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RESUMO 

O veneno das aranhas do gênero Loxosceles está composta, principalmente por 

uma mistura rica de metaloproteinases, fosfolipases e esfingomielinases. 

Atualmente existem diversos estudos para a produção de anti-venenos, mediante 

o uso de proteínas recombinantes, com a finalidade de perseverar a vida dos 

animais que produzem o veneno (aranhas) bem como dos animais produtores do 

soro, já que este veneno é muito toxico. Por este motivo neste trabalhou objetivou-

se expressar e caracterizar a rMEPLox, uma proteína recombinante quimérica 

composta de epitopos das três principais toxinas dos venenos de aranhas do 

gênero Loxosceles spp., em plantas como um novo sistema de expressão 

heteróloga. Inicialmente transferiu-se o gene de rMEPLox dos vetores de 

expressão para E. coli para um vetor plasmidial próprio de plantas (pMDC32). 

Seguidamente transformou-se Agrobacterium tumefaciens com estes vetores e 

estas bactérias específicas de plantas foram capazes de infectar a Arabidopsis 

thaliana mediante imersão floral. As plantas foram cultivadas e reproduzidas até 

obter a terceira geração (T3), para obter populações totalmente homozigotas. As 

proteínas totais foram extraídas de A. thaliana e o conteúdo proteico foi analisado 

por SDS-PAGE, ELISA e Western Blotting. Nos imunoensaios, sugerem que os 

extratos protéicos foram reconhecidos pelo soro anti-rMEPLox, previamente 

produzidos em E. coli. Por Western blotting foi possível observar a presença de 

bandas proteicas de aproximadamente 19 kDa, mesma massa molecular da 

rMEPLox. Estes resultados nos levam a confirmar o sucesso das transformações 

para A. thaliana; e que as plantas estão expressando a proteína rMEPLox.   



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

expressão em Arabidopsis, plantas transgênicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



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 rMEPLox protein. 

 

 



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

Arabidopsis, transgenic plants. 
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1. INTRODUCÃO 

No Brasil, os acidentes com animais peçonhentos são causados por 

serpentes dos gêneros Bothrops, Lachesis, Crotalus e Micrurus, escorpiões do 

gênero Tityus, aranhas dos gêneros Latrodectus, Phoneutria e Loxosceles, e por 

insetos dos gêneros Apis e Lonomia.  Seus venenos consistem de uma mistura de 

componentes com variados efeitos tóxicos que quando injetados em humanos (ou 

outros animais) produzem sintomas clínicos únicos. Entre as toxinas mais 

importantes estão as neurotoxinas, hemorraginas, toxinas coagulantes, miotoxinas 

e necrotoxinas (Vetter and Isbister, 2008). O tratamento dos acidentes consiste no 

uso de antivenenos que são efetivos contra os animais peçonhentos cujo veneno 

participou como antígeno na imunização dos animais produtores; entretanto, 

mesmo que os antivenenos atuais sejam considerados eficientes, praticamente 

nenhuma melhoria biotecnológica tem sido feita desde sua produção inicial.  

Os antivenenos anti-peçonhas podem ser específicos e poliespecificos 

(Theakston et al., 2003). Estes são fabricados em 21 países e principalmente 

produzidos em cavalos, no entanto a obtenção de estes soros causam sofrimentos 

nos animais e reduzem sua vida.  O instituto Butantan e o Centro de produção e 

Pesquisa de imunobiológicos (CPPI) são os principais produtores de soro contra 

os venenos das aranhas do género Loxosceles no Brasil. Não obstante a 

produção destas imunoterápicos é um problema pelo grande número de animais, 

por tanto quantidade de venenos, que se têm que usar durante o processo de 

produção (imunização e controle pre-clinico de qualidade) (Futrell, 1992; 

Theakston et al., 2003). No momento têm sido propostas outras alternativas para a 
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produção de novos imunógenos não tóxicos, com o propósito de produzir soro e 

evitar sofrimentos dos animais produtores. 

 

1.1. Animais peçonhentos  

 Estima-se cerca de 200.000 espécies de animais venenosos (peçonhentos), 

sendo a maioria vertebrados, principalmente serpentes ou artrópodes dos quais 

destacam as aranhas, escorpiões, formigas etc. (Jenner and Undheim, 2017; 

Reynaud et al., 2020). Estes animais peçonhentos produzem uma substância 

tóxica (peçonha) que é utilizada para caça ou defesa e injetada no organismo alvo 

diante aparelhos especializados. Esta substancia contém uma mescla de toxinas a 

base de proteínas que pode conduzir a vários efeitos potencialmente mortais, 

incluindo cardiotoxicidade, neurotoxicidade, coagulação (Isoardi and Isbister, 

2020; Laustsen et al., 2020). Devido à gravidade, morbilidade e mortalidade 

causada por esta toxina, estes acidentes podem ser catalogados como 

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

Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2009), os 

envenenamentos fazem parte das enfermidades negligenciadas e constituem um 

problema mundial de saúde, principalmente nas regiões tropicais e subtropicais. 

Atualmente no Brasil os acidentes causados pelos animais peçonhentos têm que 

ser notificados obrigatoriamente. O Ministério da Saúde implementou um Sistema 

de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) e em 1995 filiou-se com a 

Coordenação de Zoonoses e Animais Peçonhentos (CNCZAP)  para a notificação 

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 últimos anos, onde se destacam os escorpiões 

e aranhas (Pucca et al., 2019). Apesar de o número de acidentes com escorpiões 

superarem os de aranhas, estes envenenamentos são considerados medicamente 

mais importantes devido à severidade e morbilidade que apresentam.  

O termo loxoscelismo faz referência ao acidente causado pelas aranhas 

Loxosceles spp., pode chegar a gerar necroses na forma cutânea e insuficiência 

renal na forma sistêmica, (Isbister and Fan, 2011). A terapia usada para estes 

envenenamentos é o 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 tóxicos do 

envenenamento, estes antivenenos possuem algumas desvantagens pois podem 

causar reações adversas no paciente, além do elevado custo da fabricação. Por 

outro lado, durante o processo de produção dos antivenenos, os venenos usados  

são extremadamente tóxicos para os animais soro produtores (Figueiredo et al., 

2014). Frente a esta situação, o uso de proteínas recombinantes e não tóxicos 

podem ser alternativas prometedoras na procura de novos antídotos, visando 

obter uma maior produção, eficácia e seguridade destes. (Laustsen et al., 2020). 
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Figura 1. Apresenta os principais accidentes produzidos por animais peçonhentos no Brasil 

(SINAN, 2019).  

 

1.2.  Loxosceles e o loxoscelismo 

No Brasil as aranhas encontram-se ocupando o segundo lugar nos 

envenenamentos causados por aracnídeos peçonhentos (Figura 1). Estas 

possuem um aparelho especializado e associado a glândulas venenosas, que 

produzem uma mescla de compostos tóxicos e não tóxicos (Marcussi et al., 2011). 

Quatro gêneros de aranhas são 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 gênero Loxosceles encontram-se ocupando o 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, distribuídas 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 

região um risco importante na saúde. 

 

Figura 2. Faz referença 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; são aranhas noturnas, não 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 atrás de quadros, móveis, roupas e 

sapatos, sempre fora da incidência da luz direta.  

Estas aranhas posuem um exoesqueleto composto por quitina, e seu veneno 

possui uma mescla composta principalmente por metaloproteínases, 

esfingomielinases e hialuronidases (Jackson and Parks, 1989). Este veneno, 

quando é inserido tanto nas pessoas como nos animais, a maioria das vezes 

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

demora que os pacientes são levados ao centro de saúde para seu diagnóstico. 

(de Roodt et al., 2002).  

 

Figura 3. Loxosceles adultos.  

No A) apresenta a Loxosceles fêmea, no B) o macho (menor que a fêmea) (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 importância medica a Loxosceles gaucho, 

Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta, que habitam principalmente no sul e 

sudeste do país (Catalog, 2019; Lopes et al., 2013) (Figura 4).  
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Figura 4. Observase a distribução geografica dos accidentes do loxocelismo, notificados 

pela (SINAN, 2017). 

 

Estas aranhas são conhecidas como aranha marrom, aranha assassina, 

reclusa ou aranha violino (Gonçalves-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 são conhecidos três períodos: 

embrionário (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., são conhecidas por sobreviver largos períodos 

de tempo sem comida, isto devido ao lento metabolismo que presenta estas 

espécies. Estudos de laboratório 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 fêmeas tem uma maior longevidade 

quando comparadas aos machos. 

Uma aranha fêmea 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 distribuição de três pares de olhos bem esclarecida em 

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

1.4. Aspectos Clínicos do envenenamento de Loxosceles 

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

definidas: loxoscelismo cutâneo (Figura 5) e loxoscelismo-vícero-hemolítico; onde 
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o 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 vermelhidão da 

pele e frequentemente a pessoa presenta quadros de sonolência e pode causar 

ulceração e lesões dermonecróticas (De et al., 2002; Tambourgi et al., 2010). Nos 

casos crônicos pode conduzir a extirpações cirúrgicas da pele morta e deixar 

grandes cicatrizes (Martino et al., 1979). Se o tratamento é tardio o paciente pode 

apresentar lesões sistêmicas graves como hemólise, trombocitopenia, coagulação 

intravascular disseminada (CID) e insuficiência renal aguda (IRA) levando ao 

paciente a um coma e inclusive à morte (Pauli et al., 2006; Senff-Ribeiro et al., 

2008). Feitosa et al. (1998) Mostrou que estas alterações hematológicas 

provavelmente são 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. Evolução do paciente com loxoscelismo cutaneo.  

Mostra no A) 24 horas, B) 9 dias, C) 16 horas e no D) 25 dias após da mordida (Isbister and Fan, 

2011). 

As respostas clinicas estão associadas de acordo ao gênero 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 imunológica 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. Composição do veneno  

 
 

Figura 7. Mostra a composição do veneno das Loxosceles 

A figura mostra os compostos maioritários do veneno das Loxosceles: isomorfas da proteína 

inseticida, fosfolipase D e a metalopreteinase semelhante à astacina (Veiga et al., 2001). 
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As Loxosceles apresentam queliceras as quais estão associados a uma 

glândula venenosa, que ajudam a expulsar o veneno seja para paralisar ou matar 

as presas, ou em defensa própria; podendo este último causar acidentes 

ocasionais nas pessoas (Cordeiro et al., 2015). O veneno deste gênero contém 

uma mistura rica em proteínas e toxinas peptídicas, neurotoxinas, enzimas, 

aminoácidos livres e sais inorgânicos todos com massas moleculares diferentes, 

dificultando a criação de um antidoto (Chaim et al., 2011; Cordeiro et al., 2015; 

Hula and Niedobová, 2020).  

Análises moleculares realizados por (Da Silva et al., 2004; Feitosa et al., 

1998) encontraram no veneno deste gênero proteínas 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 lesões profundas. Esta última enzima é a 

principal responsável do loxoscelismo, que ao hidrolisar a esfingomielina resulta 

na formação da ceramida-1-fosfato e colina, que em presença de Mg2, pode 

catalisar a liberação da colina produzindo ácido lisofosfatídico o qual é um 

mediador de lipídeos dentro das células  (Forrester et al., 1978; Paixão-Cavalcante 

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

As famílias da fosfolipase D são 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 inflamatória complexa que 
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ativa as citocinas inflamatórias e pro-inflamatórias mediadores de lipídios, dando 

lugar a um efeito hemolítico nos glóbulos vermelhos (Barbaro et al., 2010).  Então 

o veneno deste gênero pode causar a ativação do complemento, agregação 

plaquetária, migração dos leucócitos e resposta inflamatória, além de conter uma 

hialuronidase, que aumenta o tamanho da lesão do tecido, por favorecer o 

espalhamento do veneno (Magalhães et al., 2013; Tambourgi et al., 2000). Por 

outro lado está toxina é responsável do efeito gravitacional na pele e na 

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

Algumas metaloproteinases são dependentes do zinco e apresentam 

atividade gelatinolitica, caseinolítica e fibrinogenolítica, similar à estatina; as quais 

tem funções como a hidrolises, digestão de peptídeos e degradação da matriz 

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

1.6.  Tratamentos e antivenenos  

Existem múltiplos tratamentos para os envenenamentos causados por estas 

aranhas como por exemplo o uso de fentolamina, heparina, nitroglicerina tópica 

etc (Da Silva et al., 2004). No entanto  outros autores aconselham não usar estas 

terapias, porque as investigações realizadas até o momento ainda não 

recomendam seu uso (Futrell, 1992; Wendell, 2003). O tratamento mais 

recomendado é a soroterapia com soro específico, sendo muito eficaz si este é 

aplicado precocemente (Isoardi and Isbister, 2020).  

No Brasil são producidos dois antivenenos para acidentes por aranhas 

Loxosceles, no Instituto Butantan, SP, que produz o soro anti-arácnido utilizando 
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na imunização uma mistura dos venenos das aranhas  L. gaúcho e  Phoneutria 

nigriventer e dos escorpiões, T. serrulatus y T. bahiensis (Da Silva et al., 2004). 

Outro é produzido pelo Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiologicos (CPPI) 

em Paraná, 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 extraído de aproximadamente 

36.000 aranhas (Chaves-Moreira et al., 2019). Em vista do grande consumo de 

veneno, se está na procura de novas antígenos alternativos como é o uso de 

toxinas recombinantes presentes nos venenos (Grashof et al., 2020). O veneno 

loxoscelico é obtido mediante a secreção da glândula apócrina das aranhas, não 

entanto a produção é baixa obtendo aproximadamente entre 0.15 - 0.45 µL por 

animal vivo, e 0,8 µL de toxina de glândulas dissecadas (Geren et al., 1976). Os 

venenos atuam em diferentes mecanismos farmacológicos os quais tem sido e 

estão sendo investigados para o desenvolvimento de novos fármacos e produtos 

biotecnológicos (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. Proteínas recombinantes como antígenos alternativos. 

Tendo em conta a difícil produção dos soros, surgiu a necessidade do uso de 

novas ferramentas para a obtenção de proteínas heterologas, como uma 

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

com êxito, ao usar epitopos das Loxosceles intermedia.  

Kalapothakis et al. (2002) Expressou a proteína recLiD1 a partir da LiD1 

(proteína dermonecrótica da Loxosceles intermedia), a qual foi fusionada com a 

proteína β-galactósido, obtendo como resultado a proteína recLiD1 com massa 

molecular de aproximadamente 31 kDa. Esta proteína gerou anticorpos reativos 

contra as proteínas dermonecroticas nativas, no entanto esta proteína não gerou 

atividade dermonecrotica.  

Assim nosso grupo, mediante a técnica de SPOT vêm mapeando epitopos 

para à geração de novas proteínas recombinantes, com o objetivo de imunizar 

animais para a produção de anticorpos e pôr em gerar proteção contra os efeitos 

dos venenos das aranhas Loxosceles (Frank, 1992).  Felicori et al. (2009) Com a 

técnica já descrita geraram seis epitopos, um destes foi o peptídeo 

NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIP, ensaios in vivo mostraram que esse 

imunógeno 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 não gerou reações 

cruzadas com outros venenos das Loxosceles (Alvarenga et al., 2003). Então com 

o uso da técnica phage-display e este anticorpo fizeram a identificação do epitopo 

conformacional LiD1 NCNKNDHLFACW, e quando foi usado como imunógeno 

favoreceu a redução 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 proteínas desenvolvidas foi a proteína quimera recombinante 

(rCpLi) produzida por Mendes et al. (2013), mediante ensaios in vivo demostrou 

esta proteína produz anticorpos capazes de gerar proteção dermonecrotica. No 

entanto a proteção na atividade hemorrágica foi ao redeador do 75% e a atividade 

edematogênica foi menor. Mas pode-se melhorar esta resposta ao inserir mas 

imunógenos nesta proteína (Felicori et al., 2009).  

Então para melhorar as atividades já descritas, foi desenvolvida uma nova 

proteína recombinante multiepitopica loxoscelica (rMEPLox). Esta proteína é não 

toxica e contém epitopos das principais toxinas envolvidas no loxoscelismo. Lima 

et al. (2018) Mostrou que ao imunizar animais com esta proteína, houve a 

produção 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. Produção de proteínas recombinantes em plantas   

As plantas são plataformas atrativas para a produção de proteínas 

recombinantes, sendo uma alternativa aos sistemas convencionais de bactérias, 

leveduras e mamíferos (Temporini et al., 2019). As grandes vantagens para a 

geração de proteínas em plantas transgênicas incluem a estabilidade do material 

genético na planta e o baixo custo de produção (Blokhina et al., 2020; Rosales-

Mendoza et al., 2016). Isto devido a que oferecem uma maior segurança e com 

baixo risco de endotoxinas ou derivados de patógenos como príons e vírus. Além 

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

2016). 

Neste contexto têm sido utilizadas vários tipos de plantas para a produção de 

produtos biofarmaceuticos (Lagassé et al., 2017; Thomas et al., 2011). As plantas 

mais estudadas para expressar proteínas recombinantes são 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 são considerados para a produção de 

biofármacos, devido a que as proteínas se concentram nas sementes e podem 

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

Na indústria farmacêutica podem-se produzir plantas transgênicas para 

expressar anticorpos monoclonais, antígenos, vacinas, enzimas terapêuticas 

(Bamogo et al., 2019; Dobrica et al., 2018; Redkiewicz et al., 2014). Sendo 

possível que muitos peptídeos se expressem nas partes comestíveis 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. Transformação genética em plantas mediada por Agrobacterium 

tumefaciens. 

Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria utilizada na engenharia gênica 

das plantas mais exitosa na natureza, sendo utilizada nos laboratórios de 
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biotecnologia molecular para a transferência de genes desejáveis a plantas 

dicotiledôneas (Kámán-Tóth et al., 2018; Masli et al., 2009). A primeira planta 

monocotiledônea transformada foi a Asparagus officinalis (Bytebier et al., 1987) 

por em dando lugar a novas planas transgênicas. 

O método mais utilizado para a transformação de A. tumefaciente é por 

eletroporação, o qual utiliza um campo elétrico que permite um aumento na 

permeabilidade da membrana celular bacteriana, melhorando a absorção do DNA 

transferido e integrando o DNA-T nas células vegetais  (Kotnik, 2013; Mattanovich 

et al., 1989).  

Assim muitos trabalhos mostram que A. tumefaciens é eficiente conduzindo e 

integrando trangenes intactos dentro do genoma da planta (Gelvin, 1998). Estas 

pesquisas têm contribuído para a produção de produtos bioterapêuticos em 

plantas, obtendo transformações genicas estáveis e convertendo a esta bactéria 

numa ferramenta imprescindível dentro da biotecnologia de transferência de genes 

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

 

Figura 8. Planta de Arabidopsis thaliana após de seis semanas de edade.  

Este grafico ilustra as partes que estão compondo uma planta de Arabidopsis: a raiz, rosseta, 

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

Arabidopsis thaliana pertence à família Brassicaceae, encontrasse distribuída 

pela América do norte, Europa e Ásia; 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, só 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 transformação gênica mediada por T-DNA (Stachel et al., 

1986).  

O ciclo de vida da A. thaliana é de aproximadamente seis a oito semanas 

incluindo a germinação, desenvolvimento, floração, maturação e formação de 

sementes. Aos 20 dias forma-se o botão floral e aos 30 visualiza-se a 

inflorescência, e 15 dias depois ocorre o desenvolvimento das sementes e 

finalmente dá-se a senescência (Delatorre and Silva, 2008). As flores apresentam 

quatro sépalas verdes, quatro pétalas brancas, seis estambres, um gineceu 

interno, não entanto os frutos são 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 produção 

baixo é uma espécie modelo para a produção de novos estudos genéticos diante a 

transformação 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 transformações em A. thaliana tem sido utilizado com êxito para construções 

genicas com ajuda de ferramentas e recursos genéticos (Zhang et al., 2020). 

Estas transformações podem ser diante vários métodos como imersão floral, 

bombardeou biolítico ou infiltração de agro bactérias (Provart et al., 2016; Rosas-

Díaz et al., 2017). O início da transição vegetativa da A. thaliana começa nas 

folhas, continua nas flores e termina nas sementes; durante este processo a 

planta está inteiramente condicionada por vários fatores ambientais e endógenos; 
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que ao final incidem na produção dos genes alvos. (Andrés and Coupland, 2012; 

Srikanth and Schmid, 2011). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Expressar a Proteína Recombinante Multiepitópica Loxoscélica (rMEPLox) em 

Arabidopsis thaliana, e avaliar seu caráter imunogênico na produção de anticorpos 

neutralizantes. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Expressar a proteína rMEPLox em plantas do gênero Arabidopsis thaliana; 

 

 Produzir plantas transgênicas homozigotas que contenham a proteína 

recombinante rMEPLox; 

 

 Extrair a proteína de diferentes partes do vegetal; 

 

 Avaliar o potencial de reconhecimento e neutralização dos anticorpos anti-

rMEPLox contra os venenos de aranhas Loxosceles spp. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

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

Neste trabalho nós utilizamos como controle de alguns ensaios, a proteína 

rMEPLox produzida em E coli e soros anti-rMEPLox, os quais foram produzidos 

previamente em coelhos (Lima et al., 2018).  

3.2. Criação das plantas  

As plantas de Arabidopsis thaliana foram cultivadas na Sala de Cultivo de 

Plantas do Laboratório de Fisiologia e Desenvolvimento Vegetal do Departamento 

de Botânica do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas 

Gerais. Foram cultivadas a uma temperatura controlada de 20 ± 2 oC, foto período 

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

3.3.  Amplificação do DNA por PCR e purificação do gene rMEPLox. 

A PCR foi realizada para à incorporação de nosso gene (rMEPLox) no 

vector de recombinação (pCR8), este processo é chamado de clonagem. Onde se 

fez a partir da construção do vetor pET28b+rMEPLox. Utilizou-se os iniciadores da 

Quimera Aranha Fw: (5'-ATGGGGAATCTGGGCG-3') e Rv: (5'-

CACATTGACATACGGACGGATA-3'). As mesclas foram feitas a partir da PCR 

com volumevolume final de 20 µL, este mix continham: iniciador Fw 0.2 µM, 

iniciador Rv 0,2 µM, DNA 100 ng, cloreto de magnésio 2 mM, dNTP 0,4 mM, 

Platinum™ Taq DNA Polymerase 1 U e tampão 1x (pH 8.4, Tris-HCl e KCl) 

seguindo as orientações próprias do fabricante Invitrigen. 
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A reação foi feita no termociclador T-100 Biorad utilizando o protocolo 

descrito por Dellaporta et al. (1983) com algumas modificações. Se fez 30 ciclos, 

sendo a desnaturação a 95 ºC por 5 minutos; anelamento dos iniciadores a 55 ºC 

por 1 minuto; alargamento a 72 ºC por 1 minuto; extensão final a 72 ºC durante 10 

minutos. Após da PCR, o produto da amplificação foi avaliado através de 

eletroforeses de agarose ao 1% em tampão TAE e corado com SYBR Safe DNA 

Gel Stain (Invitrogen). Se analisou o gel ao comparar com o padrão de massa 

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Finalmente se fez a purificação do 

gene rMEPLox (551pb posição da banda no gel de agarose), seguindo as 

instruções do Wizard SV Gel PROMEGA, onde a banda foi excisada e submetida 

para à purificação obtendo o DNA, este material foi quantificado no Nanodrop.    

3.4.  Adenilação e Ligação 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 especificação do fabricante. Para garantir a adenilação do produto de 

PCR, incubou-se todo o produto da purificação com 200 μM de dATP, 1 U de Taq 

DNA polimerase (Phoneutria) em tampão de reação 1B 1x. A reação foi então 

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

O fragmento obtido foi ligado ao vetor de entrada pCR8/GW/TOPO da Invitrogen. 

Para a reação de ligação foram usados 1 μL de NaCl 1.2 M, MgCl2 0.06 M; 0.5 μL 

de vetor e 4.5 μL de produto de PCR (aproximadamente 600 ng); incubados a 23 

ºC por 30 minutos.  
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3.5.  Transformação 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 transformação em E. coli, esta transformação foi feita mediante 

electroporação 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 resistência ao antibiótico Canamicina. Após da 

transformação incubou-se em meio SOC (Tabela 2) durante 1 hora a 37 oC. As 

bactérias foram plaqueadas em meio de cultura sólido Luria Bertani (LB) (Tabela 

1) contendo Canamicina (100mg/L-1) e deixou-se na estufa overnight a 37 oC. O 

resultado da transformação foi confirmado por PCR das colônias obtidas. A PCR 

foi feita seguindo os mesmos passos já descritos no item 3.4. Se fez um 

procedimento similar na transformação com o segundo vetor pMDC32 + rMEPLox 

e com a mesma cepa bacteriana.   

3.6.  Miniprep plasmidal Promega 

Para a obtenção do DNA, as colônias positivas do vetor pCR8 + rMEPLox, 

foram selecionadas para a extração 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, após se resuspendeu usando 

tampão de resuspensão (próprio do kit), isto se passou para um tubo novo. Após 
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se adicionou 250 µl de tampão de lises, se inverteu três vezes e se deixou por 

quatro minutos. Depois se adicionou 10 µl de protease alcalina e se inverteu 

quatro vezes para se misturou, seguidamente adicionou-se solução neutralizante 

350 µl e centrifugamos por 10 minutos a rotação máxima. O lizado foi transferido 

para uma coluna do kit e se centrifugou por um min a rotação máxima. Depois se 

adicionou tampão da lavagem na coluna 750 µl, centrifugamos por um minuto a 

rotação máxima, se fez este passo uma vez, mas com 250 µl de tampão de 

lavagem. Passado este tempo transferiu-se a coluna a um tubo novo e adicionou-

se 50 µl de tampão de eluição. Finalmente se dosou o DNA (ng/µl) e o DNA obtido 

foi analisado pelo Sequenciamento Sanger. Se fez o mesmo procedimento com o 

vetor pMDC32 + rMEPLox, este vetor confere resistência a espectinomicina 

(100mg/L-1). 

3.7. Digestão das colônias pMDC32 + gene com as enzimas HINDIII e XBAL 

Para confirmar si o vector pMDC32+gene encontrasse amplificando na 

posição esperada, neste caso nas 551pb se fez a digestão das colônias. Isto se 

fez mediante uma PCR com o DNA extraído de cada colônia do vector 

pMDC32+rMEPLox, onde usou-se as enzimas de restrição Xbal e Hind III 1 

unidade de enzima por cada μg de DNA. Este ensaio foi feito com 4, 8 e 16 horas 

respectivamente e o volume final foi de 20μl. Seguidamente se fez um gel de 

agarose ao 1% usando tampão 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 restrição das enzimas no DNA.  
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3.8.  Obtenção de Agrobacterium tumefaciens competentes. 

A partir dos vetores binários foi feita a transformação com a cepa A. 

tumefaciens. Onde se isolou uma colônia 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 antibiótico, deixamos em agitação para 

seu crescimento até atingir a OD 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 condições, após resuspendimos o pellet em glicerol ao 

10% gelado por 15 minutos mais, descartamos o sobrenadante e finalmente 

resuspendemos em 2ml de glicerol gelado ao 10%, finalmente se fez alíquotas de 

40µL, congelamos as células competentes em nitrogênio líquido e as guardamos 

no -80°C para seu uso.   

A transformação se fez mediante electroporação 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, após colocou-se 50µL de 

esta suspenção em uma cuba de electroporação e aplicou-se um impulso elétrico 

de voltagem inicial de 2.5 kV.  Após do eletrochoque as células foram transferidas 

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

em meio LB com rifampicina e Canamicina (100 mg/L-1) as placas foram 

incubadas no shaker por 48 horas ao 28 oC, e passado esse período se fez a PCR 

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

Agrobacterium que têm o gene rMEPLox implementado. 

3.9.  Transformação em Arabidopsis thaliana. 

Se fez a transformação de Agrobacterium contendo o gene rMEPLox em 

plantas, com a finalidade da expressão este gene. Onde se fez inoculo de uma 

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

antibióticos rifampicina e canamicina (100 mg/L-1), deixou-se a 28 oC durante 18 

horas sobre agitação (180 rpm). Após 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 

transformação em plantas de A. thaliana por imersão 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 condições do 

laboratório, com temperatura que oscilou entre 21 ± 2 oC, fotoperíodo 12 horas luz 

e 12 horas escuro, até obter as sementes, sendo estas a geração T0. As 

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

modificado contendo higromicina (100 mg/L-1). Estas placas foram hibernadas a 4 

oC durante 3-4 dias, passados estes dias levamos as placas para a sala de 

criação para a germinação das mesmas durante 10 dias. Após deste tempo, se fez 

a seleção das plantas transgênicas e estas foram transferidas a novas placas com 

meio MGRL modificado sem antibiótico, 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 geração (Trujillo et al., 2020). Se fez o mesmo 

procedimento para as seguintes gerações até obter a terceira geração (T3), onde 

todas as plantas são homozigotas.  

3.10.  Extração das proteínas das plantas. 

A extração do DNA foi realizado de acordo com (Doyle and Doyle, 1987)  

com algumas modificações, onde se pegou 1 g das folhas recolhidas de plantas 

maduras e 1 g da raiz, se triturou este tecido com nitrogênio líquido (Masli et al., 

2009; Trujillo et al., 2020), após se suspendeu com tampão de extração 

previamente resfriado (Tris-HCl 100 mM pH 8), sacarose 30%, SDS 1% e β-

mercaptoetanol 0,07% e se centrifugou a 8000 rpm durante 10 minutos. O 

sobrenadante foi passado a um novo falcom e se extraiu as proteínas com o dobro 

de volume de acetona com tricloroacético 10% (p/v) e β-mercaptoetanol (2-ME) 

0,07% (v/v). Esta mistura de proteínas incubou-se ao -20 oC overnight, após se 

centrifugou ao 10000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

sedimento final se lavou com metanol 100% resfriado ao 4 oC e acetona ao 80% 

(temperatura ambiente) respectivamente. Deixou-se secar o sedimento e se 

suspendeu com PBS-1x (Tabela 15), após se dialisou as amostras overnight em 

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

A proteína liofilizada foi reconstituída em solução PBS 1x (Tabela 16), o 

conteúdo foi dosado seguindo o método de Lowry et al. (1951). O ensaio foi 

realizado em uma microplaca de 96 poços, por duplicata se usou BSA para à 

curva padrão, para as mostras usou-se as soluções do kit DC Protein Assay-

BIORAD. A leituras das reações foram realizadas em um leitor de ELISA com filtro 

655nm e a curva foi calculada de acordo a leitura das concentrações do padrão de 

BSA. 

3.12. SDS-PAGE  

Se fez o gel eletroforeses SDS-page 12%, seguindo o método Laemmli 

(1970). As amostras foram resuspendidas com tampão de amostra 2x (Tabela 12), 

e foram sometidas a uma corrente de 120V em tampão 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 agitação overnight. Lavou-se com 

solução descorante (Tabela 11). As massas apresentadas no gel foram 

confirmadas pelo padrão de peso molecular de proteínas (LMW – SDS Marker Kit 

- GE Healthcare). 

3.13. Identificação da rMEPLox por Elisa 

A técnica de ELISA foi usada com a finalidade de saber si as plantas 

transformadas estão expressando a proteína rMEPLox. No primeiro dia se 

sensibilizou a placa de 96 poços com diferentes concentrações (5, 10 e 15 µg/μL) 

dos extratos da planta transgênica e dos extratos não transgênicos, em tampão 
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carbonato, 100 µL por poço. As placas foram incubadas na geladeira a 4 oC 

overnight. Ao seguinte dia se lavou a placa três vezes com PBS-T ao 0.05%, e foi 

realizada uma etapa de bloqueio da placa com leite em pó desnatado a 3% em 

PBS 50mM (Tabela 17), e incubamos durante uma hora a 37 oC, em tampão de 

incubação (Tabela 18), para evitar ligações inespecíficas. Passado este tempo 

lavou-se 3 vezes com PBS-T 0,05% e se colocou tampão de incubação com soro 

anti-rMEPLox em diferentes diluições (1:200, 1:600 e 1:1000), se incubou por uma 

hora a 37 oC, após se lavou 3 vezes. Seguidamente se colocou o conjugado anti-

coelho em uma diluição 1:10000, deixamos por uma hora na estufa a 37 oC e 

lavamos 3 vezes. Finalmente revelamos com OPD para detectar o 

reconhecimento antigênico. Deixou-se no escuro por 30 min, esta reação foi 

parada com 25μl/poço de H2SO4 2M e as absorvâncias foram medidas a 490nm 

no leitor de microplaca iMark TM (Biorad). 

3.14. Analises por Western-Blot.  

Se fez SDS-PAGE como descrito no item 3.11. A transferência do gel se fez 

a uma membrana de nitrocelulose (4 oC, durante duas horas a 100V) em tampão 

de transferência (Tabela 13) seguindo o método de (Towbin et al., 1979). Passado 

este tempo a membrana foi bloqueada com tampão de bloqueio (leite desnatado 

1%, Tween 20 e PBS 0,3%) por uma hora. Após se lavo 3 vezes por cinco minutos 

com PBS-T 0.05%. Depois se incubou com soro de coelho anti-rMEPLox e diluído 

com o mesmo tampão de bloqueio (1:1000) durante uma hora a temperatura 

ambiente e sobre agitação. A membrana foi lavada com PBS-T a 0.05% e se 

incubaram com IgG anti-coelho (1/15000) em tampão de bloqueio por uma hora a 
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temperatura ambiente. Após uma última 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.  Identificação das bactérias positivas. 

No presente trabalhou se utilizou a proteína recombinante quimera rMEPLox, 

producida no laboratório Imunoquímica de Proteínas da Universidade Federal de 

Minas Gerais, para melhorar a produção desta proteina, neste trabalho usou-se o 

sistema de produção em planta. Para a expressão da proteína rMEPLox em 

Arabidopsis thaliana, foi necessário transferir o gene de rMEPLox do vetor de 

expressão em E. coli pET-26b para o vector pMDC32, que é o vetor de expressão 

em plantas. Um vetor de recombinação chamado pCR8 (Figura 9) foi utilizado 

para mediar essa transferência. Foi necessário então, amplificar o gene que 

estava em pET-26b, purificá-lo diretamente do gel de eletroforese, e ligá-lo ao 

pCR8. O amplicon de rMEPLox obtido pela PCR do cDNA foi visualizado uma 

banda única (resultados não mostrados), após da purificação, foi ligado ao vetor 

pCR™8/GW/TOPO®.  
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Figura 9. Vetor de recombinação pCR8.  

Contendo a sequencia do gene rMEPLox. O inserto do gene rMEPLox esta resaltado em rosa 

escuro. 

Após a ligação, bactérias de clonagem XL1 Blue foram transformadas com a 

construção do vector pCR8+rMEPLox. 17 colônias foram selecionadas para fazer 

a PCR de colônia das bactérias transformadas, usando primers específicos para o 

gene rMEPLox.  Uma eletroforese das amplificações da PCR de colônia mostrou 

que a maioria destas foram positivas por apresentarem bandas de 

aproximadamente 550 pb, tamanho esperado para o gene de rMEPLox. Apenas as 

colônias 6 e 8 não amplificaram o gene (figura 10). Fizemos também a PCR das 

mesmas colônias com dois primers diferentes, que amplificam o vetor pCR8 e 

estas mostraram a amplificação na posição esperada tanto do vetor pCR8 

aproximadamente nas 2000pb e o gene rMEPLox ao redor de 550pb. O qual 
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concorda com a literatura, sendo o número de bases do vetor pCR8 é de 2817pb e 

da proteína quimera rMEPLox 551pb (Lima et al., 2018) (figura 11).   

 

Figura 10. PCR das bacterias transformadas.  

Observase no gel de agarose ao 1%, corado com SYBR Safe. Após da PCR no vector de entrada 

pCR8. Na primeira canaleta M: marcador de massa molecular 10000pb. Já nos quadros vermelhos 

as colônias 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. Após 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 à amplificação do gene rMEPLox.  

 

Antes de prosseguir com a recombinação entre o pCR8 e o pMDC32 (vetor 

de expressão em plantas), nós solicitamos um sequenciamento para confirmar se 

a construção 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 direção 5’ a 3’ com o gene rMEPLox obtido da E. coli. 
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Figura 12. Alinhamento do gene rMEPLox extraído da colônia 4.  

O sequenciamento pelo método se Sanger alinhado com o gene produzido inicialmente em E. coli. 

Após de confirmar que a transferência do gene para o vector pCR8 estava 

correta, a colônia 10 foi usada para a segunda transformação no vector de destino 

pMDC32 (plasmídeo próprio para expressar em plantas). A revelação da PCR foi 

feita em um gel de eletroforeses, onde revelou que o gene rMEPLox 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 restrição Xbal e HINDIII, onde a revelação mostrou que o gene esta 

amplificação do gene aproximadamente nas 550pb (figura 14) o que confirma o 

resultado com o trabalho de (Lima et al., 2018). 

 

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 à amplificação do gene de interesse acima de 10000 

pb., obtido a traves da PCR no vector de destino pMDC32. 
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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 amplificação do gene rMEPLox no 

vector de destino pMDC32, obtidos através da digestão com as enzimas de restrição XBal e 

HINDIII. 

Finalmente o gene rMEPLox foi transformado em A. tumefaciens. Esta 

transformação foi feita por eletroporação, se fez uma PCR de 8 colônias e a 

revelação destas foi realizada em um gel de agarose ao 1%, mostrando  a 

amplificação 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 reação de PCR. No quadrado vermelho 

apresentam a amplificação do gene de interesse aproximadamente 550 pb., na Agroacterium; na 

primeira canaleta apresenta o marcador molecular 10000pb. 
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4.2.  Expressão do gene rMEPLox em Arabidopsis thaliana Col-0 

 

Figura 16. Transformação em Arabidopsis thaliana.  

No A) apresenta-se plantas WT A. thaliana. B) transformação nas plantas WT com a construcao 

pMDC32+rMEPLox. C) Plantas transformadas com o gene rMEPLox (seis semanas de edade). D) 

Planta transgenica geração T0. E) Apresenta a primeira geração (T1) e na F) a segunda geração 

(T2) das plantas transgenicas que contem a proteina rMEPLox.  

Após da transformação de Agrobacterium nas plantas se obtiveram as 

gerações T0, T1 e T2 respectivamente, mostrando-nos na geração T2 uma 

diferença nas folhas frente às gerações T0 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 transgênica T2 após de 8 semanas de idade. Se fez a 

extração das proteínas 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 

construção pMDC32+rMEPLox. 

 

4.3. Extração das proteínas  

Foram extraídas as proteínas totais das folhas de plantas transgênicas da 

construção pMDC32 contendo o gene rMEPLox da geração T2, e plantas não 

transgênicas, de acordo ao método de descrito no item 3.10. As proteínas foram 

quantificadas de acordo com a técnica de (Lowry et al., 1951). A expressão da 

proteína nas plantas transgênicas foi determinada com os ensaios SDS-page, 

seguido pelo imunoensaio ELISA e confirmado com o Western blotting e como 

controle negativo usou-se os extratos das plantas não transgênicas como mostra 

os itens 4.4 e 4.5. 
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4.4. SDS-PAGE dos extratos de plantas transgênicas 

 

 

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

A) SDS-PAGE com redução. Na primeira canaleta o marcador molecular (P), nas canaletas 2-5 

extrato da planta transgênica em concentrações diferentes. B) SDS-PAGE sem redução. Na 

primeira canaleta o marcador molecular (P), nas canaletas 2-5 extrato da planta transgênica em 

concentrações diferentes.  

El perfil proteico de todos os extratos proteicos foram testados pelo método 

de eletroforeses SDS-page usando tampão da mostra com e sem redução (Tabela 

11) e em diferentes concentrações da proteína (5 µg, 10 µg e 15 µg). A revelação 

do gel mostrou a presença de várias bandas proteicas, de diversas massas 
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moleculares, evidenciando que foi possível extrair proteínas das folhas de 

Arabidopsis (Figura 18).  

4.5.  ELISA  

 

 

Figura 19. ELISA dos extratos proteicos das plantas trangénicas frente a soro anti-rMEPLox.   

A placa se sensibilizou com concentrações diferentes de extrato das plantas, tanto transgênica 

como WT e testada com soro anti-rMEPLox em diferentes diluições, a reação foi revelada com 

anticorpo anti-IgG de coelho 1/15000-Peroxidase e OPD SigmaFast. O ensaio se fez em triplicata e 

no y mostrasse a absorbância a 490nm. 

 

Para saber se os   extratos das plantas transgênicos são 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 concentrações 
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diferentes 5 µg, 10 µg e 15 µg), nas diluições de 1:200, 1:600 e 1:1000 

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

Western-Blotting. 

 

Figura 20. Western blotting dos extratos das plantas  

A primeira canaleta contêm o marcador molecular (P). Nas siguintes canaletas no siguinte orden: 

canaleta 2 o controle positivo (rMEPLox), 3-5 extrato controle (WT) e 6-8 extrato transgenico, foram 

incubados com soro anti-rMEPLox (1/1000) e revelado com anticorpo anti-IgG de coelho 1/15000 – 

Peroxidase e DAB.  

 

Na (figura 20) pode-se observar que os extratos transgênicos (em diferentes 

concentrações) reagiram ao soro anti-rMEPLox, mostrando a presença de uma 

banda aproximadamente nas 20 kDa (massa molecular da rMEPLox); e os 

extratos não transgênicos no reagiram ao soro anti-rMEPLox, como era o 

esperado. 
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5. DISCUSSÃO 

 Tendo em vista a melhoria da qualidade dos antivenenos e dos animais 

produtores, o uso tradicional de venenos inteiros como antígenos na produção e 

na avaliação pré-clínica dos antivenenos tende a ser progressivamente substituído 

pela utilização 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: 

expressão de antígenos protetores em Nicotiana tabacum contra hepatite B, 

anthrax, parvovírus, e vírus 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 vírus de 

Newcastle (Berinstein et al., 2005); em alfafa contra a Fasciola hepática, rotavírus, 

vírus da febre aftosa, reovírus, e enterotoxinas de E. coli (Dong et al., 2005; 

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

Como já foi descrito anteriormente proteínas recombinantes estão sendo 

utilizados, como antígenos na produção de novos antivenenos anti-loxooscélicos. 

Uma destas é a proteína rMEPLox, formada por nove epitopos tanto lineais como 

conformacionais. os epitopos que constituem a proteína recombinante se 

encontram os epitopos da SMase D da L. intermedia, sendo um epitopo 

conformacionai (NCNKNDHLFACW) e dos lineares (LGANSIETDVSFD 

DNANPEYTYHGIP e SKKYENFNDFLKGLR) (Mendes et al., 2013), contem 
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também um epitopo linear (DFSGPYLPSLPTLDA) da SMase-I da L. laeta 

(Ramada et al., 2013), da LALP-1 três epitopos lineares (SLGRGCTDFGTILHE, 

ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY e KLYKCPPVNPYPGGIRPYVNV), e dos epitopos 

lineares da L. intermedia (LiHYAL)  (NGGIPQLGDLKAHLEKSAVDI e 

ILDKSATGLRIIDWEAWR). Foi demostrado que rMEPLox é uma proteína não 

toxica e gera anticorpos capazes de neutralizar os efeitos tóxicos do veneno total 

das loxosceles (Lima et al., 2018). Sem embargo sua produção em maior escala, 

na bactéria E. coli, é um tanto difícil pela baixa solubilidade que apresenta. Assim 

uma alternativa para a produção da rMEPLox é a sua expressão 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 necessário para à expressão da proteína na planta, 

neste estudo usou-se dos vectores, estes tinham que ser compatíveis, tanto o 

vector que dona (pCR8/GW/TOPO) como o aceptor (pMDC32), para lograr uma 

eficiente transformação do gene até as plantas (Smedley and Harwood, 2015). Os 

vectores usados neste estudo foram o pCR8/GW/TOPO, sendo um vector de 

recombinação e muito usado para o transporte do gene de interesse ao vector 

especificamente da planta que foi o pMDC32. A confirmação da presença do gene 

rMEPLox foi mediante a revelação da PCR onde observou-se, que os resultados 

obtidos foram exitosos, ambos vectores estavam amplificando o gene rMEPLox na 

posição esperada, aproximadamente nas 550 pb (Figura 10, 13 e 14). Estes 

resultados são 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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transformação eficiente do gene AtFUT4.1 no vector pMDC32, de duas Arabidopsis 

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

O método utilizado neste estudo para a obtenção de plantas transgênicas, se 

usou Agrobacterium, isto para a introdução 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 

posição esperada tanto Agrobacterium como o gene (Figura 15). Kámán-Tóth et 

al. (2018) Também mostraram uma eficiente transformação do plasmídeo pTRV2 

in pCAM- BIA3301 mediante electroporação.  

Para a expressão do gene de interesse nas plantas mediado por A. 

tumefaciens ousou-se o método de imersão floral, (Narusaka et al., 2010). Esta 

técnica é usada para a transformação tanto de proteínas quimeras e fungos como 

foi demostrado por Williamson et al. (1987) ao inserir Botrytis cinérea em morango. 

Uma característica das transformações por imersão floral nas plantas, mediadas 

por Agrobacterium é que são relativamente fáceis, rápidas e altamente eficientes 

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

Após da extração das proteínas do material vegetal, os extratos foram 

sometidos a SDS-PAGE. As condições da eletroforese usada neste trabalho não 

permitiram observar a proteína rMEPLox expressa em Arabinopsis. Entretanto, o 

ensaio de ELISA que é mais sensível e usa anticorpos específicos, mostrou a 

presença da proteína nos extratos transgênicos e a reatividade estava ausente 

nos extratos não transgênicos. Obtivemos resultados similares ao de Trujillo et al. 
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(2020) onde mostrou a presença da proteína LTBentero em plantas de tabaco, ao 

realizar a expressão mediada por Agrobacterium. Estes dados sugerem que o 

teste de ELISA (Chávez-Olórtegui et al., 1998), pode ser uma técnica sensível e 

rápida para a detenção de antígenos em extrato de plantas trangénicas . 

Finalmente para confirmar a presencia da da proteína rMEPLox e sugerir a 

massa molecular desta proteína nas plantas transgênicas foi realizado o teste de 

western blotting e anticorpos específicos anti-rMEPLox. O resultado obtido foi a 

verificação de uma banda proteica de aproximadamente 19 kDa, de massa 

molecular confirmando desta forma que as plantas transformadas com o gene 

rMEPLox estão expressando a proteína recombinante composta de epitopos. A 

massa molecular determinada estão de acordo com os dados obtidos com o 

trabalho feito por Lima et al. (2018)  

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a proteína recombinante 

rMEPLox foi expressada eficientemente em Arabidopsis thaliana.  Esta pode-se 

converter em uma boa candidata para ser usada como antígenos na produção de 

antivenenos terapêuticos.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 O gene rMEPLox foi amplificado tanto no vector de recombinação pCR8 

como no segundo vector o pMDC32 (especifico para transformar em 

plantas) aproximadamente nas 550 pb como era o esperado. 

 

 Na digestão do vector pMDC32 se confirmou que amplificou na posição 

esperada, perto das 550 pb. 

 

 Já na amplificação de Agobacterium + rMEPLox mostrou que o gene 

encontrasse aproximadamente nas 550 pb e Agrobacterium nas 1066 pb.   

 

 Se tem os primeiros indícios que as folhas das plantas transgênicas estão 

produzindo a proteína rMEPLox; 

 

 A proteína rMEPLox expressa nas folhas foi reconhecida pelos anticorpos 

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

 

 A proteína rMEPLox das plantas transgênicas tem aproximadamente 19 

kDa. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 Purificar a proteína obtida dos extratos das plantas; 

 

 Avaliar a capacidade imunogênica e antigênica da proteína extraída das 

plantas; 

 

 Expressar a proteína quimera multiepitopica loxoscelica (rMEPLox) em 

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

 

 

 Realizar ensaios de neutralização com o soro dos animais imunizados. 

 

 

 Imunizar camundongos para a produção de anticorpos; 
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9. ANEXOS  

 

9.1. Meios de cultura  

Tabela  1. Meio Luria Bertani (LB) líquido  

Reagente Quantidade 

NaCL 10 g 

Triptona  10 g 

Extrato de levedura  5g 

Água destilada q.s.p. 1000 mL 

*Para meio sólido acrescentar 15g de Agar. 

 

Tabela  2. Meio Caldo Super Optimal (SOC). 

Reagente Quantidade 

NaCl 0.5 g 

KCl 1.8g 

MgSO4 4.8g 

Triptona  20 g 

Extrato de levedura  5g 

Dextrose  3.63g 

Água destilada q.s.p. 1000 mL 

 

 

Tabela  3. Meio Extrato de fermento de carne (YEB)  

Reagente Quantidade 

Extrato de carne 5 g 

Sacarose 5 g 

MgSO4 240 g 

Extrato de levedura  1 g 

Dextrose  3.63g 

Água MiliQ q.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 sódio bibásico 

anhidro 

7.1 g EDTA dihidratado 4.35 g 

Cloreto de cálcio 58.8 g cloreto de 
manganésio 
tetrahidratado 

407.7 mg 

Sulfeto de magnésio 

heptahidratado 

74 g cloreto de zinco 27.53 mg 

EDTA sódio férrico  

trihidratado 

732.7 mg cloreto de cobre 
bihidtarado 

32.73 mg 

Cloreto de potasio 74.551 g ácido bórico 370,98 mg 

  cloreto de cobalto 
hexahidratado 

6.19 mg 

  molibdato de sódio 
dihidratado 

5 mg 

Água MiliQ q.s.p. 1000 mL 

Nitrato de amônio 1mM 

Ácido 2- (N-morfolino) etanossulfônico (MES) 1M 

*Atingir o pH 5.8 

 

9.2. Soluções para SDS-page e Western blotting 

 

Tabela  5. Solução A 

Reagente Quantidade 

Acrilamida  29.2 g 

Bis-acrilamida  0.8 g 

Agua destilada  q.s.p. 100 mL 

 

Tabela  6. Solução B – Tris HCl pH 8.8 

Reagente Quantidade 

Tris  18.15 g 

Agua destilada  q.s.p. 100 mL 
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Tabela  7. Solução C – Tris HCl pH 6.8 

Reagente Quantidade 

Tris  6 g 

Agua destilada  q.s.p. 100 mL 

 

 

Tabela  8. Solução SDS 10% 

Reagente Quantidade 

Dodecil sulfato de sódio  10.0 g 

Agua destilada  q.s.p. 100 mL 

 

 

Tabela  9. Tampão de Corrida 5x – pH 8.3 

Reagente Quantidade 

Tris  4.5 g 

Glicina   21.6 g 

Dodecil sulfato de sódio 1.5 g 

Agua destilada  q.s.p. 300 mL 

 

 

Tabela  10. Comassie Blue 

Reagente Quantidade 

Comassie Blue R 250 25% 

Metanol  50% 

Ácido acético   10% 

 

 

Tabela  11. Tampão de amostra com redução 2x  

Reagente Quantidade 

Solução C 1 mL 

Glicerol P.A   0.8 mL 

SDS 10% 1.4 mL 

Β-mercaptoetanol 0.4 mL 

Azul de bromofenol 0.2% 0.4 mL 
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Tabela  12. Solução descorante  

Reagente Quantidade 

Metanol  50% 

Ácido acético   10% 

 

 

Tabela  13. Tampão de transferência  

Reagente Quantidade 

Tris  3.03 g 

Glicina   14.42 g 

Metanol 200 mL 

Agua destilada  q.s.p. 1000 mL 

 

 

Tabela  14. Solução de revelação  

Reagente Quantidade 

Solução A 10 mg de diaminobenzidina (DAB) em 2 mL de PBS gelado (4 oC) 

e 8 mL de PBS uso  

Solução B  5 mg de cloronaftol em 1.66 mL de metanol e 8.32 mL de PBS 

uso 

Misturar à solução A na B e adicionar 8.32 µL de peróxido de hidrôgenio 30% 

 

 

 

9.3. Soluções para ELISA 

 

Tabela  15. PBS 10x 

Reagente Quantidade Quantidade de agua 

destilada 

Sol. A. Fosfato de Sódio monobásico   12 g 200 mL 

Sol. B. Fosfato de sódio dibásico   35.49 g 500 mL 

Adicionar a Solução A na B e ajustar o pH para 7.4. Medir o volumen final e adicionar 9 g de 

NaCl por cada 100 mL 
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Tabela  16. PBS 10x 

Reagente Quantidade Quantidade de agua 

destilada 

Sol. A. Carbonato de Sódio    2.65 g 500 mL 

Sol. B. Bicarbonato de sódio 4.2 g 1000 mL 

Adicionar a Solução A na B e ajustar o pH para 9.6.  

 

 

Tabela  17. Tampão de bloqueio 

Reagente Quantidade 

Leite em pó desnatado   1.5 g 

PBS uso   q.s.p. 50 mL 

 

 

Tabela  18. Tampão de incubação  

Reagente Quantidade 

Tampão de bloqueio    5 mL 

PBS-Tween 20   45 mL 

 


