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RESUMO

FANI, Marilane de Oliveira, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2009.
Construcdo de um sistema de expressdo da proteina ndo estrutural (NS1) do
virus dengue-2 em Nicotiana tabacum “Havana” e andlise da expressdo do
transgene. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientadores: Leandro Licursi de
Oliveira e Wagner Campos Otoni.

A dengue é a doenga mais importante causada por arbovirus no mundo, sendo
observado nos ultimos vinte anos um aumento significativo na atividade epidémica,
expansao da distribuicdo geografica, transmissao continua de varios sorotipos e
emergéncia da Febre hemorragica (DHF) em areas onde a doenga nao era prevalente.
Apesar dos processos metodolégicos de diagnostico da dengue estar na atualidade
em profundo desenvolvimento e aperfeicoamento, um empecilho na realizagdo de
testes diagnésticos para dengue reside na dificuldade de producdo em grande escala
de antigenos a serem usados na captura do anticorpo presente no soro de pacientes
infectados. Devido a este fator, o objetivo é a obtencdo de antigeno em grande
quantidade e qualidade utilizando um sistema de expresséo heterdloga de proteinas
em plantas. Para tanto, foi extraido o RNA total do sobrenadante de cultura de células
infectadas e a partir deste foi sintetizado o cDNA. O gene da proteina ndo estrutural
(NS1) do sorotipo dengue 2 foi obtido através de Reagdes em Cadeia da Polimerase
(PCR), separado por eletroforese e purificado. O gene foi, entédo, clonado em vetores
pGEM-T e pCAMBIA. Bactérias Escherichia coli DH5a foram transformadas,
selecionadas em meio seletivo e estocadas a -80° C. O vetor pCAMBIA foi
anteriormente clivado com as mesmas enzimas € o gene da proteina NS1 foi ligado a
este por enzima T4 ligase. Nova transformagédo de E. coli DH5a foi realizada e as
colénias foram, entdo, analisadas quanto a presenga do gene que codifica a proteina
NS1 através de Reacbes em Cadeia da Polimerase (PCR). As colbnias transformantes
recombinantes foram selecionadas e estocadas. Este vetor recombinante, pCAMBIA
3301/NS1, foi utilizado para transformacdo de Agrobacterium tumefaciens e,
posteriormente, de Nicotiana tabacum para expresséo da proteina nao-estrutural NS1.
A extracido do DNA e do RNA proveniente das plantas do tabaco foi realizada. A
integracdo do gene da proteina NS1 no genoma vegetal e sua transcricdo foram
confirmadas por PCR. Analises subsequentes serdao realizadas para verificar a

expressao efetiva da mesma, que sera purificada e concentrada.



ABSTRACT

FANI, Marilane de Oliveira, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, December of 2009.
Construction of a expression system of the non structural protein (NS1) of the
dengue-2 virus in Nicotiana tabacum "Havana" and analysis of the transgene
expression. Adiviser: Sérgio Oliveira de Paula. Co-adivisers: Leandro Licursi de
Oliveira and Wagner Campos Otoni.

The dengue is the most important arbovirus disease in the world, being observed in the
last twenty years a significant increase in the epidemic activity, expansion of the
geographical distribution, continuous transmission of several sorotypes and emergency
of the Hemorrhagic Fever (DHF) in areas where the disease was not prevalent. In
spite of the methodological processes of the dengue’s diagnosis are in deep
development and improvement, a difficulty in the accomplishment of diagnostic tests
for dengue lives in the difficult production of antigens in great scale to be used in the
capture of the present antibody in the infected patients serum. Thus, our aim in this
work is to obtain antigen in great amount and quality using a system of heterologous
expression of proteins in plants. To achieve that, total RNA of the culture supernatant
of infected cells was extracted and the cDNA was made. The gene of the non structural
protein (NS1) of the sorotype dengue-2 was obtained by Polimerase Chain Reactions
(PCR), separate by eletroforesis and purified. The gene was, then, cloned in pGEM-T
and pCAMBIA vectors. Escherichia coli DH5a were transformed, selected in selective
medium and stored at -80 °C. The vector pCAMBIA was previously cleaved with the
same enzymes and the gene of the NS1 protein was binded to it. New transformation
of E. coli DH5a was accomplished and the colonies were, then, analyzed for the
presence of NS1 gene by PCR. The transformed recombinant colonies were selected
and stored. The recombinant vector, pPCAMBIA 3301/NS1, was used for transformation
in Agrobacterium tumefaciens and, later, in Nicotiana tabacum for expression of the
non-structural protein NS1. DNA and RNA extraction from the tobacco plants was
accomplished. The integration of the NS1 protein gene in the plant genome and its
transcription were confirmed by PCR. Subsequent analyses will be accomplished to

verify its effective expression, and it will be further purified and concentrated.



1- INTRODUGAO

Infecgbes causadas pelo virus da dengue sdo umas das mais importantes
doencas humanas transmitidas por artrépodes no mundo. A transmissdo deste
virus é feita por mosquitos do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti, que
se caracteriza por ser predominantemente urbano na sua distribuicdo e por
circular principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Devido a este fator a
doenca é predominante nestas regides (OISHI et al., 2007; LEMES et al., 2005). A
ocorréncia global da dengue tem crescido drasticamente nas ultimas décadas. Os
fatores responsaveis pelo aumento da dengue como um problema mundial de
saude publica estdo associados com as mudancgas sociais e demograficas dos
ultimos 50 anos. Os maiores fatores tém sido o crescimento populacional sem
precedentes e a urbanizacdo sem planejamento e descontrolada, especialmente
nos paises tropicais em desenvolvimento. No entanto, mudangas epidemioldgicas
nas Américas foram as mais drasticas. Nas décadas de 50 e 60, epidemias de
dengue nas Américas eram raras devido a erradicacdo do mosquito vetor (Fig. 1).
Entretanto, o programa de erradicagcdo do mosquito foi descontinuado no inicio
dos anos 70 e essa espécie voltou a aparecer, chegando a reocupar a partir dos
anos 90 a distribuigdo geografica que tinha antes da erradicagao ter iniciado (DE
PAULA e FONSECA, 2004; TAPIA-CONYER et al., 2009).

1965 2007
Erradicacao Reinfestacio

Figural. Reinfestacdo com Aedes aegypti na América Latina. Em laranja areas
infestadas (TAPIA-CONYER et al., 2009).



Até meados de 1990, o Sudeste Asiatico foi a regido mais afetada pela
dengue (TEIXEIRA et al., 2008). Desde entdo, os paises da América Central e
América do Sul comegaram a se destacar e agora tém mais da metade dos casos
mundiais relatados desta doenga. S6 em 1998, o Brasil registrou mais de 700 mil
casos. A introdu¢do no pais do sorotipo DENV-3 foi confirmada em janeiro de
2001, isolado em um individuo que vivia no Rio de Janeiro (Teixeira et al., 2008).
Este sorotipo foi responsavel pela epidemia no Brasil em 2002, quando
aproximadamente 800 mil casos foram relatados. Apds este ano, houve queda na
taxa de casos notificados, até 2005, quando comegaram a crescer novamente. Em
2008, dados preliminares revelaram que mais de 700 mil casos e mais de 45 mil
internagdes por dengue foram registradas pelo Ministério da Saude (Fig. 2). Um
exemplo bastante atual € a epidemia que se refere ao municipio do Rio de
Janeiro, em 2008, que afetou outras cidades do estado, onde houve mais de 240
mil casos de dengue (uma incidéncia de 1.527/100 mil habitantes), mais de 11 mil
internagdes, 1.364 casos de dengue hemorragica, 169 mortes confirmadas e mais
de 150 outras mortes sob investigacdo (BARRETO e TEIXEIRA, 2008).
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Figura 2. Numeros dos casos de dengue e hospitalizagbes no Brasil; 1986-2008
(BARRETO e TEIXEIRA, 2008).



As manifestagdes clinicas da dengue vao desde infecgdes assintomaticas a
doencas graves caracterizadas por hemorragia e choque, conhecidas como febre
hemorragica da dengue (DHF) e sindrome do choque da dengue (DSS), e que s&o
responsaveis por altos indices de morbidade e mortalidade (Oishi et al., 2007;
Lemes et al., 2005). Clinicamente a febre hemorragica da dengue e a sindrome do
choque da dengue sdo de dificil diagnostico, sendo confundidas com outras
doengas caracterizadas por disturbios da permeabilidade capilar (DE PAULA e
FONSECA, 2004). A patogénese da dengue hemorragica e da sindrome do
choque da dengue € ainda controversa e varias teorias existem para explicar as
mudangas patogénicas. A mais comumente aceita refere-se a um fenémeno
denominado “aumento da infeccdo mediado pelo sistema imune” (“immune
enhancement of infection”). Esta hipdtese defende a idéia de que anticorpos
adquiridos em infecgdes prévias por um determinado sorotipo do virus do dengue
nao seriam neutralizantes ou teriam titulos muito baixos para neutralizarem o
sorotipo responsavel pela infecgéo atual (Fig. 3). Em uma futura infecgéo, ocorre a
ligagcdo de um anticorpo pré-existente com o virus infectante, formando o
complexo antigeno-anticorpo. Esse complexo € entdo reconhecido pelas células
monocitarias, especialmente macrofagos, que s&o as células-alvo do nosso
organismo para a replicagao viral. Essas células expressam em sua superficie
receptores para a porgao Fc das imunoglobulinas, regiao implicada na ligagao dos
complexos antigenos-anticorpos, facilitando assim a ligacdo do virus do dengue
ao seu receptor bem como a internalizacdo desses complexos durante a
reciclagem das membranas celulares. Esta facilidade de penetracdo do virus
nestas células resulta em uma maior carga viral, maior intensidade da resposta
imune a esta infeccdo com liberagao de citocinas e aminas vasoativas e, como
consequéncia, uma doenga mais grave (Gubler, 1998; Lei et al., 2001; Whitehead
et al., 2007).
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Figura 3. Modelo para fendbmeno denominado “aumento da infeccdo mediado
pelo sistema imune” (WHITEHEAD et al., 2007).

O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae e possui 4 sorotipos
antigenicamente distintos, denominados dengue-1, dengue-2, dengue-3, e dengue-
4. A imunidade adquirida apds infecgdo com cada um dos sorotipos é duradoura (DE
PAULA e FONSECA, 2004).

O genoma destes virus, bem como o de todos os flavivirus, consiste de
RNA de 11 kilobases (Kb) de comprimento de polaridade positiva e com peso
molecular aproximado de 3,3x10° daltons. A traducéo do genoma resulta em uma
unica poliproteina precursora que € clivada por proteases celular e viral para
formar as proteinas virais finais. Estas estdo na seguinte ordem, da extremidade
5 para a extremidade 3': C-prM-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5. As
proteinas C, M e E sdo componentes estruturais do virus que protegem o RNA
viral (Fig. 4). As proteinas nao-estruturais (NS) estéo relacionadas a replicacéo
viral, a expressao das proteinas virais e a viruléncia dos sorotipos (PUGACHEYV et
al., 2003; WHITEHEAD et al., 2007).
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Figura 4. Esquema do genoma do virus dengue e tradugao das proteinas virais
(WHITEHEAD et al., 2007).

A proteina NS1 possui aproximadamente 45 kDa e existe em multiplas
formas (mondmero, dimero e hexdmero) em diferentes compartimentos das
células de inseto e de mamiferos infectadas pelo virus dengue. A proteina NS1
pode ser encontrada associada a membrana ou na forma soluvel que é secretada
pelas células infectadas, e por isso pode ser encontrada em meio de cultura de
células ou no soro de pacientes infectados (RICE, 1996; LEE et al., 1989;
NOISAKRAN et al., 2007).

NS1 é sintetizada inicialmente como uma porgao da poliproteina com a
sequéncia hidrofébica da regido C-terminal da proteina E, servindo como peptideo
sinal para sua translocagdo para o lumen do reticulo endoplasmatico (RE).
Clivagens nas regides C-terminal e N-terminal ocorrem no RE por proteases
celulares, gerando moléculas monoméricas de NS1. Dentro do RE, mondmeros de
NS1 s&do modificados por glicosilagbes e sofrem dimerizagdo rapidamente.
Modificagdes adicionais nos dimeros de NS1 ocorrem no Complexo de Golgi,
antes de serem transportadas para a superficie celular ou secretadas pelas
células infectadas (NOISAKRAN et al., 2007).

As func¢des da NS1 nas infecgbes do virus dengue ndo foram claramente
elucidadas, no entanto, diversos estudos sugerem sua participacdo na fase
precoce da replicacao viral, na montagem, maturacao e na viruléncia (RICE, 1996;
PLETNEV et al., 1993; NOISAKRAN et al., 2007).



As infeccbes com Flavivirus induzem anticorpos anti-NS1 fixadores do
complemento, contra epitopos tipo-especificos e grupo-especificos, alguns dos
quais tém atividade protetora. A protecdo parece ocorrer pela lise das células
infectadas que expressam NS1 na superficie, via lise mediada pelo complemento
dependente de anticorpo (RUSSELL et al., 1980; SCHLESINGER et al., 1993). A
proteina NS1 ndo esta associada a particulas virais livres, ndo induzindo com isso
a formacao de anticorpos facilitadores da infeccdo, sendo assim uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de vacinas contra a dengue (BRICKS, 2004).

Tem sido observado frequentemente que anticorpos circulantes IgM e IgG
contra NS1 sao encontrados em amostras de pacientes com infecgdes primarias e
secundarias, em diferentes concentragdes. Esforcos estdo sendo feitos para
determinar como essa proteina atua na patogénese da dengue, assim como o seu
potencial diagndstico (LEI et al., 2001; LEMES et al., 2005).

O diagnéstico precoce, seguido pelo tratamento dos sintomas, € um fator
importante na sobrevivéncia dos pacientes, principalmente para aqueles
acometidos com as infecgdes mais graves da dengue. O diagnéstico definitivo da
infeccao pelos virus dengue pode ser feito somente no laboratério e depende do
isolamento destes virus, detecgao de antigenos virais ou RNA em soro ou tecidos,
ou detecgdo de anticorpos especificos no soro dos pacientes (GUZMAN e KOURI,
1996; ANANDARADO et al., 2005).

A identificacdo do virus através do seu isolamento pode durar varios dias e
nem sempre é bem sucedida, devido a pequena quantidade de virus viaveis
encontrados nas amostras. Antigenos virais podem ser detectados por
imunohistoquimica ou imunofluorescéncia, porém a complexidade destes ensaios
e o alto custo impedem a sua utilizacdo. O RNA viral pode ser detectado, com um
alto grau de sensibilidade, utilizando a técnica de RT-PCR (Reverse transcription -
polymerase chain reaction). Além da complexidade de execucé&o e da necessidade
de aparelhagem sofisticada, ampla variabilidade na realizagdo deste método é
verificada, podendo apresentar diferentes resultados influenciados pela
sensibilidade e especificidade de cada técnica (LEMMER et al., 2004). Em todos
estes meios para identificagdo viral, ocorre a necessidade de que o paciente se

encontre no periodo de viremia, isto é, que possua virus, antigenos virais ou RNA



viral nas amostras coletadas. Logo, o pequeno espagco de tempo
(aproximadamente 5 dias, o tempo médio da viremia) disponivel para uma
deteccdo bem sucedida da infec¢do, periodo chamado Janela Imunoldgica,
também é um empecilho na utilizacdo destes testes no diagnéstico da dengue.
Deste modo, na maioria dos casos, o unico provavel teste de diagnostico deve ser
baseado na identificacdo de anticorpos anti-dengue (ANANDARAO et al., 2005).

Cinco testes sorolégicos basicos tém sido usados para diagnostico da
infeccao por dengue: inibicdo da hemaglutinagao (IH), fixagdo do complemento
(FC), teste de neutralizacao (TN), ELISA tipo captura e ELISA sanduiche.

O teste de neutralizagdo € o mais especifico teste sorolégico para o virus
dengue. Por sua elevada especificidade, o TN pode ser empregado para
identificar o sorotipo infectante em infecgbes primarias por dengue, devido a
relativa resposta monotipica que é observada no soro de pacientes em fase de
convalescéncia (VORDAM e KUNO; 1997).

Os sistemas imunoenzimaticos tém sido considerados de grande utilidade
para o diagndstico da dengue devido a sua alta sensibilidade e rapidez. A
pesquisa de anticorpos de fase aguda (IgM) e de convalescéncia (IgG), assim
como a pesquisa de antigenos (Ag) € possivel pelo método de ELISA. Por sua
simplicidade de execucdo e a necessidade de equipamentos ndo muito
sofisticados, estes testes tém se tornado os métodos sorolégicos mais utilizados
para o diagnostico da dengue nos ultimos anos. Além disso, por serem muito
sensiveis no diagnodstico de anticorpos de fase aguda, dispensam a necessidade
de uma amostra pareada no periodo de convalescéncia (VORDAM e KUNO;
1997).

O MAC-ELISA (“IgM antibody capture ELISA”) € uma valiosa ferramenta na
vigilancia da dengue e DHF/DSS. Em areas onde a dengue n&o é endémica, este
meétodo pode ser usado na detecgao clinica dos casos com sinais de infecgao viral
ou até mesmo ao acaso, através de uma soro-inspe¢ao da populacido, podendo
indicar uma infecgcéo recente. Durante epidemias, uma vantagem do MAC-ELISA
€ a determinacgao rapida da propagacao da transmissdo. Em areas onde a dengue

€ endémica, MAC-ELISA pode ser usado como um valioso meio na avaliagao de



um grande numero de amostras laboratoriais com relativa facilidade (GUBLER e
SATHE, 1988).

O IgG-ELISA foi desenvolvido para ser utilizado na diferenciagdo de
infeccbes primarias e secundarias por dengue (CHUNGUE et al., 1989). O teste é
simples e de facil manipulagao, podendo ser assim utilizado na analise de grandes
volumes de amostras. O IgG-ELISA ndo € muito especifico, podendo resultar em
reacdo cruzada com outros Flavivirus, e ndo pode ser utilizado na identificagao
dos sorotipos virais do dengue (GUBLER, 1998).

Na atualidade, o maior entrave no que tange a um melhor desempenho dos
ensaios imunoenzimaticos diz respeito a obtengdo dos antigenos. Os principais
centros de pesquisa e diagnostico do mundo tém apresentado grandes
dificuldades na obtencao de preparagdes com conteudo adequado de antigeno,
necessitando concentrar o antigeno através de centrifugagcdo zonal continua de
sobrenadantes de culturas infectadas, sendo que a producgao relativamente baixa
do virus dengue nas culturas celulares surge como um obstaculo importante na
producdo em larga escala dos antigenos empregados em diversos ensaios
usados na captura do anticorpo presente no soro do paciente infectado. No Brasil,
os antigenos atualmente utilizados para diagnostico da dengue séo proteinas
virais estruturais, preparados a partir do cérebro de camundongos recém-nascidos
artificialmente infectados, sendo esta obtencédo de antigenos extremamente
laboriosa e cara (GUZMAN e KOURI, 1996).

A realizagdo de testes diagnosticos rapidos e baratos representa uma
necessidade crescente no Brasil viabilizando a realizagdo do diagndstico em larga
escala e em todo o Pais, mesmo nas regides mais afastadas das grandes
cidades. Devido a esta demanda, tentativas de se obter um antigeno em
quantidade e qualidade foram realizadas neste projeto, utilizando um sistema de
expressao heterdloga de proteinas em plantas.

Nos ultimos anos a biotecnologia ampliou o uso das plantas por introduzir
genes que tenham necessidades de serem expressos em grandes quantidades ou
ainda que contenham propriedades medicinais. Comparadas com outros
organismos, as plantas oferecem diversas vantagens. Elas possuem uma

maquinaria de processamento pds-transcricional semelhante aos mamiferos e néo



carreiam viroses, patdgenos ou oncogenes humanos (BLAIS e ALTOSAAR,
2006). Em adicdo, a producdo em massa de proteinas de interesse se torna
comercialmente mais barata. Essas vantagens tém permitido a expressdo de uma
ampla diversidade de proteinas para prevengdo, diagnodstico e terapias
(STREATFIELD, 2006).

A primeira proteina de interesse farmacéutico produzida em plantas foi o
horménio do crescimento humano, expresso em tabaco transgénico em 1986
(BARTA et al., 1986). Desde entdo, pesquisas realizadas mostram que uma gama
enorme de proteinas com alto valor econémico pode ser expressa eficientemente
em plantas (SHRAWAT et al., 2007) .

Os estudos com expresséao de receptores CD14 humanos em sementes de
tabaco transgénicas demonstraram a introducéo de genes de interesse em plantas
sendo estes expressos estavelmente e herdados nas geragbes sucessivas da
planta transgénica (BLAIS e ALTOSAAR, 2006). Os estudos com a expressao do
dominio Ill da proteina E do virus dengue em Nicotiana benthamiana,
demonstraram a produgdao desta proteina recombinante, cujos ensaios de
imunizagdo induziram a produgdo de anticorpos anti-dengue com atividade
neutralizante (SAEJUNG et al., 2007).

Varias metodologias para transformagao de plantas foram desenvolvidas ou
estdo em aperfeicoamento. Aquelas utilizadas rotineiramente sao a transformacao
direta do genoma da planta mediada por Agrobacterium ou por biobalistica
(bombardeamento de particulas) e a utilizagdo de virus recombinantes, cuja
estratégia é infectar plantas com virus recombinantes que expressem o0s
transgenes durante sua replicagdo no hospedeiro (GIDDINGS et al., 2000).

As agrobactérias sdo organismos aerdbicos, gram-negativos e tipicamente
encontrados no solo. O género Agrobacterium, pertencente a familia
Rhizobiaceae, estd subdividido em cinco espécies que diferem entre si pela
patogenicidade e pelo modo de infeccado em diferentes plantas. A espécie A.
tumefaciens é o agente etioldgico da galha-da-coroa, doenga que se caracteriza
pela formacao de tumores nos tecidos afetados (ANDRADE et al.,, 2003). A
infeccdo se inicia pela penetragdo da bactéria no tecido vegetal através de uma

lesdo sofrida pela planta por geadas, insetos, animais, dentre outros. As bactérias



sao atraidas por moléculas-sinal que sao exsudadas pelas células no local da
lesdo. Essas moléculas-sinal também s&o responsaveis pela ativagdo de genes
que estdo localizados no plasmideo Ti (indugdo de tumor, do inglés tumor-
inducing), que promove a transferéncia de genes da bactéria para a célula vegetal.

A regiao vir, presente no plasmideo Ti, € um regulon composto de seis a
oito operons, contendo aproximadamente 25 genes, os quais codificam diversas
proteinas que vao promover a transferéncia de outra regido do plasmideo Ti da

bactéria para o vegetal (Fig. 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica do processo de infeccdo de uma célula
vegetal por Agrobacterium (ANDRADE et. al., 2003).

Existem evidéncias de que 11 proteinas codificadas na regido vir formam

um complexo tubular associado a membrana, dando passagem ao ssT-DNA.

Segundo Kado (2000) e Veena et al., (2003) esse complexo ou poro, teria uma
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anatomia, em termos de estrutura, semelhante a um pilus. Este poro funcionaria
como uma “seringa molecular”, transpassando a parede celular da bactéria e a
parede celular da planta, dispensando o fragmento de ssDNA diretamente no
citoplasma eucariota (Fig. 6).

Essa regidao, denominada T-DNA (DNA de transferéncia, do inglés
transferred DNA), é delimitada por duas sequéncias repetidas de 25 pb,
conhecidas como extremidades direita e esquerda. Uma vez no nucleo da célula,
o T-DNA ¢ integrado, de forma estavel, no genoma vegetal. Foi verificado, que
para a infeccao de plantas sdo necessarias apenas as duas extremidades direita e
esquerda, desta forma os genes que causam a proliferagdo celular podem ser
removidos e genes de interesse podem ser inseridos em seus lugares
(BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998).

Poro

Cromossoma . =

S Citoplasma

Bactéria

Figura 6. Formagao de um poro, com estrutura semelhante a de um pilus, que
funcionaria como uma “seringa gendmica”, permitindo que o procariota
(Agrobacterium tumefaciens) injete um fragmento de genoma no citoplasma da
planta hospedeira (KADO, 2000; VEENA et al., 2003).

Para a obtengdo de proteinas NS1 do virus dengue em larga escala
visando a producgédo de testes diagnosticos foi aplicado esta metodologia de
expressao heterologa de proteinas em plantas, em especial em plantas do género
Nicotiana (Nicotiana tabacum). Foi utilizada a proteina NS1 devido as
caracteristicas ja descritas e também por ser uma das primeiras proteinas a serem
secretadas, o que possibilita o desenvolvimento de um diagnostico rapido e
seguro. Para tanto, o tabaco foi infectado com bactérias Agrobacterium

tumefaciens LB4404 transformadas com plasmideos que carreiam o gene
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responsavel por codificar a proteina NS1. Analises moleculares subsequentes
foram realizadas para verificar sua integragdo no genoma vegetal, sua transcricdo
e também para verificar a expressdo da mesma, que depois de detectada sera
purificada e concentrada. Apds a obtengdo, os antigenos serdo analisados de
forma comparativa em diferentes métodos de deteccdo como MAC-ELISA e
ELISA, sendo correlacionados com o teste de neutralizagdo em placas.

A contribuicdo dos resultados obtidos podera ser verificada indiretamente
no controle da dengue, através do desenvolvimento de Kits de diagndstico.
Finalmente, a realizagédo de testes nos pacientes suspeitos permitira a medicagao
correta para cada caso e viabilizara a correlacdo entre o histérico do paciente a
infeccbes anteriores com a ocorréncia da sindrome do choque e do dengue

hemorragico.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral:

1- Construir um sistema de expressdo em plantas Nicotiana tabacum “Havana”
(tabaco) para expressar a proteina nado estrutural (NS1) do virus dengue-2

visando a obtencgao de antigenos em grande quantidade.

2.2- Objetivos especificos:

1- Isolar o gene da proteina NS1 do virus dengue-2 e construir um plasmideo
(vetor) de expresséao para plantas Nicotiana tabacum “Havana” (tabaco);

2- Transformar Agrobacterium tumefaciens com o vetor de expressao pCAMBIA
3301 contendo o gene responsavel por codificar a proteina nao estrutural (NS1)
do virus dengue-2;

3- Transformar Nicotiana tabacum via Agrobacterium tumefaciens, visando a
utilizacao de plantas na produgao de proteinas heterdlogas;

4- Verificar através de analises moleculares a integracao do gene que codifica a

proteina NS1 no genoma vegetal e detectar sua transcrigao.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Clonagem e expressao: Células, plasmideos e estoque viral

As células utilizadas para montar o estoque viral foram células C6/36,
derivadas de uma linhagem celular do mosquito Aedes albopictus. Estas células,
mantidas em estoque no Laboratério de Imunovirologia Molecular e
Glicoimunologia (UFV), foram crescidas em meio L15 a 28°C, e infectadas com
virus do dengue-2, cepa New Guinea C. O plasmideo pCAMBIA 3301 (Fig. 7),
que foi modificado para a expressao do gene do virus dengue se caracteriza por
conter um “replicon” pVS1 de alta estabilidade em Agrobacterium, gene de
selegcdo bacteriana com canamicina, gene de selecdo de planta com fosfinotricina
(glufosinato de aménio) e uma regido contendo um sitio policlonal, foi obtido junto
ao Laboratdrio de Clonagem e Sequenciamento de DNA (BIOAGRO/UFV). Estes
plasmideos sdao mantidos em células transformadas de Escherichia coli DH5a

estocadas a -70°C.
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Figura 7. Representagdo esquematica do plasmideo pCAMBIA 3301(Promega
Corporation, Madison, Wisconsin).
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3.2- Estoque viral proveniente de cultura celular

Garrafas de 75 cm? foram semeadas com células C6/36 e crescidas a 28°C
em meio L15 modificado (GIBCO-BR, New York, USA), suplementado com soro
fetal bovino (2-10%), triptose fosfato (10%) e antibidticos (penicilina 100U/mL e
estreptomicina 1mg/mL). Quando as monocamadas estavam continuas, estas
foram inoculadas com 25ul do virus dengue-2, cepa New Guinea C, e incubadas
novamente a mesma temperatura por 7 dias. A infeccao viral foi confirmada pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase conforme descrito a seguir. O sobrenadante foi

recolhido e estocado a - 70°C.

3.3- Obtencgao de células competentes E. coli DH5a

Células E. coli DH5a competentes foram obtidas através de tratamento
com choque térmico e DMSO (dimetil sulféxido). Para tanto, bactérias DH5a
foram incubadas em meio LB liquido (10g/L de triptona, 5g/L de extrato de
levedura e 10g/L de NaCl, pH 7,0) e crescidas durante 12 horas a 37°C sob uma
agitacdo de 215 rpm. A estas foram adicionados meio SOB (20g/L de bacto
triptose, 5g/L de extrato de levedura e 0.5g/L de NaCl) e solugdo de MgCl, 2M.
Em seguida, foram incubadas a 27°C por 6 horas sob agitagdo de 215 rpm.
Determinou-se a absorbancia a 600nm (Aso0) €, em seguida, as células foram
incubadas no gelo por 10 minutos, recolhidas por centrifugacéo a 4500 xg por 10
minutos a 4°C. O precipitado formado foi suspenso em meio LB incubado em gelo
por 10 minutos e a solugéo foi novamente centrifugada a 4500 xg por 10 minutos
a 4°C. O novo precipitado foi entdo suspenso em meio LB e solucdo de DMSO.

Apods aliquotar as células competentes, estas foram estocadas a -70°C.

3.4- Extracao de RNA

O Kit QlAamp® Viral RNA (QIAGEN®, Califérnia, USA) foi utilizado na
extragdo do RNA total da cultura celular. Para tanto, 200 uL da cultura infectada
foi lisada pela solucdo tampédo AVL e apds lise, a amostra foi aplicada a uma

coluna com afinidade para RNA e submetida a uma centrifugagcao de 8000 xg por

15



1 minuto. Apds centrifugacao, o RNA foi lavado duas vezes com subsequentes
centrifugagdes a 8000 xg por 1 minuto, a primeira lavagem foi realizada com a
solugédo tampao AW1 e a segunda com a solugdo AW2. Terminada a lavagem, o
RNA foi eluido da coluna, pela solugao tampao AVE, a uma centrifugagdo de
8000 xg por 1 minuto e estocado a -70°C. Aproximadamente 10 ug do RNA total
foram utilizados para sintetizar as primeiras fitas de cDNA, utilizando “primers”

randdmicos.

3.5- Sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se o Kit SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen™, New York, USA). Para tanto, 1 uL do “primer”
randébmico (pd(N)s) (Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, England) foi
adicionado a 11 pL (~2 pg) de RNA extraido do sobrenadante da cultura
infectada, sendo submetido a aquecimento por 10 minutos a 70°C, em seguida
resfriado brevemente em gelo. Um coquetel foi preparado contendo tampé&o 1X da
transcriptase reversa, DTT (ditiotreitol) e dNTPs (desoxinucleotideo trifosfato).
Promoveu-se entdo o aquecimento do coquetel e da mistura RNA/primer por 5
minutos a 42°C e, em seguida, foi adicionado 1 uL da enzima transcriptase
reversa ao coquetel e o volume deste foi adicionado a amostra. Incubou-se a
solucao por 1 hora a 42°C, e por 15 minutos a 70°C, para inativar a transcriptase

reversa.

3.6- Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a PCR, foi desenhado 1 par de iniciadores sintéticos, “primers” ,
pCambNS1a (5° GGAGATCTATGGATAGTGGTTGCGTTGTGA 37) e
pCambNS1as (5 GGGGTAACCTGAGGCTGTGACCAAGGAGT 3°) que flanqueia
a regidao do genoma que codifica a proteina nao-estrutural NS1 do virus dengue-2,
resultando num fragmento de 1055 pares de bases (pb). Os primers também
contém os sitios de restricdo das enzimas Bst Ell e Bgl Il, utilizadas para a
clonagem do DNA do gene que codifica a proteina NS1 em vetores pCAMBIA. Na

reacao foram utilizados aproximadamente 100 ng do cDNA numa reagao cujo
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volume final foi de 50 uL contendo 0,5 pmol/uL dos “primers” sense e antisense,
0,2 mM dNTPs, tamp3o 1X da enzima e 2,5U da Platinum® Tag DNA polymerase,
recombinant (Invitrogenm, New York, USA). Para ativagdo da enzima Taq DNA
polimerase, foi realizado um ciclo inicial de 94°C por 5 minutos. Em seguida as
amplificacées foram feitas por 35 ciclos de 95°C 1 minuto, 55°C 2 minutos e 72°C

2 minutos e um ciclo final de 72°C por 10 minutos.

3.7- Analise por eletroforese e purificagdo do gene responsavel por codificar
a proteina nao-estrutural NS1

O resultado da amplificacdo foi detectado por eletroforese em gel de
agarose (SIGMA, St. Louis, MI) a 1,0%, corado com brometo de etidio 1 uL/mL,
visualizado a luz ultravioleta e digitalizado pelo Alpha Digidoc 1201 (Alpha
Innotech Corporation).

A banda referente ao gene responsavel pela expressdo da NS1 foi entdo
excisada deste gel e o DNA foi purificado usando-se o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, USA). Para tanto, a banda de DNA
retirada do gel foi adicionada a solugdo de suspensdo “Membrane Binding
Solution”. Em seguida foi incubada a 50-65°C, até que o gel estivesse
completamente dissolvido, e a solugao transferida para uma minicoluna. Apéds ser
submetido a centrifugacdo a 13000 xg por 1 minuto, foram feitas duas lavagens
com solucédo “Membrane Wash Solution” seguidas de centrifugagcées. O DNA foi

entdo eluido com agua deionizada seguida de centrifugagédo a 13000 xg.

3.8- Clonagem do gene codificador da proteina NS1 e transformagao de
células competentes E. coli DH5a

O DNA purificado do gel foi entdo clonado em vetor de clonagem pGEM-T
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin) conforme mostrado na figura 8,
utilizando-se o kit pPGEM®-T Easy Vector System | (Promega, Madison, USA). Este
sistema consiste na ligacdo de um fragmento de DNA amplificado ao vetor de
clonagem por meio de extremidades coesivas, sendo a extremidade do DNA
amplificado formada por uma adenina resultante da amplificacdo e a extremidade

do vetor formada por uma timina. Na reacao de ligagao foi utilizada uma solugao
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contendo tampao 1X da enzima T4 ligase, vetor de clonagem, o gene da proteina
NS1 e a enzima T4 ligase, num volume total de 10 pL. A solugéo foi incubada a
temperatura ambiente durante 12 horas.

O produto desta ligagao foi entdo utilizado para transformar E. coli DH5a
competente, com o objetivo de se produzirem clones de plasmideos
recombinantes que contenham o gene responsavel por codificar a proteina NS1
dos virus da dengue para formagdo de um estoque do mesmo. Para a
transformacao, células competentes foram incubadas em gelo. Foi adicionada, as
células, uma solugédo contendo plasmideos resultantes da reagao de ligagéo, e
estas foram incubadas em gelo por 30 minutos. Em seguida, foram incubadas a
42°C por 30 segundos e rapidamente colocadas no gelo (choque térmico). Foi
adicionado meio SOC (20g/L de bacto triptose, 5g/L de extrato de levedura e
0,5g/L de NaCl e 20 mM de glicose) e as células foram incubadas a 37°C por 1
hora. Uma aliquota da mistura foi plagueada em meio LB com antibiético

(ampicilina) para selegao das colbnias transformantes.
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Figura 8. Mapa do vetor de clonagem pGEM-T (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin).
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3.9- Andlise e selecao das coldnias transformadas

Para analise e selecdo das colbnias transformadas com plasmideos
recombinantes pGEM-T/NS1, foi realizada uma extracdo “mini-prep” , como a
descrita a seguir, seguida de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
verificacdo da ligacdo do inserto ao vetor. O resultado da amplificagcado foi
detectado por eletroforese em gel de agarose (SIGMA, St. Louis, MI) a 0.8%.
Apds serem analisadas, as colénias recombinantes transformantes foram

crescidas em meio LB, aliquotadas e estocadas a — 70°C.

3.10- Extracao de plasmideos pGEM-T/NS1

Para obtencdo dos plasmideos recombinantes pGEM-T/NS1 foi realizada
uma extracao “mini-prep”. Bactérias contendo o plasmideo foram crescidas em
meio LB com ampicilina durante 12 horas, a 37°C sob agitagdo de 180 rpm.
Foram entao recolhidas por centrifugacéo a 8000 xg por 1 minuto e suspensas em
tampao de lise (50mM glicose, 25mM tris-HCI, 10mM EDTA, lisozima 4mg/mL, pH
8,0). Apds 5 minutos a temperatura ambiente, foi adicionada uma solugao alcalina
(0.2N NaOH, 1% SDS) e a mistura foi incubada em gelo por 5 minutos. Em
seguida, foi adicionada uma solugao de acetato de aménio 7,5 M e novamente
incubada em gelo, por 10 minutos, para precipitacdo de proteinas, RNAs de alto
peso molecular e DNA cromossomal. A mistura foi centrifugada por 3 minutos a
10000 xg e o sobrenadante removido e transferido para um novo tubo. A este foi
adicionado isopropanol e incubado a temperatura ambiente por 20 minutos para
precipitacdo dos plasmideos. A solugcdo foi centrifugada e o sobrenadante
removido por aspiragédo. O precipitado foi lavado com etanol e, apds a secagem,

foi eluido com agua ultra-pura.

3.11- Clivagem do gene responsavel por codificar a proteina NS1 com
enzimas de restricao

Apos obtencdo do clone recombinante e extracdo do plasmideo
recombinante pGEM-T/NS1, este foi digerido com as enzimas de restricdo Bgl Il e

BstE Il (Fermentas, Hanover, USA ) para ser ligado em vetores pCAMBIA,
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também digeridos com as mesmas enzimas. Para a reacado de digestao, foram
adicionados 17 pL do plasmideo a uma solugdo contendo o tampao tango, para
dupla digestédo, e 1 yL de cada uma das enzimas. A reacgao foi incubada por 8
horas a 37°C. O resultado da clivagem foi detectado por eletroforese em gel de
agarose a 0,8%.

A banda referente ao gene responsavel pela expressdo da NS1 foi entdo
excisada deste gel e o DNA foi purificado usando-se o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, USA). Para tanto, a banda de DNA
retirada do gel foi adicionada a solucdo de suspensdo “Membrane Binding
Solution”. Em seguida incubada a 50-65°C, até que o gel estivesse
completamente dissolvido, e a solucéo foi transferida para uma minicoluna. Apoés
ser submetido a centrifugagdo a 13000 xg por 1 minuto, foram feitas duas
lavagens com solugao “Membrane Wash Solution” seguidas de centrifugacdes. O

DNA foi entdo eluido com agua deionizada seguida de centrifugagao a 13000 xg.

3.12- Extragao de plasmideos pCAMBIA 3301

O plasmideo pCAMBIA 3301, a ser utilizado para a transformacao de A.
tumefaciens, foi extraido a partir do estoque de células mantido no Laboratério de
Imunovirologia Molecular e Glicoimunologia. Para tanto, foi realizada uma
extracdo “mini-prep”. Bactérias contendo o plasmideo foram crescidas em meio
LB com canamicina (Sigma, St. Louis, MI), durante 12 horas, a 37°C sob agitagao
de 180 rpm. Foram entdo recolhidas por centrifugacdo a 8000 xg por 1 minuto e
suspensas em tampao de lise (50mM glicose, 25mM tris-HCI, 10mM EDTA,
lisozima 4mg/mL, pH 8.0). Ap6s 5 minutos a temperatura ambiente, foi adicionada
uma solucgédo alcalina (0.2 N NaOH, 1% SDS) e a mistura foi incubada em gelo por
5 minutos. Em seguida, foi adicionada uma solucéao de acetato de aménio 7,5 M e
novamente incubada em gelo, por 10 minutos, para precipitagdo de proteinas,
RNAs de alto peso molecular e DNA cromossomal. A mistura foi centrifugada por
3 minutos a 10000 xg e o sobrenadante removido e transferido para um novo
tubo. A este foi adicionado isopropanol e incubado a temperatura ambiente por 20

minutos para precipitacdo dos plasmideos. A solugcado foi centrifugada e o
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sobrenadante removido por aspiragdo. O precipitado foi lavado com etanol e,

apos a secagem foi eluido com agua ultra-pura.

3.13- Clivagem de plasmideos pCAMBIA 3301

Apos extracdo do plasmideo pCAMBIA 3301, o mesmo foi submetido a
digestdo com as enzimas de restricao Bgl Il e BstE Il (Fermentas, Hanover, USA )
para neste ser inserido o gene responsavel por codificar a proteina ndo estrutural
NS1. Para a reagao de digestdo foram adicionados 17 yL do plasmideo a uma
solugao contendo o tampéo tango, para dupla digestdo, e 1 yL de cada uma das
enzimas. A reacao foi incubada por 12 horas a 37°C. O resultado da dupla
digestéo foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 0.8%, e a banda
referente ao pCAMBIA 3301 digerido foi entdo excisada do gel e o vetor foi
purificado usando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, USA). Para tanto, a banda do plasmideo retirada do gel foi adicionada
uma solugao de suspensao “Membrane Binding Solution”. Em seguida incubada a
50-65°C, até que o gel estivesse completamente dissolvido, e a solugédo foi
transferida para uma minicoluna. Apds ser submetido a centrifugagao a 13000 xg
por 1 minuto, foram feitas duas lavagens com solugdo “Membrane Wash Solution”
seguidas de centrifugagbes. O vetor foi entdo eluido com &gua deionizada

seguida de centrifugacao a 13000 xg.

3.14- Clonagem do gene codificador da proteina NS1 em plasmideos
pCAMBIA 3301 e transformacgao de células competentes E. coli DH5a

O gene responsavel por codificar a proteina ndo estrutural NS1 apds ser
digerido e purificado do gel foi inserido no vetor pPCAMBIA 3301 utilizando o kit T4
DNA Ligase (Promega, Madison, USA). Na reacdo de ligacdo foi utilizada uma
solugdo contendo tamp&o 1X e a enzima T4 ligase, 4uL do plasmideo, 2uL do
gene da proteina NS1, num volume total de 20uL. A solugéao foi incubada a 4°C
durante 12 horas e 1 hora a 37°C.

O produto desta ligagao foi entdo utilizado para transformar E. coli DH5a

competente no sentido de se produzirem clones de plasmideos recombinantes
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que contenham o gene responsavel pela expressao da proteina dos virus dengue
para transformacdo de A. tumefaciens LB4404. Para a transformagao, células
competentes foram incubadas em gelo. Foi adicionada uma solugédo do plasmideo
as células e estas foram incubadas em gelo por 30 minutos. Em seguida, foram
incubadas a 42°C por 45 segundos e rapidamente colocadas no gelo (choque
térmico). Foi adicionado meio SOC (20g/L de bacto triptose, 5g/L de extrato de
levedura, 0,5g/L de NaCl e 20 mM de glicose) e as células foram incubadas a
37°C por 1 hora. As células foram recolhidas por centrifugacao (8000 xg, 3
minutos) e suspensas em 350 uL do meio. Aliquotas de 50 pL da mistura foram
plagueadas em meio com antibidtico canamicina para selegcdo das col6nias

transformantes.

3.15- Andlise e selecao das coldnias transformadas

Para analise das colbnias transformadas quanto a presenca de plasmideos
recombinantes pCAMBIA 3301/NS1, foi realizada uma extracdo “mini-prep”
seguida da PCR para verificagao da ligagao do inserto ao vetor. Colénias obtidas
do plaqueamento da transformacao foram crescidas em meio LB liquido com
canamicina, durante 12 horas, a 37°C sob agitacdo de 180 rpm e a extragdo do
plasmideo foi realizada como a descrita anteriormente. Em seguida, os
plasmideos foram submetidos a PCR para analise dos clones quanto a presenca
do inserto no vetor recombinante. Para a PCR, foram utilizados os “primers”
pCambNS1a (5° GGAGATCTATGGATAGTGGTTGCGTTGTGA 37) e
pCambNS1as (5’GGGGTAACC TGAGGCTGTGACCAAGGAGT 3°) responsaveis
pela amplificacédo do gene responsavel por codificar a proteina NS1. Na reacao
foram utilizados aproximadamente 100 ng do plasmideo numa reacgado cujo
volume final foi de 25 uL contendo 0,5 pmol/uL dos “primers” sense e antisense,
0,2 mM dNTPs, tampao 1X da enzima e 1,25 U da Tag DNA polymerase
(Fermentas, Hanover, USA). Para ativagdo da enzima Tag DNA polimerase, foi
realizado um ciclo inicial de 94°C por 5 minutos. Em seguida as amplificagbes
foram feitas por 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 2 minutos, 72°C por 2

minutos e um ciclo final de 72°C por 10 minutos.
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O resultado da amplificagcdo foi detectado por eletroforese em gel de
agarose a 0.8%. As colbnias referentes aos clones que continham bandas
correspondentes ao gene da proteina NS1 foram crescidas em meio LB liquido

contendo antibiético canamicina, aliquotadas e estocadas a — 70°C.

3.16- Transferéncia de vetores para Agrobacterium: Obtencao de células
competentes de Agrobacterium tumefaciens e transformagao com os
plasmideos recombinantes pCAMBIA 3301/NS1

Células de A. tumefaciens LB4404 competentes foram obtidas através de
tratamento com choque térmico e CaCl,. Para tanto, uma colénia isolada da
linhagem de Agrobacterium foi coletada e transferida para meio YEB liquido (5g/L
de peptona, 1g/L de extrato de levedura, 5g/L de extrato de carne, 5g/L de
sacarose e 240 mg/L de MgSO4, pH 6,8) com os antibidticos canamicina e
estreptomicina nas concentragdes finais de 50 pg/mL e 100 pg/mL,
respectivamente. Estas foram incubadas a 28°C, com agitagdo de 150 rpm, por 16
h. Apods esse tempo, 2 mL da cultura foram transferidos para 50 mL de meio YEB
e incubadas a 28°C, com agitacdo de 150 rpm, por 12 horas. A cultura foi
incubada no gelo por 15 minutos e em seguida as células foram recolhidas por
centrifugacdo a 4000 xg por 15 minutos a 4°C. Em seguida, estas foram
suspendidas em 150 mL de agua ultra-pura autoclavada e gelada. As células
foram recolhidas por centrifugagéo a 4000 xg por 15 minutos a 4°C. O precipitado
formado foi suspenso em 20 mL de ultra-pura autoclavada e gelada, e novamente
recolhidas por centrifugacado a 4000 xg por 15 minutos a 4°C. O precipitado foi
entdo suspenso delicadamente em solugédo de CaCl, 20 mM contendo 10%
glicerol, previamente gelada. Apos aliquotar as células competentes, estas foram
estocadas a -70°C.

As células competentes de Agrobacterium foram adicionados 3 pL do
plasmideo e estas foram incubadas no gelo por 30 minutos. O choque térmico foi
dado submetendo as células ao nitrogénio liquido por 1 minuto e 15 segundos e
em seguida ao banho-maria 37°C por 5 minutos. Foi adicionado 1 mL de meio
YEB ao tubo e as células cultivadas por 2 horas a 28°C, com agitacdo de 180

rom. A cultura foi semeada em placas de petri contendo meio YEB sdlido
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acrescido dos antibidticos canamicina e estreptomicina nas concentracées finais

de 50 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente.

3.17- Analise e seleg¢ao das colonias de Agrobacterium transformadas

Para analise das colbénias transformadas quanto a presenca de plasmideos
recombinantes pCAMBIA 3301/NS1 foi realizada uma extragdo “mini-prep”
seguida de PCR. Colbnias obtidas do plaqueamento da transformagédo de
Agrobacterium foram crescidas em meio YEB com canamicina e estreptomicina,
durante 12 horas, a 28°C sob agitacao de 180 rpm e extracdo do plasmideo foi
realizada como descrita anteriormente. Em seguida, os plasmideos foram
submetidos a PCR para analise dos clones quanto a presenca do inserto no vetor
recombinante como descrito anteriormente.

O resultado da amplificagdo foi detectado por eletroforese em gel de
agarose a 0,8%. As colbnias referentes aos clones que continham bandas
correspondentes ao gene da proteina NS1 foram crescidas em meio LB contendo

antibidtico canamicina, aliquotadas e estocadas a — 70°C.

3.18- Cultura de tecidos vegetais: Germinagao e crescimento de Nicotiana
tabacum

As sementes de Nicotiana tabacum foram obtidas comercialmente. O
processo de desinfestacdo das sementes constou da imersdo em alcool a 70%
(v/v) por 5 minutos, em solu¢do de hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v) e de Tween-
20 por 15 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas quatro vezes em
agua destilada autoclavada, semeadas em placas de Petri descartaveis e
vedadas com fita microporosa, em meio semi-sélido contendo a metade da
concentragdo de sais de MS (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg/L de mio-
inositol, 2 mg/L de tiamina-HCI, 0,5 mg/L de piridoxina-HCI, 0,5 mg/L de acido
nicotinico, 30 g/L de sacarose e 6 g/L de agar (Sigma Chemical Company, EUA),
em pH 5,8. Apds a inoculacdo das sementes, as culturas foram incubadas a
temperatura de 27°C, sob irradiancia de 24 a 36 pmoles m?s” e com um
fotoperiodo de 16 horas.

24



3.19- Transformagao de explantes de Nicotiana tabacum com Agrobacterium
tumefaciens LB4404 contendo o gene responsavel por codificar a proteina
NS1

A infeccdo dos fragmentos foliares foi realizada apos o crescimento das
colbnias analisadas por PCR e selecionadas como transformantes de
Agrobacterium tumefaciens. Este crescimento foi realizado em meio LB solido
contendo os antibioticos estreptomicina (300 mg/L) e canamicina (100 mg/L),
durante 48 horas, entre 25 e 28°C. Apds, transferiu-se de duas a quatro colbnias
isoladas e recém-crescidas com uma alca de platina para 5 mL de meio LB
liquido, mantendo os mesmos antibidticos. Cultivou-se as bactérias em agitador
do tipo orbital, durante aproximadamente 16 horas, a uma frequéncia de agitagéo
entre 100 e 150 rpm e a uma temperatura entre 25 e 28°C, até a cultura atingir a
fase exponencial de crescimento. Apdés a turvacdo do meio, verificou-se a
absorvancia a 600 nm (Asw), que encontrou-se entre 0,5 e 1,0. Transferiu-se,
entdo, 1 mL da suspensdo bacteriana para um tubo de microcentrifuga estéril e
centrifugou-se a amostra a 5000 xg, durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células foram suspensas em 1 mL de NaCl 0,85% estéril,
mantendo-as em temperatura ambiente.

Plantas cultivadas in vitro com 5 a 6 semanas foram utilizadas para o
processo de transformacdo. Cortou-se uma folha de cada vez em quadrados de
0,5 a 1,0 cm? sobre papel de filtro estérii embebido em agua ultra-pura.
Transferiu-se imediatamente os fragmentos foliares cortados para 20 mL de meio
MS, liquido em uma placa de petri e foi adicionado 200 pL da suspensao
bacteriana, agitando delicadamente a placa. As placas foram seladas com
Parafilm® ou filme de PVC. A co-cultura foi incubada no escuro, durante 48 horas,
a uma temperatura de 25 + 2°C. Apds a co-cultutra, lavou-se pelo menos duas
vezes os fragmentos foliares em meio MS, liquido e estes foram transferidos para

papel de filtro estéril, eliminando o excesso de bactéria.

3.20- Obtengao dos brotos transgénicos

Os fragmentos foliares possivelmente transformados foram, entéo,

inoculados em meio MS, sélido contendo BAP (6-benzilaminopurina 1 mg/L), para
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indugao de brotos; timentina (500 mg/L), para evitar o crescimento de bactérias
remanescentes; canamicina (100 mg/L) e 0,5 mg/L de glufosinato de aménio
(Vasudevan et al.,, 2007) para selecionar as células transformadas. Foram
colocados aproximadamente dez explantes por placa, com a face abaxial da folha
em contato com o meio. As placas foram seladas com Parafilm® ou filme de PVC
e incubadas em uma sala de cultura com um fotoperiodo de 16 horas, a uma
temperatura de 25 * 2°C.

A individualizacdo dos brotos foi realizada apds identificacdo dos maiores
de 0,7cm que foram surgindo a partir dos calos resistentes. Os brotos foram
excisados na base, procurando excluir tecidos do calo, transferidos
individualmente para vidros autoclavados com meio MS, para o enraizamento
contendo regulador de crescimento AIB (acido indol-butirico 0,5 mg/L), acrescido
de timentina (500 mg/L), canamicina (100 mg/L), glufosinato de amdnio
(fosfinotricina 0,5 mg/L) e mantidos nesse meio até o desenvolvimento completo
das raizes. Subcultivou-se, por multiplicacdo de gemas axilares, cada planta
potencialmente transgénica, mantendo assim uma ou mais codpias (clones) in

vitro.

3.21- Extracdao de DNA vegetal pelo método do CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio)

Foram coletadas cerca de 200 a 300 mg de folha da planta de interesse e
maceradas com nitrogénio liquido, utilizando almofariz de porcelana previamente
congelado. O macerado foi entdo transferido para microtubos de 1,5 mL,
congelados e devidamente identificados. Acrescentou-se 800 uL de tampao CTAB
(2x) com 2% de polivinilpirrolidona (PVP) e 15 pyL de B-mercaptoetanol. A amostra
foi agitada em voértex por 2 minutos e incubada a 65°C por 5 minutos para melhor
homogeneizagédo. Adicionou-se 600 uL de uma solugdo de cloroférmio e alcool
isoamilico (24:1) para precipitagcdo do material genético. Agitou-se a amostra em
vortex por 1 minuto e centrifugou-se a 13.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e adicionado isopropanol gelado em uma
proporcao de 1:1 em relacdo ao sobrenadante, incubando os microtubos a -20°C

de 2 a 3 horas.
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ApoOs a incubacgao, centrifugou-se por 10 minutos a 14.000 xg e um
precipitado branco foi formado no fundo do tubo. O sobrenadante foi retirado e o
precipitado lavado de 1 a 2 vezes com 300 pL de etanol 70% e 1 vez com 300 uL
de etanol 95%, centrifugando-se o precipitado a 14000 xg por 3 minutos a cada
lavagem. O precipitado secou a temperatura ambiente e foi suspenso em 300 pL
de tampao TE 1mM (10 mM tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) contendo 1,2 pL de
RNAse na concentragao final de 40 pg/mL. A solugéo foi incubada a 37°C por 30
minutos. Adicionou-se acetato de aménio 7,5 M na proporcéo de 1:10 e 200 uL de
isopropanol gelado para precipitar o DNA novamente. Incubou-se a 4°C durante
12 horas. A lavagem com etanol 70% e 95% foi realizada novamente. O
precipitado foi seco a temperatura ambiente e suspenso em 40 uL de tampao TE

0,1 mM ou agua ultra-pura.

3.22- Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) e analise por eletroforese do
DNA obtido das plantas cultivadas

O DNA extraido das folhas da planta de interesse foi submetido a reagao
em cadeia da polimerase (PCR) para analise dos clones quanto a presenga do
inserto contendo o gene codificador da proteina NS1. Para a PCR, foi utilizado os
“‘primers” pCambNS1a e pCambNS1as responsaveis pela amplificagdo do gene
responsavel por codificar a proteina NS1 como descrito anteriormente.

O resultado da amplificacdo foi detectado por eletroforese em gel de
agarose a 1,0%. Os clones referentes as plantas que continham bandas
correspondentes ao gene da proteina NS1 foram separadas para aclimatizagao e

transferéncia para a casa de vegetacgao.

3.23- Aclimatizagao das plantas transgénicas

Para a aclimatizacdo, retirou-se delicadamente as plantas enraizadas
(entre 5 e 8 cm de altura) do vidro estéril, removendo o excesso de meio de
cultura. Estas foram transferidas para copos de plastico de aproximadamente 8
cm de altura, contendo a mistura solo:vermiculita estéril. A parte aérea da planta
foi coberta com um saco plastico, para evitar seu ressecamento. Apés 3 semanas,

0 saco plastico foi retirado e as plantas foram transferidas para a casa de
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vegetacdo em vasos contendo solo adubado. As plantas se desenvolveram
normalmente sob condi¢des parcialmente controladas de temperatura (20 a 30°C)
e umidade (~ 70%).

3.24- Extragcao do RNA total de tecidos vegetais

O RNA vegetal foi extraido com o Kit SV Total RNA Isolation System®
(Promega). Para tanto foram coletadas cerca de 100 mg de folha da planta de
interesse e mantidas em nitrogénio liquido, maceradas utilizando almofariz de
porcelana previamente autoclavado. Foi adicionado 30 mg de tecido vegetal para
175 pL da solugdo “RNA Lysis Buffer”, para homogeneizar a amostra. Em
seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionada 350 uL
da solugao “RNA Dilution Buffer”, misturou-se por inversao e centrifugou-se por 10
minutos a 4000 xg. A solucgéao clara lisada foi transferida para um novo tubo por
pipetagem e adicionado 200 pL de etanol a 25%, misturado por 3 a 4 vezes. Essa
mistura foi transferida para uma coluna e centrifugada a 14000 xg por 1 minuto. O
liquido do tubo coletor foi descartado e a coluna foi recolocada no mesmo. Apds
foi adicionada 600 uL da “RNA Wash Solution” e centrifugada a 14000 xg por 1
minuto. O tubo coletor foi esvaziado e adicionado 50 yL de um solugado recém-
preparada com DNAse (5 uL de DNA I, 40 pL “Yellow Core Buffer”, 5 yL 0,09M
MnCl,) diretamente na membrana da coluna e incubado por 15 minutos a 20°C.
Apos foi adicionada 200 pL da “DNAse Stop Solution” na coluna e centrifugou-se
a 14000 xg por 1 minuto. Em seguida, adicionou-se 600 uL da “RNA Wash
Solution” e centrifugou-se a amostra a 14000 xg por 1 minuto. O tubo coletor foi
esvaziado e adicionou-se 250 pL da “RNA Wash Solution” e centrifugou-se a
14000 xg por 2 minutos. A coluna do tubo coletor foi transferida para um novo
microtubo de 1,5 mL, e adicionou-se 100 pyL de agua livre de nuclease a
membrana. Centrifugou-se a amostra a 14000 xg por 1 minuto. A coluna foi

removida e descartada. O RNA foi estocado a -70°C.

3.25- Sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se o Kit SuperScript Ill Reverse

Transcriptase (Invitrogen™, New York, USA). Para tanto, 1 uL do primer
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randémico (pd(N)s) (Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, England) foi
adicionado a 11 pL de RNA extraido do tecido vegetal, sendo submetido a
aquecimento por 10 minutos a 70°C, sendo em seguida resfriado brevemente em
gelo. Um coquetel foi preparado contendo tampao 1X da transcriptase reversa,
DTT e dNTPs. Promoveu-se entdo o aquecimento do coquetel e da mistura
RNA/primer por 5 minutos a 42°C e, em seguida, foi adicionado 1uL da enzima
transcriptase reversa ao coquetel e o volume deste foi adicionado a amostra.
Incubou-se a solugao por 1 hora a 42°C, e por 15 minutos a 70°C, para inativar a

transcriptase reversa.

3.26- Reagcao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O RNA extraido das folhas de Nicotiana tabacum foi submetido a PCR para
analise dos clones quanto a presenga do inserto contendo o gene codificador da
proteina NS1. Para a PCR, foi utilizado os “primers” pCambNS1a e pCambNS1as
responsaveis pela amplificacdo do gene responsavel por codificar a proteina NS1
como descrito anteriormente.

O resultado da amplificacdo foi detectado por eletroforese em gel de

agarose a 1,0%.
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4- RESULTADOS

4.1- Extragdo de RNA, Sintese de cDNA e Reag¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR)

Apos a extracao do RNA total das amostras, a primeira fita de cDNA foi
sintetizada e em seguida foi realizada a PCR. Houve a deteccdo do gene

responsavel por codificar a proteina NS1 de tamanho de 1055 pb (Fig. 9).

| & 1055pb
800 pb >

Figura 9. Gel de agarose 0,8% demonstrando a amplificacdo do gene
NS1/DENV2. 1- Marcador de DNA 50 bp (50 pb DNA Ladder, Invitrogen, Califérnia,
EUA); 2- Fragmento de 1055 pb correspondente ao gene NS1.

4.2- Clonagem do gene da proteina NS1 em vetor pGEM-T

Ap0s a realizagao da clonagem do gene da proteina NS1 no vetor pGEM-T,
foi feita a transformac&o das células competentes E. coli DH5a e as colénias
recombinantes obtidas foram estocadas a -70°C. Realizada a extragao de
plasmideos, foi feita uma nova amplificagdo para confirmacgao dos insertos ligados
ao vetor de clonagem utilizando-se os “primers” pCambNS1s e pCambNS1as, e o
produto das amplificagdes foi detectado por eletroforese em gel de agarose 0.8%
(Fig. 10).
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800 pb =>

Figura 10. Gel de agarose 0.8% demonstrando a amplificacdo do gene
NS1/DENV2 por PCR, a partir da extracao plasmidial de 5 clones recombinantes
de E. coli pGEM-T/NS1. 1- Marcador de DNA 50 pb; 2 a 6- Cinco bandas
referentes ao fragmento de 1055 pb, correspondente ao gene NS1.

4.3- Digestao do plasmideo pGEM-T/ NS1

Bactérias transformadas com o vetor pGEM-T/NS1 foram crescidas em
meio seletivo para a realizacdo da extracdo do DNA plasmidial. O plasmideo
pGEM-T/NS1 foi entdo submetido a uma dupla digestdo e o fragmento do gene

responsavel pela expresséo da proteina NS1 foi liberado (Fig. 11).

1055 pb =>
< 800pb

Figura 11. Gel de agarose 0,8% demonstrando a dupla digestdo do plasmideo
pGEM-T/NS1. 1- Fragmento de 1055 pb, correspondente ao gene NS1; 2-
Marcador de DNA 50 pb.
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4.4 - Extracao do plasmideo pCAMBIA 3301

Bactérias transformadas com o vetor pCAMBIA 3301 foram crescidas em
meio seletivo para a realizagdo da extragdo do DNA plasmidial. A presenga do
vetor foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 0.8%. Foram visualizadas
as bandas referentes as formas encontradas do plasmideo pCAMBIA 3301:

“supercoiled”, linear e fechado (Fig.12).

fechado =>» |

linear
“supercoiled” —>»

Figura 12. Gel de agarose 0,8% demonstrando a extragdo de DNA plasmidial de
E. coli pCAMBIA 3301. 1 a 4- Plasmideos pCAMBIA 3301 extraidos de 4
estoques diferentes resultantes da transformagao de células competentes E. coli
DH5a. As trés bandas (setas) sdo referentes as trés formas encontradas do
plasmideo (supercoiled, linear e fechado). 5- Marcador de DNA A Hind III.

4.5- Digestao do plasmideo pCAMBIA 3301
Apobs extracéo, o plasmideo pCAMBIA 3301 foi submetido a dupla digestao

com as enzimas de restricao Bgl Il e Bst Ell. A dupla digestdo gerou uma banda

de aproximadamente 9800 pb correspondente ao vetor linearizado (Fig.13).
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9800 pb < 9416 pb

Figura 13. Gel de agarose 0,8% demonstrando dupla digestdo do plasmideo
pCAMBIA 3301. 1 e 2- Plasmideos pCAMBIA 3301 digeridos com Bgl Il e Bst Ell

resultando em bandas de aproximadamente 9800 pb; 3- Marcador de DNA A Hind
Il

4.6- Analise e selegdo das col6nias transformadas

Foram analisadas 171 coldnias de E. coli quanto a presenga do gene
responsavel por codificar a proteina NS1 inserido no plasmideo pCAMBIA 3301.

Das 171 colbnias analisadas, 15 colénias apresentaram o gene NS1 (Fig.14).

1 2 3 4 5 6 7 &
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€800 pb

Figura 14. Gel de agarose 1,0% demonstrando a amplificagdo do gene
NS1/DENV2. 1 a 7- Bandas referentes ao fragmento de 1055 pb, correspondente
ao gene NS1; 8- Marcador de DNA 50 pb.
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4.7- Analise e seleg¢ao das coldénias de Agrobacterium tumefaciens contendo
o plasmideo pCAMBIA 3301/NS1

Apos extracdo dos plasmideos recombinantes pCAMBIA 3301/NS1, foi
realizada a transformacgao de A. tumefaciens LB4404. Das 77 colénias analisadas,

apenas 3 apresentaram o gene NS1 (Fig.15).

1000 pb ~>» < 1055pb

Figura 15. Gel de agarose 1,0% demonstrando a amplificacdo do gene
NS1/DENV2. 1- Marcador de DNA 100 pb; 2 a 4- Bandas referentes ao fragmento
de 1055 pb, correspondente ao gene NS1.

4.8- Germinagao e transformagao de Nicotiana tabacum via Agrobacterium
tumefaciens

Apods a desinfestacdo das sementes de Nicotiana tabacum, a germinagao
foi realizada. Ao aparecimento das primeiras radiculas e emissao das primeiras
folhas, cada plantula foi retirada delicadamente da placa e inoculada em um pote
de vidro autoclavado (Fig. 16).

Para a transformagéo de Nicotiana tabacum via Agrobacterium tumefaciens
contendo o gene codificador da proteina NS1/DENVZ2, foram utilizados
aproximadamente 400 explantes foliares das plantas cultivadas in vitro com 5 a 6
semanas. O co-cultivo foi realizado em ambiente escuro, onde os explantes foram
deixados por 48 horas. A observacdo da formacgao de brotos foi realizada
diariamente (Fig. 16).

Apods 30 dias da transformacgao, os brotos foram individualizados, utilizando

somente a parte aérea da planta, sem tecidos basais. Os brotos foram
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transferidos para potes de vidro contendo meio MSy sélido para promover o
enraizamento e alongamento das plantulas. Foram utilizados quatrocentos
explantes de Nicotiana tabacum para a transformacdo, sendo que destes, 80
brotos foram individualizados. Foi observado crescimento lento dos possiveis
transformantes em relacdo a planta nao-transformada. (Fig. 16). Apds o
crescimento de 10 cm das plantas transformadas, foi realizada a
micropropagag¢ao para manutencdo dos clones in vitro para realizagdo das

analises moleculares.

Figura 16. Germinagao e transformacao de Nicotiana tabacum. A- Germinagao
em placa de petri descartavel; B- Individualizagdo da pléantula; C- Plantas
cultivadas in vitro com 5 a 6 semanas; D- Explantes foliares de Nicotiana tabacum
imediatamente apds co-cultivo; E- Controle negativo (planta nao-transformada,
meio sem agente seletivo); F- Regeneragado dos brotos 21 dias apds o co-cultivo;
G- Controle positivo (planta nao-transformada, meio com agente seletivo); H-
Comparacado de crescimento da planta nao-transformada em relagdo a planta
transformada.
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4.9- Técnicas para a deteccdao da transformacao de Nicotiana tabacum:
Extracao de DNA vegetal e Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA gendmico de N. tabacum foi extraido tanto de plantulas submetidas
ao processo de transformacdo genética (80 plantulas), quanto daquelas que néo
foram submetidas, para avaliar a presenga do gene NS1. A figura 17 apresenta a
amplificagao por PCR do gene da NS1/DENV2 apenas nos transformantes, o que
confirma a integragéo do gene de interesse ao genoma vegetal. Das 80 plantulas

individualizadas, 16 plantulas apresentaram o gene NS1/DENV2.

1 2 3 d 5 ] ¥ 8 9 10 1 12 13 1

1000 pb => < 1055 pb

Figura 17. Gel de agarose 1.0% demonstrando a amplificagdo do gene
NS1/DENV2. 1- Marcador de DNA 100 pb; 2- Controle positivo (amostra
previamente confirmada); 3- Controle negativo do processo de transformacao
(planta n&o-transformada); 4 a 14- DNA gendmico das plantas transformadas
apresentando uma banda de 1055 pb correspondente ao gene NS1.

4.10- Aclimatizagao das plantas de Nicotiana tabacum transgénicas

Uma vez enraizadas e bem desenvolvidas in vitro, as plantas que foram
analisadas e apresentaram o gene NS1/DENV2 foram submetidas ao processo de
aclimatizacao e transferidas para casa de vegetacdo, sob condigbes controladas
de cultivo (Fig. 18).
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Figura 18. Processo de aclimatizagdo de Nicotiana tabacum contendo o gene
NS1/DENV2. A- Planta inicialmente no processo de aclimatizacado; B- Plantas
transgénicas de N. tabacum em casa de vegetagao.

4.11- Extracao do RNA vegetal, Sintese de cDNA e PCR

Para se detectar a transcrigdo do gene NS1/DENV2, o RNA total de folhas
de Nicotiana tabacum foi extraido utilizando-se o KiT SV Total RNA isolation
System (Promega). Houve a amplificagcdo por PCR de uma banda de 1055 pb
correspondente ao gene da NS1/DENV2 no material vegetal transformado (Fig.
19).

1000 pb > < 1055 pb

Figura 19. Gel de agarose 1,0% demonstrando a amplificagdo do gene
NS1/DENV2. 1- Marcador de DNA 100 pb; 2 e 3- Amostras equivalentes a
Nicotiana tabacum transformada, apresentando uma banda de 1055 pb
correspondente ao gene NS1; 4- Amostra da planta controle (n&o transformada).
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5- DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

O presente trabalho teve como objetivo a construgdo de um sistema de
expressdo em plantas Nicotiana tabacum “Havana” (tabaco) para expressar a
proteina nao estrutural (NS1) do virus dengue-2 visando a obtencéo de antigenos
em grande quantidade.

Foi realizado um ensaio MAC-ELISA para a proteina NS1/DENV
(PLATELIA TM DENGUE NS1 AG test Kit, BIO-RAD, Franga), com o objetivo de
demonstrar sua potencial aplicagcdo em diagndstico laboratorial precoce, obtendo
uma sensibilidade de 93,4% e especificidade de 100%. Das 314 amostras
analisadas, 213 eram de infecgbes agudas. A técnica foi comparada com
isolamento viral em culturas de células e com RT-PCR, e alcangcou bons
resultados com o uso de ELISA para a detecgao de IgG anti-NS1 (Panbio Dengue
IgG Capture ELISA, Australia), justificando a utilizagdo da NS1 como marcador
para infec¢des agudas (DUTRA et al., 2009; KUMARASAMY et al., 2007).

Segundo Brasileiro e Carneiro (1998), a transformacéo genética de plantas,
para ser bem sucedida depende de muitas variaveis, como por exemplo, a
escolha correta da planta a ser utilizada. O tabaco é utilizado como planta-modelo
de transformac&o, uma vez que sua cultura in vitro ja esta bem estabelecida, e
que possui caracteristicas que faciltam o processo, como facilidade de
germinagao e de regeneracgao, ciclo curto e ampla producéo de sementes.

O sistema de transformacao via Agrobacterium foi utilizado por ser um
sistema com alta eficiéncia de transformagdo, baixo custo operacional e
simplicidade na realizacdo dos protocolos de transformacdo e selecdo
(BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998). O método ideal de transformagao deve
combinar, ao mesmo tempo, a descontaminagao do tecido infectado pela bactéria,
a selecdo das células que foram transformadas e que expressam o gene
marcador, e a regenerac¢ao dessas células em plantas (BLOCK, 1993).

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram a clonagem do
gene NS1 e confirmaram a presenga deste no plasmideo pGEM-T e pCAMBIA
3301. O gene clonado possui 1055 pb e foi amplificado utilizando primers
especificos, que flanqueiam a regido do gene da proteina. A clonagem do gene foi

confirmada a partir de reacdes de PCR utilizando estes primers. Na analise em
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gel de agarose ficou demonstrado que o produto das reagbes de PCR possui
tamanho aproximado de 1000 pb quando comparado aos marcadores
moleculares. Este resultado indica, por similaridade de tamanho, que a sequéncia
obtida é correspondente ao gene NS1/DENV-2.

Na primeira etapa deste trabalho foi realizada a constru¢cdo de um vetor de
clonagem pGEM-T/NS1 que carreia o gene NS1 do virus dengue-2. Este
plasmideo recombinante foi utilizado para a transformacdo de E. coli DH5a ,
dando origem a bactérias recombinantes que foram utilizadas para a producgao de
multiplas copias do inserto de interesse. Na etapa seguinte, foi realizada a
construcao do vetor de expressao, o plasmideo pCAMB3301/NS1, que carreia o
gene NS1 do virus dengue-2. Este plasmideo recombinante foi utilizado para
transformar Agrobacterium tumefaciens, originando bactérias recombinantes que
foram utilizadas como sistema de transferéncia natural de genes para
transformacao do tabaco.

A confirmacdo da obtencéo de 77 colbnias de Agrobacterium tumefaciens
transformadas com o plasmideo recombinante pCAMBIA 3301/NS1 foi feita a
partir da analise em gel de agarose do produto de amplificagdo dos plasmideos
com os “primers” pCambNS1s e pCambNS1as. O produto da PCR dos
plasmideos derivados das bactérias transformadas gera na andlise em gel de
agarose uma banda de 1055 pb, confirmando a presenga do inserto
correspondente ao gene NS1.

As sementes de Nicotiana tabacum foram desinfestadas para a
descontaminagédo do tecido vegetal a ser utilizado e germinadas em placas de
petri descartaveis. Plantas cultivadas in vitro com aproximadamente 5 a 6
semanas foram utilizadas como fonte de explantes foliares no processo de
transformacao de Nicotiana tabacum via Agrobacterium tumefaciens contendo o
gene codificador da proteina NS1/DENV2. Neste trabalho aproximadamente 400
explantes foliares foram utilizados. De acordo com analise de outros experimentos
de transformacéo ja realizados, como Ferreira (1998), Chaudhury et al., (2007),
Kim et al., (2007), Shrawat et al., (2007), o aumento da taxa de transformantes

ocorre pelo aumento dos eventos de transformacgédo, ou seja, quanto mais
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explantes forem submetidos ao processo de transformacdo, maior sera a
quantidade de transformantes obtidos.

Apos 30 dias da transformagédo, os brotos foram individualizados e
transferidos para potes de vidro contendo meio MSy sodlido para promover o
enraizamento e alongamento das plantulas. Dos 400 explantes de Nicotiana
tabacum que passaram pelo processo de transformagdo, 80 brotos foram
individualizados. Foi observado o crescimento lento dos possiveis transformantes
em relagdo ao controle, que foi um forte indicio da ocorréncia do processo de
transformacao genética, que ja foi demonstrado por Coutinho (2005).

Dentre as técnicas para a deteccdo da transformacdo de Nicotiana
tabacum foi realizada a extracdo do DNA vegetal e PCR do DNA obtido das
plantas cultivadas. O DNA genémico de N. havana foi extraido tanto de plantas
submetidas ao processo de transformacgao genética (80 plantas), quanto daquelas
que nao foram submetidas. O produto da PCR do DNA vegetal derivado das
plantas transformadas gerou na analise em gel de agarose uma banda de 1055
pb, confirmando a presenca do gene correspondente a proteina NS1. Com este
resultado pode-se comprovar a integracdo do gene da proteina NS1/DENV2 ao
genoma vegetal. De 400 explantes utilizados na transformac&o, originaram-se 80
plantas, onde 16 plantas foram confirmadas quanto a presenga do gene da
proteina NS1; com esses resultados podemos afirmar que a eficiéncia de
transformacao foi de 4%. O ideal é que somente transformantes verdadeiros
sejam regenerados. Entretanto, segundo Lewin (2000), os sistemas de seleg&o
nao sao, em geral, totalmente eficientes e alguns “escapes” podem ocorrer.
“‘Escapes” sdo plantas nao-transformadas que, apesar de nido expressarem o
gene marcador de selegcdo conseguem regenerar na presenca do agente de
selecao.

Outras analises moleculares foram realizadas para detectar a transcrigao
do gene da proteina NS1, como extragdo do RNA vegetal e RT-PCR. Conforme
observado, o produto da RT-PCR derivado das plantas transformadas gerou na
analise em gel de agarose uma banda de 1055 pb, comprovando que o gene da

NS1 foi inserido no genoma vegetal e esta sendo transcrito.
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Os resultados obtidos neste trabalho sdo importantes para a continuagao
dos experimentos para obtengdo de um antigeno em grande quantidade e
qualidade a ser utilizado no desenvolvimento de vacinas e kits de diagndstico da
dengue.

Analises subsequentes deverao ser realizadas para verificar a expressao
da proteina NS1 e sua purificagcdo. Apds a obtengdo, o antigeno devera ser
analisado para verificar sua imunogenicidade e testado nos diferentes métodos de
detecgao, como o MAC-ELISA e o ELISA. As contribuicdes destes resultados
poderdo ser verificadas indiretamente no controle da dengue, através do
desenvolvimento de kits de diagnostico. Finalmente, a realizagdo de testes nos
pacientes suspeitos permitira a medicacao correta para cada caso e viabilizara a
correlacao entre o histérico do paciente a infecgdes anteriores com a ocorréncia

da sindrome do choque e da dengue hemorragica.
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6- CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

e As col6nias de Agrobacterium tumefaciens transformadas e selecionadas
contém o plasmideo pCAMBIA 3301/NS1;

e Apods extragdo de DNA celular vegetal verificou-se que as plantas Nicotiana
tabacum apresentaram a integracado do gene codificador da proteina NS1
em seu genoma, confirmando a transformacao das mesmas;

e Apos a extracdo do RNA total dos tecidos vegetais detectou-se a
transcricdo do gene codificador da proteina NS1/DENV-2 nas plantas

transformadas.
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