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RESUMO

FARIA, Raquel de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2017.
Expressdo da proteina HSP60 humana (HSPD1) em alface (Lactuca satia) na
prevencao da colite experimentalOrientador: Wagner Campos Otoni. Coorientadores: Ana
Maria Caetano de Faria e Francisco José Lima Aragéo.

As plantas sao plataformas atrativas para producao de proteinas recombinantes, por possuirem
maquinaria capaz de reproduzir muitas das modificacdes pos-traducionais de maméeros

carrar viroses, patdogenos ou oncogenes humanos. Ainda, a producdo de proteinas-alvo
recombinantes pode ocorrer em partes comestiveis das plantas, o que possibilita a
administracdo oral de proteinas terapéuticas por meio de produtos vegetais frescos ou
parcialmente processados. Uma das possibilidades de uso dessas proteinas recombinantes é
para o tratamento de doencas autoimunes e inflamatérias crénicas. Nesses casos, induz-se a
tolerancia oral, que é um tipo de tolerancia imunoldgica em que o organismo énapal

de reconhecer determinados antigenos, mas ndo desencadear resposta imunoldgica, sendo esta
tolerancia induzida pela exposicdo prévia a este antigeno. Os eventos imunologicos
desencadeados nas superficies mucosas tém repercussfes sistémicas de natureza fisioldgica
ou patoldgica. Portanto, se a tolerancia oral induzir mecanismos de imunorregulacdo
eficientes, ocorrerd também o tratamento de doencas autoimunes e inflamatérias. crénicas
Para isso, na presente proposta elegeu-se a proteina HgP@fhecida pelo seu potencial

em modular doencas autoimunes e inflamac¢des, com o objetivo de gerar plantas transgénicas
de alface (Lactuca sativa.) expressando a proteina HSP60 humana (HSPD1). Com essa
finalidade, sintetizose 0 vetor para expressdo em plantas contendo o gene HSP60 humano
otimizado e transformose cotilédones de alface via Agrobacterium tumefaciens. A
transgenia das plantas foi avaliada por PCR e Southern blot das linhagens TO, T1 e T2 e
foram confirmados 4 eventos independentes. Folhas liofilizadas de plantas transgénicas com
45 dias de idadBoram administradas a camundongos da linhagem C57BL/6 para verificar sua
eficacia no tratamento de colite ulcerativa experimental induzida por DSS. Os bioensaios
sugerem a presenca e efetividade da proteina humana recombinante. A média de perda de
peso do grupo DSS foi de 7,87%; do grupo Dieta alface + DSS foi de 4,90%; e do grupo
Dieta alface HSP60 + DSS foi de 1,69%. Essa é uma evidéncia que houve melhora do quadro
clinico de colite pela ingestdo apenas de alface e uma melhora ainda mais significativa pela
ingestdo de alface produtora de HSP60 humana recombinante. Também houve melhora na
avaliacdo histologica dos tecidos do colon dos camundongos tratados com alface transgénica
produtora de HSP60 humana e com DSS, em relacdo aos controles, que se alimentaram de



alface néo transgénica e DSS ou apenas de DSS. Esses resultados indicam o potencial uso
clinico da alface geneticamente modificada expressando HSP60 humana para a prevencao e o
tratamento de doencas autoimunes e inflamatérias crénicas, mediante a ativacdo da tolerancia

oral.



ABSTRACT

FARIA, Raquel de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2017.
Expression of human protein HSP60 (HSPD1) in lettuce (Lactuca sativa L.) irhe
prevention of experimental colitis. Advisor: Wagner Campos OtoniCo-advisors: Ana
Maria Caetano de Faria and Francisco José Lima Aragao.

Plants are attractive platforms for the production of recombinant proteins because they have
machinery capable of reproducing many of the post-translational modifications of mammals
and do not carry human viruses, pathogens or oncogenes. Furthermore, the production of
recombinant target proteins can occur in edible parts of plants and enables oral administration
of therapeutic proteins by means of fresh or partially processed plant products. Among the
possibilities for using recombinant proteins, there is the treatment of autoimmune and chronic
inflammatory diseasedn this case, oral tolerance is induced, which is a type of immune
tolerance in which the animal body is able to recognize certain antigens but does not trigger
immune response, can be induced by previous exposure to this antigen. The immunological
events triggered on the mucosal surfaces have systemic outcomes that are physiological or
pathological in nature. Therefore, if oral tolerance induces efficient immunoregulation
mechanisms, the treatment of autoimmune and chronic inflammatory diseases will also occur.
Herein, HSP60 protein was chosen as a proof of concept due to its widely known potential to
modulate autoimmune diseases and inflammations. The objective was to generate transgeni
lettuce (Lactuca sativa L.) plants with heterologous expression of human HSP60 protein. For
this, we synthesized the expression vector for plants containing the optimized human HSP60
gene and transformed lettuce cotyledons via Agrobacterium tumefaPians transgenesis

was evaluated by PCR and Southern blot of the TO, T1 and T2 lines and 4 events were
confirmed. Freeze-dried leaves were administered to the C57BL/6 mice lineage to verify their
efficacy in the treatment of experimental ulcerative colitis induced by DSS. The confirmation
of the existence and effectiveness of the recombinant protein was given by the bioassays. The
mean of weight loss of the DSS group was 7.87%; of the group Diet lettuce + DSS was
4.90%; and the group Diet lettuce HSP60 + DSS was 1.69%. This is evidence that there was
an improvement in the clinical condition of colitis due to ingestion of lettuce alone and an
even more significant improvement by the ingestion of lettuce producing recombinant human
HSP60. Recombinant human HSPG60 lettuce- and DSS-treated mice showed improved
histological inders evaluation of the colon tissuess compared to the controls, which were

fed with non-transgenic lettuce and DSS or DSS solely. These results indicate the potential



clinical use of the recombinant lettuce for preveting and treating autoimmune and chronic

inflammatory diseases via activation of oral tolerance.



1 - INTRODUCAO

Plantas como plataformas para producéo de proteinas recombinantes

Os biofarmacos proteicos sdo de grande valia para o tratamento de doencas, porém
seus sistemas de producédo tradicionais sdo muito caros e inacessiveis para a maioria da
populacdo mundial. O custo para produgdo e comercializacdo desses farmacos supera o
produto interno bruto (PIB) de mais de 75% dos paises do mundo, 0 que 0s torna inacessiveis
nesses locais. Esse alto preco é devido a producdo em fermentadores caros, purificacéo,
necessidade de armazenamento e transporte refrigerados, vida atil curta e necessidade
entrega estéril. Um método de entrega mais simples seria por via oral, porém proteinas
desprotegidas séo degradadas pela digestdo no intestino ou sdo muito grandes para atravessar
o epitélio intestinal (Kwon e Daniell, 2015).

Sao crescentes 0 interesse e as possibilidades do uso das plantas como plataformas
para producdo de proteinas recombinantes com potencial de uso farmacolégico, que ja sdo
comumente produzidas em bactérias, leveduras ou células animais (Desai et;aCh20k0
Lai, 2015. Comparadas a outros organismos, as plantas oferecem diversas vantagens para
essa finalidade (Tabela 1). Elas possuem células com maquinaria capaz de reproduzir muitas
das modificacdes pos-traducionais, como glicosilagdo, formacdo de pontes dissulfeto e
dobramento e processamento das proteinas, necessarias para a funcédo biolégica de muitas
proteinas de mamiferos; possuem baixo custo de producdo, armazenamento e transporte; além
de ndo carrearem viroses, patdgenos ou oncogenes humanos, sendo consideradas plataformas
seguras para a producdo de produtos biofarmacéuticos (Blais e Altosaar, 2006; Egelkrout et
al., 2012; Shanmugaraj e Ramalingam, 2014; Yao et al.).2015

Para viabilizara estratégia de producao de proteinas recombinantes em plantas, varias
metodologias para transformacdo genética de plantas foram desenvolvidas (Ma et al., 2003;
Gunn et al., 2012)0 método a ser escolhido para a introducdo de transgenes em plantas é
dependente do vetor de expressao e da espécie de planta escolhida, e pode ser de modo direto,
via biobalistica, ou indireto, como por exemplo, via Agrobacterium. O sistema biobalistico ou
bombardeamento utiliza microparticulas de ouro ou tungsténio (0,2 a 4 uM de diametro)
cobertas com sequéncias de acidos nuclecaseleradas a velocidades superiores a 1.500
km.h'. As microparticulas, entdo, penetram na parede e membrana celular alojando-se nas
organelas celulares de forma aleatoria, podendo alcancar o nucleo ou plastideos das células

vegetais. A vantagem deste método reside na versatilidade e na ampla quantidade de espécies
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de plantas suscetiveis a esse tipo de transformacgdo genética. Em teoria, qualquer espécie

poderia ser transformada usarseste método (Brasileiro e Carneiro, 2015).

Tabela 1. Comparacdo de diferentes plataformas de expressdo para producdo de farmacéuticos.
Adaptado de Yao et al. (2015).

Parametros Planta Cultura Bactéria Cultura de Animais
transgénica de células células de transgénicos
de planta mamiferos
Custos gerais Muito baixo Médio Baixo Alto Alto
Capacidade de Muito alta  Média Alta Muito baixa Baixa
expanséao
Escala de Mundial Limitada Limitada Limitada Limitada
producéo
Rendimento Alta Alta Média Média-alta  Alta
protéico
Precisdo de Alta Alta Baixa Alta Alta
dobramento de
proteinas
Glicosilagéo Diferencas Diferencas Nenhuma Correta Correta
peguenas  pequenas
Qualidade do Alta Alta Baixa Alta Alta
produto
Risco de Baixo Baixo Endotoxinas Virus, Virus, Prions,
contaminagéo Prions, DNA DNA
oncogénico  oncogénico
Seguranca Alta N&o Baixa Desconhecida Média Alta
especifica
Custo de Barato Moderado Moderado  Moderado Caro Caro
armazenamento

O sistema indireto de transformacao genética explora a habilidade de virus de plantas
e de certas espécies de bactérias do género Agrobacterium, que naturalmente conseguem
transferir seu genoma (virus de plantas) ou parte do DNA do seu plasmideo indutor de tumor
(Ti) (Agrobacterium) para as células de plantas.

Na natureza, o DNA transferido (T-DNA) traz um conjunto de oncogenes e genes do
catatlolismo de opinas, cuja expresséo nas células da planta leva ao crescimento neoplasico do
tecido transformado (formacdo de tumores) e a producdo de opinas, utilizadas quase
exclusivamente pela bactéria como fonte de nitrogénio (Tzfira e Citovsky, 2006). Em
linhagens recombinantes de Agrobacterium, o plasmideo Ti foi modificado, pela substituicao
dos genes patogénicos por genes de interesse, para possibillitar que ocorra a indeccao e
transferéncia do DNA (T-DNA) por meio da interacdo natural da bactéria com seu
hospedeiro, porém nao ocorra desenvolvimento dos tumores patogénicos (Chen e Lai, 2015).

Estes sistemas de transformacéo genética indiretos sdo mais eficientes em plantas suscetiveis
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como hospedeiros desses virus ou bactérias, apesar de existir varios relatos sobre
transformacao de plantas que ndo sdo hospedeiros naturais, como as monocotiledéneas. A
transformacao de monocotiledéneas € possivel, porém exige maior esforco para que ocorra a
infeccdo. Por exemplo, podem ser necessarios alguns pré-tratamentos, como alta
osmolaridade, utilizacdo de meio com acglcares e outros agentes que aumentam a competéncia
celular, deplecéo de calcio dos meios de cultivos, uso de acetoseringona e baixo pH nos meios
(Sood et al., 2011).

O sistema de transformacédo genética via Agrobacterium geralmente oferece maior
eficiéncia e herdabilidade ao longo das geracbes comparativamente a biobalistica. As
inser¢cbes do transgene geralmente ocorrem em baixo nimero de coOpias e em regides
transcricionalmente ativas, devido aos mecanismos de co-evolucdo da Agrobacterium e seu
hospedeiro (Chen e Lai, 2015). Por isso, a transformacédo nuclear mediada por Agrobacterium
tumefaciens tem dominado o cenario dessas abordagens do conhecimento desde seu inicio;
porém a transformacdo plastidial via biobalistica tem ganhado espaco e apresentado bons
resultados (Zhang et al., 2017).

A producdo em massa de proteinas de interesse em vegetais tem se apresentado
comercialmente viavel. As células vegetais que expressam proteinas terapéuticas podem ser
processadas de forma econdmica por liofilizacdo e armazenadas a temperatura ambiente
durante varios meses ou anos, sem afetar sua eficacia terapéutica (Kwon et al., 2013). As
plantas também podem ser cultivadas no campo com a contencdo biolégica apropriada de
transgenes, como a heranca materna, no caso de transformacdo plastidial; esterilidade
masculina ou a colheita de tecidos vegetativos antes da floragéo (Arlen et al., 2007).

Essas vantagens tém permitido a expressdo de ampla diversidade de proteinas para
prevencdo, diagnostico e terapias (Streatfield, 2006), e ampliam as possibilidades de producéo
em maior escala de importantes proteinas recombinantes em plantas (Schillberg et;al., 2003
Zhang et al.,, 2017). Outra significativa vantagem € que a producdo das proteinas
recombinantes de interesse pode ocorrer em partes comestiveis das plantas, o que permite a
possibilidade de administracdo oral de proteinas terapéuticas em produtos alimentares
vegetais parcialmente processados. Isso reduz o custo de producdo e, portanto, diminui o
custo do tratamento do paciente (Tremblay et al., 2010; Choi et al), 2@Jadministracéo
oral é possivel, pois a parede celular da planta protege a proteina de interesse farmacologico
da degradacédo pelos &cidos e enzimas do estdmago via bioencapsulacdo. Os componentes das
paredes celulares quando chegam ao intestino sdo digeridos pela microbiota comensal, e as

proteinas séo liberadas para serem absorvidas. Pode-se utilizar adjuvantes ou proteinas de
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ligacdo areceptores de membrana fundidas as drogas proteicas para auxiliar a passagem da
droga pelo epitélio intestinal e, dessa forma, entrega-las ao sistema circulatério ou imune (Jin
e Daniell, 201%

Essa tematica de importancia estratégica tem sido abordada e revisada por varios
grupos de pesquisa (Daniell et al., 2001; Yu e Langridge, 2001; Ma et al., 2003; Gunn et al.,
2012; Zhang et al., 2017). A primeira proteina de interesse farmacéutico produzida em plantas
foi o hormbénio do crescimento humano, expresso em tabaco transgénico e em calos de
girassol (Barta et al., 1986seguida pela expressao da albumina do soro humana em folhas e
suspensao de células de tabaco e batata (Sijmons et al., dpeéld),expressdo do antigeno
de superficie da hepatite B (HBsAg) em tabaco (Mason et al., .188%)o o HBsAg
produzido em plantas transgénicas é antigenicamente e fisicamente semelhante ao HBsAg
derivado de soro humano e de levedura recombinante, que sdo usados como vacinas, pode-se
concluir que as plantas transgénicas sdo promissoras como sistemas de producdo de vacinas
contra hepatite B de baixo custo. Desde entdo, proteinas de interesse farmacoldgico foram
produzidas em uma variedade de plantas, o que demonstra as vantagens do uso das diferentes
espécies de plantas, de células e tecidos, e diferentes estratégias de expressdo génica
(Twyman et al., 2005; De Muynck et al., 2010; Rybicki, 2010; Yao et al.,)2015

Estudos recentes também demonstram a utilizagdo de plantas na producéo de proteinas
humanas estaveis e funcionais. Deepa e colaboradores (2013) expressaram uma proteina
recombinante de plaquetas humanas derivada do fator de crescimento BB (rhPDGF-BB) em
plantas de tabaco. Testes in vitro mostraram que a proteina produzida aumentou a proliferacao
de fibroblastos em 4,5 vezes, e também induziu a quimiotaxia dos fibroblastos tratados e
promoveu a cicatrizacado de feridas in vitro. Assim, a producdo de proteinas rtFEDGF-
funcionalmente ativas em plantas abre possibilidades de tratamento para melhorar a
cicatrizacdo das feridas em pacientes diabéticos.

A Exendina-4 (Ex-4) é um peptideo sintético que mimetiza o peptideo do hormdnio
glucagon e j& utilizado como medicamento para o tratamento do diabetedl ti@hoi e
colaboradores (2014) geraram uma construcdo génica derivada da fusdo do gene para
producdo d Ex-4 com outro que produz transferrina humana (Tf), resultando em uma
proteina que conservou as duas funcbes (Ex-4-Tf). Eles expressaram o gene e 4dBao
em plantas transgénicas de Nicotiana tabaceimem folhas de N. benthamiana
transientemente transformadas; e observaram que a nova proteina de fusdo estimulou a
liberagé@o de insulina pelas célufagancreaticas, bem como a proliferacdo dessas células e a

diferenciacdo das células precursoras do pancreas em células produtoras de insulina. Além
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disso, reteve a habilidade de internalizar nas células intestinais humanas esasigimas
proteoliticas e a acidez estomacal. A administracdo oral da nova proteina de fuséo
parcialmente purificada aumentou a tolerancia a glicose, o que ndo foi observado com a

administracdo do medicamento comercial a luhesex-4.

Tolerancia oral

Como constatad@ expressdo de proteinas recombinantes em plantas pode oferecer
um método conveniente e a baixo custo efetivo para producdo de agentes para tratamento de
doencas inflamatérias cronicas, como o diabetes. Uma forma de tratar essas doencas
inflamatodrias € mediante a inducdo da tolerdncia oral, que é um tipo de tolerancia
imunologica. Entende-se por tolerancia imunoldgica o fendmeno pelo qual o organismo
animal é capaz de reconhecer determinados antigenos, mas ndo desencadear resposta
imunoldgica, sendo essa tolerancia induzida pela exposi¢do prévia a esse dDEge0do
geral, individuos que ndo desenvolveram bese mecanismo de tolerancia, apresentam
certas patologias designadas, em conjunto, como doencas autoimunes ou doencas
inflamatorias cronicas. Para prevenir essas doencas o organismo humano conta com
mecanismos naturais de imunorregulagéo (Kyewski e Klein, 2006).

Para manter as condi¢@es fisiolégicas normais de protecdo dos tecidos e manutengéo
da homeostase é necessario que o sistema imune consiga distinguir entre microrganismos
patolégicos e antigenos inofensivos. Essa distingdo, produzida pelo sistema imune inato e
adaptativo, é realizada pelo MALT (do inglés Mucosa Associated Lymphoid Tissue). MALT é
formado pelas cole¢cBes de células B, células T, células plasmaticas, dendriticas, macréfagos e
outras células apresentadoras de antigenos encontradas nos revestimentos mucosos de 6rgaos,
incluindo o trato gastrointestinal, pulmdes, glandulas salivares e conjuntivas (Turngr, 2009

As superficies mucosas do corpo sdo 0s principais locais primarios de exposicdo das
células imunes com os antigenos externos, e também onde elas circulam e residem. A mucosa
do trato gastrointestinal sozinha abriga mais linfécitos do que todos os érgaos linféides
combinados (Faria et al., 2017). Nessa mucosa S#0acALT (do inglés Gut Associated
Lymphoid Tissug que € o maior tecido linfoide do corpo. O GALT pode ser dividido em
sitios efetores, que consistem em linfocitos espalhados por todo o epitélio e lamina propria da
mucosa, e tecidos organizados, que sao responsaveis pela fase de inducdo da resposta imune.
Estes sdo compostos pelas placas de Peyer, pelos foliculos linfoides isolados e pelos

linfonodos mesentéricos e cecais (Mowat et al., 2003

19



A mucosa intestinal de mamiferos é a maior area de contato com antigenos devido a
presenca de vasta microbiota comensal e variedade de alimentos ingeridos. Por isso, essa
mucosa também aloja o maior tecido linfoide do corpo. Os eventos imunologicos
desencadeados nas superficies mucosas tém repercussoes sistémicas, sejam eles de natureza
fisiolégica ou patologica. A mucosa gastrointestinal € uma via tolerogénica cujo
microambiente dispde de mecanismos robustos de imunorregulagdo. Varios tipos de células
medeiam a atividade reguladora na mucosa intestinal, como células dendriticas, linfocitos B e
T reguladores (Faria et al.,, 2017). Como exemplos desses mecanismos podemos citar
subconjuntos de células T reguladoras (Treg), como célyisqlie produzem transforming
growth factorp (TGF4), cdulas Tzl que produzem interleucina-10L{10) e células
CD4'CD25 Treg, que s&o caracterizadas pela expressdo do fator de transcricdo forkhead box
P3 (Foxp3) (Gomes-Santos et al., 2017). Essas células Treg tém papel ativo no
estabelecimento e manutengdo da tolerancia imunoldgica a tecidos préprios e no controle
negativo de varias respostas imunes a antigenos exdgenos. Assim, a consequéncia mais
comum do contato do GALT com antigenos naturais, como as proteinas da dieta e da
microbiota, € a supressao da reatividade inflamatdria sistémica a esses antigenos, fendbmeno
conhecido como tolerancia oral (Pabst e Mowat, 2012).

Apesar de originada no trato gastrointestinal, a tolerancia oral apresenta efeitos
sistémicos, como a inibicdo da producdo de anticorpos séricos especificos, proliferacao
celular e producdo de citocinas em outros tecidos (Faria e Weiner, 2005). Mdultiplos
mecanismos de tolerancia sdo induzidos por antigenos orais. Doses baixas favorecem a
supressdo ativa pela inducdo de células Treg, enquanto as elevadas favorecem anergia
clonal/delecéo no timo. A administracdo oral de antigenos pode suprimir doencas autoimunes
experimentais, como encefalites, uveites, tireoidites, artrites e diabetes ndo obesa, além de
outras doencas ndo autoimunes, como asma, aterosclerose, alergia, colite, rejeicdo de enxerto,
addente vascular cerebral e doenca de Alzheimer (Faria, 2005).

A tolerancia oral € uma abordagem atraente para o tratamento de doencas autoimunes
e inflamatorias devido a ndo toxicidade, a facilidade de administragdo ao longo do tempo e a
mecanismos de acao antigenos-especificos. A aplicagcdo bem sucedida da tolerancia oral para
o tratamento de doencas humanas é dependente da dose, do desenvolvimento de marcadores
para avaliar os efeitos imunologicos, da rota (nasal ou oral), da formulacdo, da presenca de
aduvantes da mucosa e do tipo de terapia utilizada (Faria e Weinej, 2p@Sar de ser uma
abordagem promissora para intervengdes imunorregulatorias, que tem impedido com éxito

certo numero de doencas inflamatérias e autoimunes em modelos animais, a tolerancia oral
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ndo foi, até o momento, eficazmente implantada para um ambiente clinico (Weiner et al.,
2011).

A estratégia de utilizar agentes para a inducéo de tolerancia oral, uma forma eficaz e
duradoura de tolerancia periférica comprovadamente capaz de atuar em varios modelos de
doencas inflamatorias de forma satisfatéria, € promissora (Weiner et al., 2011) e seletiva; sem
levar & imunossupressdo generalizada que se observa com 0 uso dos corticosteroides
(Flammer e Rogatsky, 2011). Por exemplo, a producdo de anticorpos antifarmacos que
diminuem o tempo de coagulacdo em pacientes hemofilicos complica muito o tratamento,
pois torna o farmaco, como o fator IX, ineficiente. Utilizar medicamentos para supressao
imune geral € problematico, pois leva a exposi¢cdo do paciente a patdégenos. Para atender a
essa necessidade médiSa,e colaboradores (2015) produzirama proteina de fusao CTB-

FIX, que corresponde ao fator IX juntamente com o carreador para transporte pela mucosa
CTB, em plantas de alface, na concentracédo aproximada de T.mMg.dolhas de alface
transgénicagoram liofilizadas transformadas em p6 e administradas a camundongos com
hemofilia B, que desenvolveram tolerancia oral e apresentaram inducdo das células Treg
LAP" e inibiram a formac&o de imunoglobulina E (IgE) e anafilaxia contra o fator IX. Herzog

e colaboradores (2017) testaram a administragédo via oral dessa mesma alface recombinante a
cdes com hemofilia B que, entdo, apresentaram robusta supressédo da imunoglobulina G e E
(IgG e IgE) contra o fator IX intravenoso, pela inducéo de tolerancia oral. Mesm@@pds
meses de armazenamento a temperatura ambiente, a proteina CTB-FIX liofilizada nos tecidos
vegetais se mostrou estavel, com conformacdo adequada, ligacdes dissulfeto e estrutura
quaernaria correta. Este resultado demonstra a eficiéncia em gerar tolerancia oral por meio da
administracdo de proteinas produzidas em alface, em um modelo animal de grande porte e ndo
roedor. Os dados suportam o desenvolvimento clinico da administracdo oral da alface
recombinante como meio de prevencdo da formacdo de anticorpos e anafilaxia em pacientes
com hemofilia.

Embora a estratégia de utilizar agentes para a indugéo de tolerancia oral ja tenha sido
muito explorada por outros estudos (Faria e Weiner, 2006), a escolha do antigeno-alvo a ser
utilizado para a inducdo de tolerancia oral tem limitado a sua utilizacdo para doencas nas
quais o agente desencadeador da inflamacéo n&o é unico ou néo foi ainda identificado. Assim,
escolhemos como antigeno-alvo uma proteina ubiquamente expressa em sitios inflamatorios,
a proteina de choque térmico de 60 kD (HSP60). Uma vez que os tecidos inflamados

expressam altos niveis de proteinas de choque térmiBs\Hessas moléculas antigénicas
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sao candidatas promissoras para uma terapia baseada em imunidade (Gomes-Santos et al.,
2017).

Proteinas de Choque Térmico (HSPs)

Proteinas de choque térmico, conhecidas também como HSPs (do inglés heat shock
proteins), sdo altamente conservadas durante a evolugcdo dos seres vivos. As HSPs séo
chamadas assim por terem sido descritas, primeiramente, a partir de genes que alteravam sua
transcricdo em resposta ao aumento da temperatura durante a incubacdo de larvas de
Drosophila melanogaster (Ritossa, 1964). Apesar dos genes HSPs apresentarem maior
transcricdo durante condicdes de estresse, essas proteinas estdo presentes de forma
constitutiva e abundante em todos os seres vivos e estdo envolvidas em varias funcdes
homeostéticas intracelulares e sistémicas em diferentes espécies (Karlin e Brocchieri, 2000).
As proteinas HSPs séo classificadas, de acordo com o peso molecular, nas principais familias:
HSP10, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100, além do grupo das pequenas HSPs (Van
Eden et al., 2005).

HSP60

A proteina HSP60 atua como chaperonina mitocondrial que assiste e catalisa o
dobramento de polipeptideos em proteinas, para que ndo se agreguem de forma indesejada
durante o dobramento e montagem das subunidades pspteicadurante o transporte
transmembrana de proteinas (Bukau et al., 2006). Este sistema de chaperonina é crucial para a
fungdo mitocondrial e para a viabilidade celular, como demonstrado pela letalidade
embriondria em ratos resultante da inativacdo do gene HSP60 (Christensen et al., 2010); bem
como pela identificacdo de trés distlrbios genéticos neurodegenerativos humanos associados
a mutacdes nesta proteina: paraplegia hereditaria (Hansen et al., 2007), hipomielsizacao
leucodistrofia (Magen et al., 2008).

Chaperoninas sdo uma classe de chaperonas moleculares que sao evolutivamente
homologas a GroEL de E. coli (Boston et al., 1996). Dessa forma, sdo encontradas em
procariotos, assim como em mitocondrias e plastidios de eucariotos. Os exemplos mais
estudados de chaperoninas sdo GroEL e GroES procarioticos e seus equivalentes eucarioticos
HSP60 e HSP10, respectivamente (Ryabova et al., 2013). Em seres humanos a proteina

HSP60 pode também ser chamada de HSPD1. As mitocondrias humanas abrigam um sistema
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de chaperoninas cujas proteinas, HSP60 e sua cochaperonina HSP10, exibem 51% e 33% de
identidade com GroEL e GroES, respectivamente (Nisemblat et al., 2015).

O modelo aceito do ciclo de reacdo para dobramento de proteinasSped He
mamiferos sugere que ela funciona através de um mecanismo distinto do mecanismo de
GroEL / GroES (Nielsen e Cowan, 1998). A primeira estrutura cristalina da HSP60 humana
complexada com sua cochaperonina HSP10 foi relatada por Nisemblat e colaboradores
(2015). O complexo apresenta o formato de “bola de futebol americano” em sua viS80
perpendicular ao eixo longo, e € instavel, pois é intermediario do ciclo de reacdo para

dobramento de proteinas (Figura 1).
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Figura 1. Visédo geral do complexo coformato de “bola de futebol americano” HSP60-HSP10 de
mamiferosA. Visao perpendicular ao eixo longo do complexo; as sete subunidades em cada anel de
HSP60 sdo coloridas em vermelho, laranja, amarelo, verde, ciano, azul e roxo. As subunidades de
HSP10 em cada anel sédo coloridas em azul, azul claro, roxo, roxo escuro, amarelo, rosa e vermelho
escuro. Os atomos das 14 moléculas ADP sao representados como Bs¥és@m dos polos norte e

sul do complexo HSP60-HSP10. O esquema de coloracdo é como em A. Adaptado de Nisemblat et al
(2015).

Apesar de ter sido encontrada inicialmente em mitocondria de animais (McMullin e
Hallberg, 1988) em mamiferos, a HSP60 também pode ser encontrada no citosol (Chandra et
al., 2007), na superficie celular (Wand-Wurttenberger et al., 1991), no espaco extracelular
(Davies et al., 2006) e soluvel no sangue periférico (Cappello et al., 2008). Além de sua
atividade essencial no dobramento de proteinas nas mitocéndrias, pesquisas tém associado as

chaperoninas mitocondriais de mamiferos a varias outras atividades extra-mitocondriais e
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extracelulares, incluindo modulacdo do apoptose (Samali et al., 1999), carcinogénese
(Cappello et al., 2008) e inflamacéo (Gomes-Santos et al., 2017).

A expressdo de B pode ser regulada positivamente por todas as células sob
condicbes de estresse, incluindo aumento da temperatura, exposicdo a mediadores proé-
inflamatorios e estresse oxidativo (Feng et al., 2002). Além disso, grandes quantidades de
HSP60 na superficie celular podem servir como sinal de alerta para o sistema imune, levando
a ativacdo e maturacéo de células dendriticas e a geracdo de resposta T an{fenmiet
al., 2002).

Quando expressa extracelularmente, HSP60 atua como agente imunorregulador e
inflamatério. Ele é um antigeno dominante reconhecido durante infec¢des, juntamente com a
HSP70 (Kaufmann, 1990). Essas propriedades colocam essas duas proteinas em uma
categoria de antigenos especiais. De fato, ha uma série de relatos sobre modelos animais que
mostram que a administracdo de HSP60 pode modular doencas autoimunes, como inflamacéo
cronica (Van Eden et al., 2005), esclerose multipla (Quintana et al., 2008), diabetes (Quintana
et al., 2004), artrite (Quintana et al., 2003), lGpus eritrematoso (Dieudé et al., 2004), dentre
outras. E também considerada uma das principais moléculas imunoreguladoras em tumores
(Victora et al., 2009) e transplantes (Granja et al., 2004).

No entanto, HSP60 tem propriedades tanto imunorreguladoras quanto inflamatérias,
colocando-a como um antigeno necessariamente homeostatico, mas com efeitos
potencialmente nocivos também. HSP60 ativa a resposta imune inata e adaptativa e, por isso,
€ considerada como um sinal perigoso que amplifica a inflamacao e influencia varias reacfes
imunolégicas (Habich e Burkat, 2007). Anticorpos anti-HSP e células T reativas a HSP60
fazem parte das respostas imunes a varias doencas infecciosas (Kaufmann, 1990).
Aproximadamente, de 10 a 20% das células T especificas de ratos imunizados com
Mycobacterium tuberculosis sdo contra a HSP65 bacteriana (Kaufmann et al., 1987).
Anticorpos para HSP60 de Chlamydia trachomatis foram detectados em alto nivel no sangue
de pacientes infectados (Sanchez-Campillo et al., 1999), e respostas imunodominantes para
HSP60 também estdo presentes em outras infeccdes por fungos (Matthews et al., 1998). Essa
forte resposta imune, direcionada a HSP60 durante infec¢Bes, pode ser explicada por seu
papel critico na homeostase celular e pela maior tradugcéo da proteina em hospedeiros como
resultado de estresse durante a infeccéo.

Contudo, HSP60 né&o é relevante apenas em condi¢Bes patologicas. A autoreatividade
a HSP60 foi encontrada em individuos saudaveis e uma alta frequéncia de clones de células B

e T reativas a HSP60 préprias é encontrada em mamiferos em condicdes fisiologicas (Pockley
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et al., 1999). Assim, acredita-se que o0s riscos potenciais de HSP60 como um agente
terapéutico podem ser controlados pela abordagem de fatores importantes que determinam os
seus efeitos. Estes fatores seriam a via de administracdo, os peptideos adequados, o ponto de
decurso da doenca quando ocorre a administracaipgssivel associacdo com outros agentes
moduladores (Coelho e Faria, 2012).

Gomes-Santos e colaboradores (2017) tiveram sucesso ao prevenir a colite induzida
por DSS em camundongos @76 pela administracdo oral de Lactococcus lactis
geneticamente modificado que produz e libera HSP65 de Mycobacterium. A protecéo foi
causada devido a reducdo de citocinas pro-inflamatorias, comyg IEMN e TNFe; aumento
da producéo de IL-10 no colon e expansio das células TretFGP8 e CD4LAP" no
baco e no linfonodo mesentérico. De fato, a expressdao de HSP é aumentada em coélon de
pacientes com doencas inflamatérias intestinais e também anticorpos IgA anti-HSP60, bem
como células T patoldgicas reativas a auto-HSP60, foram identificadas nesses individuos
(Stevens et al., 1992

As doencas inflamatdrias intestinais, incluindo a doenca de Crohn e a colite ulcerativa,
sao cronicas e afetam o trato gastrintestinal causando dano e inflamacdo da mucosa intestinal,
0 que causa diarreia, dor abdominal, perda de peso e nduseas. Nas sociedades ocidentais, 1 em
cada 1.000 pessoas sao afetadas por doencas inflamatoérias intestinais, tornando-se um
importante problema de saude publica (Sobczak et al.,, 2014). Suas causas podem ser
intrinsecas, como fatores genéticos, espécies reativas de oxigénio, disfuncdes do sistema
imune; ou extrinsecas, como dieta, microbiota, estresse, uso de cigarro, quantidade e
qualidade do sono. As estratégias terapéuticas atuais para esse tipo de doenca dependem do
uso de agentes anti-inflamatérios ndo especificos e drogas imunossupressoras, como por
exemplo: aminosalicilatos e antibiéticos, que causam efeitos colaterais graves e podem nao
ser efetivos em um numero significativo de pacientes, pois trazem apenas alivio em curto
prazo (Sobczak et al.,, 2014). Assim, Gomes-Santos e colaboradores (2017) abriram nova
perspectiva para a prevencdo e, possivelmente, o tratamento de doencas inflamatorias

intestinais a partir da inducdo da tolerancia oral utilizando HSPs.
HSP60 em plantas

Em plantas, foram caracterizadas 5 diferentes familias de HSPs que atuam como
chaperonas, de acordo com o peso molecular que apresentam: HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60 e pequenas HSPs (Gupta et al., 2010). A HSP60, em plantas, esta principalmente

25



localizada no cloroplasto, mas também é encontrada em mitocondrias, e também é chamada
de Cpn60. O alinhamento entre sequéncia de nucleotideos de HSP60 de Homo sapiens e de
Arabidopsis thaliana mostrou 59% de identidade. A similaridade dos aminoacidos previstos
varia de 43 a 60% entre plantas e seus homélogos procariontes e eucariontes, o que indica que
essas proteinas apresentam fung¢des similares conservadas evolutivamente em todos os
organismos (Prasad e Stewart, 1992).

Em plantas, estresse térmico, assim como outros tipos de estresse, podem desencadear
alguns mecanismos de defesa em nivel molecular, especialmente mudancas na expressao
génica que resultam no aumento da sintese de grupos de proteinas, nessas estdo incluidas as
HSPs. Swindell e colaboradores (2007) observaram em Arabidopsis, que varios tipos de
estresse como alta salinidade, altas e baixas temperaturas, dessecacao, alta irradiancia
ultravioleta, estresse oxidativo, ferimentos, infeccdo por patdgenos e presenca de metais
pesados, causavam mudancas na expressao génica de HSPs e de fatores de transcricdo de
HSPs. Assim, chegaram a conclusdo que existe consideravel interligacdo entre as redes
regulatorias dos variados tipos de estresse.

Estudos indicaram que as chaperoninas plastidiais possuem propriedades estruturais e
funcionais Unicas que as distinguem das chaperoninas homélogas encontradas em bactérias
(Levy-Rimler et al., 2002). Chaperoninas de cloroplastos de plantas sdo formadas por dois
polipeptideodlistintos, Cpn60a e Cpn60p, que apresentam 50% de identidade de aminoacidos
(Boston et al., 1996).

A funcdo de chaperonina reguladora do dobramento de proteinas recém-sintetizadas
ou translocadas, que previne a agregacao irreversivel de outras proteinas e participa do
remodelamento de proteinas durante condicBes de estresse, também esta presente em plantas
(Tripp et al., 2009). Cada familia de HSPs possui particularidades nos seus mecanismos de
acdo. E conhecido que a familia das HSP60 tem funcéo de assistir proteinas do plastideo,
como a Rubisco (Wang et al., 2004).

Foi relatado que um mutante de Arabidopsis no gém@0o apresentou defeitos no
desenvolvimento do cloroplasto e, consequentemente, no desenvolvimento adequado de
embrides e plantulas (Apuya et al., 2001). Plantas de tabaco anties® apresentaram
drasticas alteracfes fenotipicas, como crescimento lento, retardo no florescimento, nanismo e
clorose foliar (Zabaleta et al., 1994). A delecdo do gesrd,lque codifica Cpn60p no
cloroplasto, induz a morte celular em Arabidopsis. Isso leva ao estabelecimento de resisténcia
sistémica adquirida (SAR), um mecanismo de resisténcia de plantas de amplo espectro,

normalmente desencadeada por lesdes necroticas resultantes de infeccdo patogénica (Ishikawa
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et al., 2003). Assim, a partir desses resultados, podemos concluir que a proteina HSP60 esta
envolvida em diversos mecanismos relacionados ao crescimento e desenvolvimento normal

das plantas, assim como a resisténcia a patdégenos e tolerancia a estresses.

A alface como modelo para aplicacdes biotecnolégicas

A alface (Lactuca sativa L.) é uma eudicotiledénea herbacea pertencente a maior
familia do reino vegetal, Asteraceae, género Lactuca. A alface cultivada € originmagsda
do sudoeste asiatico e mediterraneo, na regiao entre os rios Tigre e Eufrates. Em 4.500 a.C., ja
existem relatos de sua utilizagcdo como planta medicinal pelos egipcios (De Vries, 1997).
Atualmente, € considerada a hortalica folhosa de maior importancia no Brasil, com cerca de
35.000 hectares plantados. Seu cultivo é realizado de maneira intensiva e, geralmente,
praticado como agricultura familiar (Silva et al., 2008). E consumida principalmente in
natura, em forma de saladas e em sanduiches fastfood, e seu mercado vém aumentando nos
ultimos anos, acompanhando a diversificacdo de cultivares. No Brasil, o0 segmento de alface
crespa vem liderando nos ultimos 10 anos, devido ao melhoramento genético visando o
pendoamento lento, que € caracteristica fundamental para o cultivo de verdo ou em areas com
temperaturas altas. As cultivares Vera e Verdnica foram lideres de mercado por mais de uma
década no Brasil (Sala e Costa, 2012).

As hortalicas folhosas sdo recomendadas na dieta alimentar de pessoas em tratamento
da obesidade e de doencas crbnico-degenerativas, por apresentarem baixo valorAaloérico.
importancia da alface na alimentacdo e saude humana se destaca por ser fonte de @itamina
sais minerais (Ohse et al., 2001). Segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA, 2016) o consumo de 100 g de folhas verdes de alface in natura apresenta a
seguinte composicdo média nutricional: baixo valor caldrico (15 Kcal); baixo teor de gorduras
totais (0,15 g); 94,98% de agua; 1,36 g de proteinas;t@{8i& g de carboidratos; 0,78 g de
acUcares totais; 1,3 g de fibras totais; vitaminas e min@maiela 2.

Uma técnica que tem se mostrado promissora para o cultivo de alface é a hidroponia,
pois traz vantagens como: controle no uso de nutrientes, antecipacdo da colheita,
homogeneidade da oferta e qualidade dos produtos durante o ano todo, reducéo do uso de
agrotoxicos pela diminuicdo natural do nimero de pragas e a auséncia de necessidade de
rotagdo de cultura comum ao cultivo tradicional (Luz et al., 2006). A alface é uma planta
anual e seu crescimento vegetativo da semeadura até o ponto da colheita comercial demora de

50 a 70 dias. Ao final da fase vegetativa, ocorre o acumulo de latex que pode dar um gosto
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amargo as folhas. A fase reprodutiva, caracterizada pela elevacéo da haste pratucao
de sementes demora cerca de 5 a 6 meses apos a semeadura.

Tabela 2.Composicao nutricional por 100 gramas de alface. Fonte: USDA, 2016.

Nutrientes Valores |Vitaminas Valores
Agua 94,98 g |Vitamina C 9,2 mg
Energia 15 Kcal |Tiamina 0,070 mg
Proteina 1,36 ¢ Riboflavina 0,080 mg
Gordura Total 0,15¢ Niacina 0,375 mg
Carboidratos 2,87¢g Folato 38 ug
Fibra Total 1,39 Vitamina B-6 0,090 mg
AcUcares 0,78 ¢ Vitamina A, RAE 370 mg
Minerais Valores |Vitamina A, IU 7450 Ul
Célcio 36 mg Vitamina E 0,22 mg
Ferro 0,86 mg |Vitamina K 126,3 pug
Magnésio 13 mg

Fosforo 29 mg

Potassio 194 mg |mg- miligramas

Saodio 28 mg pg — microgramas

Zinco 0,18 mg |UIl - Unidades Internacionais

Ademais, alface tem sido utilizada para producdo de proteinas de interesse
farmacoldgico (Rosales-Mendoza et al., 2010; Lai et al., 2012; Su et al., 2015). Dessa forma,
foi eleita como espécie-alvo do presente trabalho, por ser uma cultura de crescimento e ciclo
de vida rapidos, com protocolos de transformacdo bem estabelecidos na literatura e por
apresentar possibilidade de consumo in natura por mamiferos, sendo inclusive um alimento

bem presente na dieta dos brasileiros e de grande parte da populacdo mundial.

Proposta do trabalho

A luz de resultados positivos gerados por (i) Rezende e colaboradores (2013) no uso
de Lactococcus lactis produtor de HSP65 sobre a imunomodulacdo nos modelos
experimentais de encefalomielite autoimune experimental (EAE); (i) do potencial
imunorregulador da proteina de choque térmico humana - HPS60 (Coelho e Faria, 2012); (iii)
e do recente trabalho publicado por Gomes-Santos e colaboradores (2017) que mostra a
eficiéncia de HSP65 para a prevencéo de colite causada por DSS em camundongos, buscamos
uma nova estratégia: obter plantas transgénicas de alface (Lactucalsptw@sando a
expressao heterologa da proteina HSP60 huniara isso, foi gerado o vetor de expressao
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em plantas contendo o gene HSP60 humano, o qual foi introduzido em plantas de alface via
transformacado genética por Agrobacterium tumefaciens, e avaliada sua eficacia napreveng

de colite experimental através da ativacéo da tolerancia oral em sistema murino.
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2 - HIPOTESES

A administracdo oral de folhas de alface transgérégpressando a proteina HSP60
humana restaura a imunorregulacéo e leva a tolerancia oral em camundongos que apresentam

colite ulcerativa induzida por sulfato de sédio dextrano (DSS).

3 - OBJETIVO GERAL

Produzir plantas transgénicas de Lactuca sativa viaveis que expressam a proteina HSP60
humana em suas folhas, e investigar o desenvolvimento de tolerancia imunolégica em
camundongos pela administracdo oral dessas folhas seguido da inducdo de colite

experimental.

3.1. Objetivos especificos

e Construir um vetor para expressao em plantas do gene HSP60 humano;

e Transformar Escherichia coéi Agrobacteruim tumefaciens com o vetor de
expressao contendo o gene HSP60 humano;

e Transformar geneticamente cotilédones de Lactuca sativa para obter linhagens
transgénicas independentes expressando a proteina HSP60 humana;

e Confirmar a transgenia das plantas utilizando a técnica de PCR e a técnica de
Southern blot;

e |dentificar as proteinas HSP60 humanas produzidas pelas linhagens
transformadas por Western Blot;

e Avaliar os efeitos clinicos e histologicos da ingestdo das folhas de alface

transgénicas na prevencgao de colite experimental em camundongos.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1. Otimizacao da sequéncia do gene HSP60 humano e construcao do vetor

Com o objetivo de expressar a proteina HSP60 humana em, dibaceita a
otimizacao da sequéncia do gene HSP60 humano considerando-se os cédons preferenciais de
plantas. Essa sequéncia foi previamente encontrada no NCBI (do inglés, National Center for
Biotechnology Informatiofy sob o nimero de referéncia NM_002156.4 Homo sapiens heat
shock 60kDa protein 1 (chaperonin) (HSPD1), transcript variant 1, mRNA

Paraa otimizacéo da sequéncia do gene HSP60 humano para expressdo em plantas, foi
utiizado o codon wusage para Arabidopsis thaliana disponivel no endereco:
http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=3702&aa=1&style=Hm

resumo, cada aminoacido foi representado pelas respectivas trincas de nucleotideos (Tabela
3).

Outros parametros também foram considerados na otimizagdo, como o contetdo de
GC, que deve ser no minimo de 50%; estrutura secundaria do mRNA, que ndo deve formar
hairpins existéncia de regides de splicing cripticos, que sdo regifes que apresentam mutacdes
e criam novos sitios de splicing reconhecidos como auténticos; regides de formacdo da cauda
de poliA prematuras e regides internas para ligacdo ribossomal, que causam diminuicdo da
extensdo do mRNA e possivel encurtamento da proteina; sequéncias repetidas e sitios de
enzimas de restricdo, que poderiam interferir na clonagem. Caso algum desses parametros nao
seja atendido, a formacdo do mRNA ou a traducdo da proteina podem ndo acontecer ou
apresentarem problemas.

O vetor de expressdao pC3300HSP60NtHatendo a sequéncia otimizada do gene
HSP60 humano  foi sintetizado pela empresa  Epoch Life  Science

(http://www.epochlifescience.com/
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Tabela 3. Codon Usage utilizado para otimizagdo da sequéncia do gene HSP60 humano para
expressdo em plantas.

Aminoacido Trinca Aminoacido Trinca
F TTT H CAT
L CTT Q CAA
| ATT N AAT
M ATG K AAG
\ GTT D GAT
S TCT E GAA
P CCT C TGT
T ACT w TGG
A GCT R AGA
Y TAT G GGA
STOP TGA

Outras sequéncias especificas também foram adicionadas: (1) peptideo sinal da
proteina Bip At5g4462(Leeet al., 2011), para o enderecamento da sequéncia para o reticulo
endoplasmatico; (2) sequéncia otimizada do gene HSP60 hu@arsequéncia KDEL de
retencao no reticulo endoplasmatico através do ancoramento a membrana, visando aumentar a
expressao e estabilidade da proteina (Okamoto et al.);Z@8D806don de terminacao (Figura
2). Foram construidos dois vetores de expressao pC3300HSP60NUC e pC3300HSP60NUC
Slvpl, porém ambos contendo sequéncia similar (Figura 2) e que dado origem a mesma
sequéncia de aminoacidos (Figura 3).

As proteinas que residem permanentemente no limen do reticulo endopla@Rigtico
devem de alguma forma ser diferenciadas das proteinas recém-sintetizadas que passam por
esse compartimento antes de serem secretadas. Um dos mecanismos possiveis de retencéo da
proteina no reticulo baseia-se no transporte retrégrado seletivo de proteinas sollveis
residentes do RE do compartimento intermediario de cis-Golgi de volta ao RE. Isto é possivel,
pois 0s receptores nos compartimentos pos-RE reconhecem um motivo C-terminal que marca
proteinas que devem ser mantidas no RE. Este motivo pode ser chamado KDEL e é composto
por 4 aminodacidos, Lys-Asp-Glu-Leu (Alanen et al., 2011). As proteinas retidas no RE nao
participam de reacdes celulares citosoOlicas, nem causam desequilibrio osmaético ou

bioquimico a ceélula transgénica, além de ficarem protegidas contra a acdo de diversas
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proteases presentes no citosol. Elas podem ser compartimentalizadas em vesiculas onde se

mantém armazenadas e estaveis.

I GCTACCGACATCAGTAGTTTGT TTAGAAACAGGTCTAGGAAAGACCAGCTTGACTA
TGGGTTGACTGTAATCGTGATCAGTACTTTGTGCTGGTGTCTCTGGCTTTACGCAAAGTGCA
AGAGGAGAGCTAAAGATGTGAAGTTCGGAGCAGATGCCAGAGCATTGATGTTGCAGGGAGTG
GACCTCTTGGCAGATGCAGTGGCAGTGACTATGGGTCCTAAAGGTAGAACAGTAATCATTGA
ACAATCATGGGGGAGTCCGAAGGTTACTAAAGACGGAGTGACAGTGGCTAAGTCTATTGATT
TGAAAGACAAGTACAAGAACATAGGTGCTAAACTTGTCCAAGATGTGGCAAACAATACGAAC
GAAGAGGCAGGTGATGGTACAACTACAGCTACTGTCCTCGCTAGGTCAATCGCTAAAGAGGG
TTTCGAGAAGATTAGTAAAGGTGCAAATCCTGTGGAAATCAGACGTGGTGTCATGCTTGCTG
TGGATGCTGTCATTGCTGAACTTAAGAAGCAGAGTAAACCTGTGACGACTCCTGAAGAAATC
GCTCAAGTAGCCACCATTTCTGCTAATGGAGATAAGGAAATCGGTAACATCATATCTGATGC
TATGAAGAAGGTGGGACGTAAAGGTGTGATAACAGTGAAAGATGGTAAGACGTTGAATGACG
AACTTGAGATCATAGAAGGAATGAAGTTTGATAGAGGTTACATTTCACCATACTTCATCAAT
ACCTCTAAGGGACAGAAGTGTGAGTTCCAAGATGCTTATGTGTTGTTGTCTGAGAAGAAGAT
TTCATCTATTCAATCAATCGTGCCTGCTCTCGAAATCGCTAACGCTCATAGGAAACCTCTTG
TTATCATCGCAGAAGATGTCGATGGTGAGGCTCTTTCAACTTTGGTATTGAATAGGTTGAAA
GTCGGACTTCAAGTTGTCGCAGTCAAAGCTCCTGGTTTCGGAGATAACCGTAAGAACCAACT
TAAGGATATGGCAATAGCCACTGGAGGTGCTGTGTTTGGTGAAGAGGGTCTTACTTTGAACT
TGGAGGATGTGCAGCCACATGACCTCGGTAAAGT TGGAGAGGTCATCGTGACGAAAGACGAT
GCTATGTTGTTGAAAGGTAAAGGAGATAAGGCTCAGATCGAGAAGAGGATACAAGAAATCAT
TGAACAACTTGATGTCACGACATCTGAATACGAGAAGGAGAAGTTGAACGAGAGACTTGCCA
AGTTGTCAGACGGTGTAGCTGTCTTGAAGGTTGGAGGAACCTCTGACGTGGAAGTGAATGAG
AAGAAGGATAGAGTGACGGATGCTCTTAACGCTACTCGTGCTGCAGTTGAGGAGGGTATAGT
CTTGGGAGGAGGATGTGCTCTTCTTCGTTGTATACCAGCCTTGGATTCTTTGACTCCTGCCA
ATGAAGACCAGAAGATTGGAATTGAGATCATCAAACGTACCCTTAAGATTCCAGCAATGACC
ATTGCCAAGAACGCTGGTGTGGAGGGATCACTCATCGTGGAGAAGATCATGCAGTCATCATC
TGAAGTTGGATACGACGCTATGGCAGGTGACTTTGTGAACATGGTTGAGAAAGGTATCATCG
ATCCGACAAAGGTAGTCAGGACAGCACTTCTCGACGCTGCTGGAGTTGCCTCTTTGTTGACT
ACTGCTGAAGTCGTTGTAACTGAGATACCAAAGGAGGAGAAGGACCCTGGTATGGGAGCAAT
GGGTGGAATGGGTGGTGGGATGGGAGGAGGAATGTTCRACCAICARNCICIBNGAGCTC

Figura 2. Sequéncia otimizada do gene HSP60 humano com sequéncias especificas adicionadas para
expressdo em plantdsegenda: Sitio de Nco ||} Bl ; Peptideo sinal para enderecamento ao
reticulo endoplasmatico BipAt5G44620 (Lee et al., 2011) ( ); peptideo sinal paracandentca
mitocondria ( ) sequéncia do gene HSP60 otimizada para expressado nuclear em plantaséngjasequ
KDEL [@); STOP C@ON [}, sitio de Sac(GZAGCT C):
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MATDISSLERNRSRKDOLDYGLTVIVISTLCWCLWLYAKCKRRLRLPTVEROMRPVSRVLAP
HLTRAYAKDVKFGADARALMLQOGVDLLADAVAVTMGPKGRTVIIEQSWGSPKVTKDGVTVAK
SIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEAGDGTTTATVLARSIAKEGFEKISKGANPVEIRRGV
MLAVDAVIAELKKQSKPVTTPEETAQVATISANGDKEIGNIISDAMKKVGRKGVITVKDGKT
LNDELEITIEGMKEDRGYISPYFINTSKGOKCEFQDAYVLLSEKKISSIQOSIVPALETANAHR
KPLVIIAEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVKAPGEFGDNRKNQLKDMATIATGGAVEFGEEGL
TLNLEDVQPHDLGKVGEVIVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQEITEQLDVTITSEYEKEKLNE
RLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLGGGCALLRCIPALDSL
TPANEDQKIGIEIIKRTLKIPAMTIAKNAGVEGSLIVEKIMQSSSEVGYDAMAGDEVNMVEK
GIIDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTET PKEEKDPGMGAMGGMGGGMGGGMF-

Figura 3. Sequéncia otimizada da proteina amdsraducdo do gene HSP60 com sequéncias
especificas adicionadakegenda: Peptideo sinal para enderecamento ao reticulo endoplasmatico
BipAt5G44620 (Lee et al., 2011) ( ); peptideo sinal para enderecamento a mito¢pneksente
apenas no vetor pC3300HSP60NUC); sequéncia de aminoacidos da proteina HSP60 maduyra ( )
sequéncia KDEL de ancoramento & membrana plasnilgiica ( ).

4.2. Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

A partir da sequéncia do gene HSP60 humano otimizado para expressao em plantas, foram
desenhados oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos, complementares as posicdes
9272- 9928 do vetor, gerando um amplicon de 656 pb. O fragmento amplificado corresponde
a uma parte da regido codificadora do gene. Os iniciadores foram: HSP60ONUC F 5-> 3’
GACCTCTTGGCAGATGCAGT (Tm= 60,5 °C). HSP6ONUC R 5-> 3
TTTCGAGAGCAGGCACGATT Tm= 58,4 °C). Também foram utilizados outros pares de
primers para confirmacéo da transformacao, que se anelam em regides dos getexside
presentes no vetor, como o gene nptl, neomicina fosfotransferase, que confere resisténcia a
canamicina; e o gene Bar, que codifica a enzima fosfinotricina acetiltransferasenfgue c
resisténcia ao herbicida glifosinato de amoni@s iniciadores sdo: NPTl F 5°-> 3
ACGCAGAAGGCAATGTCATACC (m= 59 °C), NPTIT R 5-> J
AAGGACATGATGCTATGGCTGG (Tm= 58 °C), amplicon de 495 pb. BAR F 5°-> 3
GGTCTGCACCATCGTCAACC (Tm= 58 °C), BAR R 5-> 3
CTGAAGTCCAGCTGCCAGAA Tm: 59 °C, amplicon de 447 pb.

4.3. Transformacao de Escherichia coli e digestédo com endonucleases

Nessa etapa, células competentes de E. coli linhagem XL1-Blue foram transformadas
por eletroporacdo, para introducdo do vetor de expressdo pC330MHBP60U
pC3300HSP60ONUC Slvpl. As células competentes foram eletroporadas em cuveta de 1 mm
1,5 kV durante 4 a 5 ms. Em seguida, foi adicionado meio Luria-Beit&)i l{quido

(Triptona 10 g [*, extrato de levedura 5 g NaCl 10 g [, pH 7,0) e as células foram
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incubadas, sob leve agitacao, por 1 h a 37 °C, para recuperacéo. Posteriormente, a suspensao
celular foi plagueada em melid® sélido, contendo o antibiético canamicina 100 rifg As

placas foram incubadas por 18 h a 37 °C. Apds esse periodo, as col6nias crescidas foram
inoculadas em meio LB liquido contendo canamicina 100 thg incubadas sob agitacdo de

250 rpm por 12-16 h a 37 °C, para realizar uma mini-preparagao plasmidial (mini-prep) de E.
coli e, posteriormente, fazer a confirmacéo da transformacéo das bactérias por digestéo.

O vetor inserido em E. coli e extraido da colbnia transformada foi digeridcacom
enzima de restricdo EcCoRV, que corta o vetor em varios sitios formando um padréo de bandas
em gel de agarose 1% (p/v) facilmente identificado. Cada reacgéao foi feita em volume final de
10 pL, utilizando 1.000 ng do vetor, 0,3 uL de enzima, tampéo NEB3, a 37 °C, por 2 h.

Também foi selecionado o par de enzimasINBacl, pois seus sitios de restricdo
foram adicionados nas extremidades do gene HSP60 dwsamtetimizacdo, formando,
entdo, um padrao com duas bandas no gel de agarose 1%, sendo a menor correspondente ao
gene HSP60 na integra, e a maior correspondente ao restante do vetor de expressdo. Cad
reacao foi feita em volume final de 10 pL, utilizando 1.000 ng do vetor, 0,3 uL de cada
enzima, tampado NEB1, a 37 °C, por 2 h. Os produtos da reacao foram analisados em gel de

agarose 1% (p/v).
4.4. Transformacaode Agrobacterium tumefaciens e confirmacéao por PCR

Apoés confirmacdo da integridade do vetor multiplicado Eencoli, foi realizada a
transformacao de células de Agrobacterium tumefaciens linhagem EHA105 por eletroporacéo,
para introducéo do vetor de expressao pC3300H$B6MmuU pC3300HSPE0ONUC Slvpl. As
células competentes foram eletroporadas em cuveta de 4 i8rkV durante 4 a 5 ms. Em
seguida, foi adicionado meio LB liquido e as células foram incubadas, sob agitacdo de 120
rom, por 4 h a 28 °C, para recuperacdo. Elas foram centrifugadas a 5.000 rpm por 2 min,
descartado o sobrenadante, e o pellet ressuspendido em meio LB. A suspenséo celular foi
plaqueada em meio LB sélido, contendartibiético canamicina 100 mgLe rifampicina
100 mg L™. As placas foram incubadas por 2 a 3 dias a 28 °C, as colénias isoladas foram
estriadas em nova placa e utilizadas para realizar PCR de colbnia para confirmacdo de
transgenia.

Foram selecionadas 6 col6nias resultantes da transformacéo de A. tumefaciens com os
vetores de expresséao para fazer o PCR de col6nia. Para quebrar a parede celular e extravasar o
DNA, pequenas aliquotas de bactérias foram raspadas da placa, com auxilio de um palito de

dente, e ressuspendidas em 10 pL de agua ultrapura em um tubo, que foi colocado em agua
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fervente por 5 min. Foi montada uma reagéo de PCR contendo 2 pL do sobrenadante gerado
apos a fervura e breve centrifugagéo. Foram utilizados dois pares de primers especificos: para
0 gene nptle para o gene Bar. O programa da PCR consistiu de: desnaturaca@o94dicial

(5 min), seguindo 35 ciclos de amplificacdo (94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72 °C por 1
min) com um ciclo de extensao final a 72 °C durantai. Os produtos da reacdo foram
analisados em gel de agarose 1% (p/v).

4.5. Transformacéo genética de alface mediada por A. tumefaciens

As atividades de obtencdo de plantas de alface transgénicas foram conduzidas
seguindo as normas de biosseguranca estabelecidas pela Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIo) e da CIBio-CENARGEN, e foram desenvolvidas no Laboratério de
Engenharia Genética Aplicada a Agricultura Tropi¢eEG), da EMBRAPA Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). A EMBRAPA CENARGEN possui Certificado de
Qualidade em Biosseguranca (CQB) vigente sob numero 004/96. Plantas transgénicas de
alface também foram cultivadas no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTII), do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Pesquisa Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade
Federal de Vicosa. O LCTII possui CQB vigente, sob numero 0024/97.

Para obtencdo de explantes, sementes de alface cultivar Veronica foram desinfestadas
mediante imersao em solucdo de NaClO% br 15 min e enxadgue em agua destilada
autoclavada por cinco vezes consecutivas. Este procedimento foi repetido duas vezes. Sob
condicGes assépticas, as sementes foram dispostas em placas de Petri contendo meio para
germingaoin vitro, que consistiu de sais e vitaminas MS (Murashige e Skoog, 1962) meia-
forca, sacarose 20 gl 4gar Sigm3 8 g L' e pH ajustado para 5,7. As semsrfam
mantidas em sala de crescimento no escuro e temperatura de 25 + 2 °C, por 4 ou 5 dias.

Uma aliquota de Agrobacterium tumefaciens linhagem EHA105 com o vetor
pC3300HSP60ONUC ou pC3300HSP60ONUC Slvpl foi plagueada em meio AB sdélido
(K:HPO, 3 g LY, NaHPO, 1 g LY, NH4CI 1 g LY, MgSQ,.7H,0 0,3 g Y, KCI 0,15 g L,

CaCbh 10 mg L', FeSQ.7H,0 2,5 mg L%, glicose 5 g [, agar 15 g ) contendo canamicina
100 mg L* e rifampicina 100 mg.t e cultivada a 28 °C por 2 a 3 dias.

As placas contendo uma densa cultura de Agrobacterium crescida na superficie do

meio AB, foram raspadas com auxilio de espatula e resuspendidas em 5 mL de meio de

cocultura liquido, contendo: sais e vitamihdS meia forca, glicose 10 g’ acetoseringona
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20 mg L' e pH 5,2. A D.Qyo foi ajustada para 0,5+ 0,1, acrescentaselmeio de cocultura
se necessario.

Plantulas com 4 ou 5 dias foram utilizadas como fontes de explantes, sendo
seccionados segmentos de cotilédones de, aproximadamemiejrBersos na suspensao de
agrobactéas onde permaneceram por cerca de 30-60 min, para cocultura liquida. Logo apés,
os explantes foram transferidos para 2-3 camadas de papel filtro autoclavado para retirar o
excesso de suspensdo bacteriana e a seguir, para placas de Petri contendo meio de cocultura
sélido (LR1A) composto por sais e vitamindS forca total, sacarose 30 gL 6-
benzilaminopurina (BAP) 0,2 mgY, 4cido a-naftaleno acético (ANA) 0,05 mg™i.com pH
ajustado para 5,2. Esse meio de cocultura foi previamente coberto com papel filtro estéril, que
evita a retencdo de liquido, evitando o crescimento bacteriano. A cocultura foi reptizada
48 h, no escuro, a 20 °C. As placas foram vedadas com fita hipoalergénica Mftropore
Nexcare (3M do Brasil).

Apés a etapa de cocultivo, os explantes foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de regeneracéao seletivo (LR1B) composto por sais e vitMifiasa total,
sacarose 30 g't, BAP 0,2 mg [}, ANA 0,05 mg L, glifosinato de amdnia (GA) 4 mg'L
timentin 100 mg L[}, cefotaxima 200 mgt, benomil 0,5mg L™ com pH ajustado para 5,7
para inducdo de organogénese. Os explantes foram subcultivados a cada 15 dias em meio
LR1B seletivo recém-preparado.

No caso de ocorréncia de brotaces em meio seletivo, os explantes foram transferidos
para meio LR2, composto de sais e vitaminas MS forca total, sacarose’2@aajdo indolil-
3-acético (AIA) 0,3mg L™, GA 2 mg L%, timentin 100 mg L, cefotaxima 200 mg t,
benomil 0,5mg L™, com pH ajustado para 5,7.

Na fase de enraizamento, os brotos alongados foram individualizados e cultivados em
meio MS com vitaminas, sacarose 15§ Kcido indolbutirico (48) 0,4 mg L, timentin
100 mg L*, cefotaxima 200 mgt, benomil 0,5mg L™, com pH ajustado para 5,7, na

auséncia do agente seletivo.

4.6. Aclimatizacgéo e cultivo em hidroponia das plantas de alface

As plantas regeneradas e enraizadas foram aclimatizadas em casa de veBearago.
tal, as plantas foram transferidas para copos plasticos contendo mistura de vermiculita e solo
(1:1) e cobertas por sacos plasticos, proporcionando alta umidade. A diminuicdo da umidade

para condigbes ambientais foi realizada gradativamente, através de orifesscos. Em
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seguida, as plantas foram transferidas para vasos contendo mistura de solo e substrato
comercial (1:1) em casa de vegetacgéao.

As sementes das plant@® e T1 foram coletadas e germinadas em vermiculita, em
casa de vegetacdo. Apos 15 dias, as plantulasT2 foram transplantadas para um sistema
de hidroponia (Figura 4), onde cresceram por cerca de 40 dias, até a coleta. O sistema de
hidroponia utilizado consistiu de conjuntos de canos de PVC interligados e acoplados a uma
caixa de 100 L, contendo solucéo nutritiva com composicdo propria para hidroponia de alface
(Tabela 4). Imersa na solugéo, havia uma bomba elétrica, que fazia a oxigenacdo da soluca
nutritiva e a sua circulagdo pelos canos com orificios na parte superior, onde se encontravam
as plantas. O pHytemperatura @ concentracdo de nutrientes em PPM da solugcao nutritiva
foram monitorados diariamente. O pH foi mantido entre 5,5 e 6,5, adicionando-se hidréxido
de potassio (KOH) a solucdo quando o pH ficava mais acido que o recomeAdado.
concentracdo de nutrientes foi mantida acima de 100 ppm. Foram adicionados 10 mL de uma
suspensao comercial de Trichoderma sp. para protecao das raizes das alfaces de infec¢bes por

fungos e bactérias patogénicas.

Tabela 4.Composicao da solucdo nutritiva para cultivo hidropdnico de alface em casa de vegetacao.

Substancia Massa para 1 L Concentragéo final
Sulfato de magnésio hepta 40 g Lt 40 mg L
hidratado
Nitrato de célcio 759 L* 75 mg L*
Fertilizante mineral misto 66,29 L" 66,2 mg [*
MAP purificado — fosfato 15g Lt 15 mg L
monoamaonico
Con micros light' 1gLt 1 mg L*
Fertilizante Fe 6% EDDHA? 3glL? 3mgL*!
Trichoderma sp. - Diluido 1& vezes

! p/p: Mo 0,916%; Bo, 10%; ZnEDTA 1,60%; CUEDTA 4,09%; MnEDTA 4,09%, Ni 0,814Fe
quelado por EDDHA soluvel em agua 40% (p/p) de agente quelante EDDHA.

Foi feita extracdo de DNA de folhas e PCR para confirmacgéo de transgenia de todas as
plantas cultivadas em hidroponia. Aquelas cuja transgenia foi confirmada por PCR foram
coletadas e imediatamente acondicionadas em nitrogénio liquido. Logo em seguida, foram

acondicionadas em Liofilizador Liotop L101, por 48-72 h. Depois de serem liofilizadas, as
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folnas foram trituradas em liquidificador para serem administradas aos camundongos
C57BL/6.

Figura 4. Cultivo das geracdeEl e T2 de alface geneticamente modificado em sistema de hidroponia
em casa de vegetacd. Plantulas apds 15 dias de germinagidviesmas plantas apos 30 dias no
sistema de hidroponi&. Detalhe de plantula no inicio do crescimento em hidrop@ni®etalhe de

planta apés 30 dias de crescimento em hidroponia. Observar o rapido crescimento e agumulo d
biomassa foliarE. Detalhe da caixa d’agua com solug¢do nutritiva sendo bombeada no sistema de
hidroponia.F. Monitoramento do pH, temperatura e concentracdo de nutrientes da solucéo.

4.7. Caracterizacado molecular dos transformantes

4.7.1. Extracdo de DNA gendmico e reacdo da polimerase em cadeia (PCR)

Plantas regeneradas foram submetidas ao processo de extracdo do DNA gendmico
utilizando-se o método miniextragdo para PCR, conforme descrito por Brasileiro e Carneiro
(2015) com modificagbes. Cerca de 20 antfde tecido vegetal fresco, coletado pela manh3,
de cada planta foram macerados em tubo de centrifuga tipo Eppendorf e logo em seguida
adicionado 20 uL. de tampé&o de extracdo para PCR (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, EDTRANMD

39



tris-HCI 100 mM [pH 8]). As amostras foram homogeneizadas em agitador do tipo Vortex
por 5 seincubadas a 60 °C, por 20in. ApGs esse periodo, foram adicionad68 ZL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguindo-se agitacao por 15 s e centrifumyaza®d0 g

por 10min. O sobrenadante foi recuperado em novo tdeleforam adicionados 200 pL de
isopropanol gelado. As amostras foram homogeneizadas com suaves inversées por 1 min e
incubadas a -20 °C, por no minimo 30 min. Novamente foram centrifugadas a 12.000 g por 10
min. Os precipitados recuperados foram lavados com 300 puL de etanol 70% (v/v) gelado e
centrifugados a 12.000 g porrbin. Apos descartar o etanol e esperar o pellet secar, 0
precipitado foi ressuspendido em 30 pL de 4gua ultrapamaazenado a -20 °C.

A reacgéo de PCR foi realizada em volume de 25 pL contendo KCI 500 mM, Tris-HCI
pH 8,4 100 mM, Triton X-100 1%, Mg&ll5 mM, 128 uM de cada dNTP; 6 pmol de cada
iniciador e 1,5 U de Tag DNA polimerase. O programa da PCR consistiu de: desnaturacao
inicial a 94 °C (5 min), seguindo 35 ciclos de amplificagcéo (94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min
e 72 °C por 1 min) com um ciclo de extenséo final a 72 °C durante 7 min. Foram utilizados os
primers especificos para o gene HSP60 otimizado para plantas. Os produtos foram

confirmados por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) e corados com brometo de etidio.

4.7.2. Extragdo de DNA gendmico e Southern blot

Folhas de plantas cultivadas em casa de vegetacdo foram usadas para extracdo de
DNA genbmico utilizando-se o método descrito por Doyle e Doyle (1987), modificado.
Foram coletadas amostras de 1,5-3,0 g de folhas jovens, completamente expandidas que
foram maceradas em nitrogénio liquido, utilizando gral e pistilo autoclavados, até formarem
um po fino. Este foi rapidamente transferido para tubo de polipropileno contendo 15 mL de
tampédo CTAB 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, tris-HCI 100 mM (pHe8)-mercaptoetanol
0,2%, pré-aquecido a 65 °C em banho-maria. As amostras foram incubadas a 65 °C por 30-40
min, sendo agitadas a cada 10 min. ApGs a incubacao, foram adicionados 15 mL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguindo-se agitacdo leve por 10 min para emulsificar
as fases, evitando a quebra do DNA. Logo apés, as amostras foram centrifugy@dO
rom, a 4 °C por 10nin. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e novamente
adicionados 15 mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguindo-se agitagéo leve por 10
min e centrifugagdo a 10.000 rpm, a 4 °C, pomlf2 O sobrenadante foi novamente coletado
e transferido para um novo tubo, ao qual foi adicionado 1/3 do volume de acetato de ambnia
7,5 M. Os tubos foram agitados gentilmente por inverséo e incubados em gelo por 5 min. Foi

adicionado 1 volume de isopropanol gelado e novamente as amostras foram homogeneizadas
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com suaves inversdes por 5 min e incubadas a -20 °C, por no minimo 30 min. Depois foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi descartado e os precipitados
recuperados foram lavados com 5 mL de etanol 70% (v/v) gelado e centrifugados a 10.000
rom por 5 min. ApoOs descartar o etanol e esperar o pellet secar, o precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de RNAse A 100 pd.jdm &gua ultrapura. Os tubos foram
incubados a 37 °C por 1 h. O DNA foi novamente precipitado com 1 volume de isopropanol
gelado e lavado com etanol 70% (v/v) gelado. O pellet, apds secar, foi ressuspendido em 300
puL de agua ultrapura e as amostras foram armazeaa2ascC.

O DNA foi quantificado em nanodrop e em gel de agarose 1% (p/v), utilizando
marcador de peso molecular High Mass DNA Ladder (Invitrogen). A digestao de cerca de 100
g do DNA gendmico foi feita com 10 puL da enzima de restricdo Hindlll 10 u/uL (Promega),
tampéo E, a 37 °C, por cerca de 18-20 h, em um volume final de reacdo de 200 pL. Apés
conferéncia da digesté®m gel de agarose 1% com 10% do volume final de reagdo, a
amostras foram precipitadas com isopropanol gelado. As amostras foram, entao,
homogeneizadas com suaves inversées por 5 min e incubadas a -20 °C, por no minimo 30
min. Logo apos, foram centrifugadas a 13.400 rpm panib5o sobrenadante foi descartado
e os precipitados recuperados foram lavados com etanol 70% (v/v) gelado e novamente
centrifugados a 13.400 rpm por 10 min. ApOs descartar o etanol e esperar o pellet secar, o
precipitado foi ressuspendido em 10 pL de agua ultrapura, adicionado de 25 pL de glicerol e
10 puL de tampao de corrida 6x. As amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% (p/v) que
correu durante cercade 14 h, a 20 V.

A transferéncia do DNA para a membrana foi feita conforme descrito por Brasileiro e
Carneiro (2015). O gel de agarose foi transferido para um reservatorio de vidro e incubado em
HCI 0,25 N por 10 min, sob agitacdo suave, para ocorrer a hidrélise das bases purinas. Logo
apos, o gel foi lavado com agua destilada e incubado em solucdo de desnaturacdo (NaOH 0,5
N, NaCl 1,5 M) por 30 min, sob agitacdo suave, para que as ligagdes de hidrogénio entre a
dupla fita do DNA se rompam. Novamente, o gel foi lavado com &gua destilada e incubado
em solucado de neutralizagao (tris-HCI 0,5 M, NaCl 1,5 M) por 30 min, sob leve agitagdo. Em
seguida, o gel foi lavado com agua destilada e o sistema de transferéncia foi montado. Esse
sistema consiste de um recipiente com uma plataforma do tamanho do gel no centro, onde
foram empilhados papéis toalha secos, papeis embebidos em tampéo SSC 20X, a membrana
de nailon exatamente do tamanho do gel, o gel de agarose, e mais papéis toalha embebidos em
tampdo SSC 20X, nessa ordem de baixo para cima. Em torno da plataforma foi colocado
tampédo SSC 20X (NaCl 3 M, citrato de sodio bi-hidratado 300 mM, pH 7,0) e em cima da
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pilha, foi colocada a ponte, que liga o seu topo com a solu¢do de tampéao ao redor. Apds cerca
de 12-14 h de transferéncia, o sistema foi desmontado, as canaletas do gel foram marcadas
com lapis, a membrana foi removida com cuidado e o DNA foi fixado a membrana por
exposicao direta a luz ultravioleta por 12 s.

ApGs secar por pelo menos 1 h a temperatura ambiente, a membrana foi colocada em
recipiente proprio para hibridizacdo, onde foi adicionada um pequeno volume de solucdo de
pré-hibridizacdo (SSC 5X, solucdo Denhardt 5X, SDS 0,5%, DNA de esperma de salméao 20
ng.mLY) aquecida a 65 °C. A membrana foi incubada por 2 h, em forno de hibridizacdo a 65
°C e 80 rpm.

A sonda utilizada foi o amplicon resultante da amplificacdo do fragmento de 656 pb
do gene HSP60 humano otimizado para plantas. A sonda foi marcada com radiois6topo
[a32P]dCTP, usando o kit de marcacdo de DNA DecalLabel da Thermo Scientific, seguindo
as instrucdes do fornecedor; foi desnaturada por fervura por 5 min, e imediatamente colocada
em gelo. Logo em seguida, a sonda foi adicionada a solugdo de pré-hibridizacdo e o sistema
foi incubado por 16 h, a 80 rpm, em forno de hibridizacdo a 60°C. ApoOs esse periodo, a
membrana foi lavada duas vezes com solucéo de lavagem | [SSC 2X, SDS 0,1%] por 15 min
a temperatura ambiente, e em seguida, foi lavada uma vez com solucdo de lavagé€m Il [SS
1X, SDS 0,1%] por 15 min, a 60°C e 80 rpm. A membrana foi seca em papel filtro e
envolvida com filme plastico tipo PVC, sendo exposta a um intensificador do tipo IP num
cassete, que foi mantido a temperatura ambiente. Apdés 1-2 dias de exposicdo, o IP foi

revelado em aparelho FLA 3000 Phosphoimager para deteccao do sinal radioativo.

4.7.3. Extracdo de proteinas e Western blot

Para extredo de proteinas, 4-6 g de folhas de alface foram maceradas em nitrogénio
liquido e colocados em tubos de 50 mL. Foi adicionado 0,5 mL de tampéao @&oelrs-
HCL 50 mM pH 6,8, - mercaptoetanol 1%, polivinilpirrolidona 0,2%) para cada 150 mg de
tecido vegetal; incubou-se por 1 h no gelo sob forte@ita, em seguida, centrifugou-se por
30 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e armazenado a -20 °C.
A quantificacdo de proteinas totais nas amostras foi realizada pelo método de ligacdo ao
coomassie blue (Bradford, 1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

A precipitacdo de proteinas foi realizada segundo Faurobert e colaboradores (2007)
com modificagbes. Foram adicionados 4 volumes de tamp&o de precipitacdo gelado (acetato

de amoénio 100 mM em metanol) ao sobrenadante coletado na extragdo de proteinas. As
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amostras foram misturadas por inversao e incubadas oveanigt°’C. No dia seguinte, as
proteinas foram precipitadas por centrifugacdo a 9.500 rpm, por 15 min, a 4 °C. Apos
centrifugacédo, o pellet foi lavado 2 vezes com tampao de precipitacdo gelado e 1 vez com
acetona 70%, gelada. Entre cada lavagem, as amostras foram centrifugadas por 10 min a
9.500 rpm e 4 °C. Nao se esperou o pellet secar completamente a temperatura ambiente, para
que as proteinas ndo se degradassem. Assim, tdo logo o excesso de acetona evaporou, elas
foram ressuspendidas em tampao de solubilizacdo (ureia 7 M, tioureia 1 M, DTT 40 mM,
chaps 4% [m/v]) e armazenadas em freezer a -20 °C.

Foram utilizadas 200 pg das proteinas extraidas e precipitadas de cada amostra para a
corrida em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sédio (SDS). As proteinas
foram desnaturadas em temperatura de 95 °C sobgéorak redgéo em tampao de corrida
(Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS 4%, 3 -mercaptoetanol 10%, glicerol 20%, azul de
bromofenol 0,04%) e separadas em gel SDS/PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida)
12%. A transferéncia das proteinas do gel mamembrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) foi feita utilizando o equipamento Bio-rad Trans-blot SD, 25 V por 1 h. Apds a
transferéncia, a membrana foi bloqueada overnight engésottis-salina TBS (Tris-HCI 20
mM, pH 7,5, NaCl 150 mM), contendo leite desnatado em p6é desnatado Molico 5%, sob
agitegéo, a 4 °C.

A andlise de imunodete@ foi realizada com anticorpos policlemaanti-HSPD1
(Sigma-Aldrich) produzidos em coelhos contra a proteina HSP60 humana, nagdmoder
1:550 em solgéo tris-salina TBS contendo leite em p6 desnatado 5%, durante 4 h, a
temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Apds a igaubeom anticorpo primario, a
membrana foi lavada 3 vezes por 5 min com acsoldris-Salina TBS (contendo Tween-20
1%), e incubada durante 2 h, a 37 °C, sob leveggitzom anticorpo secundario conjugado
com fosfatase alcalina, 1IgG anti-coelho, produzido em cabra (Sigma-Aldrich), nggadilui
1:30.000. Apés esse periodo, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 min cogé@ Bodud
Salina TBS (contendo Tween-20 1%) e revelada usando o substrato cromogénico 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP) e nitroblue tetrazolium (NBT), sob leve adidano escurcaté
0 aparecimento da cor azul. Em seguida, a reacdo foi parada pelo abundante emsague

agua destilada.
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4.8. Avaliacdo do efeito da administracdo oral da folha de alface transgénica a
camundongos com colite experimental

4.8.1. Modelo de colite ulcerativa induzida por sulfato de soédio dextrano (DSS)

Alguns modelos experimentais murinos tém sido desenvolvidos para se estudar a
patogénese e a regulacdo de doencas inflamatorias intestinais. Um modelo de colite
guimicamente induzida é feito por administracdo de sulfato de sédio dextrano (DSS),
originalmente descrito por Okayasu e colaboradores (1990). Este modelo vem sendo
amplamente utilizado devido a facilidade na inducao da colite, rapidez e reprodutibilidade. Os
camundongos que recebem a solucdo por via oral desenvolvem colite aguda com
caracteristicas semelhantes a retocolite ulcerativa humana, apresentando perda de peso,
diarreia, sangramento retal, encurtamento do célon, e alto escore histologico da doenca
(Okayasu et al., 1990).

Neste trabalho, camundongos C57BL/6 recatmarma solucdo de DSS a 2% diluido
na agua de beber, como unica fonte liquida, durante 7 dias consecutivos. Esses animais foram
obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais e
mantidos em gaiolas coletivas no Biotério Experimental do Laboratério de Imunobiologia
durante o periodo dos experimentos. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experiméacd Animal (CETEA) da UFMG, sob Protocolo n°. 85 / 2014.

4.8.2. Administracdo oral da folha de alface transgénica a camundongos

Folhas de alfaces transgénicas foram coletadas e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido. Logo em seguida, foram colocadas em Liofilizador Liotop L101 por pelo
menos 48 h, para completa desidratacdo. Apdiefilizacdo, as folhas das planta®
provenientes da linhagem 14 foram trituradas em liquidificador e adicionadas a dieta AIN93
para camundongos (Reeves et al., 1993), na concentracédo de aproximadamsita) 6% (

Esse tratamento ocorreu antes da inducao da colite experimental. Para cada gaiola, foi
adicionada quantidade de rag&o considerando o calculo de, pelo fhgulesiacéo para cada
animal por dia. Todos os dias foram avaliados o consumo da ra¢gdo. Assim, cada camundongo

ingeriu cerca de 300 mg de alface transgénica por dia pela dieta (Oliveira et al., 2015).
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4.8.3. Desenho experimental

Em cada experimento, e para cada tratamento, foram utilizados de 3 a 6 camundongos
C57BL/6, com 9-10 semanas. Eles foram submetidos ao tratamento pelo consumo de dieta
contendo a proteina HSP60 proveniente de alface transgénica por 4 dias. Em seguida, houve 6
dias de intervalo, quando foram alimentados apenas com ragdo comercial e 4gua, e nos 7 dias
seguintes foram submetidos ao tratamento com DSS 2%, para inducdo de colite aguda
ulcerativa As garrafas contendo solugéo de DSS eram renovadas e o consumo dos animais foi
mensurado diariamente durante o periodo de inducdo da colite. No 18° dia do experimento,
houve o sacrificio dos animais (Figura 5). Cada experimento consistiu de quatro gaiolas,
sendo uma com camundongos nao tratados com alface ou DSS (grupo Naive), uma com
camundongos néo tratados com alface, mas que ingeriram DSS 2% (grupo DSS), uma com
camundongos tratados com alface ndo transgénica e DSS 2% (grupo Dieta alface +aDSS), e
altima com camundongos tratados com alface produtora de HSP60 humana recombinante e
DSS 2% (grupo Dieta HSP60 + DSS

Sacrificio

4

Dias O 4 10 138
\ J\ J\ J
| | |
Tratamentocom Intervalo Tratamentocom
alface expressando DSS 2/
HSP60 humano

Figura 5. Esquema do desenho experimental da avaliacdo do efeito da administracéo oral da folha de
alface transgénica a camundongos com colite experimental. Durante os primeiros 4 dias houve o
tratamento dos camundongos com alface produtora de HSP60 humana na dieta. Houve um intervalo
de 6 dias, seguido da inducéo de colite por ingestdo de DSS 2% , por 7 dias consecutivos.

4.8.4. Avaliagéo do peso corporal dos animais

Diariamente, durante o periodo experimental, os camundongos foram pesados em
balanca de precisdo (0,25-2.000 g) sempre no mesmo horario. A partir desses dados, foi
calculado o percentual de variacdo de peso, que também foi utilizado para obtencdo do escore

macroscopico da doenca.
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4.8.5. Avaliagao da gravidade da colite induzida por DSS

Os parametros macroscopicos para avaliacdo da gravidade da colite induzida por DSS
foram listados na Tabela 5. O indice macroscopico representa a soma de cada parametro
ranqueado (% de perda de peso, diarréia e sangramento). Foi dado um escore a0 a
cada parametro analisado. O indice méximo possivel é igual a 12 (Kang et al., 2006).

Tabela 5.indice macroscépico da colite aguda induzida por DSS.

indice % perda de peso Diarréia Sangramento
0 Nenhuma Nenhuma Ausente
1 lab
2 5a10 Moderada Moderado
3 11a15
4 >15 Grave Grave

4.8.6. Analise histologica da colite

Amostras do colon de camundongos C57BL/6 com colite induzida por DSS foram
fixadas em formaldeido 10% em tampao PBS e processadas para analise histologica. Cortes
histol6gicos corados com hematoxilina e eosina foram ranqueados as cegas, baseado no
sistema de indice previamente descrito (McCafferty et al., 2000) que classifica as seguintes
caracteristicas: extensdo da destruicdo da arquitetura da mucosa, presenca e grau de infiltracdo
celular na mucosa e submucosa, presenca ou auséncia de abcessos e Ulceras das criptas e a
presenca e grau de deplecdo das células caliciformes (Tabela 6). Os indices gara cad

caracteristica foram somados com o indice maximo possivel de 13.
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Tabela 6.indice microscépico da doenca inflamatdria intestinal em camundongos.

Parametro Classificacao

Extensdo da destruicdo da arquitetura O normal, 1 leve, 2 moderada e 3 d¢
mucosa (erosao) extensivo

Presenca e grau de infiltracdo celular O normal, 1 leve, 2 moderada e 3 infiltrag
mucosa transmural

Presenca e grau de infiltracdo celular 0 normal, 1 leve, 2 moderada e 3 infiltrag
submucosa transmural

Presenca ou auséncia de abcessos e Ul 0 ausente e 1 presente

das criptas

Presenca ou auséncia de deplecdo das cé¢ 0 ausente, 1 leve, 2 moderada e 3 m

caliciformes reduzido

4.9. Analises estatisticas

As medidas realizadas foram comparadas estatisticamente através da analise de
variancia (ANOVA), utilizando o teste de Tukey para calcular a significancia entre os grupos.

O valor P considerado com diferenca significativa foi > 0,05.

5 - RESULTADOS

5.1. Construcao dos vetas

Foram construidos dois vetores, sendo que do pC3300HSP60NUC Slvpl, foi retirada
a sequéncia de enderecamento para a mitocéndria, presente nos 75 primeiros pares de bases
nitrogenadas do gene humano; e possui a expressao do gene HSP60 regulada pelo promotor
do gene da bomba de prétons vacuol&pkbfosatase 1 (Slvpl) de Solanum lycopersicum
(Figura 6). Enquanto que o vetor pC3300HSP60NUC apresenta a sequéncia de
enderecamento para a mitocondria, e possui a expressdo do gene HSP60 regulada pelo
promotor CaMV35S do virus do mosaico-dourado da couve flor (Figura 7). Ambos os

promotores séo constitutivos.
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(11,202) HindIII

(10,157) Sacl
(10,108) NcoI

(9909 .. 9928) Primer I .

GS58886 pC3300HSPGONUCSIVP1
11,535 bp

(8325) Sacl —

(5044) EcoRI~ V)

(6785) Apal /
(6739) Sall

(6494) Kpnl

Figura 6. Mapa do vetor pC3300HSP60NUC Slvpl sem a sequéncia de enderegamento a mitocondria
no gene HSP60, regido pelo promotor do gene Slvpl de Solanum lycopersicumas;nedib
representada a posi¢cdo de anelamento dos primers especificos para o gene HSP60 mirzaiwo oti
para plantas.
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(10,852} HindIII

(10,183) Ncol

| @T:&Enﬂm

G558439-2 pC3300HSP6ONUC
11,185 bp

(8325) Sacl

~—— Nhel (3007)
(3044) EcoRI—

(6735) Apal .~
[6733) Sall

(6494} KpnlI

Figura 7. Mapa do vetor pC3300HSP60NUC contendo a sequéncia de enderecamento a mitocondria
no gene HSP60, regido pelo promotor CaMV35S do virus do mosaico-dourado da couve flor.

Ambos os vetores possuem o gene Bar, que codifica para a enzima fosfinotricina
acetiltransferase e confere resisténcia ao herbicida glifosinato de aménia (GA) para selecéo
em plantas. O mecanismo de acdo deste herbicida € a inibicdo da enzima glutamina sintetase
(GS) que pertence a rota de assimilacao do nitrogénio. Com a inibicdo da GS, ocorre acimulo
de amobnia e consequente morte celular. O promotor que regula a expressao do gene Bar € 0
CaMV35S. O operon nptl é o promotor que regula a expressdo do gene de resisténcia ao

antibiotico canamicina para selecdo em bactérias.

5.2. Transformagéao e cultivo de Escherichia coé Agrobacterium tumefaciens

Os produtos da digestdo do vetor pC3300HSP60NUC com as enzimas de restricdo
EcoRV e Ncé+Sad apresentaram o padrdo esperado de trés bandas para a EcoRV e duas
bandas para NteSacl, sendo que a banda menor, de 1.858 pb, corresponde exatamente ao

gene HSP60 completo (Figura 8
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MW: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
1: pC3300HSP60NUC.dna

EcoRV
1. 5924 bp = EcoRV (10,316) — EcoRV (5055)
2. 3167 bp = EcoRV (7149) = EcoRV (10,316)
3. 2094 bp = EcoRV (5055) — EcoRV (7149)

2: pC3300HSP6ONUC.dna

Ncol + Sacl
1. 9327 bp = Ncol(10,183) — Sacl (8325)
2. 1858 bp = Sacl(8325) — Ncol(10,183)

1.0% agarose

Figura 8. Representacdo esquematica do padrdo de bandas esperado apds digestdo do vetor
pC3300HSP60ONUC com as enzimas de restricido EcoRV le Sid.

S
¥
& EcoRV Ncol + Sacl
~
Ny

Figura 9. Padréo de bandas encontrado ap6s digestédo do vetor pC3300HSP60NUC com as enzimas de
restricdo EcoRV e Nd®Sacl. Nameros de 1 a 6 representam a digestdo das diferentes colbnias de E.
coli crescidas ap0s a transformacéao por eletroporacao

O padrao de bandas resultantes da digestdo dos plasmideos das colbénias de E. coli 3 e
5 apresentou-se alterado apoOs digestdo EooRV, por isso, 0s vetores resultantes dessas

colonias foram descartados. O padrédo de bandas resultante da digestdo dos plasmideos das
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colénias 1, 2, 4 e 6 apresentou-se conforme o esperado, por isso foram mantidas em estoque
(Figura 9).

O DNA plasmidial proveniente da colonia 1 de E. coli foi utilizado para transformacao
de células competentes de A tumefaciens linhagem EHA105. Apdés o crescimento das
bactérias transformadas em placas contendo meio LB sélido, foram selecionadas 6 coldnias
individualizadas e feito um PCR de colonia, para veritdaansformacao (Figura 10).

Figura 10. Gel de agarose com padrdo de bandas encontrado apds PCR das col6nias de A tumefaciens
transformadas com o vetor pC3300HSP60NUC. Numeros de 1 a 6 representam as difedaidss col

de A tumefaciensnptl = PCR utilizando primer especifico para o gene nptl. Bar = PCR utilizando
primer especifico para o gene Bar. CTRL + = PCR realizado com vetor pC33INM3P
purificado. CTRL - = PCR realizado sem presenca de vetor.

Os controles positivos apresentaram bandas do tamanho esperado, assim como todas
as colbnias, exceto a numero 6. As colbnias 1, 2 e 3 foram armazenadas em estoque de

glicerol 25% em freezer -80 °C.

5.3. Transformacgao genética de alface mediada por A. tumefaciens

Foram realizados, pelo menos, 4 experimentos de transformacao (cocultura)
independentes para cada vetor, seguindo-se a sequéncia de metodologias ilustrada na Figura

11. O namero de explantes transformados e regenerados que apresentaram brotacdes (como
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ilustrado na Figura I1) apés 15-20 dias em meio de regeneracdo seletivo (LR1B) esta

mostrado na Tabela 7. Nota-se que os experimentos utilizando o vetor pC3300HSP60NUC

(promotor 35S) apresentaram porcentagem meédia de brotacdo de 24% que é muito superior a

porcentagem de brotacdo média das transformacgdes utilizando o vetor pC3300HSP60NUC

Slvpl (promotor Slvpl), que foi de 5,3%. Essa diferenga na eficiéncia de transformacao foi

compensada pelo maior nimero de experimentos de cocultura e de explantes por evento,

sendo que, ao final, foi obtido nUmero semelhante de explantes regenerados que apresentaram

brotacdes de parte aérea.

Tabela 7.Eficiéncia de transformacgéo genética de alface usando diferentes vetores.

pC3300HSP6ONUC (35S)

pC3300HSP6ONUC Sivpl (Sivpl)

Experimentos  N° total de Explantes

independentes explantes com gemas
1 245 88

2 325 81

3 647 124

4 265 64

5 - -

6 - -

Total 1.482 357

% de
brotacéo
35,9%

24,9%
19,1%
24,1%

24,0%*

N° total

explantes
778

750
911
1.129
1.373
1.238
6.179

de Explantes
com gemas

182
19
8
23
41
56
329

% de brotacao

23,3%
2,5%
0,8%
2,0%
2,9%
4,5%
5,3%*

* Média da porcentagem de brotacéo.
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Figura 11. Etapas de transformacgdo genética e regeneracao in vitro de Lactuca/ssaBementes
desinfestadas para germinacBoSementes de Lactuca sativa com 4-5 dias de germinac&o no escuro,
prontas para serem inoculadas com Agrobacterium tumefaCieBgplantes cotiledonares inoculados

em meio de regeneracdo (LR1E). Explantes apos 20-30 dias em meio de regeneracdo (LR1B).
Observa-se o inicio da organogénese com formacao de brotos em alguns explantes, enmpganto out
apresentam morte celular (setds).Brotos regenerados em meio de desenvolvimento (LR2) com
selecdoF. Planta de alface regenerada a partir de organogénese em meio de enraizamento (LR3) e
pronta para aclimatizagéo.

5.4. Aclimatizacéo e cultivo em hidroponia das plantas de alface

Foram aclimaradas, seguindo-se a sequéncia de eventos ilustrada na figura 12, 46
plantas transformadas com o vetor pC3300HSP60NUC, que receberam identificacdo com
nameros, e 28 plantas transformadas com o vetor pC3300HSP60NUC Slvpl, que receberam
identificacdo com letras. Dessas foram coletadas sementes de 21 plantas possivelmente
transformadas com o vetor pC3300HSP60NBs, 7, 9, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,

24, 25, 26, 29, 32, 34, 35, 37) e de 21 plantas potencialmente transformadas com o vetor
pC3300HSP60ONUC Sivpl (A,B,C,D,E,G,1,J,M,N,0,P,Q,R,S, T,U,V,W, X, Y).
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Figura 12. Aclimatizagéo e etapas do desenvolvimento em casa de vegetagédo de plantagcde Lact
sativa inoculadas com Agrobacterium tumefacighnsPlantas no estagio inicial de aclimatizacéo,
cobertas por sacos plasticos para manutencéo de alta unBd&di@ntas aclimatizadas e adaptadas a
umidade do ambient€. Plantas aclim@&adas transplantadas para vasos com solo e substrato (1:1).
D. Planta ap6s cerca de 2-3 meses ap6s aclimatizacdo, mostrando haste floral @soénfias em
capitulo.E. Detalhe de inflorescéncia em capitulo madura.

Foram cultivadas 57 plantas possivelmente transformadas em hidroponia, sendo 8
plantasT1 da linhagem X (promotor Slvpl), 5 planfa$ da linhagem 19, 6 plantdsl da
linhagem 21, 8 plantaBl da linhagem 25. Da linhagem 14 foram 30 plaitagrovenientes
de diferente§1 comprovadamente transgénicas por Southern blot.

5.5. Confirmacéo da presenca do transgene por PCR

Vérias tentativas de confirmar a transgenia das plaf@apor PCR foram feitas.
Abaixo estd um exemplo de resultado obtido utilizando dois pares de primers diferentes
especifico para o gene HSP60 humano otimizado para plantas, e especifico para o gene Bar
(Figura 13). Algumas amostras apresentaram bandas amplificadas utilizando os primers

especificos para o gene Bar, porém ndo apresentaram bandas para o gene HSP60. Dessa
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forma, foram consideradas transgénicas, apenas as plantas que apresentaram bandas
amplificadas com os dois pares de primers, que sao os eventos 6, 14, 19, 21.
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Figura 13. Gel de agarose 1% mostrando resultado de PCR para confirmag@o de transgenia das
plantas de alfac€0. Amostras consideradas positivas por amplificacdo com os dois pares de:primers
6, 14, 19, 21. Bar = PCR utilizando primers especificos para o gene Bar. HSP6QstiIR@mrdo

primers especificos para o gene HSP60 humano otimizado para plantas. CTRL + eak£2or

com vetor pC3300HSP60ONUC. CTRL - = PCR realizado com DNA de planta ndo transgénica de
alface.

Para selecionar as plantés e T2 cultivadas em hidroponia para serem liofilizadas e
administradas aos camundongos, foi feita reagdo de PCR com par de primers especificos para
0 gene HSP60 humano otimizado para plantas (Figuras 14 e 15), visto que esse par de primers
se mostrou mais confiavel que o par de primers especificos para o gene Bar. Das 57 plantas,
15 foram confirmadas como transgénicas e foram, entao, liofilizadas.
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Figura 14. Gel de agarose a 1% para confirmacao via PCR, da transgenia das plantas dé4 alface
T2 cultivadas em hidroponia. Foram utilizados primers especificos para o gene H®R&00
otimizado para plantas. CTRL + = PCR realizado com vetor pC3300HSP60NUC. CTRLR = PC
realizado com DNA de planta ndo transgénica de alface. CTRL Reacgdo = PCR realizptkssaga

de DNA.
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Figura 15. Gel de agarose a 1% para confirmacao via PCR, da transgenia das plantas déd alface
T2 cultivadas em hidroponia. Foi utilizado primers especificos para o gene HSP60 latinmézaxio
para plantas. CTRL + = PCR realizado com vetor pC3300HSP60NUC. CTRL - = PGRdealbm
DNA de planta ndo transgénica de alface. CTRL Reacéo = PCR realizado sem presencga de DNA.

Tabela 8. Resultado da verificacdo de transgenia por PCR, com primers especificas gema
HSP60 humano, das plantes e T2 cultivadas em hidroponia. Apenas as encontradas positivas para o
transgene foram coletadas e utilizadas para o bioensaio com camundongos.

Promotor Linhagem Positivas Negativas
Slvpl X X.2; X.4 X.1; X.3; X.5; X.6; X.7; X.8
35S 14.1 14.1.1;14.1.2;14.1.3;14.1. 14.1.4;14.1.5
35S 14.6 14.6.4;14.6.7 14.6.1; 14.6.2; 14.6.3; 14.6.5; 14.6.¢
14.6.8
35S 14.8 14.8.1 14.8.2; 14.8.3; 14.8.4; 14.8.5; 14.8.¢
14.8.7
35S 14.9 14.9.3;14.9.4; 14.9.6 14.9.1;14.9.2; 14.9.5; 14.9.7
35S 19 19.1 19.2;19.3;19.4;19.5
35S 21 21.3 21.1;21.2;21.4;21.5;21.6
35S 25 25.2 25.1; 25.3; 25.4; 25.5; 25.6; 25.7; 25.
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5.6. Southem blot

A enzima escolhida para digestdo do DNA gendmico das plantas de alface foi a
Hindlll, que corta ambos os vetores apenas uma vez. Dessa forma, € possivel saber ndo
apenas se a planta é transgénica, mas também o namero de cOpias do gene inseridas no seu
genoma. Foi confirmada a integracdo do HSP60 no genoma das plantas 14 (14.1,494.7B)

21 e X, por Southern blot. Foram encontradas 3 bandas na amostra X, o que indica existir 3
cOpias do gene integradas no genoma dessa planta (Figura 16). As amostras 19 e 21, por sua
vez, apresentram 1 e 4 coOpias do gene integradas ao genoma, respectivameaté {Figur
Ambas as plantasl procedentes d@0 14 (14.1 e 14.7B) apresentaram apenas 1 copia do

gene integrada ao genoma (Figura 18

’
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Figura 16. Autorradiografia obtida pela técnica de Southern blot para determina¢édo do numero de
copias de T-DNA em plantaR) transgénicas de Lactuca sativa. DNA total das plantas foi digerido
com Hindll, e a sonda foi preparada com um fragmento de 656 pb do gene HSP60 humano otimizado
para plantas. CTRL + = digestdo do vetor pC3300HSP60NUC. CTRL - = digestdo ddeDplanta

néo transgénica de alface.
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Figura 17. Autorradiografia obtida pela técnica de Southern blot para determinacdo do numero de
copias de T-DNA em plantaR) transgénicas de Lactuca sativa. DNA total das plantas foi digerido
com Hindlll, e a sonda foi preparada com um fragmento de 656 pb do gene HSP60 humano otimizado
para plantas. CTRL + = digestédo do vetor pC3300HSP60NUC. CTRL - = digestdo ddeDplanta

néo transgénica de alface.

59



4 3.000 pb
» B o
4 1.000 pb
-
-
- R - o - — -

Figura 18. Autorradiografia obtida pela técnica de Southern blot para determinacdo do numero de
cépias de T-DNA em plantdgl transgénicas de Lactuca sativa. DNA total das plantas foi digerido
com Hindlll, e a sonda foi preparada com um fragmento de 656 pb do gene HSP60 humano otimizado
para plantas. CTRL + = digestdo do vetor pC3300HSP60NUC. CTRL - = digestdo ddeDi#nta

nao transgénica de alface.

5.7. Western blot

As amostras de proteinas em membranas de Western blot apds revelacdo apresentaram
bandas aproximadamente na regido esperada, correspondente a 60 kD. Também sé&o
observadas bandas de aproximadamente 35, 25 e 20 kD, que podem corresponder a
fragmentos da proteina HSP60 degradada durante a extracédo e precipitacédo (Fige3s 19 e
O controle negativo também apresentou bandas em algumas membranas (Figuras 20, 21
22), o que indica que o anticorpo ndo conseguiu distinguir a proteina HSP60 humana da
HSP60 vegetal. Entretanto, o controle negativo (plantas néo transformadas) geralmente
apresentou marcacdo mais fraca que as amostras que haviam sido confirmadas como
transgénicas por Southern blot, o que indica um provavel acimulo de proteinas com cerca de

60 kD nas amostras transformadas (Figura 19).
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Figura 19. Detecc¢do da proteina HSP60 humana em linhagens de plantas transgénicas de alface, pela
técnica de Western blot. Membrana de PVDF emamostrasro (7, 12, 18, 19, 20, 21, B, X) apos
revelacdo com NBT/BCIP.
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Figura 20. Deteccao da proteina HSP60 humana em linhagens de plantas transgénicas, gelalfa
técnica de Western blot. Membrana de PVDF esamostras TO (12, 14, 15, 19, 20, 21, X, N) ap0s
revelagdo com NBT/BCIP
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Figura 21. Deteccao da proteina HSP60 humana em linhagens de plantas transgénicas de alface, pela

técnica de Western blot. Membrana de PVDF esramostras TO (12, 19, 20, 21, X) apos revelacao
com NBT/BCIP
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Figura 22. Deteccao da proteina HSP60 humana em linhagens de plantas transgénicas de alface, pela
técnica de Western blot. Membrana de PVDF asamostras T2 (14.1.1, 14.1.2, 14.1.3, 14.1.6,
14.6.4,14.6.7, 14.8.1, 14.9.3) ap0s revelagdo com NBT/BCIP
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5.8. Avaliacdo do peso corporal dos animais

Foram feitos dois bioensaios independentes com camundongos de 9 a 11 semanas,
sendo que cada bioensaio demorou 17 dias completos e o sacrificio ocorreu no 18° dia. O
peso dos camundongos foi avaliado todos os dias no mesmo horario. Era esperado que 0s
camundongos mantivessem ou ganhassem peso durante os 10 primeiros dias de experimento e
perdessem peso, por causa da colite ulcerativa aguda, apés o 4° dia de ingestdo de DSS,
devido a diarreia, perda de sangue e prostracdo dos animais. O resultado obtido se assemelha
ao esperado, porém a perda de peso dos animais aconteceu mais acentuadamente apenas no 7°
dia de administracdo de DSS e ultimo dia do experimento (Figura 23), apesar de apresentarem
diarreia e sangue nas fezes a partir do 5° dia.

Ao final dos experimentos, houve diferenca significativa entre o grupo Naive (controle
negativo) e o grupo DSS (controle positivo), indicando que o tratamento com DSS 2% foi
suficiente para gerar inflamacéo nos animais durante os 7 dias de administragdo. N&o houve
diferenca entre o grupo Naive e o grupo Dieta HSP60. Porém, este Ultimo grupo apresentou
diferenca quando comparado ao grupo DSS, sugerindo que o tratamento com administracado
na dieta de alface produtora de HSP60 humana recombinante levou a melhora da colite
ulcerativa experimental (Figura 23). Houve diferenca entre o grupo DSS e o grupo Dieta
alface, que nao ingeriu HSP60 recombinante, indicando que a ingestdo de alface causa
melhora significativa da perda de peso causada pela colite. Também houve diferenca entre o
grupo Dieta alface e o grupo Dieta HSP60, denunciando que mesmo que exista um efeito
causado pela alface sobre a melhora da colite, h4 também o efeito da proteina recombinante
HSP60 humana.
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Figura 23. Porcentagem de variacdo do peso corporal dos camundongos tratados com alface produtora
de HSP60 humana por via oral misturada a dieta, durante os 7 dias de inducdo de Y& 2.
Camundongos C57BL/6 foram tratados por 4 dias com alface produtora de HSP60 humana, seguidos
de intervalo de 6 dias e inducdo de colite por DSS 2% por 7 dias. O peso dos aniel@isdimi
diariamente. O grupo Naive consistiu de animais que ndo receberam nenhum tratamento. Para analise
estatistica, os grupos foram comparados entre si em cada tempo experimental. n=5 (Najvaue DSS

9 (Dieta alface e HSP60). Realizou-se o teste two way ANOVA éfeaenica estatistica foi
representada por letras e apontada com valor p <0,05. Valores repreaantadia + dp (desvio
padréo).

5.9. Avaliacdo da gravidade da colite induzida por DSS

O indice macroscopico ou escore clinico inflamatério foi feito considerando os
resultados de 3 parametros ranqueados (% de perda de peso, diarreia e sangf@mento).
sangramento e a diarreia foram avaliados apés a retirada do coélon no dia do sacrificio. O
percentual da perda de peso foi obtido comparando-se os valores do peso do primeiro dia de
administracdo de DSS e do ultimo dia.

Avaliandosejuntamente os doxperimentos, o grupo Naive apresentou escore igual
a zero, e 0 grupo DSS apresentou o maior escore. Observa-se que houve melhora no quadro
clinico inflamatério com a ingestao de dieta contendo alface expressando HSP60 humana
(Dieta HSP60), pois ndo houve diferenca estatistica entre este grupo e o grupo Naive, 0
controle que né&o ingeriu DSS e ndo apresentou colite ulcerativa, mas houve diferenca
estatistica se comparado ao grupo DSS, que nao ingeriu alface e apresenta quadro severo de
colite. Entretanton@ houve diferenca significativa entre o grupo Dieta HSP60 e o grupo
Dieta alface, que ingeriu alface nao transgénica. Os grupos que ingeriram alface

apresentaram-se muito heterogéneos e geraram dados com grande desvio padréo (Figura 24).
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Figura 24. Escore inflamatdrio macroscopico da colite ulcerativa aguda em camundongos tratados
com alface produtora de HSP60 humana por via oral misturada a dieta, seguidosale ohes dias

e inducgdo de colite por DSS 2% por 7 dias. Camundongos C57BL/6 foram sacrificatdosetidos a
classificagdo sintomatologica da doenca. O escore total foi obtido a partir da soma dos trés parametros.
O grafico representa valores de média *+ desvio padréo n= 5 (DSS), n=6 (Naive) 8 ¢ (Deta

alface e DSS + Dieta HSP60). Quadrados pequenos pretos representam os individuogaHoi oeal

teste de Tukey e as letras diferentes representam diferencas significativas (p<0.05).

5.10. Andlise histolégica da colite

A analise das laminas permitiu verificar que animais do grupo Naive (controle que néo
ingeriu alface nem DSS), apresentaram mucosa, submucosa, muscular e serosa dentro dos
padrdes de normalidad& auséncia de colite pode ser comprovada pelo escore histologico
igual a zero, em todos os animais analisados (Figura 25). A mucosa apresenta-se preservada
com células caliciformes e auséncia de erosdo ou ulceracdo. Nao ha infiltrado de células
inflamatorias que prejudique a arquitetura da mucosa. A submucosa apresenta-se delgada e
com auséncia de infiltrado inflamatério (FiguraA26

Ja os animais do grupo tratado apenas com DSS apresentaram mucosa e submucosa
com intenso infiltrado inflamatoério que causou destrui¢cdo das criptas, tiveram bastante edema
principalmente na camada muscular e quase completa perda da estrutura epitelial na mucosa
A mucosa apresenta eroséo e auséncia grave de células caliciformes. Estas foram substituidas
por um intenso infiltrado inflamatoério (FiguraRp Essa analise se comprova no grafico de
escore histolégico, no qual os grupos menos inflamados apresentaram menores valores
(Figura 25).
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Os camundongos tratados com alface ndo transgénica apresentaram colon com mucosa
e submucosa comprometidas, no mesmo grau que a do grupo DSS (Fguras2és dois
grupos também apresentaram escore histolégico semelhante estatisticamente (Figura 25). Ja
os camundongos tratados com alface produtora de HSP60 humana recombinante
apresentaram c6lon com mucosa e submucosa comprometidas, entretanto o comprometimento
mostrase menor. S0 notadas &areas de preservacdo da parte superior da mucosa, onde
aparecem células caliciformes. O infiltrado na regido da submucosa também rsestrou-

drasticamente reduzido (Figura®6
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Figura 25. Escore histolégico da colite ulcerativa aguda em camundongos tratados com alface
produtora de HSP60 humana por via oral misturada a dieta, seguidos de intervalo deigddiedo

de colite por DSS 2% por 7 dias. Ao final do sétimo dia, os animais &aaerificados e o colon foi
coletado para preparo das laminas de histologia. As laminas foram coradas conmidEatogia da
mucosa foi avaliada. O escore histoldgico foi obtido a partir da avaliacadatielglobal
histologia. A analise do escore leva em consideracdo a deplecdo de célulagmalcifjrau de
erosao/ulceragdo, presenca de infiltrado inflamatdrio da mucosa e da submucosa, presencaade abscess
e Ulcera. Foi dado um escore de 0 a 3 para cada parametro analisado. O escarelititial fopartir

da soma dos trés parametros. Valores representam a média + dp, n= 6 (Naive e DSS) &&= 9 (D
Dieta alface e DSS + Dieta HSP60). A significancia estatistica foi mediddeste de Tukey e
apontada por letras diferentes com valor p<0,05.
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Figura 26. Representacdo da avaliagdo histologica da mucosa do c6lon em camundongos tratados com
alface produtora de HSP60 humana por via oral misturada a dieta, seguidos de intervalo de 6 dias
inducdo de colite por DSS 2% por 7 dias. Ao final do sétimo dia, os animais gacaificados e o
célon foi coletado para preparo das laminas de histologia. As laminas foram coradd& @m
morfologia da mucosa foi avaliad&. Célon de camundongo nao submetido a ingestéo de DSS e que
apresenta aparéncia fisiolégica normal e ndo patoldgicaolon de camundongo que ingeriu DSS e
apresenta sinais histolégicos de colite. Célon de camundongo de ingeriu alface e DSS,
apresentando colit®. Colon de camundongo que ingeriu alface produtora de HSP60 humana, que
apresenta menor comprometimento pela colite, com diminuicdo do infiltrado inflamatdumento
do numero de células caliciformes. Setas pretas apontam para as célulasnceficiSetas brancas
apontam para areas de erosdo e os asteriscos marcam o infiltrado de células inflaraattuissa
(um asterisco) e submucosa (dois asteriscos). Barra = 100 pum.
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6 - DISCUSSAO

Inicialmente, construimos o vetor de expresséo para transformacéo nuclear de alface
(pC3300HSP60ONUC)¢ontendo a sequéncia otimizada do gene para expressao da proteina
HSP60 humana em plantas, regido pelo promotor constitutivo CaMV35S, do virus do
mosaico-dourado da couve flor. Este promotor € amplamente utilizado como ferramenta para
expressao de proteinas em varias espécies de plantas, porém apresenta diferentes niveis de
expressao dependendo da espécie (Saidi et al., 2009). Logo apos, foi publicado um artigo que
mostrou o silenciamento do promotor CaMV35S em plantas de dlifaqeela metilagéo de
uma sequéncia especifica. Os sitios CpG e CpWpG (onde W é A ou T) do promotor
CaMV35S foram hipermetilados em 9 de 10 linhagens transgénicas. A frequéncia de citosinas
metiladas variou de 54,2 a 92,3% em alface, exceto por uma linhagem (#23), que mostrou
baixa frequéncia 2,1% (Okumura et al., 2016).

Por causa disso, o vetor de expressao foi sintetizado novamente, dessa vez contendo o
promotor do gene da bomba de protons vacuolgpitdfosfatase 1 de Solanum lycopersicum
(Slvpl). O gené/P1 faz parte da familia de genes de bombas de protdmsréfosfatase
chamada de V-PPase. Juntamente com a familia V-ATPase, sdo as duas maiores familias de
bombas de prétons eletrogénicas da membrana vacuolar de plantas. Essas bombas acidificam
0s vacuolos e geram um gradiente eletroquimico na célula vegetal, que permite o transporte
secundario ativo de ions inorganicos, acucares e acidos organicos. As proteinas V-PPase
consistem em um Unico polipeptideo e estdo presente na maioria das plantas terrestres,
algumas algas, protozoarios, bactérias e archeobactérias (Mohammed et al., 2012). O gene
Slvpl possui expressdo constitutiva, exceto em frutos maduros (Mohammed et al., 2012), e
resultados obtidos no Laboratorio de Engenharia Genética Aplicada a Agricultura Tropical
(LEG), mostraram que o promotor Slvpl é funcional em todas as células, durante o
desenvolvimento de plantas de alface transformadas com esse promotor (dados néo
publicados).

Possivelmente, mais de 25% das proteinas codificadas pelo genoma nuclear de
eucariotos multicelulares sédo direcionadas a organelas com membranas por uma sequéncia
sinal de direcionamento. Quase todas as proteinas sollveis e muitas proteinas da membrana
sao direcionadas para a via de secrecdo pelo reticulo endoplasmatico, as mitocondrias ou os
cloroplastos através de sequéncias N-terminais (pré-sequéncias), que geralmente sao clivadas
apos a entrada na organela. Como a transferéncia destas pré-sequéncias para outros

polipeptideos néo relacionados geralmente leva ao direcionamento da proteina produzida para
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a organela correta, essa sequéncia deve conter todas as informacdes de direcionamento
necessarias e, portanto, deve ser identificavel (Small et al., 2004). Assim, outro problema que
supostamente poderia acontecer, seria que a existéncia de dois peptideos sinais na proteina (o
de direcionamento a mitocondria, ja presente no gene HSP60 humano, e o de direcionamento
ao reticulo endoplasmatico, que foi adicionado) poderia gerar confusdo a maquinaria celular
no momento da traducdo e, assim, originar uma proteina truncada ou impedir a formacgéo da
proteina. Dessa forma, no novo vetor de expressdo também foi adicionada sequéncia
otimizada do gene para expressdo da proteina HSP60 humana em plantas, sem a sequéncia de
enderecamento a mitocéndria, presente nos 75 primeiros pares de bases nitrogenadas do gene
humano. Este novo vetor chamamos de pC3300HSP60NUC Slvpl.

No entanto, observando os resultados deste trabalho, a presenca de duas sequéncias de
direcionamento nao interferiu na viabilidade da traducdo da proteina nas plantas
transformadas com o vetor de expressdo pC3300HSP60NUC. De fato, ja foi relatado em
diversas espécies de plantas, como A thaliana, Glycine R&xum sativum, a existéncia de
duas sequéncias de direcionamento para duas organelas diferentes na mesma proteina, no caso
das enzimas envolvidas no ciclo da ascorbato-glutationa (ascorbato peroxidade,
monodehidroascorbato redutase e glutationa redutase). Essas enzimas possuem sequéncias de
direcionamento ao cloroplasto e a mitocéndria, para possibilitar que exercam a funcédo de
desintoxicacdo de 4, da célula vegetal de forma eficiente. Os niveis de transcricdo
mostraam gue esses genes sdo induzidos por estresses quimicos oxigatislosoplastos
e/ou mitocondrias e sdo elevados durante a fotossintese realizada em presenca de luz (Chew et
al., 2003). Pensamos que possivelmente, a maquinaria da célula reconheceu apenas a primeira
sequéncia, que direcionava a proteina ao reticulo endoplasmatico, e procedeu a traducao
normalmente, sem prejuizo para a proteina recém-sintetizada. Dessa forma, esta proteina teria
ficado ancorada na membrana plasmatica do reticulo, devido a presenca da sequéncia KDEL
de retencdo por ancoramento a membrana do reticulo (Napier et al., 1992; Okamoto et al.,
2003).

Inesperadamente, a transformagdo de alface com o vetor de expressdo
pC3300HSP60ONUC Slvpl foi mais demorada e dificil, como se pode observar pela menor
porcentagem de brotacédo (Tabela 7), e consequentemente, organogénese em todos 0s eventos
independentes, exceto o primeiro. Apesar do esforco em aumentar o numero de eventos de
transformacdo e de explantes por evento, e assim, obter nimero semelhante de explantes
regenerados que apresentaram brotacOes de parte aérea, ndo foram aclimatadas a mesma

proporcéao de plantas, nem foi confirmada a transgenia de muitas plantas transformadas com
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esse vetor (apenas a linhagem X). Apesar de a expressao génica ser regulada pelo promotor
CaMV35Se a proteina conter duas sequéncias de direcionamento, as transformac@es com
vetor de expressao pC3300HSP60NUC foram bem sucedidas.

A confirmacéo da presenca do gene no genoma nuclear das plantas de alface foi feita
utilizando duas técnicas diferentes. Uma delas foi a PCR, com um par de iniciadores
especificos para a sequéncia do gene HSP60, além de utilizar mais dois pares de iniciadores
especificos para genes de resisténcia @ptr) existentes no T-DNA inserido no genoma.
Também foi utilizada a técnica de Southern blot, que permite detectar fragmentos de DNA
especificos em amostras de DNA gendmicos. Esta técnica é considerada uma prova molecular
da integracdo de genes exdgenos no genoma vedatpbde ser utilizada ndo somente para
detectar a presenca ou auséncia do gene, mas também o namero de copias que foi inserido no
genoma vegetal. A técnica da PCR tem alta sensibilidade, o que pode levar a falsos positivos,
por possibilitar a amplificacdo de quantidades minimas de DNA contaminante contendo o
gene analisado e, dessa forma, € menos confiavel que o Southern blot (Brasileiro e Carneiro,
2015). Apesar da PCR nao ser tdo confiavel quanto o Southern blot, as reacdes feitas
utilizando os iniciadores desenhados especificamente para 0 gene HBBB&ram-se
condizentes com os dados encontrados nas membranas de Southern blot, e os dois resultados
foram complementares. Assim, temos certeza da transgenia das pa(tds 19, 21 e X), e
de alguns exemplares dé& (14.1 e 14.7B). Concluimos, entédo, que o gene inserido pode ser
herdado com eficiéncia, e que a técnica de PCR é uma boa ferramenta paraada ntli
triagem de plantas transgénicas para serem utilizadas nos bioensaios.

Em analise de alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos da proteina HSP60
humana otimizada para plantas (Figura 2) e a sequéncia da proteina HSP60 vegeatal (Figur
27), foi encontrado 325/551(59%) de identidade, 429/551(77%) de positivos e 5/551(0%) de
gaps (Figura 28). Esses valores mostram alta similaridade entre as duas sequéncias e elevada
probabilidade de reconhecimento indiscriminado das duas proteinas pelo anticorpo policlonal
para HSP60 humana.
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MYRFASNLASKARIAQNARQVSSRMSWSRNYAAKEIKFGVEARALMLKGVEDLADAVKVTMG
PKGRNVVIEQSWGAPKVTKDGVTVAKSIEFKDKIKNVGASLVKQVANATNDVAGDGTTCATV
LTRATFAEGCKSVAAGMNAMDLRRGISMAVDAVVTNLKSKARMISTSEEIAQVGTISANGER
EIGELIAKAMEKVGKEGVITIQDGKTLENELEVVEGMKLDRGYTSPYFITNQKTQKCELDDP
LILTHEKKISSINSIVKVLELALKRQRPLLIVSEDVESDALATLTILNKLRAGIKVCAIKAPG
FGENRKANLOQDLAALTGGEVITDELGMNLEKVDLSMLGTCKKVTVSKDDTVILDGAGDKKGI
EERCEQIRSAIELSTSDYDKEKLOERLAKLSGGVAVLKIGGASEAEVGEKKDRVTDALNATK
AAVEEGILPGGGVALLYAARELEKLPTANFDOKIGVQITONALKTPVYTIASNAGVEGAVIV
GKLLEQDNPDLGYDAAKGEYVDMVKAGIIDPLKVIRTALVDAASVSSLLTTTEAVVVDLPKD
ESESGAAGAGMGGMGGMDY

Figura 27. A sequéncia da proteina HSP60 de A thaliana encontrada no NCBI, sob o namero de
referéncia NP_189041.1 heat shock protein 60 [Arabidopsis thaliana
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Figura 28. Alinhamento entre sequéncia de aminoacidos da proteina HSP60 humana otimizada para
plantas e da sequéncia da HSP60 de A thaliana, mostrando 325/551(59%) de identidade,
429/551(77%) de positivos e 5/551(0%) de gaps. Regides em preto marcam os aminoaticios idén
gue existem em ambas as proteinas.

A luz disso, tentou-se fazer um protocolo mais restringente para que apenas a HSP60
humana fosse reconhecida pelo anticorpo. A concentracdo do anticorpo primario anti-HSP60
humano utilizada (1:550) foi cerca de metade da recomendada pelo fabricante para Western
blot (1:250). A membrana foi bloqueada por longo periodo, overnight por pelo menps 16 h
com alta concentracéo de leite em pd desnatado 5%. Essa concentracdo de leite em pé foi
mantida em todas as etapas do bloting, ao invés de diminuir para 1%, como é o protocolo
mais usado (Brasileiro e Carneiro, 2015).

O reconhecimento da proteina HSP60 humana pelo anticorpo policlonal acontece pelo
reconhecimento de sequéncia especifica de aminoacidos. Essa sequéncia imunogénica foi
especificada pelo fabricante do anticorpo (Sigma) como
RVLAPHLTRAYAKDVKFGADARALMLQGVDLLADAVAVTMGPKGRTVIIEQSWGS
PKVTKDGVTVAKSIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEAGDGTTTATVLARSIAKE
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GFEKISKGANPVEIRRGVMLAVDAVIAEL. Tal sequéncia possui alta similaridade com
ambas as proteinas (Figurg.29
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Figura 29. Alinhamento entre sequéncia de aminoacidos da proteina HSP60 humana otimizada para
plantas, da sequéncia da HSP60 de A thaliana, e da sequéncia imunogénica reconhecida pelo
anticorpo. Regides em preto marcam os amino&cidos idénticos que existem nas trés sequéncias.

A partir das andlises dos alinhamentos entre essas sequéncias proteicas, concluimos
que a confirmacado precisa da traducéo da proteina HSP60 humana nos tecidos vegetais ndo
foi possivel de ser realizada com eficiéncia pela técnica de Western blot, pois a sequéncia de
aminoacidos da proteina humana e da vegetal sdo muito semelhantes. Dessa forma, o
anticorpo policlonal anti HSP60 humano, interage semelhantemente com as duas proteinas.

Uma forma simples e eficiente de resolver este problema seria ter adicionado uma
sequéncia de aminoacidos a extremidade C ou N-terminal para diferenciar as diressprote

by

Uma boa opcao seria adicionar seis residuos de histidina a extremidade C-terminal da
proteina (cauda Histag ou de polihistidina). A cadeia de residuos de histidina tem a
capacidade de ligaea varios tipos de ions imdveis, como niquel, cobalto e cepi,isso,

pode ser usada para deteccdo e purificagdo de proteinas marcadas com a cauda de
polihistidina (Terpe, 2003). Devido ao seu tamanho relativamente pequeno, baixa
imunogenicidade, natureza hidrofilica, e a existéncia de anticorpos comerciais especificos
para deteccdo da cauda de polihistidina, atualmente esta € uma técnica muito utilizada para
identificagcdo de proteinas por Western blot (Debeljak et al., 2006). Se tivesse sido adicionada
uma cauda de polihistidina, poderiamos ndo apenas distinguir a proteina HSP60 animal da
proteina homadloga vegetal por Western blot, mas também purificar a proteina recombinante e

realizar uma quantificacdo precisa da producdo da HSP60 humana pela alface.
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No entanto, a confirmacgéo da existéncia da proteina recombinante nos tecidos vegetais
pode ser dada pela melhora nos indices clinicos e histolégicos da colite em camundongos que
se alimentaram com alface recombinante expressando HSP60 humana e DSS, em relacédo aos
controles, que se alimentaram de alface ndo transgénica e DSS ou apenas de DSS.
Confirmando, assim, que a linhagem 14, transformada com o vetor de expressao
pC3300HSP60NUC com o promotor CaMV35S e utilizada nos bioensaios, ndo apresentou
silenciamento do transgene inserido.

Doencas inflamatorias intestinais, que incluem a doenca de Crohn e a colite ulcerativa,
sdo desordens cronicas que afetam milhares de pessoas no munddElésdséao
caracterizadas por inflamacao intestinal descontrolada, que leva a ma da qualidade de vida das
pessoas afetadas, causando, por exemplo, dores abdominais, diarreia e perda de peso. Apesar
da causa exata dessas doencas ainda ser desconhecida, as evidéncias sugerem que as
interacdoes entre a desregulacdo imune, fatores ambientais e polimorfismos genéticos
contribuem para a natureza multifatorial da doencga (Basso et al., 2014).

O modelo de colite ulcerativa induzida por DSS é caracterizado por alteracfes
clinicas, como diarreia, sangramento retal forte, perda de peso; e alteraces morfologicas e
celulares, como erosoes, displasia, encurtamento do intestino grosso, formacéo de foliculos
linfoides, aumento da permeabilidade intestinal, producdo de linfocitos e de citocinas
inflamatorias (Okayasu et al., 1990). A mucosa afetada pela colite ulcerativa € o célon do
intestino grosso, especialmente a regido do coélon distal, que € mais proxima ao reto. Dentre 0s
modelos murinos de colite quimicamente induzida, o modelo de inducdo por DSS é
amplamente utilizado pela sua simplicidade, rapidez, alta reprodutibilidade e sua alta
similaridade com a colite ulcerativa humana. Inclusive por induzir mudancas histologicas,
como aumento do infiltrado celular, erosdo epitelial, ulceracdo, edema e deplecédo de células
caliciformes. Um dos parametros clinicos relevantes na colite € a perda de peso, que ocorre a
partir do 3° ou 4° dia de administracdo de DE&Bassaing et al., 20140 DSS € um
polissacarideo sulfatado negativamente carregado e solivel em agua. Seu peso molecular é
variavel de 5 a 1.400 kDa. A colite murina mais severa, que mais se aproxima da colite
ulcerativa humana, resulta da administragcdo de DSS entre 40 e 50 kDa em agua de beber
(Okayasu et al., 1990).

Os resultados encontrados nos experimentos deste trabalho mostram que os
camundongos tratados com DSS 2% apresentaram 0s sintomas caracteristicos de colite
ulcerativa induzida por DSS, como esperado. Houve retardo no tempo para haver redugao do

peso dos camundongos, que ocorreu apenas no 7° dia de consumo de DSS. Essa demora em
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perder peso, pode ser devido a composi¢cdo do DSS administrado, pois cada lote é diferente,
mesmo que seja produzido pela mesma emprdssicg(Chassaing et al., 20L4Apesar de

ter demorado um pouco mais, houve perda de peso em todos os grupos que ingeriram DSS e
nao houve perda de peso nos camundongos do grupo Naive. A média de perda de peso do
grupo DSS foi de 7,87%; do grupo DSS + Dieta alface foi de 4,90%; e do grupo DSS + Dieta
HSP60 foi de 1,69%. Essa € uma evidéncia que houve melhora do quadro clinico de colite
pela ingestdo apenas de alface e uma melhora ainda mais significativa pela ingd&iée de a
produtora de HSP60 humana recombinante. O grupo Dieta HSP60, inclusive, apresentou
perda de peso tédo baixa, que foi semelhante estatisticamente ao grupo Naive, que nao ingeriu
DSS.

Quando se analisou a integridade da mucosa do colon através de escore histologico da
doenca, percebemos que animais que receberam administracdo da alface produtora de HSP60
humana recombinante apresentaram arquitetura da mucosa menos afetada pelo DSS, com
menor erosdo epitelial, reducdo do infiltrado inflamatorio celular e menor edema, além de
apresentarem manutencao parcial das células caliciformes, e ndo a deplecdo, como encontrado
nos outros grupos que ingeriram DSS. Rezende e colaboradores (2012) também encontraram
resultado semelhante no modelo de encefalomielite autoimmune experimental (EAE). Os
camundongos que foram pré-tratados com HSP65 de Mycobacterium, produzido e secretado
por Lactococcus lactis, e apdés 10 dias, submetidos a inducédo de EAE, apresentaram melhora
no escore clinico e histoldgico. A inibicdo da EAE foi associada a presenca de citocinas anti-
inflamatdrias nos ganglios linfaticos e no baco, e um aumento das células Treg nos 6rgaos
linfoides periféricos, bem como na medula espinhal. Os resultados encontrados por Gomes-
Santos e colaboradores (2017), também auxiliam no entendimento da atuacdo do HSP65 na
prevencdo de doencas inflamatérias. Eles observaram melhora significativa no escore clinico
e histolégico dos animais previamente tratados com HSP65 de Mycobacterium, produzido e
secretado por L. lactis, no trato gastrointestinal de camundongos, e posteriormente, tratados
com DSS 1,5%. O HSP65-LL preveniu completamente a colite induzida por DSS em
camundongos. O mecanismo inumomodulatério por meio do qual o HSP65-LL atuou esta
associado com a inducdo de células Tregs 'EDp3 e CD4LAP", via IL-10 e receptor
tipo TLR2 (toll-like receptor 2).

As HSPs tem chamado atencdo dos imunologistas desde que foi observado que o
sistema imune desenvolve respostas rapidas ao aumento de HSPs, sob vérias condicdes de
alteracdo da homeostase, como aumento do estresse oxidativo, aumento de temperatura ou

infeccdo por patdogenos. Por causa de sua conservacgao evolutiva, seu papel na manutencéo da
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integridade das proteinas celulares e sua indutibilidade sob estresse, as HSPs sédo estudadas
como antigenos imunogénicos com potencial de controlar inflamacdes (Van Eden et al.,
2007). De fato, ocorre aumento na expressao de HSP60 em célon de pacientes com doencas
inflamatorias intestinais, bem como células T reativas a auto-HSP60, foram identificadas
nesses individuos (Puga Yung et al., 2009). Uma vez que ocorre regulagdo positiva como
parte da resposta inflamatéria em doencgas intestinais, a inducdo de células T reativas pela
administracdo oral da HSP60 torna-se uma explicacdo atraente para o desenvolvimento de
Tregs na mucosa, o que levaria a melhora no quadro clinico e histolégico observado neste
trabalho. Isso implica que a proteina HSP60 humana pode ser um alvo terapéutico para a
inducdo de tolerancia imunoldgica via oral nos casos de doengcas em que 0 auto-antigeno é
desconhecido (Gomes-Santos et al., 2017). Para avaliar os mecanismos imonorreguladores
induzidos pela proteina HSP60 humana produzida por Lactuca sativa, outros testes
imunoldgicos ainda serao feitos, como avaliacdo de IgA secretéria, quantificacdo de citocinas
produzidas em cultura de células extraidas de baco, linfonodos cecal e mesentérico, como IL-
10, TGF$, IL-1B, TNF-u, IL-10, IFN+, IL- 17 elL-6.

Uma vantagem da utilizacdo de um vegetal recombinante para expressdo do HSP60
humano seria que este modelo produziria extratos livres de endotoxinas bacterianas, que
mesmo em concentragdes muito baixas podem influenciar a produgéo de citocinas e atividade
funcional de células imunitarias (Coelho e Faria, 20A8sim, a possibilidade de utilizacao
de plantas, como a alface, para producdo de HSP60 recombinante e sua administracéo via oral
da proteina nativa é uma excelente alternativa para a prevencao de doencas inlamatéria

intestinais, e possivelmente, de outras doencas inflamatdrias cronicas e autoimunes.
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7 - CONCLUSOES GERAIS

Construu-se e sintetibu-se dois vetores de expressdo em plantas contendo o gene
HSP60 humano. Ambos os vetores foram utilizados para transformar cotilédones da Lactuc
sativa a fim de obter linhagens transgénicas independentes expressando a proteina HSP60
humana. A transgenia das plantas positivas foi confirmada por PCR e por Southern blot.
Tentamos identificar as proteinas HSP60 produzidas pelas linhagens transformadas por
Western Blot. Porém ndo € possivel distinguir a proteina HSP60 humana recombinante da
proteina HSP60 produzida pelos proprios tecidos vegetais utilizando esta técnica. Isso
ocorreu, pois, a sequéncia de aminoéacidos idénticos entre as duas proteinas na regiao
reconhecida pelo anticorpo € alta e o anticorpo reconhece as duas proteinas igualmente.
Entretanto, quando as folhas liofilizadas das planfada linhagem 14 foram administradas
aos camundongos por via oral, misturada a dieta, pudemos observar a prevencdo da colite,
pela melhora no escore clinico e histolégico dos camundongos, quando comparado com 0s
controles, que também ingeriram DSS. Assim, comprovamos a existéncia da proteina HSP60
humana recombinante nas folhas dessa linhagem.

Em conclusdo, foram produzidas linhagens de Lactuca sativa transgénicas com
expressdo heteréloga da proteina HSP60 humana em suas folhas, que ndo apresentaram
alterac6es morfolégicas macroscopicas e sdo viaveis para cultivo. Elas podem ser utilizadas,
in natura ou liofilizadas, e administradas via oral para a prevencdo de colite ulcerativa
induzida por DSS em camundongos, e possivelmente, também para prevencgéao e tratamento de

outros tipos de doencas inflamatdrias ou autoimunes.
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