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RESUMO

O veneno das aranhas do género Loxosceles estd composta, principalmente por
uma mistura rica de metaloproteinases, fosfolipases e esfingomielinases.
Atualmente existem diversos estudos para a producao de anti-venenos, mediante
0 uso de proteinas recombinantes, com a finalidade de perseverar a vida dos
animais que produzem o veneno (aranhas) bem como dos animais produtores do
soro, ja que este veneno € muito toxico. Por este motivo neste trabalhou objetivou-
se expressar e caracterizar a rMEPLox, uma proteina recombinante quimérica
composta de epitopos das trés principais toxinas dos venenos de aranhas do
género Loxosceles spp., em plantas como um novo sistema de expressao
heter6loga. Inicialmente transferiu-se o gene de rMEPLox dos vetores de
expressdo para E. coli para um vetor plasmidial proprio de plantas (pMDC32).
Seguidamente transformou-se Agrobacterium tumefaciens com estes vetores e
estas bactérias especificas de plantas foram capazes de infectar a Arabidopsis
thaliana mediante imersao floral. As plantas foram cultivadas e reproduzidas até
obter a terceira geracao (T3), para obter populacdes totalmente homozigotas. As
proteinas totais foram extraidas de A. thaliana e o conteudo proteico foi analisado
por SDS-PAGE, ELISA e Western Blotting. Nos imunoensaios, sugerem que 0S
extratos protéicos foram reconhecidos pelo soro anti-rMEPLOX, previamente
produzidos em E. coli. Por Western blotting foi possivel observar a presenca de
bandas proteicas de aproximadamente 19 kDa, mesma massa molecular da
rMEPLox. Estes resultados nos levam a confirmar o sucesso das transformacdes

para A. thaliana; e que as plantas estdo expressando a proteina rMEPLOX.



Palavras chave: rMEPLox, pCR8, pMDC32, Agrobacterium, Loxosceles,

expressao em Arabidopsis, plantas transgénicas.



ABSTRACT

The venom of spiders of the genus Loxosceles is mainly composed of a rich
mixture of metalloproteinases, phospholipases and sphingomyelinases. Currently,
there are several studies for the production of anti-poisons, using recombinant
proteins, in order to persevere the life of animals that produce the poison (spiders)
and also animals that produce serum, since this poison is very toxic. For this
reason, this work aimed to express and characterize rMEPLoX, a recombinant
protein composed of epitopes of the three main toxins from spider’s venoms of the
genus Loxosceles spp., In plants as a new heterologous expression system.
Initially, the rMEPLox gene was transferred from the expression vectors to E. coli in
a plant-specific plasmid vector (pMDC32). Then, Agrobacterium tumefaciens was
transformed with these vectors and these plant-specific bacteria were able to infect
Arabidopsis thaliana through floral immersion. The plants were cultivated and
reproduced until the third generation (T3) was obtained, to obtain totally
homozygous populations. The total proteins were extracted from A. thaliana and
the protein content was analyzed by SDS-PAGE, ELISA and Western Blotting. In
immunoassays, they suggest that the protein extracts were recognized by the anti-
rMEPLox serum, previously produced in E. coli. Through Western blotting it was
possible to observe the presence of protein bands of approximately 19 kDa, the
same molecular mass as rMEPLox. These results lead us to confirm the success

of the transformations for A. thaliana; and that plants express the rMEPLoXx protein.



Keywords: rMEPLox, pCR8, pMDC32, Agrobacterium, Loxosceles, expression in

Arabidopsis, transgenic plants.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, os acidentes com animais peconhentos sdo causados por
serpentes dos géneros Bothrops, Lachesis, Crotalus e Micrurus, escorpides do
género Tityus, aranhas dos géneros Latrodectus, Phoneutria e Loxosceles, e por
insetos dos géneros Apis e Lonomia. Seus venenos consistem de uma mistura de
componentes com variados efeitos toxicos que quando injetados em humanos (ou
outros animais) produzem sintomas clinicos uUnicos. Entre as toxinas mais
importantes estdo as neurotoxinas, hemorraginas, toxinas coagulantes, miotoxinas
e necrotoxinas (Vetter and Isbister, 2008). O tratamento dos acidentes consiste no
uso de antivenenos que sdo efetivos contra 0os animais peconhentos cujo veneno
participou como antigeno na imunizacdo dos animais produtores; entretanto,
mesmo que 0s antivenenos atuais sejam considerados eficientes, praticamente

nenhuma melhoria biotecnoldgica tem sido feita desde sua producéo inicial.

Os antivenenos anti-peconhas podem ser especificos e poliespecificos
(Theakston et al., 2003). Estes sdo fabricados em 21 paises e principalmente
produzidos em cavalos, no entanto a obtencdo de estes soros causam sofrimentos
nos animais e reduzem sua vida. O instituto Butantan e o Centro de producéo e
Pesquisa de imunobiolégicos (CPPI) sdo os principais produtores de soro contra
0s venenos das aranhas do género Loxosceles no Brasil. Nao obstante a
producdo destas imunoterapicos € um problema pelo grande nimero de animais,
por tanto quantidade de venenos, que se tém que usar durante o processo de
producdo (imunizacdo e controle pre-clinico de qualidade) (Futrell, 1992;

Theakston et al., 2003). No momento tém sido propostas outras alternativas para a
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producdo de novos imunégenos nao téxicos, com o propésito de produzir soro e

evitar sofrimentos dos animais produtores.

1.1 Animais peconhentos

Estima-se cerca de 200.000 espécies de animais venenosos (pe¢onhentos),
sendo a maioria vertebrados, principalmente serpentes ou artropodes dos quais
destacam as aranhas, escorpides, formigas etc. (Jenner and Undheim, 2017;
Reynaud et al.,, 2020). Estes animais peconhentos produzem uma substancia
toxica (pegonha) que € utilizada para caga ou defesa e injetada no organismo alvo
diante aparelhos especializados. Esta substancia contém uma mescla de toxinas a
base de proteinas que pode conduzir a varios efeitos potencialmente mortais,
incluindo cardiotoxicidade, neurotoxicidade, coagulacdo (Isoardi and Isbister,
2020; Laustsen et al., 2020). Devido a gravidade, morbilidade e mortalidade
causada por esta toxina, estes acidentes podem ser catalogados como

emergéncias médicas complexas (Grashof et al., 2020; Oliveira et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2009), os
envenenamentos fazem parte das enfermidades negligenciadas e constituem um
problema mundial de saude, principalmente nas regides tropicais e subtropicais.
Atualmente no Brasil os acidentes causados pelos animais peconhentos tém que
ser notificados obrigatoriamente. O Ministério da Saude implementou um Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) e em 1995 filiou-se com a
Coordenacéo de Zoonoses e Animais Peconhentos (CNCZAP) para a notificacédo

de acidentes com estes organismos (Lemos et al., 2009; Martins et al., 2012).
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Dados coletados pelo SINAN no Brasil (figura 1) mostram os acidentes
ocasionados por estes animais nos Ultimos anos, onde se destacam os escorpides
e aranhas (Pucca et al., 2019). Apesar de o niumero de acidentes com escorpides
superarem os de aranhas, estes envenenamentos sao considerados medicamente

mais importantes devido a severidade e morbilidade que apresentam.

O termo loxoscelismo faz referéncia ao acidente causado pelas aranhas
Loxosceles spp., pode chegar a gerar necroses na forma cutanea e insuficiéncia
renal na forma sistémica, (Isbister and Fan, 2011). A terapia usada para estes
envenenamentos € o0 uso do antiveneno, que consiste de anticorpos isolados do
soro ou plasma de animais hiper-imunizados (Costa et al., 2020; Laustsen et al.,

2020).

A pesar de sua efetividade em neutralizar os efeitos toxicos do
envenenamento, estes antivenenos possuem algumas desvantagens pois podem
causar reacdes adversas no paciente, além do elevado custo da fabricagdo. Por
outro lado, durante o processo de produgédo dos antivenenos, 0s venenos usados
sdo extremadamente tdxicos para 0s animais soro produtores (Figueiredo et al.,
2014). Frente a esta situacdo, 0 uso de proteinas recombinantes e ndo toxicos
podem ser alternativas prometedoras na procura de novos antidotos, visando

obter uma maior producdo, eficacia e seguridade destes. (Laustsen et al., 2020).
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160000 1 4 escorpido @
| @ aranha

140000 A serpente

1200001 @ abelha

1000004 V¥ lagarta

80000 A

60000 A

40000 / @
/1

30000 A W w
20000 - *

10000 ~

2010 2012 2014 2016 2018 2020
Ano

Numero de acidentes

Figura 1. Apresenta os principais accidentes produzidos por animais pe¢conhentos no Brasil
(SINAN, 2019).

1.2. Loxosceles e o loxoscelismo

No Brasil as aranhas encontram-se ocupando o segundo lugar nos
envenenamentos causados por aracnideos peconhentos (Figura 1). Estas
possuem um aparelho especializado e associado a glandulas venenosas, que
produzem uma mescla de compostos téxicos e nao toxicos (Marcussi et al., 2011).
Quatro géneros de aranhas s&do capazes de causar acidentes medicamente
importante em humanos; sendo estes Loxoceles spp, Phoneutra spp, Latrodectus

spp e Atrax spp. (Brazil et al., 2009).
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Onde as aranhas do género Loxosceles encontram-se ocupando 0 primeiro
lugar nestes envenenamentos (SINAN, 2019) (Figura 2).. As aranhas Loxosceles
spp. (Aracnidae: Sytodidae: Loxoscelinae), o também conhecida como “aranha
marrom ou violino” abrangem 141 espécies, distribuidas em todos os continentes
(Swanson and Vetter, 2006; White et al., 2017). Segundo Sezerino et al. (1998), a
maioria destas espécies encontra-se na América do Sul, o que constitui nesta

regido um risco importante na saude.

Acidentes com aranhas
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Figura 2. Faz referenca aos accidentes produzidos pelas aranhas medicamente mas
importantes no Brasil (SINAN, 2019).

O termo Loxosceles vem do grego loxos: curvas e kelos: patas de aspetos
circular ou curvas; sao aranhas noturnas, ndao agressivas e alimentam-se de
animais pequenos (de Roodt et al., 2002) (Figura 3). Preferem os lugares secos,

obscuros e tranquilos, vivem nos bosques, embaixo da casca dos arvores e
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pedras; nas casas, podem se encontrar atrds de quadros, moveis, roupas e

sapatos, sempre fora da incidéncia da luz direta.

Estas aranhas posuem um exoesqueleto composto por quitina, e seu veneno
possui uma mescla composta principalmente por metaloproteinases,
esfingomielinases e hialuronidases (Jackson and Parks, 1989). Este veneno,
guando é inserido tanto nas pessoas como nos animais, a maioria das vezes

passa desapercebido, isto deve-se que a mordida ndo produz dor e suma-se a

demora que o0s pacientes sao levados ao centro de saude para seu diagnostico.

(de Roodt et al., 2002).

Figura 3. Loxosceles adultos.
No A) apresenta a Loxosceles fémea, no B) o macho (menor que a fémea) (Fischer et al., 2006)

Os primeiros casos de loxoscelismo causados pela aranha Loxosceles laeta
foram registrados no ano 1937 em Chile e 1953 no Brasil (Lucas et al., 1983;
Macchiavello, 1937). No Brasil atualmente encontram-se registradas 19 espécies
de Loxosceles; sendo as de maior importancia medica a Loxosceles gaucho,
Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta, que habitam principalmente no sul e

sudeste do pais (Catalog, 2019; Lopes et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Observase a distribucdo geografica dos accidentes do loxocelismo, notificados
pela (SINAN, 2017).

Estas aranhas sdo conhecidas como aranha marrom, aranha assassina,
reclusa ou aranha violino (Goncalves-de-Andrade and Tambourgi, 2003; Vetter,
2008), e o quadro clinico resultante da mordida causada pela aranha Loxosceles é
chamado loxoscelismo (Tambourgi et al., 2010; Vetter and Isbister, 2008). A
(SINAN, 2019) reportou que cada ano existem mais de 8000 casos de
envenenamentos por causa destes espécimes, chegando a causar nos pacientes

desde morbidade até a morte (figura 4).
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1.3. Ontogenia das aranhas Loxosceles spp.

Na ontogenia das aranhas Loxosceles spp sdo conhecidos trés periodos:
embrionario (ovulo fecundado até obter o corpo da aranha), larval (pré-laval e
larva, incapaz de alimentar-se) e ninfominal (ninfas ou juvenis autossuficientes)
(Vetter, 2008). A fertilidade e fecundidade varia de acordo com a espécie; assim, a
meia de ovos por posta é de 150, 80, 89 e 62 para L. intermedia, L. reclusa, L.
laeta e L. gaucho respectivamente (Fischer and Vasconcellos-Neto, 2005b;

Galiano, 1967, Hite, 1966; Rinaldi et al., 1997).

As aranhas Loxosceles spp., sdo conhecidas por sobreviver largos periodos
de tempo sem comida, isto devido ao lento metabolismo que presenta estas
espécies. Estudos de laboratério mostram que a longevidade meia da L. reclusa é
de 2.5 anos (Hite, 1966), 7 anos para L. laeta (Lowrie, 1980), 3.2 anos para L.
intemedia (Fischer and Vasconcellos-Neto, 2005a), e 3.6 para L. gaucho (Rinaldi
et al., 1997) e em todas estas espécies as fémeas tem uma maior longevidade

guando comparadas aos machos.

Uma aranha fémea adulta pode chegar a medir até 30 mm com as pernas
estendidas e o corpo pode chegar a média de 8-15 mm. Morfologicamente estas
aranhas apresentam uma distribuicdo de trés pares de olhos bem esclarecida em

forma de U e quatro pares de pernas longas (Chakrabarty, 2010).

1.4. Aspectos Clinicos do envenenamento de Loxosceles

O loxoscelismo nos humanos apresenta-se clinicamente de duas formas bem

definidas: loxoscelismo cutaneo (Figura 5) e loxoscelismo-vicero-hemolitico; onde
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0 primeiro representa o 74-98% no total dos casos com uma gravidade leve e
moderada principalmente (Figura 6) (Martino et al., 1979; Schenone et al., 1989;

Sezerino et al., 1998).

A mordida destas aranhas produz eritema localizado como vermelhidao da
pele e frequentemente a pessoa presenta quadros de sonoléncia e pode causar
ulceracao e lesdes dermonecroticas (De et al., 2002; Tambourgi et al., 2010). Nos
casos cronicos pode conduzir a extirpacdes cirargicas da pele morta e deixar
grandes cicatrizes (Martino et al., 1979). Se o tratamento é tardio o paciente pode
apresentar lesées sistémicas graves como hemolise, trombocitopenia, coagulacéo
intravascular disseminada (CID) e insuficiéncia renal aguda (IRA) levando ao
paciente a um coma e inclusive a morte (Pauli et al., 2006; Senff-Ribeiro et al.,
2008). Feitosa et al. (1998) Mostrou que estas alteracbes hematoldgicas
provavelmente sdo induzidas pelas metaloproteasas, como as Loxolisina A com
massa molecular de (20-28 kDa) e a Loxolisina B com massamolecular de (32-35

kDa).
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Figura 5. Evolugao do paciente com loxoscelismo cutaneo.
Mostra no A) 24 horas, B) 9 dias, C) 16 horas e no D) 25 dias apds da mordida (Isbister and Fan,

2011).

As respostas clinicas estdo associadas de acordo ao género e idade da
pessoa mordida, assim também a quantidade de veneno injetado (Sezerino et al.,
1998) e ao local onde a pessoa foi mordida (Bernstein and Ehrlich, 1986). Além os
venenos das Loxosceles possuem reatividade imunoquimica cruzada onde
indicam uma alta identidade imunolégica entre os venenos L. gaucho e a L.

intermedia (Barbaro et al., 1994).
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Figura 6. Apresenta a gravidade dos accidentes produzidos pelas aranhas medicamente

importantes no Brazil (SINAN, 2019).

1.5. Composicao do veneno
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Figura 7. Mostra a composic¢éo do veneno das Loxosceles

A figura mostra os compostos maioritarios do veneno das Loxosceles: isomorfas da proteina

inseticida, fosfolipase D e a metalopreteinase semelhante a astacina (Veiga et al., 2001).
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As Loxosceles apresentam queliceras as quais estdo associados a uma
glandula venenosa, que ajudam a expulsar 0 veneno seja para paralisar ou matar
as presas, ou em defensa propria; podendo este U(ltimo causar acidentes
ocasionais nas pessoas (Cordeiro et al., 2015). O veneno deste género contém
uma mistura rica em proteinas e toxinas peptidicas, neurotoxinas, enzimas,
aminoacidos livres e sais inorganicos todos com massas moleculares diferentes,
dificultando a criacdo de um antidoto (Chaim et al., 2011; Cordeiro et al., 2015;

Hula and Niedobova, 2020).

Andlises moleculares realizados por (Da Silva et al., 2004; Feitosa et al.,
1998) encontraram no veneno deste género proteinas de baixa massa molecular
como hidrolases, hialuronidases, lipases, metalo e serino proteases, peptidases,
colagenases, fosfatase alcalina, fosofolipases ou esfingomielinase D (SMase D) e
outras enzimas que proporcionam lesBes profundas. Esta Ultima enzima é a
principal responsavel do loxoscelismo, que ao hidrolisar a esfingomielina resulta
na formacdo da ceramida-1-fosfato e colina, que em presenca de Mg? pode
catalisar a liberacdo da colina produzindo &cido lisofosfatidico o qual é um
mediador de lipideos dentro das células (Forrester et al., 1978; Paixao-Cavalcante

et al., 2006; Tambourgi et al., 1995; van Meeteren et al., 2004).

As familias da fosfolipase D sdo toxinas mais bem estudadas caracterizadas
do veneno das Loxosceles por participarem no desenvolvimento da dermonecrose
(Chaves-Moreira et al., 2019; Grashof et al., 2020; Isbister and Fan, 2011; Pedroso

et al., 2015). Este veneno desencadeia uma resposta inflamatéria complexa que
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ativa as citocinas inflamatérias e pro-inflamatérias mediadores de lipidios, dando
lugar a um efeito hemolitico nos glébulos vermelhos (Barbaro et al., 2010). Entéo
0 veneno deste género pode causar a ativacdo do complemento, agregacao
plaguetaria, migracdo dos leucdcitos e resposta inflamatéria, além de conter uma
hialuronidase, que aumenta o tamanho da lesdo do tecido, por favorecer o
espalhamento do veneno (Magalhaes et al., 2013; Tambourgi et al., 2000). Por

outro lado estd toxina € responsavel do efeito gravitacional na pele e na

propagacédo do veneno (Senff-Ribeiro et al., 2008).

Algumas metaloproteinases sdo dependentes do zinco e apresentam
atividade gelatinolitica, caseinolitica e fibrinogenolitica, similar a estatina; as quais
tem funcbes como a hidrolises, digestdo de peptideos e degradacdo da matriz

celular e extracelular (Trevisan-Silva et al., 2010).

1.6. Tratamentos e antivenenos

Existem multiplos tratamentos para 0os envenenamentos causados por estas
aranhas como por exemplo o uso de fentolamina, heparina, nitroglicerina tépica
etc (Da Silva et al., 2004). No entanto outros autores aconselham ndo usar estas
terapias, porque as investigacdes realizadas até o momento ainda néao
recomendam seu uso (Futrell, 1992; Wendell, 2003). O tratamento mais
recomendado € a soroterapia com soro especifico, sendo muito eficaz si este é

aplicado precocemente (Isoardi and Isbister, 2020).

No Brasil sdo producidos dois antivenenos para acidentes por aranhas

Loxosceles, no Instituto Butantan, SP, que produz o soro anti-aracnido utilizando
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na imunizagdo uma mistura dos venenos das aranhas L. gaucho e Phoneutria
nigriventer e dos escorpides, T. serrulatus y T. bahiensis (Da Silva et al., 2004).
Outro é produzido pelo Centro de Producao e Pesquisa de Imunobiologicos (CPPI)
em Parand, produzem um soro polivalente anti-oxosceles, com o veneno das L.

gaucho, L intermedia e L. laeta (Health Secretary, 2002).

Brasil consome cerca de 22.000 ampolas de soro antiloxoscelico por ano, o
qual se precisa de 1.8 g de veneno, que a sua vez é extraido de aproximadamente
36.000 aranhas (Chaves-Moreira et al., 2019). Em vista do grande consumo de
veneno, se estd na procura de novas antigenos alternativos como é o uso de
toxinas recombinantes presentes nos venenos (Grashof et al., 2020). O veneno
loxoscelico € obtido mediante a secrecdo da glandula apécrina das aranhas, nao
entanto a producdo é baixa obtendo aproximadamente entre 0.15 - 0.45 uL por
animal vivo, e 0,8 pL de toxina de glandulas dissecadas (Geren et al., 1976). Os
venenos atuam em diferentes mecanismos farmacoldgicos os quais tem sido e
estdo sendo investigados para o desenvolvimento de novos farmacos e produtos
biotecnolégicos (Nicholson et al., 2006). O veneno cru ou toxinas recombinantes

concentram-se nos efeitos necrotizantes e coagolotoxicos (Lima et al., 2018; Pauli

et al., 2009).

1.7. Proteinas recombinantes como antigenos alternativos.

Tendo em conta a dificil producao dos soros, surgiu a necessidade do uso de
novas ferramentas para a obtencdo de proteinas heterologas, como uma

alternativa para o desenvolvimento de soros anti-veneno (Olvera et al., 2006). Na
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atualidade a geracao das proteinas recombinantes esta sendo obtidas e aplicadas

com éxito, ao usar epitopos das Loxosceles intermedia.

Kalapothakis et al. (2002) Expressou a proteina recLiD1 a partir da LiD1
(proteina dermonecrotica da Loxosceles intermedia), a qual foi fusionada com a
proteina B-galactosido, obtendo como resultado a proteina recLiD1 com massa
molecular de aproximadamente 31 kDa. Esta proteina gerou anticorpos reativos
contra as proteinas dermonecroticas nativas, no entanto esta proteina ndao gerou

atividade dermonecrotica.

Assim nosso grupo, mediante a técnica de SPOT vém mapeando epitopos
para a geracdo de novas proteinas recombinantes, com o objetivo de imunizar
animais para a producéo de anticorpos e pOr em gerar protecédo contra os efeitos
dos venenos das aranhas Loxosceles (Frank, 1992). Felicori et al. (2009) Com a
técnica ja descrita geraram seis epitopos, um destes foi o0 peptideo
NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIP, ensaios in vivo mostraram que esse
imundégeno foi capaz de proteger coelhos contra a dermonecrosis em

aproximadamente 70%.

Previamente foi produzido o anticorpo monoclonal LimAb7 o qual apresentou
atividade dermonecrotica frente ao veneno da L intermedia e ndo gerou reacdes
cruzadas com outros venenos das Loxosceles (Alvarenga et al., 2003). Entdo com
0 uso da técnica phage-display e este anticorpo fizeram a identificacdo do epitopo
conformacional LiD1 NCNKNDHLFACW, e quando foi usado como imundgeno
favoreceu a reducdo da dermonecrose em um 60% e a hemorragia em um 80%

frente ao veneno cru da L intermedia (De Moura et al., 2011).
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Outra das proteinas desenvolvidas foi a proteina quimera recombinante
(rCpLi) produzida por Mendes et al. (2013), mediante ensaios in vivo demostrou
esta proteina produz anticorpos capazes de gerar protecdo dermonecrotica. No
entanto a protecéo na atividade hemorragica foi ao redeador do 75% e a atividade
edematogénica foi menor. Mas pode-se melhorar esta resposta ao inserir mas

imundgenos nesta proteina (Felicori et al., 2009).

Entdo para melhorar as atividades ja descritas, foi desenvolvida uma nova
proteina recombinante multiepitopica loxoscelica (rMEPLoX). Esta proteina € néo
toxica e contém epitopos das principais toxinas envolvidas no loxoscelismo. Lima
et al. (2018) Mostrou que ao imunizar animais com esta proteina, houve a
producdo de anticorpos capazes de neutralizar a dermonecrosis ao desafiar os
animais com o veneno loxoscelico cru, além de neutralizar a metaloproteinase e a

hialuronidase.

1.8. Producédo de proteinas recombinantes em plantas

As plantas sao plataformas atrativas para a producdo de proteinas
recombinantes, sendo uma alternativa aos sistemas convencionais de bactérias,
leveduras e mamiferos (Temporini et al., 2019). As grandes vantagens para a
geracdo de proteinas em plantas transgénicas incluem a estabilidade do material
genético na planta e o baixo custo de producao (Blokhina et al., 2020; Rosales-
Mendoza et al., 2016). Isto devido a que oferecem uma maior seguranca € com
baixo risco de endotoxinas ou derivados de patégenos como prions e virus. Além

disto, as plantas requerem sé agua, CO2, temperatura e luz adequada para seu
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crescimento, o que facilita uma producao ilimitada (Ma et al., 2003; Nandi et al.,

2016).

Neste contexto tém sido utilizadas varios tipos de plantas para a producao de
produtos biofarmaceuticos (Lagassé et al., 2017; Thomas et al., 2011). As plantas
mais estudadas para expressar proteinas recombinantes sdo a Nicotina tabacum,
Nicotina benthamiana, Solanum tuberosum, Oryza sativa, Zea mays, Glycine max,
Medicago sativa, Triticum e Arabidopsis thaliana Temporini et al. (2019) . Além
destas, algumas leguminosas e cereais sdo considerados para a producdo de
biofarmacos, devido a que as proteinas se concentram nas sementes e podem

armazenar-se durante tempos longos (Donini and Marusic, 2019).

Na industria farmacéutica podem-se produzir plantas transgénicas para
expressar anticorpos monoclonais, antigenos, vacinas, enzimas terapéuticas
(Bamogo et al., 2019; Dobrica et al., 2018; Redkiewicz et al., 2014). Sendo
possivel que muitos peptideos se expressem nas partes comestiveis e saborosas
das plantas, o que significa que a vacina ativa pode ser facilmente ingerida pelo
organismo alvo, obtendo assim uma vacina a base de plantas para imunizar
organismos via oral e com baixo custo (Scotti and Rybicki, 2013; Takeyama et al.,

2015).

1.9. Transformacdo genética em plantas mediada por Agrobacterium

tumefaciens.

Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria utilizada na engenharia génica

das plantas mais exitosa na natureza, sendo utilizada nos laboratérios de
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biotecnologia molecular para a transferéncia de genes desejaveis a plantas
dicotiledéneas (Kaméan-Téth et al., 2018; Masli et al., 2009). A primeira planta
monocotileddnea transformada foi a Asparagus officinalis (Bytebier et al., 1987)

por em dando lugar a novas planas transgénicas.

O método mais utilizado para a transformacdo de A. tumefaciente é por
eletroporacdo, o qual utiliza um campo elétrico que permite um aumento na
permeabilidade da membrana celular bacteriana, melhorando a absorcdo do DNA
transferido e integrando o DNA-T nas células vegetais (Kotnik, 2013; Mattanovich

et al., 1989).

Assim muitos trabalhos mostram que A. tumefaciens € eficiente conduzindo e
integrando trangenes intactos dentro do genoma da planta (Gelvin, 1998). Estas
pesquisas tém contribuido para a producdo de produtos bioterapéuticos em
plantas, obtendo transformacdes genicas estaveis e convertendo a esta bactéria
numa ferramenta imprescindivel dentro da biotecnologia de transferéncia de genes

nas células vegetais (KAman-Toth et al., 2018; Temporini et al., 2019).
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1.10. Arabidopsis thaliana

cauline leaves

Figura 8. Planta de Arabidopsis thaliana ap6s de seis semanas de edade.
Este grafico ilustra as partes que estdo compondo uma planta de Arabidopsis: a raiz, rosseta,

talho, folhas e dentrou da inflorescenca as flores (Alvarez-Buylla et al.).

Arabidopsis thaliana pertence a familia Brassicaceae, encontrasse distribuida
pela América do norte, Europa e Asia; posse muitos ecotipos entre estes
destacam-se os Columbia-0, Landsberg e Wassilewskija, (Alonso-Blanco and
Koornneef, 2000; Chen et al., 2006). Sendo seu genoma o terceiro em ser
sequenciado, sO depois de Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster

(Adams et al., 2000; Consortium*, 1998). Em 1986 foi publicado o primero trabalho
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com A. thaliana diante a transformacéo génica mediada por T-DNA (Stachel et al.,

1986).

O ciclo de vida da A. thaliana é de aproximadamente seis a oito semanas
incluindo a germinacéo, desenvolvimento, floragdo, maturacdo e formacao de
sementes. Aos 20 dias forma-se o botédo floral e aos 30 visualiza-se a
inflorescéncia, e 15 dias depois ocorre o desenvolvimento das sementes e
finalmente da-se a senescéncia (Delatorre and Silva, 2008). As flores apresentam
quatro sépalas verdes, quatro pétalas brancas, seis estambres, um gineceu
interno, ndo entanto os frutos sdo siliquas as quais produzem milhares de
sementes por planta (Meinke et al., 1998). A. thaliana além de ter o ciclo de vida
curto, facilidade do cultivo, a estatura da planta pequena e seu custo de producéo
baixo € uma espécie modelo para a producdo de novos estudos genéticos diante a
transformacao genica mediada por A. tumefaciens (Chang et al., 2020; Labra et

al., 2004) (figura 8).

Estudos realizados por (Wang et al., 2018; Wu et al., 2014) mostraram que
as transformacgfes em A. thaliana tem sido utilizado com éxito para construcdes
genicas com ajuda de ferramentas e recursos genéticos (Zhang et al., 2020).
Estas transformacdes podem ser diante varios métodos como imersao floral,
bombardeou biolitico ou infiltracdo de agro bactérias (Provart et al., 2016; Rosas-
Diaz et al., 2017). O inicio da transicdo vegetativa da A. thaliana comeca nas
folhas, continua nas flores e termina nas sementes; durante este processo a

planta esta inteiramente condicionada por varios fatores ambientais e end6genos;
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que ao final incidem na producao dos genes alvos. (Andrés and Coupland, 2012;

Srikanth and Schmid, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Expressar a Proteina Recombinante Multiepitopica Loxoscélica (rMEPLox) em
Arabidopsis thaliana, e avaliar seu carater imunogénico na producéo de anticorpos

neutralizantes.

2.2. Objetivos especificos

v' Expressar a proteina rMEPLox em plantas do género Arabidopsis thaliana;

v' Produzir plantas transgénicas homozigotas que contenham a proteina

recombinante rMEPLoX;

v’ Extrair a proteina de diferentes partes do vegetal;

v' Avaliar o potencial de reconhecimento e neutralizagdo dos anticorpos anti-

rMEPLoXx contra os venenos de aranhas Loxosceles spp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Proteina rMEPLox produzida em E. coli e soro anti-rMEPLox

Neste trabalho nés utilizamos como controle de alguns ensaios, a proteina
rMEPLox produzida em E coli e soros anti-rMEPLoX, os quais foram produzidos
previamente em coelhos (Lima et al., 2018).

3.2. Criagao das plantas

As plantas de Arabidopsis thaliana foram cultivadas na Sala de Cultivo de
Plantas do Laboratério de Fisiologia e Desenvolvimento Vegetal do Departamento
de Botéanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Foram cultivadas a uma temperatura controlada de 20 + 2 °C, foto periodo

de 12 horas luz e 12 horas no escuro e uma umidade relativa de 60%.

3.3. Amplificacdo do DNA por PCR e purificacdo do gene rMEPLOX.

A PCR foi realizada para a incorporacdo de nosso gene (rMEPLoX) no
vector de recombinacéo (pCR8), este processo é chamado de clonagem. Onde se
fez a partir da construcao do vetor pET28b+rMEPLox. Utilizou-se os iniciadores da
Quimera  Aranha  Fw: (5'-ATGGGGAATCTGGGCG-3) e Rw: (5'-
CACATTGACATACGGACGGATA-3'). As mesclas foram feitas a partir da PCR
com volumevolume final de 20 pL, este mix continham: iniciador Fw 0.2 uM,
iniciador Rv 0,2 uM, DNA 100 ng, cloreto de magnésio 2 mM, dNTP 0,4 mM,
Platinum™ Taq DNA Polymerase 1 U e tampédo 1x (pH 8.4, Tris-HCIl e KCI)

seguindo as orientac¢des proprias do fabricante Invitrigen.
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A reacédo foi feita no termociclador T-100 Biorad utilizando o protocolo
descrito por Dellaporta et al. (1983) com algumas modificacdes. Se fez 30 ciclos,
sendo a desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos; anelamento dos iniciadores a 55 °C
por 1 minuto; alargamento a 72 °C por 1 minuto; extenséo final a 72 °C durante 10
minutos. Apés da PCR, o produto da amplificacdo foi avaliado através de
eletroforeses de agarose ao 1% em tampéao TAE e corado com SYBR Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen). Se analisou o gel ao comparar com o padrédo de massa
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Finalmente se fez a purificacdo do
gene rMEPLox (551pb posicdo da banda no gel de agarose), seguindo as
instrucdes do Wizard SV Gel PROMEGA, onde a banda foi excisada e submetida

para a purificacdo obtendo o DNA, este material foi quantificado no Nanodrop.

3.4. Adenilacao e Ligacdo do gene rMEPLox ao vetor PCR8

O fragmento de interesse de 551 pb foi puncionado do gel e purificado
utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
conforme especificacdo do fabricante. Para garantir a adenilacdo do produto de
PCR, incubou-se todo o produto da purificagdo com 200 uM de dATP, 1 U de Taq
DNA polimerase (Phoneutria) em tampéo de reacdo 1B 1x. A reacdo foi entdo

levada para termociclador T-100 sob temperatura de 72 °C por 30 minutos.

O fragmento obtido foi ligado ao vetor de entrada pCR8/GW/TOPO da Invitrogen.
Para a reacédo de ligacédo foram usados 1 pyL de NaCl 1.2 M, MgClI2 0.06 M; 0.5 pL
de vetor e 4.5 uL de produto de PCR (aproximadamente 600 ng); incubados a 23

°C por 30 minutos.
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3.5. Transformacdo e clonagem das bactérias XL1 Blue com o vetor

PCR8+gene

Para saber si o gene rMEPLox foi inserido corretamente no vector, se fez
uma transformagdo em E. coli, esta transformacdo foi feita mediante
electroporacdo de acordo com o protocolo descrito por (Dobrica et al., 2018).
Onde usou-se cepas de Escherichia coli XL1 blue e o vetor pCR8/GW/TOPO +
rMEPLox. Este vetor confere resisténcia ao antibiético Canamicina. Apds da
transformacao incubou-se em meio SOC (Tabela 2) durante 1 hora a 37 °C. As

bactérias foram plagueadas em meio de cultura sélido Luria Bertani (LB) (Tabela

1) contendo Canamicina (100mg/L'1) e deixou-se na estufa overnight a 37 °C. O
resultado da transformacéo foi confirmado por PCR das colbnias obtidas. A PCR
foi feita seguindo os mesmos passos ja descritos no item 3.4. Se fez um
procedimento similar na transformagdo com o segundo vetor pMDC32 + rMEPLoX

€ com a mesma cepa bacteriana.
3.6.  Miniprep plasmidal Promega

Para a obtencdo do DNA, as colbnias positivas do vetor pCR8 + rMEPLOX,
foram selecionadas para a extracdo do DNA diante a MiniPrep do DNA plasmidal,

seguindo o protocolo do fabricante (Promega miniprep plasmidal), onde as cepas

positivas foram inoculadas em Meio LB + Canamicina (100mg/L'1). Ao dia
seguinte se centrifugou os inoculos a 4000 rpm, apds se resuspendeu usando

tampéo de resuspensao (proprio do kit), isto se passou para um tubo novo. Apoés
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se adicionou 250 ul de tampé&o de lises, se inverteu trés vezes e se deixou por
quatro minutos. Depois se adicionou 10 pl de protease alcalina e se inverteu
quatro vezes para se misturou, seguidamente adicionou-se solu¢do neutralizante
350 pl e centrifugamos por 10 minutos a rotacdo maxima. O lizado foi transferido
para uma coluna do kit e se centrifugou por um min a rotagdo maxima. Depois se
adicionou tampéo da lavagem na coluna 750 pl, centrifugamos por um minuto a
rotacdo maxima, se fez este passo uma vez, mas com 250 pl de tampao de
lavagem. Passado este tempo transferiu-se a coluna a um tubo novo e adicionou-
se 50 ul de tampéo de eluicdo. Finalmente se dosou o DNA (ng/ul) e o DNA obtido
foi analisado pelo Sequenciamento Sanger. Se fez 0 mesmo procedimento com o

vetor pMDC32 + rMEPLoOx, este vetor confere resisténcia a espectinomicina
-1

(200mg/L™).

3.7. Digestédo das coldnias pMDC32 + gene com as enzimas HINDIII e XBAL

Para confirmar si o vector pMDC32+gene encontrasse amplificando na
posicdo esperada, neste caso nas 551pb se fez a digestdo das colonias. Isto se
fez mediante uma PCR com o DNA extraido de cada colénia do vector
pMDC32+rMEPLox, onde usou-se as enzimas de restricdo Xbal e Hind Il 1
unidade de enzima por cada ug de DNA. Este ensaio foi feito com 4, 8 e 16 horas
respectivamente e o volume final foi de 20ul. Seguidamente se fez um gel de
agarose ao 1% usando tampao TAE e corremos as mostras a 100V, coramos com
SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) e visualizamos as bandas no

transiluminador (UV) para confirmar a restricdo das enzimas no DNA.
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3.8. Obtencéo de Agrobacterium tumefaciens competentes.

A partir dos vetores binarios foi feita a transformacdo com a cepa A.

tumefaciens. Onde se isolou uma col6nia de A. tumefaciens (GV3101) em 100ml

de meio YEB liquido (Tabela 3) contendo (100mg/L'1) de rifampicina e deixamos
no shaker por 24 horas a 100rpm e 28 °C. Posteriormente colocou-se os 100ml do
inoculo em 800ml de meio YEB novo sem antibiotico, deixamos em agitacdo para
seu crescimento até atingir a op 600. Seguidamente se transfiro toda a cultura a
tubos falcon e centrifugou-se a 2000G por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e se resuspendeu o pellet em meio HEPES 1mM gelado e centrifugou-
se novamente nas mesmas condicdes, apos resuspendimos o pellet em glicerol ao
10% gelado por 15 minutos mais, descartamos o0 sobrenadante e finalmente
resuspendemos em 2ml de glicerol gelado ao 10%, finalmente se fez aliquotas de
40uL, congelamos as células competentes em nitrogénio liquido e as guardamos

no -80°C para seu uso.

A transformacdo se fez mediante electroporagdo seguindo o protocolo
Mattanovich et al. (1989), onde se descongelaram as cepas de A. tumefacients no
gelo e se adicionou entre 2 a 10ng de DNA rMEPLox, apds colocou-se 50uL de
esta suspenc¢do em uma cuba de electroporacéo e aplicou-se um impulso elétrico
de voltagem inicial de 2.5 kV. Ap0s do eletrochoque as células foram transferidas

imediatamente a meio SOC e incubou-se ao 28 °C durante uma hora. Se plaque-o

em meio LB com rifampicina e Canamicina (100 mg/L'l) as placas foram
incubadas no shaker por 48 horas ao 28 °C, e passado esse periodo se fez a PCR

de colbnia e seguidamente um gel de agarose ao 1%, este foi colorido com SYBR
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Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) para a verificacdo das colbnias positivas em

Agrobacterium que tém o gene rMEPLox implementado.
3.9. Transformac&o em Arabidopsis thaliana.

Se fez a transformacgédo de Agrobacterium contendo o gene rMEPLox em
plantas, com a finalidade da expressao este gene. Onde se fez inoculo de uma

colénia de A. tumefaciens + rMEPLox em Meio liquido LB, adicionou-se

antibioticos rifampicina e canamicina (100 mg/L'l), deixou-se a 28 °C durante 18
horas sobre agitagcdo (180 rpm). ApoOs centrifugou-se a 3500 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente (para obter o pellet). Este pellet foi ressuspendido
com 2 mL de Silwest-L 77 0.02% contendo sacarose 5%. Seguidamente se fez a
transformacdo em plantas de A. thaliana por imerséo floral (Williamson et al.,

1987) em plantas de A. thaliana com 45 dias de idade.

O cultivo das plantas transformadas foi realizado segundo o protocolo
descrito por Davod et al. (2018), onde as plantas foram cultivadas a condi¢des do
laboratério, com temperatura que oscilou entre 21 + 2 °C, fotoperiodo 12 horas luz
e 12 horas escuro, até obter as sementes, sendo estas a geracdo TO. As

sementes foram coletadas, esterilizadas e cultivadas em meio MGRL (Tabela 4)

modificado contendo higromicina (100 mg/L'l). Estas placas foram hibernadas a 4
°C durante 3-4 dias, passados estes dias levamos as placas para a sala de
criacdo para a germinacao das mesmas durante 10 dias. Apds deste tempo, se fez
a selecao das plantas transgénicas e estas foram transferidas a novas placas com

meio MGRL modificado sem antibiotico, deixou-se até que estas apresentassem
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3-4 folhas. As jovens plantas foram cultivas em substrato, com o mesmo
fotoperiodo e temperatura descrito anteriormente, deixou-se até obter aas
sementes T1 sendo a primeira geracado (Trujillo et al., 2020). Se fez o mesmo
procedimento para as seguintes geracdes até obter a terceira geracdo (T3), onde

todas as plantas sdo homozigotas.

3.10. Extracao das proteinas das plantas.

A extracdo do DNA foi realizado de acordo com (Doyle and Doyle, 1987)
com algumas modificacbes, onde se pegou 1 g das folhas recolhidas de plantas
maduras e 1 g da raiz, se triturou este tecido com nitrogénio liquido (Masli et al.,
2009; Trujillo et al., 2020), ap0s se suspendeu com tampdo de extracdo
previamente resfriado (Tris-HCI 100 mM pH 8), sacarose 30%, SDS 1% e B-
mercaptoetanol 0,07% e se centrifugou a 8000 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi passado a um novo falcom e se extraiu as proteinas com o dobro
de volume de acetona com tricloroacético 10% (p/v) e B-mercaptoetanol (2-ME)
0,07% (v/v). Esta mistura de proteinas incubou-se ao -20 °C overnight, ap6s se
centrifugou ao 10000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento final se lavou com metanol 100% resfriado ao 4 °C e acetona ao 80%
(temperatura ambiente) respectivamente. Deixou-se secar o sedimento e se
suspendeu com PBS-1x (Tabela 15), ap0s se dialisou as amostras overnight em

PBS 1x, seguidamente liofilizou-se em um sistema LABCONCO (FreeZone 6L).
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3.11. Quantificacao

A proteina liofilizada foi reconstituida em solucdo PBS 1x (Tabela 16), o
contetdo foi dosado seguindo o método de Lowry et al. (1951). O ensaio foi
realizado em uma microplaca de 96 pocos, por duplicata se usou BSA para a
curva padrao, para as mostras usou-se as solucdes do kit DC Protein Assay-
BIORAD. A leituras das reac6es foram realizadas em um leitor de ELISA com filtro
655nm e a curva foi calculada de acordo a leitura das concentra¢cdes do padréo de

BSA.

3.12. SDS-PAGE

Se fez o gel eletroforeses SDS-page 12%, seguindo o método Laemmli
(1970). As amostras foram resuspendidas com tampao de amostra 2x (Tabela 12),
e foram sometidas a uma corrente de 120V em tampéo da corrida 1x (Tabela 9)
durante 60 minutos. O gel foi corado com Comassie Blue R 250 (Tabela 10), a
temperatura ambiente e deixou-se sobre agitacdo overnight. Lavou-se com
solucdo descorante (Tabela 11). As massas apresentadas no gel foram
confirmadas pelo padrdo de peso molecular de proteinas (LMW — SDS Marker Kit

- GE Healthcare).

3.13. Identificacdo da rMEPLox por Elisa

A técnica de ELISA foi usada com a finalidade de saber si as plantas
transformadas estdo expressando a proteina rMEPLox. No primeiro dia se
sensibilizou a placa de 96 pocos com diferentes concentracdes (5, 10 e 15 pg/uL)

dos extratos da planta transgénica e dos extratos ndo transgénicos, em tampao
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carbonato, 100 pL por poco. As placas foram incubadas na geladeira a 4 °C
overnight. Ao seguinte dia se lavou a placa trés vezes com PBS-T ao 0.05%, e foi
realizada uma etapa de bloqueio da placa com leite em p6 desnatado a 3% em
PBS 50mM (Tabela 17), e incubamos durante uma hora a 37 °C, em tampéao de
incubacédo (Tabela 18), para evitar ligacdes inespecificas. Passado este tempo
lavou-se 3 vezes com PBS-T 0,05% e se colocou tampéo de incubagcéo com soro
anti-rMEPLox em diferentes diluicdes (1:200, 1:600 e 1:1000), se incubou por uma
hora a 37 °C, apos se lavou 3 vezes. Seguidamente se colocou o conjugado anti-
coelho em uma diluicdo 1:10000, deixamos por uma hora na estufa a 37 °C e
lavamos 3 vezes. Finalmente revelamos com OPD para detectar o
reconhecimento antigénico. Deixou-se no escuro por 30 min, esta reacédo foi
parada com 25ul/pogo de H2SO4 2M e as absorvancias foram medidas a 490nm

no leitor de microplaca iMark ™ (Biorad).
3.14. Analises por Western-Blot.

Se fez SDS-PAGE como descrito no item 3.11. A transferéncia do gel se fez
a uma membrana de nitrocelulose (4 °C, durante duas horas a 100V) em tampao
de transferéncia (Tabela 13) seguindo o método de (Towbin et al., 1979). Passado
este tempo a membrana foi bloqueada com tamp&o de bloqueio (leite desnatado
1%, Tween 20 e PBS 0,3%) por uma hora. Apés se lavo 3 vezes por cinco minutos
com PBS-T 0.05%. Depois se incubou com soro de coelho anti-rMEPLox e diluido
com o mesmo tampado de bloqueio (1:1000) durante uma hora a temperatura
ambiente e sobre agitacdo. A membrana foi lavada com PBS-T a 0.05% e se

incubaram com IgG anti-coelho (1/15000) em tamp&o de bloqueio por uma hora a
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temperatura ambiente. Apos uma Ultima lavagem, a membrana foi revelada
usando 3,3’-diaminebencidina tetrahidrocloruro de hidrato (DAB) mais 4-cloto-1-

naftol (Tabela 14) como foi descrito por (Alvarenga et al., 2003).
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4. RESULTADOS

4.1. Identificacdo das bactérias positivas.

No presente trabalhou se utilizou a proteina recombinante quimera rMEPLoOX,
producida no laboratério Imunoquimica de Proteinas da Universidade Federal de
Minas Gerais, para melhorar a produgéo desta proteina, neste trabalho usou-se o
sistema de producdo em planta. Para a expressdo da proteina rMEPLox em
Arabidopsis thaliana, foi necessario transferir o gene de rMEPLox do vetor de
expressdo em E. coli pET-26b para o vector pMDC32, que é o vetor de expressao
em plantas. Um vetor de recombinagcdo chamado pCR8 (Figura 9) foi utilizado
para mediar essa transferéncia. Foi necesséario entdo, amplificar o gene que
estava em pET-26b, purificd-lo diretamente do gel de eletroforese, e liga-lo ao
pCR8. O amplicon de rMEPLox obtido pela PCR do cDNA foi visualizado uma
banda Unica (resultados ndo mostrados), apds da purificacdo, foi ligado ao vetor

pCR™8/GW/TOPO®.
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~ rrnBT2
' rrnBT1
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pCR8 + rMEPLox
3752pb

130 MMr7_inse™"

Figura 9. Vetor de recombinacdo pCRS.
Contendo a sequencia do gene rMEPLox. O inserto do gene rMEPLox esta resaltado em rosa
escuro.

Apos a ligagéo, bactérias de clonagem XL1 Blue foram transformadas com a
construcdo do vector pCR8+rMEPLox. 17 colbnias foram selecionadas para fazer
a PCR de colbnia das bactérias transformadas, usando primers especificos para o
gene rMEPLox. Uma eletroforese das amplificagcdes da PCR de colbnia mostrou
gque a maioria destas foram positivas por apresentarem bandas de
aproximadamente 550 pb, tamanho esperado para o gene de rMEPLox. Apenas as
colénias 6 e 8 nao amplificaram o gene (figura 10). Fizemos também a PCR das
mesmas colénias com dois primers diferentes, que amplificam o vetor pCR8 e
estas mostraram a amplificacdo na posicdo esperada tanto do vetor pCRS8

aproximadamente nas 2000pb e o gene rMEPLox ao redor de 550pb. O qual



54

concorda com a literatura, sendo o numero de bases do vetor pCR8 é de 2817pb e

da proteina quimera rMEPLox 551pb (Lima et al., 2018) (figura 11).
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Figura 10. PCR das bacterias transformadas.

Observase no gel de agarose ao 1%, corado com SYBR Safe. Apés da PCR no vector de entrada
pCR8. Na primeira canaleta M: marcador de massa molecular 10000pb. J& nos quadros vermelhos
as colbnias positivas que contém o gene rMEPLox, aproximadamente 550 pb.
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Figura 11. PCR das colonias positivas (contem o gene de interese).

Gel de agarose ao 1%, corado com SYBR Safe. Apos da PCR no vector de entrada pCR8. Na
primeira canaleta P: marcador de massa molecular 10000pb (Invitrogen). No quadrado azul (primer
fw) e no vermelho (primer rw), observasse a amplificagdo do gene rMEPLox.

Antes de prosseguir com a recombinacdo entre o pCR8 e o pMDC32 (vetor
de expressao em plantas), nés solicitamos um sequenciamento para confirmar se
a construcdo pCR8+rMEPLox estava correta. Com ajuda do programa CLUSTAL
descrito por (Jang et al., 2020), podese observar na figura 12 que o
sequenciamento de sanger do vetor pCR8+rMEPLox encontram-se alinhadas

coretamente na direcdo 5’ a 3' com o gene rMEPLox obtido da E. coli.
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i

! seq_clones TTTTCAACTTTGTAMAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTATGGGGAATCTGGGCGCGA 60
I PMEPLOX =~ === mmmmmm e e CCATGGGGAATCTGGGCGCGA 21
: EEFREEFEF R RRE

1

1

' seq_clonea ATAGCATTGAAACCGATGTGAGCTTTGATGATAATGCGAATCCGGAATATACCTATCATG 120
I rMEPLOX ATAGCATTGAAACCGATGTGAGCTTTGATGATAATGCGAATCCGGAATATACCTATCATG 81
1 B e R

1

1

! seq_clonea GCATTCCGEACGECTGCAAAAAATATGAAAATTTTAAKGATTTTCTGAAAGGCCTGCGCG 180
| rMEPLox GCATTCCGEACGECTGCAAAAAATATGAAAATTTTAATGATTTTCTGAAAGGCCTGCGCG 141
1 B e ek bt ke e o

1

1

| seq_clones GCGGCAATTGCAATAAAAATGATCATCTGTTTGCGTGCTGGCTCGAGGATTTTTCAGGTC 248
| rMEPLOX GCGGCAATTGCAATAAAAATGATCATCTGTTTGCGTGCTGGCTCGAGGATTTTTCAGGTC 201
1 EE e e

1

1

| seq_clones CGTATCTGCCGAGTC TGCCGACGCTGGATGCGGGCGGT TCTCTGGGCCGTGGCTGCMCCG 380
! rMEPLox CGTATCTGCCGAGTC TGCCGACGCTGGATGCGGGCGGT TCTCTGEGCCGTGGCTGCACCG 261
1 B e L L

1

1

| seq_clonea ATTTTGGTACGATTCTGCATGAAGGCGGTAACGGCGGTATTCCGCAGCTGGGCGATCTGA 360
! rMEPLox ATTTTGGTACGATTCTGCATGAAGGCGGTAACGGCGGTATTCCGCAGCTGGECGATCTGA 321
1 B e R

1

1

| seq_clonea ABGCGCACCTGGAAAMAAGCGCCGTGGATATTGGCGGTATCCTGGACARATCTGCAACCG 420
! rMEPLOX ABGCGCACCTGGAAAMAAGCGCCGTGGATATTGGCGGTATCCTGGACARATCTGCAACCG 381
1 B e R

1

1

| seq_clonea GTCTGCGTATTATCRACKGGGAAGCT TGECGTGGCGGTGAAMACAATACCCGCACGATTG 480
' rMEPLox GTCTGCGTATTATCGACTGGGAAGCT TGECGTGGCGGTGAAMACAATACCCGCACGATTG 441
1 Rk iarkiid ®k kRERFEdREsddddkEddrkiRadkkdkkadkdk kb kis

1

i

i seq_cloned GCCCGTTTGATTATGACAGTATCATGCTGTATGGTGCCTACGGCGGTAAACTGTATARAT 540
! rMEPLox GCCCGTTTGATTATGACAGTATCATGCTGTATGGTGCCTACGGCGGTAAACTGTATARAT 581
1 B e R

1

i

i seq_cloned GTCCGCCGETGAATCCGTATCCGGGTGGTATCCGTCCGTATGTCAATGTGAAGGGCGAAT 600
| rMEPLox GTCCGCCGETGAATCCGTATCCGGGTGGTATCCGTCCGTATGTCAATGTG-—--- -~~~ 551
1 R e e

1
-

Figura 12. Alinhamento do gene rMEPLox extraido da colénia 4.
O sequenciamento pelo método se Sanger alinhado com o gene produzido inicialmente em E. coli.

Apos de confirmar que a transferéncia do gene para o vector pCR8 estava
correta, a colénia 10 foi usada para a segunda transformacéo no vector de destino
pMDC32 (plasmideo proprio para expressar em plantas). A revelacdo da PCR foi
feita em um gel de eletroforeses, onde revelou que o gene rMEPLoOX encontrasse

amplificando perto das 10000pb (figura 13). Para confirmar que o gene encontra-
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se inserido no vector pMDC32 se se fez uma segunda PCR na qual usou-se as
enzimas de restricdo Xbal e HINDIII, onde a revelagdo mostrou que 0 gene esta
amplificacdo do gene aproximadamente nas 550pb (figura 14) o que confirma o

resultado com o trabalho de (Lima et al., 2018).
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Figura 13. Revelacao da PCR do vetor da planta com o gene de interese.

Gel de agarose ao 1%, corado com SYBR Safe. Na primeira canaleta P: marcador de massa
molecular. No quadrado vermelho observasse a amplificacdo do gene de interesse acima de 10000
pb., obtido a traves da PCR no vector de destino pMDC32.
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Size, bp Padido  2xbal  2xbal  6xbal  Col2  2hindiii 2hindii  Ghindii 3xbal 3xbal  4xbal  Col3  3hindiii  3hindii  4hindii  6xbal  6xbal 2xbal
4h 8h 16h 4h 8h 16h 4h 8h 16h 4h 8h 16h 4h 8h 16h
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Figura 14. Revelacao da PCR das colonias positivas digeridas.

Gel de agarose ao 1%, corado com SYBR Safe. Na primeira canaleta P: marcador de massa
molecular 10000pb. No quadrados vermelho apresentam a amplificacdo do gene rMEPLox no
vector de destino pMDC32, obtidos através da digestdo com as enzimas de restricdo XBal e
HINDIII.

Finalmente o gene rMEPLox foi transformado em A. tumefaciens. Esta
transformacao foi feita por eletroporacdo, se fez uma PCR de 8 colbnias e a
revelacdo destas foi realizada em um gel de agarose ao 1%, mostrando a
amplificagdo do gene ao redor de 550 pb e da Agrobacterium encontras-se com
aproximadamente 1300pb, o que concorda tanto com o trabalho feito por (Lima et
al., 2018) e com o realizada por (Alippi et al., 2011) que demonstraram que a

Agrobacterium amplifica em1066 pb (figura 13 a 15).
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Figura 15. Revelacao da PCR da Agrobacterium.

Gel de agarose ao 1%, corado com SYBR Safe obtido da reacdo de PCR. No quadrado vermelho
apresentam a amplificagdo do gene de interesse aproximadamente 550 pb., na Agroacterium; na
primeira canaleta apresenta o marcador molecular 10000pb.
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4.2. Expresséo do gene rMEPLox em Arabidopsis thaliana Col-0

Figura 16. Transformagdo em Arabidopsis thaliana.

No A) apresenta-se plantas WT A. thaliana. B) transformacdo nas plantas WT com a construcao
pMDC32+rMEPLox. C) Plantas transformadas com o gene rMEPLox (seis semanas de edade). D)
Planta transgenica geracdo TO. E) Apresenta a primeira geracédo (T1) e na F) a segunda geracao
(T2) das plantas transgenicas que contem a proteina rMEPLoOX.

ApoOs da transformacdo de Agrobacterium nas plantas se obtiveram as
geracbes TO, Tl e T2 respectivamente, mostrando-nos na geracdo T2 uma
diferenca nas folhas frente as geracbes TO e T1 figura 16 e na figura 17
observasse no A) Arabidopsis thaliana com 8 semanas de idade sendo o controle
e no B) a Arabidopsis transgénica T2 ap0s de 8 semanas de idade. Se fez a
extracdo das proteinas destas plantas, seguindo o protocolo descrito por (Doyle

and Doyle, 1987).
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Figura 17. Arabidopsis thalina.
A) planta Arabidopsis thaliana WT. B) Planta Arabidopsis thaliana (T2) transformada com a
construgdo pMDC32+rMEPLOX.

4.3. Extracdo das proteinas
Foram extraidas as proteinas totais das folhas de plantas transgénicas da
construcdo pMDC32 contendo o gene rMEPLox da geracdo T2, e plantas néo
transgénicas, de acordo ao método de descrito no item 3.10. As proteinas foram
guantificadas de acordo com a técnica de (Lowry et al.,, 1951). A expressao da
proteina nas plantas transgénicas foi determinada com os ensaios SDS-page,
seguido pelo imunoensaio ELISA e confirmado com o Western blotting e como
controle negativo usou-se o0s extratos das plantas ndo transgénicas como mostra

ositens 4.4 e 4.5.
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4.4, SDS-PAGE dos extratos de plantas transgénicas

Figura 18. SDS-PAGE dos extratos proteicos das plantas transgénicas.

A) SDS-PAGE com reducgdo. Na primeira canaleta o marcador molecular (P), nas canaletas 2-5
extrato da planta transgénica em concentracdes diferentes. B) SDS-PAGE sem reducdo. Na
primeira canaleta o marcador molecular (P), nas canaletas 2-5 extrato da planta transgénica em
concentracgdes diferentes.

El perfil proteico de todos os extratos proteicos foram testados pelo método
de eletroforeses SDS-page usando tampé&o da mostra com e sem reducéo (Tabela
11) e em diferentes concentra¢des da proteina (5 pg, 10 pg e 15 pg). A revelacdo

do gel mostrou a presenca de varias bandas proteicas, de diversas massas
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moleculares, evidenciando que foi possivel extrair proteinas das folhas de

Arabidopsis (Figura 18).

4.5. ELISA

4.0, ™= Controle +
mm Controle -

3.5

3.0
2.5
2.0
2.0
1.5
1.0
0.5
0-0_‘_' 1 N | —_— ‘

1:200 1:600 1:1000
Soro de coelho anti-rMEPLox

ABS 490nm

Figura 19. ELISA dos extratos proteicos das plantas trangénicas frente a soro anti-rMEPLox.
A placa se sensibilizou com concentracBes diferentes de extrato das plantas, tanto transgénica
como WT e testada com soro anti-rMEPLox em diferentes diluicbes, a reacdo foi revelada com
anticorpo anti-lgG de coelho 1/15000-Peroxidase e OPD SigmaFast. O ensaio se fez em triplicata e
no y mostrasse a absorbéancia a 490nm.

Para saber se os extratos das plantas transgénicos sdo reativos ao soro

anti-rMEPLox, se fez um ensaio de ELISA. Este mostrou que o soro de coelho

anti-rMEPLox possui reatividade frente a todos os extratos (em concentracdes
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diferentes 5 pg, 10 pg e 15 pg), nas diluicbes de 1:200, 1:600 e 1:1000

respectivamente (figura 19).
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4.6. Analises da antigenisidade dos extratos de plantas transgénicas por

Western-Blotting.

Extratos controle Extratos transgénicas

P C 5ug  10pg  15pg S5ug  10pg  15pg

250
150

100
75

50

37

25

20

10

Figura 20. Western blotting dos extratos das plantas

A primeira canaleta contém o marcador molecular (P). Nas siguintes canaletas no siguinte orden:
canaleta 2 o controle positivo (rMEPLo0X), 3-5 extrato controle (WT) e 6-8 extrato transgenico, foram
incubados com soro anti-rMEPLox (1/1000) e revelado com anticorpo anti-lgG de coelho 1/15000 —
Peroxidase e DAB.

Na (figura 20) pode-se observar que o0s extratos transgénicos (em diferentes
concentracfes) reagiram ao soro anti-rMEPLox, mostrando a presenca de uma
banda aproximadamente nas 20 kDa (massa molecular da rMEPLoX); e os
extratos ndo transgénicos no reagiram ao soro anti-rMEPLox, como era o

esperado.
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5. DISCUSSAO

Tendo em vista a melhoria da qualidade dos antivenenos e dos animais
produtores, o uso tradicional de venenos inteiros como antigenos na producéo e
na avaliacao pré-clinica dos antivenenos tende a ser progressivamente substituido
pela utilizacdo de toxinas purificadas, toxinas recombinantes e/ou dos seus
epitopos previamente definidos. Na literatura existem muitos trabalhos com
candidatos a vacinas expressos em plantas. Dentre eles podemos exemplificar:
expressdo de antigenos protetores em Nicotiana tabacum contra hepatite B,
anthrax, parvovirus, e virus da raiva (Aziz et al., 2002) (Ashraf et al., 2005; Aziz et
al., 2002; Molina et al., 2005); em cenoura contra sarampo (Bouche et al., 2003);
em soja contra hepatite B (Huang et al., 2008); em milho contra enterotoxinas
causadas por E. coli (Streatfield and Howard, 2003); em batata contra o virus de
Newcastle (Berinstein et al., 2005); em alfafa contra a Fasciola hepatica, rotavirus,
virus da febre aftosa, reovirus, e enterotoxinas de E. coli (Dong et al., 2005;

Joensuu et al., 2010; Kapusta et al., 1999; Santos et al., 2005).

Como j& foi descrito anteriormente proteinas recombinantes estdo sendo
utilizados, como antigenos na producdo de novos antivenenos anti-loxooscélicos.
Uma destas é a proteina rMEPLox, formada por nove epitopos tanto lineais como
conformacionais. 0s epitopos que constituem a proteina recombinante se
encontram o0s epitopos da SMase D da L. intermedia, sendo um epitopo
conformacionai (NCNKNDHLFACW) e dos Ilineares (LGANSIETDVSFD

DNANPEYTYHGIP e SKKYENFNDFLKGLR) (Mendes et al., 2013), contem
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também um epitopo linear (DFSGPYLPSLPTLDA) da SMase-l da L. laeta
(Ramada et al., 2013), da LALP-1 trés epitopos lineares (SLGRGCTDFGTILHE,
ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY e KLYKCPPVNPYPGGIRPYVNYV), e dos epitopos
lineares da L. intermedia (LIHYAL) (NGGIPQLGDLKAHLEKSAVDI e
ILDKSATGLRIIDWEAWR). Foi demostrado que rMEPLox é uma proteina nédo
toxica e gera anticorpos capazes de neutralizar os efeitos toxicos do veneno total
das loxosceles (Lima et al., 2018). Sem embargo sua producdo em maior escala,
na bactéria E. coli, € um tanto dificil pela baixa solubilidade que apresenta. Assim
uma alternativa para a producdo da rMEPLox € a sua expressao utilizando o
sistema de planta. Para este trabalho, a planta alvo escolhida foi Arabidopsis

thaliana, planta modelo dos estudos de genética e biologia molecular.

O uso de vetores foi necessario para a expressao da proteina na planta,
neste estudo usou-se dos vectores, estes tinham que ser compativeis, tanto o
vector que dona (pCR8/GW/TOPO) como o aceptor (pMDC32), para lograr uma
eficiente transformacéo do gene até as plantas (Smedley and Harwood, 2015). Os
vectores usados neste estudo foram o pCR8/GW/TOPO, sendo um vector de
recombinacdo e muito usado para o transporte do gene de interesse ao vector
especificamente da planta que foi o pMDC32. A confirmacédo da presenca do gene
rMEPLox foi mediante a revelacdo da PCR onde observou-se, que os resultados
obtidos foram exitosos, ambos vectores estavam amplificando o gene rMEPLox na
posicdo esperada, aproximadamente nas 550 pb (Figura 10, 13 e 14). Estes
resultados s&o similares ao Scotton et al. (2017) onde mostrou uma eficiente

clonagem do gene BI-1 no vector pCR8/GW/TOPO. E Wu et al. (2010) fez uma
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transformacao eficiente do gene AtFUT4.1 no vector pMDC32, de duas Arabidopsis

a (1,2) para a identificagéo de fucosiltransferasas em plantas de tabaco.

O método utilizado neste estudo para a obtencéo de plantas transgénicas, se
usou Agrobacterium, isto para a introducédo do gene nas plantas WT, esta bactéria
tem a capacidade de transferir o DNA entre diferentes reinos (Valderrama, 2005).
Assim neste trabalho conseguimos transformar o gene rMEPLox em
Agrobacterium; ao revelar a PCR observou-se que se encontram amplificando na
posicdo esperada tanto Agrobacterium como o gene (Figura 15). KAman-Toth et
al. (2018) Também mostraram uma eficiente transformacéo do plasmideo pTRV2

in pPCAM- BIA3301 mediante electroporacao.

Para a expressdo do gene de interesse nas plantas mediado por A.
tumefaciens ousou-se o método de imerséo floral, (Narusaka et al., 2010). Esta
técnica é usada para a transformacéo tanto de proteinas quimeras e fungos como
foi demostrado por Williamson et al. (1987) ao inserir Botrytis cinérea em morango.
Uma caracteristica das transformacgfes por imerséao floral nas plantas, mediadas
por Agrobacterium € que séo relativamente faceis, rapidas e altamente eficientes

(Chumakov and Moiseeva, 2012; Mersereau et al., 1990; Wu et al., 2014).

ApoOs da extracdo das proteinas do material vegetal, os extratos foram
sometidos a SDS-PAGE. As condi¢cdes da eletroforese usada neste trabalho néo
permitiram observar a proteina rMEPLox expressa em Arabinopsis. Entretanto, o
ensaio de ELISA que € mais sensivel e usa anticorpos especificos, mostrou a
presenca da proteina nos extratos transgénicos e a reatividade estava ausente

nos extratos ndo transgénicos. Obtivemos resultados similares ao de Trujillo et al.
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(2020) onde mostrou a presenga da proteina LTBentero em plantas de tabaco, ao
realizar a expressdo mediada por Agrobacterium. Estes dados sugerem que o
teste de ELISA (Chéavez-Olértegui et al., 1998), pode ser uma técnica sensivel e

rapida para a detencao de antigenos em extrato de plantas trangénicas .

Finalmente para confirmar a presencia da da proteina rMEPLoX e sugerir a
massa molecular desta proteina nas plantas transgénicas foi realizado o teste de
western blotting e anticorpos especificos anti-rMEPLox. O resultado obtido foi a
verificacdo de uma banda proteica de aproximadamente 19 kDa, de massa
molecular confirmando desta forma que as plantas transformadas com o gene
rMEPLox estdo expressando a proteina recombinante composta de epitopos. A
massa molecular determinada estdo de acordo com os dados obtidos com o

trabalho feito por Lima et al. (2018)

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a proteina recombinante
rMEPLox foi expressada eficientemente em Arabidopsis thaliana. Esta pode-se
converter em uma boa candidata para ser usada como antigenos na producao de

antivenenos terapéuticos.



70

. CONCLUSOES

O gene rMEPLox foi amplificado tanto no vector de recombinagédo pCRS8
como no segundo vector o pMDC32 (especifico para transformar em

plantas) aproximadamente nas 550 pb como era o esperado.

Na digestdo do vector pMDC32 se confirmou que amplificou na posicao

esperada, perto das 550 pb.

Ja& na amplificacdo de Agobacterium + rMEPLox mostrou que o0 gene

encontrasse aproximadamente nas 550 pb e Agrobacterium nas 1066 pb.

Se tem os primeiros indicios que as folhas das plantas transgénicas estao

produzindo a proteina rMEPLOX;

A proteina rMEPLox expressa nas folhas foi reconhecida pelos anticorpos

do soro de coelho imunizados com rMEPLox produzidos em E. coli;

A proteina rMEPLox das plantas transgénicas tem aproximadamente 19

kDa.
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. PERSPECTIVAS

Purificar a proteina obtida dos extratos das plantas;

Avaliar a capacidade imunogénica e antigénica da proteina extraida das

plantas;

Expressar a proteina quimera multiepitopica loxoscelica (rMEPLox) em

plantas comestiveis (tomate, cenoura ou alface) para uso vacinal.

Realizar ensaios de neutralizagdo com o soro dos animais imunizados.

Imunizar camundongos para a producdo de anticorpos;
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9. ANEXOS

9.1. Meios de cultura

Tabela 1. Meio Luria Bertani (LB) liquido

Reagente Quantidade
NaCL 10g
Triptona 10g
Extrato de levedura 5g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
*Para meio sélido acrescentar 15g de Agar.
Tabela 2. Meio Caldo Super Optimal (SOC).
Reagente Quantidade
NaCl 05¢
KCl 1.89g
MgSOa4 4.8¢g
Triptona 209
Extrato de levedura 59
Dextrose 3.63g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Tabela 3. Meio Extrato de fermento de carne (YEB)
Reagente Quantidade
Extrato de carne 59
Sacarose 5¢
MgSOa4 240¢g
Extrato de levedura 1g
Dextrose 3.63g
Agua MiliQ g.s.p. 1000 mL

*Atingir o pH = 6.8
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Tabela 4. Meio MGRL modificado

Macronutrientes Micronutrientes
Reagente Quantidade Reagente Quantidade
Fosfato de sdédio bibasico 719 EDTA dihidratado 4.35¢
anhidro
Cloreto de calcio 58.8¢ cloreto de | 407.7 mg
manganésio
tetrahidratado
Sulfeto de magnésio 74 g cloreto de zinco 27.53 mg
heptahidratado
EDTA sédio férrico 732.7 mg cloreto de cobre 32.73 mg
trihidratado bihidtarado
Cloreto de potasio 74.551 g acido borico 370,98 mg
cloreto de cobalto 6.19 mg
hexahidratado
molibdato de so6dio 5mg
dihidratado
Agua MiliQ g.s.p. 1000 mL
Nitrato de aménio 1mM
Acido 2- (N-morfolino) etanossulfénico (MES) M

*Atingir o pH 5.8

9.2. Solucdes para SDS-page e Western blotting

Tabela 5. Solucéo A

Reagente Quantidade

Acrilamida 29.2¢
Bis-acrilamida 0.8g
Agua destilada g.s.p. 100 mL

Tabela 6. Solugado B — Tris HCI pH 8.8
Reagente Quantidade

Tris 18.15¢

Agua destilada g.s.p- 100 mL




Tabela 7. Solu¢céo C - Tris HCIl pH 6.8

Reagente Quantidade
Tris 69
Agua destilada g.s.p. 100 mL
Tabela 8. Solucédo SDS 10%
Reagente Quantidade
Dodecil sulfato de sédio 10.0g
Agua destilada g.s.p- 100 mL
Tabela 9. Tampéo de Corrida 5x — pH 8.3
Reagente Quantidade
Tris 459
Glicina 21649
Dodecil sulfato de sédio 15¢g
Agua destilada g.s.p- 300 mL
Tabela 10. Comassie Blue
Reagente Quantidade
Comassie Blue R 250 25%
Metanol 50%
Acido acético 10%
Tabela 11. Tampéo de amostra com reducéo 2x
Reagente Quantidade
Solucédo C 1mL
Glicerol P.A 0.8 mL
SDS 10% 1.4mL
B-mercaptoetanol 0.4 mL
Azul de bromofenol 0.2% 0.4 mL
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Tabela 12. Solucéo descorante
Reagente Quantidade
Metanol 50%
Acido acético 10%
Tabela 13. Tampao de transferéncia
Reagente Quantidade
Tris 3.03g
Glicina 14.42 g
Metanol 200 mL
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Tabela 14. Solucéo de revelagao
Reagente Quantidade
Solucdo A 10 mg de diaminobenzidina (DAB) em 2 mL de PBS gelado (4 °C)
e 8 mL de PBS uso
Solucao B 5 mg de cloronaftol em 1.66 mL de metanol e 8.32 mL de PBS

uso

Misturar a solugdo A na B e adicionar 8.32 pL de peréxido de hidrégenio 30%

9.3. Solucgdes para ELISA

Tabela 15. PBS 10x

Reagente Quantidade Quantidade de agua
destilada
Sol. A. Fosfato de S6dio monobasico 12 g 200 mL
Sol. B. Fosfato de sodio dibasico 35.49¢ 500 mL

Adicionar a Solucdo A na B e ajustar o pH para 7.4. Medir o volumen final e adicionar 9 g de
NaCl por cada 100 mL




Tabela 16. PBS 10x
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Reagente Quantidade Quantidade de agua
destilada
Sol. A. Carbonato de Sédio 2.65¢9 500 mL
Sol. B. Bicarbonato de sédio 4249 1000 mL

Adicionar a Solu¢éo A na B e ajustar o pH para 9.6.

Tabela 17. Tampao de bloqueio

Tabela 18. Tampéao de incubacéo

Reagente Quantidade
Leite em pé desnatado 15¢g
PBS uso g.s.p. 50 mL
Reagente Quantidade
Tampéo de bloqueio 5mL
PBS-Tween 20 45 mL




