres de RNAse, e
aproximadamente 60 mg de tecido vegetal foram homogeneizados com 175 pL
de tampao de lise de RNA. Adicionou-se 350 uL do tampé&o de diluicdo de
RNA, misturou por inversao e, depois, as amostras foram centrifugadas a

14.000 x g, por 10 minutos. A parte clara da solucéo lisada, aproximadamente
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500 pL, foi transferida para um novo microtubo livre de RNAse. Apds a adigéo
de 200 uL de etanol 95% (v/v), o material foi transferido para colunas e tubos
coletores e centrifugados a 14.000 x g por um minuto. A coluna foi lavada com
600 uL de solucdo de lavagem de RNA e centrifugada por mais um minuto, a
14.000 x g. Para cada extracédo realizada foi acrescido 50 pL do mix de
incubacédo (tampao amarelo 80% (v/v), MnCI2 10% (v/v), DNAse 10% (v/v),
preparado no momento de uso, e ficaram incubados por 15 minutos a
temperatura de aproximadamente 22 °C. Seguindo o protocolo, foi adicionado
200 pL da solugéo de parada da DNAse e centrifugagao por 14.000 x g por um
minuto. As amostras foram lavadas mais duas vezes com a solugdo de
lavagem de RNA, com 600 e 250 uL da citada solugado e centrifugado por 1
minuto, a 14.000 x g. Por ultimo, cada coluna foi transferida para um novo
microtubo livre de RNAse e ja identificado. Foram adicionados 100 uL de agua
livre de nucleases na membrana da coluna. Apos centrifugagao de 14.000 x g
por 1 minuto, deixou-se as amostras secarem a temperatura ambiente e as
mesmas estavam prontas para serem analisadas ou estocadas no ultra-freezer
-70 °C até o momento de uso.

A integridade do RNA foi avaliada em eletroforese de gel de agarose
1,2%, corado com bromento de etideo. As concentragbes e o grau de pureza
também foram determinados por espectrofotometria nos comprimentos de onda
260 e 280 nm.

4.12.2 Anadlise da expressao das plantas transgénicas por RT-PCR

A primeira fita de cDNA foi sintetizada através do Kit SuperScript™
First-Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen USA) em termociclador. Na
primeira etapa, 5 ung de RNA total foram adicionados a 1uL de oligo d(T)
(10mM) com um volume de agua DEPC suficiente para completar 12 uL em
tubos de 0,2 mL. A reacdo foi incubada a 70 °C por 10 minutos e
posteriormente a 4 °C por 2 minutos.

Num segundo momento, 7 uL do mix contendo 2 uL do tampéo RT 10X;
2 uL de MgCl; (25 mM); 1 uL de dNTP (10 mM) e 2 uL de DTT (0,1 M) foram
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adicionados em cada amostra e incubadas por 42°C por 5 minutos. Em
seguida, 0,5 uL (2,5U) da enzima SuperScript™ Il RT foi colocada em cada
tubo, homogeneizados e incubados a 42°C por 50 minutos e a 70°C por 15
minutos, finalizando com um banho de gelo por 2 minutos.

Na ultima etapa da reacdo realizou-se um tratamento com 0,5 uL de
RNAse H (10mM) por 20 minutos a 37°C com a finalidade de degradar as fitas
de RNA complementares ao cDNA, deixando apenas as fitas de cDNA no
produto final. Estes foram estocados a —20 °C em tubos de polipropileno de 1,6
mL até o momento do uso.

Para flanquear a regidao da sequéncia 2 foram utilizados os pares de
oligonucleotideos 2/3FwdG e 2stRvsG ou 2nstRvsG para as sequéncias com
coédon de parada ou n&o, respectivamente (tabela 2). Os fragmentos de DNA
(acido desoxirribonucléico) desejados foram amplificados por PCR utilizando-se
cDNA produzido anteriormente. Utilizou-se 3 U da Plantium® Taqg DNA
Polimerase, 100 ng de cDNA, 1X de PCR buffer, 2,5 mM MgCI2, 0,3 mM
dNTPs, 0,4 mM de cada primer, completando o volume de 25 uL com agua
MilliQ esterilizada. A reacdo é constituida por desnaturacédo a 94 °C por 1
minuto, 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 56 °C por 45 segundos e 72 °C
por 60 segundos, e extensdo final mais 72 °C por 7 minutos. Depois de
amplificados, as amostras de DNA foram aplicadas em gel de agarose de alta
resolugao 1% e com o auxilio de padrédo de peso molecular, identificou-se a

banda de interesse.

4.13 SDS-PAGE e Western blotting

A primeira técnica para avaliagdo da antigenicidade das proteinas
expressas foi realizada através de Western blotting, utilizando soro policlonal
monoespecifico de coelho anti-peptideo SBm7462° produzido no laboratério,
LBCHV.

Primeiramente realizou-se a extracdo protéica de folhas verdes de
amostras positivas no RT-PCR com a construgao genética pK7-seq2. Macerou-

se as folhas em nitrogénio liquido, de maneira semelhante a extracdo do RNA,
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e para cada grama de folhas, utilizou-se 4 mL de tampao de extracao [Tris HCI
50 mM (pH 7,0); EDTA 10 pM; PMSF 1 uM; Benzamidina 1 uM; Tiouréia 2 uM].
Centrifugou-se a 12.000 x g por 30 minutos, a 4 °C e no sobrenadante
encontram-se as proteinas soluveis e no precipitado as proteinas de parede.
Trabalhou-se com o sobrenadante que foi estocado no - 70°C até momento de
uso.

As proteinas contidas no sobrenadante foram submetidas a eletroforese
desnaturante em gel de acrilamida 15% (SDS-PAGE) e coradas com nitrato de
prata.

Aliquotas de 160uL do sobrenadante foram fervidas por 4 minutos com
igual volume de tampé&o redutor (uréia e B-marcaptoetanol) e aplicadas no gel.
A corrida eletroforética se deu a 100V, sob amperagem e corrente constantes.
Foi utilizado marcador de peso molecular. Ao final da corrida, o gel foi incubado
em tampao de transferéncia (tris 25mM, glicina 192mM, SDS 0,037% e 40%
metanol) por 10 minutos.

A membrana utilizada para a transferéncia (Immobilon, porosidade 0,2
pm) foi previamente tratada com metanol 100% por 1-3 segundos para adquirir
carater hidrofilica, e em seguida, equilibrada no tamp&o de transferéncia por 3
minutos, juntamente com os outros elementos do “sanduiche” do blotting. O
“sanduiche” foi montado imerso no tampéo de transferéncia colocando-se
espuma, trés folhas de papel de filtro, o gel, a membrana, e, novamente, trés
folha de papel de filtro Whatmam 3mm e espuma, tomando-se os cuidado de
eliminar qualquer bolha de ar entre os elementos do sistema. A transferéncia
ocorreu a 4°C, na voltagem de 40V, overnight.

ApoOs esse periodo, a membrana foi bloqueada com PBST (PBS pH7,6,
0,5% de Tween 20) por duas horas e incubada sob agitacdo com anticorpos
anti-SBm7462® por mais duas horas . Apos trés lavagens com PBST, a
membrana foi incubada sob agitagdo com proteina A conjugada a peroxidase
por duas horas. Posteriormente, lavou-se a membrana duas vezes com PBST
e um vez com PBS pH 7,6. Apds essa série de lavagens, colocou-se a
membrana em contato com a solucdo reveladora (10mg de DAB -
diaminobenzidina; 10mL de Tris 50mM pH 7,6; 1mL de Cloreto de Niquel
0,3%; 10uL de H,O, 30%). Como controle negativo, foi utilizado um soro

desprovido de anticorpos anti-SBm7462°.
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4.14 Pesquisa de antigeno rBm7462 em folhas de  A. thaliana através da
técnica de Peroxidade-anti-Peroxidase - PAP

Realizou-se imunohistoquimica, mais especificamente a técnica de
peroxidade-anti-peroxidase ou PAP, das plantas contendo as construgdes pK7-
seq2 e amostras controle, na pesquisa do peptideo antigénico rBm7462.

Os tecidos vegetais foram fixados com formaldeido 3,7% em solugao
tampéo de fosfato 50 mM (pH 7,4). Em seguida, os tecidos foram desidratados
por incubacao seriada em solugdes crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100%
duas vezes), por 1 hora cada. Depois, as amostras foram diafanizadas em dois
banhos de xilol, mais uma hora cada, para inclusdo dos fragmentos em blocos
de parafina. Confeccionaram-se cortes com 4 um de espessura, que foram
fixadas com poly-L-lysina 0,1% (w/v) em laminas de vidro previamente tratadas.
Para a imunohistoquimica, as laminas foram desparafinizadas em xilol (2
passos de 30 minutos cada) e hidratadas em solug¢des alcodlicas decrescentes
(100% duas vezes, 90%, 80% e 70%), trocando-se de solugdo a cada 5
minutos. A peroxidase enddgena foi bloqueada com perdxido de hidrogénio
metandlico 3% (v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagem
em phosphate buffer solution (PBS) pH 7,4, foi feita digestdo enzimatica dos
cortes com ftripsina, durante 15 minutos a 37 °C. Depois de lavar os cortes
duas vezes com PBS pH 7,4, esses foram cobertos com soro normal de cabra
(1:10) e incubado em cédmara umida por 45 minutos, a temperatura ambiente.
Em seguida, com os cortes ja secos, acrescentou-se anticorpo primario IgG de
coelho anti-SBm7462, produzido no Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios/BIOAGRO/Universidade Federal de Vigosa, diluido 1:20; os
cortes ficaram incubados 18 horas em camara umida, a 4 °C. Posteriormente,
os cortes foram lavados com PBS pH 7,4 e cobertos com anticorpo secundario
(IgG de cabra anti-lgG de coelho), também produzidos no mesmo laboratério,
diluidos 1:10, incubados em camara umida a 37 °C, por 45 minutos. Na etapa
seguinte, apds nova lavagem, as laminas foram cobertas com o complexo PAP
produzidos em coelho (SIGMA®), segundo especificacdes do fabricante. Apos
45 minutos em camara umida, a 37 °C, lavaram-se os cortes e colocou solugao

reveladora (25 mg de diaminobenzidina, 200 uL de 4gua oxigenada 30 volumes
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e 100 mL de PBS pH 7,4) por 5 minutos. Apoés ultima lavagem, contra corou-se
as amostras com Hematoxilina de Harris 1:10, desidratou-se, diafanizou-se em
xilol e montou-se com Entellan®. Analisaram-se os resultados em microscopio
optico binocular ECLIPSE E600.

4.15 Microscopia confocal e processamento de imagens

A expressao das proteinas com cauda GFP foi confirmada por
microscopia confocal. Foi realizada uma prévia selecdo em microscopio de
fluorescéncia das amostras positivas. A analise foi realizada nas folhas, com
explantes de aproximadamente 0,5 cm? montadas em agua, dos quais se
observou, principalmente, a lamina foliar. Foram utilizadas trés repeticoes,
consistindo de diferentes folhas de diferentes plantas. Também foram
analisadas plantas nao transformadas que funcionaram como controle
negativo, para a diferenciacdo da emissdo de fluorescéncia inespecifica.
Trabalhou-se no microscopio oOptico de varredura a laser, Confocal, marca
Zeiss, modelo LSM 510 META no Nucleo de Microscopia e Microanalise da
Universidade Federal de Vigosa. As imagens de microscopia confocal foram
obtidas utilizando-se o sistema LSM 510 META invertido (ZEISS) com laser de
argon e laser de hélio néon com as objetivas de imersao de 6leo de 40x e 60x.
A fluorescénia foi detectada usando o comprimento de onda de 458 nm com
filtro dicromatico de 515 nm e filtro de passagem de 475 a 525 nm para GFP. O
pinhole foi fixado fornecendo uma faixa optica de 1 a 1,5 um. As imagens foram

processadas com auxilio do software “LSM Image Browser 4” (Zeiss).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anadlise do gene

Estamos trabalhando com o desenvolvimento de uma proteina que nao
existe na natureza. O peptideo SBm7462° é constituido de trés epitopos
imunogénicos, que somam 43 residuos de aminodacidos, da glicoproteina
intestinal Bm86 do carrapato R. microplus (Patarroyo et al., 2002). Embora os
niveis de protegao com a imunizagao desse peptideo na forma sintética sejam
elevados (Patarroyo et al., 2009), formas alternativas de producdo do
imundégeno sdo avaliadas principalmente com o objetivo de se reduzir custos
de produgao. A producao heterdloga desse peptideo utilizando genes sintéticos
ja foi avaliada em nosso laboratério, Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios e Vetores — LBCHV (BIOAGRO/UFV), através do sistema de
vacina de DNA (Medeiros et al., 2008) e producdo em P. pastoris (Sossai;
2009), sendo que o segundo trabalho apresentou melhores resultados.

Plantas e cultura de tecidos vegetais sdo usadas como sistema
hospedeiro para a expressdo de proteinas heterdlogas, incluindo anticorpos,
vacinas e outros agentes terapéuticos ou industriais, ha quase 20 anos,
oferecendo vantagens e superando limitagdes frente a outras formas de

producao (Shin e Doran, 2009). Na presente proposta, avaliou-se a viabilidade
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da produgao de subunidades vacinais contra um ectoparasito, R. microplus,
utilizando-se engenharia genética na transformacéo estavel de plantas, no caso
o vegetal modelo A. thaliana.

No LBCHV foram desenhados genes sintéticos com o objetivo de se
produzir o peptideo SBm7462 recombinante. O gene denominado seq2, de
expressao intracelular, foi desenhado com cdédons preferenciais para P.
pastoris (Sossai, 2009), e sabe-se que considerar a estrutura nucleotidica dos
vetores de expresséo € importante para se conseguir a produgéo de proteinas
heterélogas (Streatfield et al, 2003). Portanto, uma avaliagao preliminar se esse
gene também possui codons compativeis com A. thaliana foi realizada.

Outros grupos de pesquisa também trabalharam com genes sintéticos
otimizados na produgdo de subunidades vacinais, utilizando plantas como
biofabricas, e apresentaram melhores resultados finais na expressdo das
proteinas (Sojikul et al., 2003; Rigano et al., 2004; Ashraf et al., 2005; Dong et
al., 2005; Alvarez et al. 2006; Huang et al, 2006b; Gil et al., 2007; Kim et al.,
2007; Cerovska et al., 2008).

As implicagdes de se utilizar pequenos epitopos antigénicos expressos
em plantas e imunizagao de animais estao relacionadas com seguranga, menor
custo, facil viabilidade e vacinas efetivas. Uma vacina peptidica poderia evitar a
incorporagdo de determinantes protéicos responsaveis pelo agravamento da
doencga (Belanger et al., 2000). Inclusive pequenos peptideos de apenas 15
residuos de aminoacidos, produzidos em tabaco, mostraram antigenicidade
(Brodzik et al., 2005). Bouche et al. (2003) apresentaram pequenas sequéncias
formando poliepitopos, produzidos em cenouras transgénicas, imunizando
camundongos BALB/c contra o sarampo, e concluiram que a combinagao de
selecionados epitopos e o sistema de produgdo em plantas € promissor para a
producdo de vacinas. Hernandez et al. (2007) expressaram trés peptideos
sintéticos em mamao que mostraram resposta imune protetora contra infeccéo
parasitaria (Taenia solium).

A figuras 7 representa uma analise dos cédons utilizados pelo gene
seq2. Ao lado de cada cédon esta o significado do mesmo para a dada
sequéncia. Nessa figura esta representado os cédons preferenciais de A.

thaliana segundo o banco de dados GenBank e andlise do site
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http://www.kazusa.or.jp/codon/. Em destaque, na figura 7, estdo os cdédons

necessarios para a traducao de seq?2.

UUU 21.8(678320) UCU 25.2(782818) UAU 14.6(455089) UGU 10. 5(327640)
UUC 20. 7(642407) UCC 11.2(348173) UAC 13.7(427132) UGC 7.2(222769)
UUA 12.7(394867) UCA 18.3(568570) UAA 0.9( 29405) UGA 1.2( 36260)
UUG 20.9(649150) UCG 9.3(290158) UAG 0.5( 16417) UGG 12.5(388049)

CUU 24, 1(750114) CCU 18.7(580962) CAU 13.8(428694) CGU 9.0(280392)
CUC 16.1(500524) CCC 5.3(165252) CAC 8.7(271155) CGC 3.8(117543)
CUA 9.9(307000) CCA 16.1(502101) CAA 19.4(604800) CGA 6.3(195736)
CUG 9.8(305822) CCG 8.6(268115) CAG 15.2(473809) OCGG 4.9(151572)

AUU 21.5(668227) ACU 17.5(544807) AAU 22.3(693344) AGU 14.0(435738)
AUC 18.5(576287) ACC 10.3(321640) AAC 20.9(650826) AGC 11.3(352568)
AUA 12.6(391867) ACA 15.7(487161) AAA 30.8(957374) AGA 19.0(589788)
AUG 24.5(762852) ACG 7.7(240652) AAG 32.7(1016176) AGG 11.0(340922)

GUU 27.2(847061) GCU 28.3(880808) GAU 36. 6(1139637) GGU 22. 2( 689891)
GUC 12.8(397008) GCC 10.3(321500) GAC 17.2(535668) GGC 9. 2(284681)
GUA 9.9(308605) GCA 17.5(543180) GAA 34.3(1068012) GGA 24. 2(751489)
GUG 17.4(539873) GCG 9.0(280804) GAG 32.2(1002594) GGG 10. 2( 316620)

Figura 7 : Cédons de Arabidopsis thaliana. Freqliéncia em porcentagem dos principais
coédons utilizados por A. thaliana. Analise de 31.098.475 de coédons. [gbpin]: 80395.
Em destaque cinza os codons mais utilizados por seq2. Conteudo GC 44,58%.

(http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi).

Através de observacgao visual é possivel afirmar que os codons utilizados
com grande frequéncia para A. thaliana sdo compativeis com 0s necessarios
para seq2. Portanto, embora o presente gene n&o tenha sido desenhado

otimizado para ser expresso em plantas, pode ser usado no presente estudo.

5.2 Construcdes de DNA

Embora o gene tenha sido desenhado com sitios para clivagem de
enzimas de restricdo, ndo se trabalhou com essa metodologia, pois as enzimas
nao eram compativeis com as dos vetores de expressdao em plantas cedidos
pelo Laboratério de Biologia Molecular de Plantas (BIOAGRO/UFV) e utilizados

no presente estudo.
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A tecnologia Gateway® permitiu a insergdo do gene seq2 em vetores
binarios de plantas para posterior analise e expressdo das proteinas
heterélogas. Essa € uma tecnologia de recombinagédo que pode ser aplicada a
producao de proteinas recombinantes em plantas (Karimi et al., 2007a e
2007b). Outros pesquisadores utilizaram essa tecnologia e concordam em ser
uma rapida e confiavel alternativa a clonagem de sequéncias em vetores
plasmidiais (Joubés et al., 2004; Prabhakar et al., 2009; Zhang et al., 2009),
inclusive para transformac¢ao mediada por Agrobacterium (Karimi et al., 2002).

Apds a clonagem de seg2 inseridas no vetor pSC-A, selegao por
resisténcia a antibidtico (ampicilina), confirmacéo por PCR de colbnia, dois
clones PSC-A seq2A e PSC-A seq2B tiveram o DNA plasmidial extraido e
quantificado. Esses foram sequenciados e confirmaram a presenga de seq?2.
Para a extragdo das sequéncias de interesse foram realizadas duas reacgdes
em cadeia de polimerase com enzima DNA polimerase de alta fidelidade. Na
primeira reacdo utilizou-se os oligonucleotideos 2/3FwdG e 2stRvsG ou
2nsRvsG, amplificando uma banda de aproximadamente 426pb (figura 8). Apos

essa reagao, uma parte da regiao de recombinacgao attB foi inserida.

M 2nsA 2nsB 3nsA 3nsB 2stA  2stB  3stA 3stB

426ph— TES

162pb—>
- - [rov—"
[

Figura 8 : Primeira PCR de recombinagdo. Resultado revelado em gel de Agarose 1%.
M — Marcador de 100pb; O numero representa o respectivo gene estraido do vetor
pSCA: 2 para seg2 e 3 para seq3 (que nao foi avaliado no presente trabalho); ns

usado para seqiéncia sem codon de parada e st quando ha o codon de parada.
Na segunda reagdo em cadeia de polimerase, os oligonucleotideos

2942- AttB1Fwd e 2942-AttB2 Rvs foram utilizados para complementar a regido

de recombinacdo (figura 9), o tamanho das bandas aumentou
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aproximadamente 32 nucleotideos, diferenga sutii de se observar em
eletroforese, mas confirmada pelo sequenciamento genético. Apos a
confirmacédo da extracdo das sequéncias do gel, as sequéncias estavam

prontas para a inser¢ao no vetor de doacéao, através do sistema Gateway®.

s
%) 2nsBTT 2stAT

pikiid

453ph—s

lmpb—}

I

Figura 9 : Segunda PCR de recombinag&o. Resultado revelado em gel de Agarose 1%.
M — Marcador de 100pb; O numero representa o gene seq2; ns usado para sequéncia
sem codon de parada e st quando ha o cédon de parada; Il indica ser a segunda

reacgao.

O pDONR201 é um vetor de doacdo adaptado ao sistema Gateway®
com a sequéncia de recombinacao att P. Apds a reacdo com BP clonase™, foi
possivel inserir seq2 nesse vetor, criando clones com a entrada attL. Col6nias
de E. coli DH5a foram selecionadas em placas com LB e Kanamicina, e, entéo,
confirmadas por PCR de colénia. Formaram-se os clones: pD2ns e pD2st.

A etapa seguinte utilizou a enzima LP clonase™ e vetores binario de
expressao em plantas. Os clones pD2ns, que nao possuem coédon de parada,
foram inseridos no vetor pK7FWG2 e deu origem a clones pk7F-seq2. Os
clones pD2st formaram pk7-seq2, com codon de parada, inseridos no vetor
pk7WG2. Os clones também foram multiplicados em meio LB, porém
acrescidos de espectinomicina. Para todas as amostras foram realizados PCR
de colbnia. A escolha de se trabalhar com dois vetores de expressao, pk7WG2
e pk7FWG2, é justificada pelos objetivos alcangados com cada um: o vetor

pk7WG2, que nao possui gene reporter, ndo interfere com uma possivel
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eficiéncia vacinal; e o produto de expressdo, no caso o peptideo com a
marcagdo GFP & mais facilmente analisado nas metodologias moleculares de
caracterizacao. Apos extracao, o DNA plasmidial foi utilizado para transformar

Agrobacterium tumefanciens.

5.3 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

O sistema binario foi desenvolvido a partir da observagdo de que o T-
DNA néo precisava estar fisicamente ligado a regido vir para que ocorra sua
transferéncia. O vetor binario possui replicagdo compativel com a do plasmideo
Ti desarmado residente no Agrobacterium. Dessa maneira, as proteinas da
regido vir codificadas pelo plasmideo Ti desarmado podem agir para o
reconhecimento das extremidades do vetor binario, promovendo a
transferéncia do T-DNA para o genoma vegetal (Torres et al., 1999).

Embora existam outros sistemas para a producido de plantas
transgénicas, os relatos de trabalhos utilizando Agrobacterium tumefaciens
ainda sao maioria no meio cientifico (Rybicki, 2009). Dentre esses, sdo muitos
os estudos utilizando A. tumefaciens especificamente para produzir
subunidades vacinais assim como o presente estudo (Arakama et al.,1997;
Sojikul et al., 2003; Streatfield et al., 2003; Wu et al., 2004; Rigano et al., 2004;
MacRae et al, 2004; Alvarez et al., 2006; Li et al., 2006; Kim et al., 2007; Yang
et al, 2007; Wang et al., 2008).

A linhagem de A. tumefaciens GV3101 utilizada nesse trabalho é
compativel com transformagdo em A.thaliana (Greco et al., 2007; Pan et al.,
2008).

Apos a transformacdo, em placas de meio Rhizo acrescido de
Gentamicina (selegcédo das bactérias) e Espectinomiocina (selegdo dos vetores
binarios), foi realizado PCR de col6nia para confirmagdo dos clones com
insercao do gene sintético seq2. A figura 10 apresenta um resultado de PCR de
coldnia, onde quatro clones foram positivos para pk7F-seq2 (2nsA, 2nsB, 2nsC
e 2nsD) e quatro para pk7-seq2 (2stA, 2stB, 2stC e 2stD). Os iniciadores
utilizados aumentam em aproximadamente 132pb o tamanho das bandas.

Apds a extragcdo do DNA, as amostras positivas na PCR também foram
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sequenciadas para confirmar o sucesso da transformacado. Aliquotas dos
clones positivos foram estocados com glicerol 25% (v/v) em freezer -70°C até o

momento de uso.

M 2B ZosB 208C 2nsD 2stA 2:tB 0 20tC 28tD +ng st B

S00pb— - .- .

i \
Figura 10 : PCR de colbnia de A. tumefanciens para Seg2. Gel de agarose 1%. M —
Marcador de 100pb; O numero representa o respectivo gene: 2 para seq2; ns usado
para sequéncia sem cédon de parada e st sequéncia com codon de parada; +ns —
controle positivo para as amostras ns; +st — controle positivo para as amostras st; B —

controle negativo.

5.4 Transformacdo de Arabidopsis thaliana e selecdo de transformantes

independentes

Muitos grupos de pesquisa, que trabalham com a produgéo e analise de
antigenos protetores, consideram utilizar A. thaliana como o primeiro passo
para o desenvolvimento de eficientes “fabricas verdes” (Rigano et al., 2004). O
grupo de pesquisa argentino do Dr. Borca, por exemplo, que trabalha com a
expressao de peptideos protetores contra a aftosa, primeiro expressou seu
imunégeno em A. thaliana (Carrillo et al., 1998), depois em alfafa (Wigdorovitz
et al., 1999), e avaliou a resposta imunolégica em camundongos (Dus Santos
et al., 2005). Em nosso laboratério abriu-se uma nova linha de pesquisa com o
objetivo de produzir subunidades vacinais contra o R. microplus em plantas
transgénicas. Como estamos iniciando nossos experimentos, concordamos

com muitos pesquisadores em comecar utilizando a A. thaliana como planta
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hospedeira (Carrillo et al., 1998; Rigano et al., 2004; MacRae et al., 2004; Lindh
et al., 2009). Pretende-se, em trabalhos futuros, avaliar a resposta imune
humoral e celular em camundongos imunizados com os peptideos produzidos
aqui, produzir o mesmo rBm7462 em outros vegetais e, posteriormente,
imunizar bovinos.

Dentre as vantagens de se trabalhar com A. thaliana, pode-se destacar
que essa é uma planta bem conhecida, muito utilizada como organismo modelo
e, portanto, com muitos protocolos de trabalho bem estabelecidos (Lijsebettens
e Clarke, 1998, Burssens et al., 1998; The Arabidopsis Genome Iniative, 2000;
Walbot, 2000; Hays 2002; Coelho et al., 2007).

Embora um dos grandes entraves na utilizagdo de plantas como
biofabricas seja a baixa concentragdo de proteinas heterdlogas produzidas, ha
relatos de A. thaliana expressando proteinas VP2 (doengca de Gumboro) na
ordem de 0,5% até 4,8% da concentragao total de proteinas soluveis (Wu et al,
2004). Outros experimentos também utilizaram A. thaliana como material
vegetal para a produgdo de subunidades vacinais e obtiveram resultados
satisfatérios (MacRae et al., 2004; Gil et al, 2007).

A vacina bivalente HIV-1/HBV foi expressa em Nicotiana tabacum e A.
thaliana e a produgado de proteinas recombinantes foi semelhante em ambas
plantas; sugerindo que o principal parametro para a inclusdo das proteinas é
intrinseco a natureza da fusao da proteina e nédo ao sistema de expressao da
planta (Grego et al., 2007).

As plantas A. thaliana sdo extremamente sensiveis a variagbes de
umidade e temperatura. No inicio do experimento, com minimas variagdes nas
condigbes climaticas e ataque de pulgbes, muitas plantas morreram ou
apresentaram um amadurecimento precoce, ou seja, plantas pequenas com
presenca de flores. Portanto, para o sucesso do experimento as condicdes de
cultivo e crescimento foram rigidas.

Apods atingir bom desenvolvimento e amadurecimento floral, A. thaliana
ecotipo Col 0 foram transformadas com as constru¢des pk7-seq2 e pk7F-seq2,
via A. tumefaciens. Algumas amostras foram cultivadas e n&o foram
transformadas, para serem utilizadas como controle negativo. Outras plantas
com transformagdes genéticas com genes diferentes de nosso interesse

também foram utilizadas como parametro para a interpretacao e analises de
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testes posteriores. Realizou-se 0 método de “mergulho” de escapes florais ou
floral dip (modificado de Clough e Bent, 1998) duas vezes nas mesmas plantas,
com o intervalo de uma semana, para aumentar a taxa de transformacéao
positiva, que foi de aproximadamente 70%.

O primeiro passo de selegao das plantas que possivelmente inseriram o
gene seq 2 em seu genoma, foi o cultivo das sementes em meio seletivo. Para
a regeneracdo das plantas transformadas, utilizou-se meio seletivo com
Kanamicina na concentragao de 100 ug/mL, a razdo de usar um maior nivel de
antibidtico € aumentar a pressao de selegdo e minimizar o numero de falsos
positivos, estratégia também adotada por Aziz et al. (2002). Sementes de
A.thaliana nao transformadas foram colocadas no mesmo meio de cultura sem
antibidtico e cresceram com velocidade superior as transformadas, também
foram colocadas em meio seletivo e as mesmas ndo se desenvolveram ou
apresentaram um crescimento minimo. Essa caracteristica deve-se ao fato de
que as plantas transformadas, que incorporaram o transgene, adquiriram
resisténcia a Kanamicina. A figura 11 mostra plantulas de A. thaliana ainda em
placa e meio seletivo. Trinta plantulas transformadas com a construgcado pk7-
seq2 e trinta com a construgao pk7F-seqg2 foram cultivadas na terra, em vasos
individuais e identificados. Além das amostras controle que também foram
cultivadas na terra. Depois das analises moleculares, confirmou-se que as
plantas com melhor desenvolvimento eram as positivas para a presenca do
nosso inserto de interesse (figura 12). O crescimento superior das A. thaliana
transgénicas indicam também que a integracdo de seg2 no genoma vegetal
ndo foi prejudicial ao desenvolvimento e rendimento das mesmas,
caracteristica importante que sempre deve ser avaliada, fornecendo dados que
corroboram para uma manipulagdo genética bem sucedida (Lopes e Araia,
2006; Umezawa et al., 2006).

53



Figura 11 : Plantulas de Arabidopsis thaliana. As sementes foram cultivadas em meio
seletivo com kanamicina. ldade de 13 dias, duas semanas antes de serem cultivadas

em terra.

Figura 12 : Arabidopsis thaliana. Plantas transformadas com Agrobacterium aos 78
dias de idade (A); Em B, amostra isolada da mesma planta com a presenga de seq2
confirmada e em C exemplar negativo para a presenga de inserto. Observa-se grande
diferenca de desenvolvimento entre B e C, considerando que ambas possuem a

mesma idade.



Apos a selecdo em meio seletivo, trabalhou-se com metodologias
moleculares para confirmagdo da transformacédo genética. O DNA gendmico
dos vegetais foi extraido e quantificado para a realizagdo de PCR e
sequenciamento genético. As plantas positivas no primeiro teste revelaram
bandas de 462pb de tamanho. Plantas controles ndo amplificaram sequéncias
de DNA com o tamanho do nosso interesse. Amostras selecionadas do teste
anterior foram sequenciadas e confirmaram em definitivo a integragdo do gene
seq2 ao genoma vegetal (figura 13). Doze linhagens transgénicas foram
selecionadas, seis com cauda GFP e seis com cddon de parada, para dar

continuidade aos estudos.

AAAAAGCAGGCTTCACAATGGCTTGTCTTAGCAGCATGTTCTAAGGAAGTT
ACAAGCTTGCGAACACTGTGATTGTGGAGAATGGGGAGCTATGAACATGAC
GACAAGATCATCGATTTGCTCAGATTTCGGTAACGAGTTTTGCAGAAACGCT
TGTTTGTCCAAGCATGTCTTGAGGAAGTTGCAAGCTTGTGAACACTGTGATT
GTGGTGAATGGGGTGCTATGAACATGACAACCAGATCCTCTATATGCTCTG
ATTTCGGTAACGAGTTTTGTAGGAACGCATGCCTTTCTAAGCATGTCCTTAG
AAAGCTTCAAGCATGTGAGCATTGTGACTGTGGAGAATGGGGTGCAATGAA
CATGACTACTAGATCCAGTATCTGTTCCGATTTCGGAAACGAATTTTGTAGA
AACGCTTGTGIGAGACCCAGCTTTCT

Figura 13: Sequéncia seq2. Sequenciamento do DNA extraido da planta A. thaliana
confirmando a presenga da sequencia seq2 (em cinza) com cédon de parada.

Sublinhado e em negrito o star/stop codon.

5.5 Transcricao e expressdo da rBm7462 em A. thaliana transgénicas

A transcrigdo do seq2 foi avaliada por RT-PCR. O RNA total das folhas
de A. thaliana foi extraido e analisado. A média de concentragdo das amostras
foi de aproximadamente 100 pg/mL. Para a confecgdo do cDNA utilizou-se
oligo dT. A PCR, realizada em seguida com primers que flanqueiam a regiéo
seq2, confirmou a transcricdo, amplificando um fragmento de 426 pb (figura
14). Observa-se na figura a amplificagdo de uma banda inespecifica, de
aproximadamente 150 pb. Apos analise mais detalhada de nossos primers e de
seq2, acreditamos que 0s mesmos poderiam se anelar de modo mais

inespecifico em outras regides da sequéncia, pois 0 gene € a repeticdo da
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SBm7462° trés vezes. Resolvemos essa questdao ao repetir a PCR para
algumas amostras utilizando a Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen), que é uma polimerase com atividade de exonuclease 3 —5'.
Nessa segunda PCR, os primers sO6 foram capazes de anelar nas regides
esperadas porque havia atividade de correcdo da polimerase, amplificou-se
apenas a banda esperada. Plantas ndo transformadas e controle branco néo
mostraram a amplificacdo de seq2 ou qualquer outra banda.

Rodrigues (2005) também confirmou a expressdo de seu transgene
produzido em A. thaliana também por RT-PCR e monitoramento em

microscopio confocal, metodologias semelhantes ao presente trabalho.

-—

M st1st6 st7 st3 st5 st2 st14 B nsl nsd nsa nsc nsf C+ C-

Figura 14 : Resultado do RT-PCR. Resultado revelado em gel de Agarose 1%. M —
Marcador de 100pb; B — Controle Branco da reagdo; C+ — Controle Positivo da reagao;
C- — Controle negativo da reacao; As construcdes pk7-seq2 estdo representadas por
st e 0o numero que representa a amostra; Representado por ns e letras estdo as

construgdes pk7F-seq2.

O perfil eletroforético da expressdo das proteinas recombinantes sem
marcagao GFP foi analisado por SDS-PAGE. A figura 15 mostra a
caracterizagao destes peptideos por SDS-PAGE com gradiente de 15%,
corado com nitrato de prata. A nossa proteina de interesse possui 0 tamanho
de aproximadamente 15 kDa, condizente com o numero de residuos de
aminoacidos de seq2, tamanho que pode ser visualizado no gel. Esses dados
concordam com Sossai (2009) que também produziu a proteina rBm7462 a

partir do gene seq2 em P. pastoris.
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Figura 15 : Resultado do SDS-PAGE. Gel de eletroforese (SDS-PAGE) com gradiente
de concentracdo de 10 a 16% corado com nitrato de prata. Padrdo molecular na
primeira canaleta. Peptideo rBm7462 (15 kDa) em diferentes concentragdes: 25, 20,
15, 10 e 5 yg por canaleta, respectivamente. A seta indica banda com tamanho

aproximado de 15kDa, o que representaria o rBm7462.

Com o objetivo de confirmar as bandas encontradas no SDS-PAGE
como sendo do peptideo rBm7462, foi realizada a técnica de Western blotting
utilizando soro de coelho imunizados com o peptideo SBm7462°. Porém
acreditamos que devido a pouca disponibilidade de material vegetal (os vasos
individualizados representam uma pequena amostra de A. thaliana, que ja é
uma planta de pequenas dimensdes) e a baixa concentragcao de proteinas, nao
conseguimos a visualizagdo da banda de interesse na membrana de
nitrocelulose (dados n&o mostrados). Foi preciso preservar ao maximo as
plantas positivas nas analises moleculares iniciais, pois o objetivo posterior
consistia na selecdao de sementes. Nas préximas geragbes de A. thaliana
transgénicas cultivaremos maior quantidade de material vegetal para ser
utilizado nessa metodologia e confirmar a presencga da proteina recombinante.

Muitos sdo os relatos de pesquisadores que concordam que a baixa
concentraciao protéica e suas possiveis causas podem ser um entrave para a
produgdo de proteinas nas “fabricas verde” (Daniell et al., 2009). Entre as
causas sao relatadas as condigdes de cultivo, a presenga de pragas e fatores

genéticos que afetam a transcricdo, tradugdo e modificagdes pos-traducional
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(Jamal et al, 2009). Os fatores ambientais foram controlados, mas ainda
podemos manipular a parte de engenharia genética. Melhores resultados estao
sendo alcancados para a expressao de peptideos em plantas com o uso de
genes sintéticos usando coédons otimizados, o uso de promotores fortes, que
podem incluir a sequéncia Kozac ou sinais de retengao celular, como a
SEKDEL (Dong et al., 2005; Lindh et al., 2009). Uma vez trabalhando com
genes sintéticos podemos aumentar sua expresséo através da otimizagao de
seu desenho, assim como outros grupos de pesquisas aumentaram a
expressao de subunidades vacinais, contra outros parasitos, expressas em
plantas (Sharma e Sharma, 2009; Vathipadiekal et al, 2010). A concentragao
final do produto produzido em vegetais exerce uma grande influéncia sobre a
economia do processo, esforgcos consideraveis sao feitos, por pesquisadores
na académica e ou atuando na area comercial, para aumentar os niveis de
expressao de proteinas heterdlogas (Shin e Doran, 2009).

Para visualizar a expressao da rBm7462 sem a marcagao GFP, com o
gasto de pequena quantidade de material vegetal, realizou-se
imunohistoquimica. A metodologia de PAP foi aplicada para amostras de
plantas com a sequéncia de seq2 com cdédon de parada, positivas no teste de
RT-PCR, ou seja, amostras com a construgao pk7-seq2, e para amostra
negativa. Embora nessa técnica se confirme que a expressao de proteina
recombinante é baixa, a alta sensibilidade e especificidade da técnica
mostraram diferenca significante entre amostra positiva e negativa, como pode
ser observado na figura 18. Ao longo de todo o corte histologico, na figura 18A,
observam-se pontos fortemente corados acastanhados, representando o
peptideo marcado. Além de a técnica provar a expressao de seq2, por ser um
método imunologico, mostra também a antigenicidade do peptideo
recombinante. O reconhecimento do rBm7462 por anticorpos policlonais
monoespecificos anti-SBm7462° que as caracteristicas antigénicas dos
epitopos apds processamento pds-traducional nas plantas foram preservadas.
Resultados que concordam com Gil et al. (2007), que também trabalharam com
peptideos expressos em vegetais transgénicos que mantiveram seus niveis de

antigenicidade.
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Figura 16: Imunohistoquimica (PAP) de A.thaliana. Planta positiva em A,
expressando o peptideo recombinate rBm7462, As setas vermelhas destacam
os pontos de reagdo positivo. Em B plantas n&do transformadas que
funcionaram como controle negativo. Laminas contra coradas Hematoxilina de
Harris. Aumento de 200X.

Em relagdo aos transgenes com a cauda GFP, as amostras positivas no
teste de RT-PCR foram analisadas em microscépio de fluorescéncia num
primeiro momento, onde se visualizou a expressao do peptideo proximo a
parede celular. Em seguida, foi realizada analise em microscopio confocal das
folhas. As vantagens desse microscopio sobre o de fluorescéncia convencional
seriam a menor profundidade de campo, que elimina a fluorescéncia das
regides fora de foco, a capacidade de co-localizar sec¢bes Opticas de amostras
espessas e o0 aumento de resolucdo uma vez que a luz incidente sobre a
amostra é um feixe de luz monocromatico (Vermelho et al., 2006). Lacorte et al.
(2007) expressaram proteinas do virus da anemia aviaria em plantas e também
utilizaram a estratégia de utilizar vetor binario com GFP fusionado a por¢édo N
terminal, semelhante a presente construgdo com o vetor pk7FWG2.

Além da expressdo do peptideo foi possivel determinar a localizagao
mais precisa do mesmo. Fusdo do gene estudado a uma cauda GFP é uma
importante ferramenta biotecnolégica para se determinar a localizagado
intracelular de uma proteina alvo, técnica que também foi utilizada em plantas
transgénicas por Hirai et al. (2010). A maior taxa de fluorescéncia observada
nas células da epiderme da A. thaliana foi visualizada na regi&do do apoplasto

(Figura 17). Essa regido de localizacdo do antigeno pode atender a ideia de

59



biocapsula. Numa planta, apoplasto refere-se ao conjunto de compartimentos
existentes exteriormente a membrana plasmatica. Estruturalmente é formado
pelo continuo das paredes celulares de células adjacentes, assim como pelos
espacos extracelulares, onde ocorre o transporte apoplastico de agua e solutos
(Cambell e Reece, 2002). Nas amostras que serviram de controle negativo

observa-se apenas baixa expressao inespecifica de fluorescéncia, sem

alteracao no padrao de fluoreséncia.

Figura 17 : Expressao do rBm7462. Imagem monitorada por microscépio confocal das
células epidérmicas de A. thaliana expressando o peptideo rBm7462. A seta destaca a
fluorescéncia dos peptideos marcados com GFP, concentrados principalmente no
apoplasto (A). Em B observamos amostra de vegetal ndo transformada com

fluorescéncia inespecifica nos cloroplastos.

Diversos grupos de pesquisa sdo unanimes em afirmar que a produgao
de proteinas heterdlogas representa uma medida alternativa com grande
sucesso potencial para a sintese de vacinas, especialmente em saude animal,
muitos sdo os caminhos para explorar esse segmento e potencializar a
produgéo (Rice et al., 2005; Streatfield, 2005b; Sharma e Sharma, 2009;
Daniell et al., 2009). Existem trabalhos publicados apresentando a expressao
de subunidades vacinais contra parasitos em plantas transgénicas (Hernandez
et al., 2007; Wang et al. 2008), mas esse é o primeiro relato de nosso
conhecimento da producdo de subunidades vacinais em plantas transgénicas

contra um ectoparasito, no caso, o carrapato R. microplus. Inclusive, manteve-
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se a antigenicidade dos peptideos recombinantes produzidos. Os dados
apresentados podem ser utilizados como modelo para novos estudos da
expressao de outros peptideos imunogénicos contra ectoparasitos na area de
medicina veterinaria e humana. A producdo de vacinas em plantas
geneticamente modificadas na saude animal representa uma alternativa
promissora explorada em diferentes segmentos da pesquisa académica e
industrial (Streatfield, 2005b; Rice et al., 2005; Daniell et al., 2009). A
perspectiva € de que a vacina rBm7462 produzida em vegetais seja viavel
economicamente e confira uma resposta imune protetora, assim como a
produzida pela SBm7462®, constituida de peptideos sintéticos (Patarroyo et al.,
2009). O préximo passo consiste na avaliagdo da resposta imune humoral e
celular de camundongos BALB/c, que receberdo as subunidades produzidas no
presente trabalho, via per os e via subcutanea, avangando na confirmagao de
se utilizar plantas como biofabricas na produgcdo da vacina recombinante
rBm7462.
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6. CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho mostram que é possivel produzir
peptideo homélogo a vacina SBm7462° | anti-carrapato R. microplus, por meio
da expressao de gene sintético em vegetais geneticamente modificados, mais

precisamente em A. thaliana, sem perda de antigenicidade.
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