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Regides ™,
vanaveis

conskantes

s plantas transgénicas

podem ser exploradas

como uma alternativa

atrativa e de custo redu-

zido em relacao aos sis-
temas microbianos e animais para a
producido de biomoléculas. Tal siste-
ma de produgdo possui varias vanta-
gens em potencial sobre aqueles ba-
seados em fermenta¢cao microbiol6gi-
ca, células animais e animais transgé-
nicos. Os sistemas microbianos tém
uma capacidade limitada para reali-
zar, de forma acurada, as modifica-
¢oes pos-traducionais de proteinas
eucarioticas. A fermentaciao bacteria-
na freqiientemente resulta na produ-
cao de agregados insoluveis, e custos
substanciais estao envolvidos em so-
lubilizar e remontar estes agregados
em proteinas nativas. As culturas de
células animais necessitam de meios
de cultura caros, e o uso de animais
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Figura 1. Modelo da estrutura de uma molécula de anticorpo tipico,
composta de duas cadeias polipeptidicas leves e duas cadeias pesadas.
Pontes dissulfeto inter-cadeias estao indicadas. Dois sitios ativos idénti-
cos de ligaciao ao antigeno estio localizados nos bracos da molécula,

formados pelas regides variaveis
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transgénicos levanta muitas preocu-
pacoes publicas e éticas. Por outro
lado, plantas transgénicas sio facil-
mente produzidas; linhagens homozi-
gotas podem ser rapidamente obtidas,
estocadas como sementes, e posteri-
ormente, propagadas. As plantas sdo
simples e baratas de cultivar, ndo
requerendo recurso especializado ou
meio de cultura elaborado.

A producao de anticorpos em plan-
tas transgénicas, publicada pela pri-
meira vez em 1989, demonstrou o
principio da coexpressio de dois pro-
dutos génicos recombinantes, que fo-
ram corretamente montados em uma
molécula que era funcionalmente idén-
tica aquela originada do mamifero
(Hiatt et al., 1989). Desde entdao, mui-
tos grupos tém procurado expressar
outras moléculas de anticorpos em
plantas, desde moléculas de cadeia
Unica até anticorpos secretérios multi-
méricos (Ma et al., 1995).

Anticorpos monoclonais
e suas aplicacoes

A resposta imune € um sistema de
defesa dos vertebrados, altamente so-
fisticado, capaz de reconhecer subs-
tancias estranhas ao organismo. Essas
substincias estranhas capazes de in-
duzir uma resposta imune sao chama-
das de antigenos. As proteinas circu-
lantes produzidas pelo sistema imune,
e capazes de reconhecer o antigeno
de forma especifica sao as imunoglo-
bulinas (Ig), também denominadas
anticorpos. Durante as ultimas duas
décadas, as pesquisas realizadas reve-
laram a estrutura das moléculas de
anticorpos, 0s mecanismos comple-
x0s pelos quais essas proteinas sio
sintetizadas e a maneira pela qual elas
se ligam aos materiais estranhos, rea-



lizando a defesa bioquimica do orga-
nismo.

Os anticorpos possuem um nicleo
estrutural comum, um tetraimero com-
posto de quatro cadeias polipeptidi-
cas, duas cadeias leves idénticas e
duas cadeias pesadas idénticas. Uma
cadeia leve é ligada a uma cadeia
pesada por uma ligacao covalente S-S
(dissulfeto). Pontes dissulfeto também
existem entre as duas cadeias pesa-
das, originando a estrutura esquema-
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Figura 2. (A) Esquema do vetor de expressao em plantas pGA748
contendo o cDNA de interesse (cadeia leve ou pesada). BD e BE -
bordas direita e esquerda do T-DNA de Agrobacterium tumefaciens,
P35S - promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor; seta preta
- terminador reconhecido em células vegetais; nptll - gene que
confere resisténcia a canamicina; Tc - gene que confere resisténcia
a tetraciclina.

(B) cDNAs para as cadeias pesada (A) e leve (B) do anticorpo anti-
dioxinas subclonados no sitio Eco RI do vetor de expressao pGA748,
evidenciando as enzimas envolvidas na determinacio da orientacao
de subclonagem. BD- Borda direita. BE- Borda esquerda da regiao
do T-DNA. R- Gene de resisténcia para a Canamicina. P- Promotor
35S do virus do mosaico da couve-flor. S- Sequéncia sinal de
camundongo. IG- Seqiiéncia da imunoglobulina. T- Terminador.
VH e VL- Dominio variavel das cadeias pesada e leve. CH e CL-
Dominio constante das cadeias pesada e leve

tizada na Figura 1.

Cada cadeia leve tem, aproxima-
damente, 220 aminoacidos, e cada
cadeia pesada possui, aproximada-
mente, 440 aminoacidos. Essas cadei-
as possuem, na sua extremidade ami-
no-terminal, uma regido variavel, com-
posta de aproximadamente 110 ami-
nodcidos, na qual a seqiéncia de
aminodcidos varia bastante entre anti-
corpos especificos para diferentes an-
tigenos. As regioes varidveis contém
regioes de variabilidade ainda maior -
as regides hipervariaveis - que corres-
pondem ao sitio de ligacao ao antige-
no. A extremidade carboxi-terminal
de cada cadeia é referida como regido
constante, visto que a seqiiéncia de
aminodcidos é bastante conservada
em todos os anticorpos de uma deter-
minada classe de imunoglobulinas.
Além disso, as cadeias pesadas das
imunoglobulinas contém adicoes de
carboidratos; portanto, os anticorpos
sao moléculas de glicoproteinas.

Baseado na seqtiéncia de aminoa-
cidos da regiao constante, as cadeias
leves podem ser classificadas em dois
tipos distintos: kappa (K) ou lambda
(M).As regides constantes kappa e lam-
bda possuem ao redor de 30 a 40 por
cento de homologia. Existem cinco
tipos principais de cadeias pesadas (a,
9, &, Y, W, que correspondem as cinco
classes de anticorpos (IgA, IgD, IgE,
IgG, e IgM). Essa classificacdo € base-
ada na sequiéncia de aminodcidos da
regiao constante das cadeias pesadas.
As seqiiéncias de aminoacidos das
diferentes classes possuem aproxima-
damente 40 por cento de homologia.
Os anticorpos de diferentes classes
diferem em tamanho, carga e conteu-
do de carboidratos, sendo que anti-
corpos de algumas classes sao com-
postos de mais de um tetrimero (Ab-
bas et al., 1994).

O uso de anticorpos como reagen-
tes especificos na identificacao de
antigenos de interesse biolégico e/ou
médico, é uma pratica indiscutivel-
mente essencial nos laboratérios mo-
dernos. Atualmente, talvez seja dificil
apontarmos alguma linha de estudos
biolégicos voltada para diagnosticos
que nio tenha necessitado ou que
necessitard do uso de anticorpos em
alguma de suas fases. A propria clinica
médica moderna tem planejado es-
quemas de tratamento oncologico en-
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volvendo anticorpos, como é o caso
das imunotoxinas, ou seja, moléculas
hibridas anticorpo-toxinas voltadas
para reconhecerem células tumorais e
exercerem um efeito letal especifico
sobre essas células (Olnes et al., 1989).
Poderiamos comentar também sobre
o uso de anticorpos ligados a is6topos
radioativos que permitiriam, apds a
associacdo com o tumor, sua localiza-
¢ao por meio de imagens radiografi-
cas. Além disso, anticorpos monoclo-
nais sao usados como vacinas para
imunizacdo passiva e sio também
empregados fora da clinica médica
em uma ampla drea de separacoes por
afinidade e em numerosos kits de
diagnostico.

Portanto, devido ao alto grau de
especificidade dessas moléculas, elas
podem ser utilizadas como “detecto-
ras”, tanto para ensaios qualitativos
quanto quantitativos, e o campo de
aplicacio para tais ensaios € quase
que irrestrito, dada a grande quantida-
de de compostos sintéticos que po-
dem ser usados para imunizar os ani-
mais, resultando na produgao de anti-
corpos contra muitos compostos de
interesse para a medicina e outras
areas da ciéncia.

A maioria dos anticorpos, tais como
aqueles usados em imunoensaios, sao
produzidos em animais e isolados a
partir do soro ou fluido ascitico, ou
sao produzidos em cultura por células
especializadas, denominadas células
do hibridoma. Para isso, faz-se neces-
saria a fusio de uma célula de mielo-
ma de camundongo (célula tumoral
de plasmocitos B) com um linfécito B
normal, oriundo de um camundongo
imunizado com o antigeno de interes-
se. A célula hibrida formada é um
hibridoma, que conserva a capacida-
de de divisao exacerbada do mieloma
juntamente com a informacdo para a
sintese do anticorpo especifico dese-
jado. Como esse anticorpo € origina-
rio de um unico clone de linfécito B,
ficou sendo chamado de anticorpo
monoclonal (Milstein, 1986). Virios
problemas existem nessa tecnologia.
Os hibridomas ndo sao facilmente
cultivaveis. E preciso manter toda a
tecnologia de cultura de células de
mamifero, onde os meios de cultura
sd0 caros, o pessoal técnico e o labo-
ratério tém que ser altamente especi-
alizados. Mesmo assim, os hibridomas
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Figura 3. Processo de cotransformacao evidenciando o co-cultivo
dos discos foliares de N. tabacum com ambas as linhagens de A.
tumefaciens, contendo os cDNAS para as cadeias leve e pesada do

anticorpo

por vezes cessam de crescer em cultu-
ras, ou as mesmas sio contaminadas
por micoplasma, comprometendo toda
uma linha de producao.

O desenvolvimento de técnicas
recombinantes para a riapida clona-
gem de cDNAs, codificando as prote-
inas dos anticorpos tornou possivel a
expressdo e a caracterizacao destas
moléculas em sistemas heterdlogos:
bactérias, fungos filamentosos, leve-
duras, células de insetos, células de

mamiferos e de plantas, com vistas a
sua producido em larga escala. Esses
sistemas heterélogos representam or-
ganismos muito mais ficeis de ser
manipulados, e com um rendimento
em termos de anticorpos funcionais,
igual ou muito maior do que o dos
classicos hibridomas.

Ao expandir a escolha dos siste-
mas de producio, as plantas oferecem
alternativas Gnicas para os usudrios de
anticorpos, nao s6 pela producio em

Figura 4. (A) Calos somdticos de N. tabacum obtidos nos experimentos
de transformacio mediada por A. tumefaciens

(B) Calos em meio de cultura para inducao de parte aérea, obtidos nos
trés experimentos de transformacdo: cadeia leve, cadeia pesada e
cotransformacio (cadeia leve + cadeia pesada), mantidos em meio

seletivo com canamicina

22 Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n® 23 - novembro/dezembro 2001



larga escala, mas também pela capaci-
dade de montar anticorpos multiméri-
cos complexos completos. Apesar de
o investimento inicial de tempo e
esforc¢o ser grande se comparado com
outros sistemas de expressio, a pro-
ducio de anticorpos em escala agrico-
la ou de fermentadores pode ser visu-
alizada, e a economia dessas aborda-
gens abre muitas novas dreas para a
aplicacdo potencial de anticorpos.

Aplicacoes dos anticorpos
produzidos em plantas

Dos compostos bioativos expres-
sos em plantas transgénicas, os anti-
corpos muito provavelmente sao os
que apresentam a maior variedade de
aplicacoes. Plantas transgénicas tém
sido geradas para produzir anticorpos
monoclonais de uso terapéutico, como
reagentes farmacéuticos ou para diag-
nosticos, ou ainda, visando a modifi-
cacao de caracteristicas das proprias
plantas.

Quanto ao uso terapéutico dos
anticorpos, a similaridade entre a ma-
quinaria da célula animal e vegetal
permite que as plantas apresentem
habilidade em montar cadeias leves e
pesadas, formando um anticorpo com-
pleto e funcional (Ma & Hein, 1995),
que as torna excelente escolha como
biorreatores para a producio desses
anticorpos. Esses apresentam um par-
ticular beneficio na drea de imunote-
rapia topica. A maioria das infeccoes
entram pelo corpo através das muco-
sas: gastrointestinal, respiratéria ou
urogenital. Portanto, a imunizac¢ao pas-
siva dessas mucosas seria uma medida
profilatica efetiva para um nimero de
doencas virais, bacterianas e fingicas.

Um exemplo bastante interessante
de anticorpo produzido em plantas e
que apresenta aplicabilidade na imu-
niza¢do passiva € a imunoglobulina
multimérica complexa SIgA, que ¢é
secretada nas superficies das mucosas
para fornecer protecio local contra
toxinas e patogenos. Esse anticorpo €
mais efetivo que a classe de anticor-
pos monoclonais IgG na defesa contra
infeccoes bacterianas, em virtude de
ligar-se polivalentemente ao antigeno
e, portanto, ser mais eficiente na agre-
gacdo, na avidez de ligacio, e na
resisténcia a protedlise (Ma & Hein,
1996). A SIgA consiste de duas molé-

Figura 5. Plantas transformadas de N. tabacum com desenvolvimento de
parte aérea € raizes

culas monoméricas de IgA unidas por
um pequeno polipeptideo J e comple-
xada com um polipeptideo maior, o
componente secretorio. Todos esses
componentes foram expressados in-
dividualmente em plantas de fumo e,
por sucessivos cruzamentos das plan-
tas transgénicas e seus recombinantes
filiais, houve producio de plantas nas
quais todas as quatro cadeias de pro-
teinas foram expressadas simultanea-
mente, resultando em uma molécula
de SIgA corretamente montada e ex-
tremamente funcional (Ma etal., 1995),
mostrando a flexibilidade das células
vegetais na montagem de moléculas
complexas.

A disponibilidade de grandes quan-
tidades de IgA secretéria abre um
numero de novas oportunidades tera-
péuticas para desordens do sistema
imune das mucosas, tais como terapi-
as para patdgenos intestinais (E. coli
enterotoxigénica, cdlera, etc.), pato-
genos respiratorios (rinovirus e influ-
enza) e doencas sexualmente trans-
missiveis (Larrick et al., 1998).

No caso de modificacoes causadas
na propria planta, as aplicacoes inclu-
em a resisténcia de plantas a doengas
(Tavladoraki et al., 1993; van Engelen
et al., 1994; Fecker et al., 1996; Voss et
al., 1994; Yuan et al., 2000) e a modu-
lacio das vias metabdlicas da planta
para produzir novas caracteristicas nu-
tricionais e de desenvolvimento (Firek
et al., 1993; Artsaenko et al., 1995).
Segundo De Jaeger et al. (2000) e
Conrad & Manteuffel (2001), a imuno-
modulacao pode ser definida como
uma técnica molecular que permite
interferir no metabolismo celular da
planta, ou na infectividade do patége-
no, por meio da expressao ectopica de

genes codificando anticorpos recom-
binantes.

Além dessas aplicacoes, as plantas
produtoras de anticorpos poderao ser
empregadas em uma potencial estra-
tégia que apresenta um significante
impacto: a biorremediacao. O seqiies-
tro de poluentes ambientais por plan-
tas expressando anticorpos recombi-
nantes poderia formar a base de um
sistema de biorremediacao natural.
Tal estratégia envolve a expressio de
anticorpos recombinantes nas células
vegetais e 0 uso dessas plantas para
sequiestrar poluentes presentes no am-
biente. Esse sequiestro seria especifico
para um poluente em particular, e
poderia envolver interacdes de alta
afinidade, de maneira que niveis mui-
to baixos do poluente poderiam ser
detectados (Hiatt & Mostov, 1993,
Owen et al., 1996). A praticabilidade
de tal estratégia € apoiada pela de-
monstracao de que anticorpos recom-
binantes podem ser dirigidos para o
apoplasto da planta, e que eles sao
estaveis e funcionais nesse local (Firek
etal., 1993). O didmetro dos poros na
parede celular impoe uma restricio
sobre o tamanho das moléculas que
podem permei-la liviemente. Esse li-
mite de exclusao corresponde a um
peso molecular de 20 kDa para uma
proteina globular. Anticorpos sio mo-
léculas muito grandes para permea-
rem livremente a parede celular vege-
tal (Carpita etal., 1979). Consequente-
mente, a expressio de um anticorpo
em uma célula vegetal equivale a
produzir uma capacidade de retencio
e de ligacio dentro de uma membrana
semi-permedvel. Qualquer antigeno
com um peso molecular menor que 20
kDa (como alguns poluentes ambien-
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tais, bioprodutos industriais, pestici-
das, herbicidas) poderia ser coletado e
retido por uma planta expressando
um anticorpo que € funcional “in situ”
e localizado no apoplasto (Firek et al.,
1993).

Os anticorpos produzidos pelas
plantas, ap6s purificacio, poderdo ain-
da ser utilizados na preparacio de
colunas de afinidade, bem como na
confeccao de kits de diagnosticos,
tanto para uso clinico, quanto para a
deteccio de diversos poluentes ambi-
entais, de forma ripida e menos one-
rosa.

Dioxinas: Perigosos
Poluentes Ambientais

Hauma extensiva poluicio de nos-
sos ambientes por pesticidas organi-
cos e outros quimicos industriais. Are-
as afetadas incluem lagos, rios, 4gua
potavel, solo, etc. A fabricacio de
pesticidas, a incineracao de quimicos
contendo hal6genos, a fabricacio de
papel e plasticos, entre outros proces-
sos de producio de clorinas, podem
resultar na producdo nio intencional
de compostos quimicos que sio po-
tenciais poluentes ambientais Dentre
estes poluentes ambientais destacam-
se as dioxinas. As dioxinas sao hidro-
carbonetos aromaticos clorados, que
incluem o 2,3,7,8 tetraclorodibenzo-
p-dioxina (TCDD), um dos mais po-
tentes agentes toxicos. Sao contami-
nantes do ecossistema, que, mesmo
em baixas doses, sao altamente terato-
génicos e carcinogénicos (Poland &
Knutson, 1982; Stanker et al., 1987,
Zober etal., 1990). O fato mais impres-
sionante sobre a TCDD, além da sua
teratogenicidade, ¢ a sua poténcia
letal. Em cobaia, a sua LD, por via
oral, é de, aproximadamente, 1x10°
mol/Kg (Poland & Kende, 19706).

A dioxina existia como contami-
nante no Agente Laranja, um desfoli-
ante amplamente usado na guerra do
Vietna, nos anos 60, constituido da
mistura de dois quimicos conhecidos
convencionalmente como 2,4,D e
2,4,5,T. Ela é que foi apontada como
o agente causal dos virios sintomas
descritos pelos veteranos expostos ao
desfoliante. A dioxina nao é soluvel
no ar ou na agua, mas € atraida por
oleos e gorduras, acumulando-se em
niveis altissimos nos corpos das espé-

tos independentes de transformacdo, com os cDNAs para o anticorpo anti-
dioxina, mantidas em casa de vegetaciao

cies que estdo no topo da cadeia
alimentar, causando efeitos toxicos
que incluem anorexia, severa perda
de peso, hepatotoxicidade, hepato-
porfiria, lesdes vasculares, atrofia do
timo e supressao imune, toxicidade
reprodutiva e do desenvolvimento,
ulceras gastricas, teratogenicidade e
morte (Langer et al., 1973).

A contaminacdo pela dioxina tem
sido um fato que ultimamente tem
alarmado o mundo todo. No Brasil,
por exemplo, houve o relato de que a
Alemanha, Holanda e Bélgica proibi-
ram a entrada naqueles paises de
farelo de casca de laranja, usado como
matéria-prima na producao de ali-
mentagdo animal, devido a2 contami-
nac¢iao por dioxina em dois carrega-
mentos brasileiros destinados a Euro-
pa (Folha de Sao Paulo de 21/4/98).
No Japao, um nivel recorde de dioxi-
nas foi detectado nas cinzas elimina-
das pelo incinerador de lixos do Hos-
pital Kasori, na cidade de Chiba. A
quantidade de agentes quimicos can-
cerigenos encontrados totalizaram 19
mil picogramas/grama, o maior nivel
ja encontrado em cinzas liberadas por
incineradores (Jornal do Nikkey de
15/5/98). Na Bélgica, mais de 1.100
produtos alimenticios foram retirados
das prateleiras por suspeita de conta-
minacdo por dioxina (Folha de Sao
Paulo de 9/6/99). Portanto, ha neces-
sidade de se adotar um procedimento
que seja especifico para os congéne-
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res mais toxicos da dioxina e que seja
relativamente simples e ridpido na
deteccao do sitio de contaminacao,
dados os prejuizos que esses compos-
tos causam ao ecossistema e a satde
humana e animal (Stanker et al., 1987).

As técnicas analiticas sofisticadas
usadas atualmente, tais como a cro-
matografia gasosa e a espectroscopia
de massa (Crummett, 1983), sao de
alto custo, e requerem laboratérios
dedicados, equipamentos especiali-
zados, pessoal altamente treinado e
nao sao disponiveis para a aplicacio
“in situ”. O que se faz necessario,
portanto, € o desenvolvimento de pro-
cedimentos alternativos que possam
ser especificos, bastante sensiveis,
adaptaveis para a analise de multiplas
amostras e simples de serem manipu-
lados, para a rdpida aplicacdo no sitio
de contaminacio, quantificacio e re-
tirada desses poluentes do ambiente.

Os imunoensaios preenchem es-
ses critérios e fornecem provas efeti-
vas na detec¢ido de compostos impor-
tantes. Stanker et al. (1987) seleciona-
ram 29 hibridomas originados de ca-
mundongos imunizados com 1-N-(adi-
pamino)-2, 3, 7-triCDD- ligado a pro-
teina carreadora BSA. Desses anticor-
pos monoclonais, cinco clones (DD-1,
-3,-4,-5 e -6) reconheceram o 2,3,7,8-
TCDD e apresentaram-se como rea-
gentes comprovados na deteccio de
cerca de até 0,5 ng de 2,3,7,8-TCDD e
outros congéneres, utilizando-se o teste



de competicio por ELISA. Portanto,
podem ser tteis para estudos de con-
taminacao ambiental. Os genes para
osanticorpos DD1 e DD3 tiveram suas
regides varidveis seqlenciadas por
Recinos et al. (1994) e foram licencia-
dos com o objetivo de detectar e
quantificar a exposicio a dioxina em
populacdes humanas.

Pelos motivos expostos acima,
pode-se constatar que a producio em
larga escala de anticorpos contra dio-
xina é altamente desejavel, visto que o
uso de kits de deteccio produzidos
com esses anticorpos purificados, a
partir das plantas transgénicas, bem
como o potencial uso dessas proprias
plantas em um sistema de biorremedi-
aco, parecem ser estratégias bastante
promissoras na tentativa de eliminar
do ambiente esse perigoso poluente.

Expressio de anticorpos anti-
dioxinas em plantas de fumo

Com o objetivo de expressar o
anticorpo anti-dioxina completo, em
plantas de fumo, desenvolveu-se, em
nosso laboratério, uma estratégia de
clonagem envolvendo os cDNAs para
as cadeias leve e pesada do anticorpo
IgGla que reconhece o TCDD. O
clone pHC2 (Hibridoma DD-3) con-
tém um cDNA de 1600 pb, apresenta
a sequiéncia lider completa e as regi-
Oes variavel e constante da cadeia

pesada y (gamma) de camundongo,
clonado como um fragmento EcoRI
em pUCI8 (Recinos et al., 1994). O
clone pLCE (Hibridoma DD-1) con-

tém um cDNA de 920 pb, contendo a
sequiéncia lider completa e as regioes
variavel e constante da cadeia leve K
(kappa) de camundongo, clonado
como um fragmento EcoRI em pUC18
(Recinos et al., 1994). Ambos os clo-
nes foram gentilmente cedidos pelo
Dr. Adrian Recinos III (Dept. of Inter-
nal Medicine, Univ. of TX Medical
Branch, Galveston, TX.).

Os cDNAs denominados DDI1 e
DD3, com suas seqiiéncias sinal nati-
vas, (Figura 2A) foram subclonados,
separadamente, sob o controle do
promotor constitutivo 35S do virus do
mosaico da couve-flor (P355CaMV)
no vetor de expressio em planta
pGA748, cedido gentilmente pelo Dr.
Alexandre S. Conceicdo (Figura 2B).

O conhecimento das sequiéncias
das regides varidveis de ambos os
cDNAs (Recinos et al., 1994) e a ana-
lise dos tamanhos dos fragmentos nos
ensaios de restricao permitiram a sele-
¢ao de clones com a orientacao corre-
ta de subclonagem para ambas as
cadeias. As construcoes resultantes
foram introduzidas em plantas de fumo
(Nicotiana tabacum Petit Havana SR-
1), cultivadas “in vitro”, via transfor-
macao mediada por Agrobacterium
tumefaciens.

Primeiramente, o gene de interes-
se € clonado em um cassete de expres-
sdo flanqueado pelas bordas do T-
DNA. Em seguida, essa montagem ¢é
introduzida em células de Agrobacte-
rium tumefaciens, por eletroporacio.
As células de Agrobacterium conten-
do esse vetor de expressao transferem

Figura 7. Vista geral das plantas transgénicas de N. tabacum mantidas

em casa de vegetaciao

o T-DNA para as células vegetais du-
rante a co-cultivacao. Trés experimen-
tos independentes de transformacio
foram realizados em nosso laborat6-
rio: discos foliares transformados com
o vetor contendo somente o gene
hibrido para a cadeia leve; discos
foliares transformados com o vetor
contendo o gene hibrido para a cadeia
pesada; e discos foliares transforma-
dos com ambas as construcdes, ou
seja, dupla transformacgiao simultinea
ou cotransformacio, conforme esque-
matizada na Figura 3.

Os discos foliares de todos os trés
experimentos foram colocados em
meio de cultura contendo canamicina
até o surgimento dos calos somaticos
(Figura 4A), os quais foram, posterior-
mente, individualizados e colocados
em meio de cultura contendo hormo-
nios para inducao de parte aérea (Fi-
gura4B). As plantas resistentes a cana-
micina foram individualizdas e trans-
feridas para caixas Magenta, em meio
apropriado para a indug¢io de raizes
(Figura 5). Finalmente, as plantas fo-
ram levadas para vasos com terra,
mantidos em casa de vegetacio (Figu-
ra 6 e 7), em condi¢cdes adequadas de
luz, temperatura e umidade, até o
momento da colheita das folhas para
as analises moleculares e a extracao
de proteinas.

A anilise do DNA gendmico por
Southern blot confirmou a presenca
dos genes esperados, e a deteccio do
anticorpo nas plantas transgénicas co-
transformadas, através da analise imu-
noloégica por “slot blot”, revelou clara-
mente a presenca da IgG anti-dioxina
em quatro plantas testadas. A revela-
¢ao foi feita por quimioluminescéncia,
usando-se um anticorpo biotinilado
especifico para IgG completa de ca-
mundongo. Nos extratos da planta
controle nio houve reac¢io, mostran-
do a auséncia do anticorpo. Esse imu-
noensaio mostrou que as plantas trans-
génicas de fumo foram capazes de
produzir o anticorpo anti-dioxina. Em
nosso laboratério, no momento, estao
sendo realizadas pesquisas para veri-
ficar os niveis de expressao do anti-
corpo nas diferentes plantas cotrans-
formadas obtidas, bem como a segre-
gacao dos genes na geragao T, das
mesmas.

O anticorpo anti-dioxina produzi-
do pelas plantas de fumo poderia,
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entio, ser utilizado na fabricacao de
um imunoensaio para a deteccio da
contaminacio por dioxina, apos sua
purificaco. Uma outra intrigante possi-
bilidade para o uso dessas plantas
transgénicas, seria a biorremediacio
das areas poluidas pela dioxina.
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