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“You are playing.

And you think everything is going fine.
And then one thing goes wrong...

and then another.

And you try to fight back...

but the harder you fight,

the deeper you sink.

Until you can’t move...

you can’t breathe...

because you are in over your head...

like quicksand.”

Shane Falco

(The Replacements)
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RESUMO

Este trabalho objetivou construir um vetor baculoviral modificado capaz de
expressar proteinas heter6logas fusionadas a poliedrina e a cauda de hexa-
histidina e utilizar esse vetor para expressao e purificagdo da proteina capsidial de
virus do complexo viral do alho. Via PCR, foi sintetizado o fragmento PH (gene da
poliedrina fusionado a uma cauda de hexa-histidina). Entre a poliedrina e a cauda
de histidina foi inserido um sitio de Ncol. Na primeira tentativa de obtencao do
fragmento PH, em vez do gene da poliedrina, a reacdo de PCR amplificou uma
parte do genoma de Escherichia coli. Na segunda tentativa de obtencdo do
fragmento PH, o gene da poliedrina foi amplificado, contudo foi verificado que
havia um erro no “primer” 5’ utilizado, que gerou alteragdo da fase do fragmento
PH. Somente na terceira tentativa (reagdo de PCR) o fragmento PH correto foi
obtido. O fragmento PH foi clonado no vetor pFastBac1 (Invitrogen), gerando o
vetor pFastPH. Um baculovirus recombinante vAcPH expressando a proteina PH
foi construido via transposicao sitio-especifica utilizando o kit “Bac-to-Bac”
(Invitrogen). Foi realizada andlise da expressdo de proteinas de células Tn5B
infectadas com vAcPH (72 hpi). SDS-PAGE mostrou presenga de uma proteina de
peso molecular superior ao da poliedrina nativa e compativel com o esperado para
a proteina PH. Western Blot mostrou que essa proteina € reconhecida tanto por
anticorpo contra a poliedrina quanto por anticorpo contra a cauda de hexa-
histidina. Além da obtengéo do fragmento PH correto, também foram sintetizados,
via PCR, genes da capa protéica (de virus presentes no complexo viral do alho:
GarMbFV, GarV-C, GarV-D, LYSV, OYDV, GarCLV) flanqueados por sitios de
Ncol. Esses genes foram comprovados por andlise do padrao de restricéo.
Futuramente, tais genes poderao ser clonados no pFastPH para gerar baculovirus
recombinantes expressando uma proteina de fusédo “poliedrina + proteina capsidial
+ cauda de hexa-histidina” que podera ser utilizada para produgao de anticorpos.

Palavras-chave: Allium sativum, baculovirus, anticorpo, poliedrina, complexo viral

do alho.
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ABSTRACT

The present work goal was the production of a modified baculovirus vector capable
of expressing an heterologous protein fused to the polyhedrin and to an
hexahistidin tag. The PH fragment (polyhedrin gene with an Ncol site and a histidin
tag at its 3’ end) was synthesized through PCR reaction. In the first attempt to
obtain the PH fragment, instead of the polyhedrin gene, PCR reaction amplified a
fragment of Escherichia coli genome. In the second attempt, the problem was the
5 “primer”, which had an extra nucleotide and disrupted the PH fragment reading
frame. In the third attempt, the correct PH fragment was obtained and cloned into
pFastBac1 vector (Invitrogen), generating pFastPH. A recombinant baculovirus
(vAcPH) expressing the PH protein was obtained through site-specific transposition
(“Bac-to-Bac” kit, Invitrogen). SDS-PAGE showed the presence of a protein with
molecular weight (MW) superior to the native polyhedrin MW (28,6 KDa). In
Western Blot experiment, PH protein was recognized by antibody against
polyhedrin and by antibody against hexahistidin tag, proving that the PH protein
was being expressed. Also, this work attempted to use the modified baculovirus
vector to express and purify the capsid protein of viruses present in the garlic virus
complex (GarMbFV, GarV-C, GarV-D, LYSV, OYDV, GarCLV). Ncol sites were
added, through PCR, to both ends of these genes. In the future, these genes these
genes may be cloned in pFastPH vector to generate baculovirus expressing these
virus coat proteins fused to the PH gene. The purified fusion proteins may then be
used in experiments to obtain antibodies against them.

Keywords: Allium sativum, baculovirus, antibody, polyhedrin, garlic viral complex.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

BACULOVIRUS

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae. Eles pertencem a um
grupo diverso de virus de insetos que infectam organismos das ordens
Lepidoptera, Diptera, Himenoptera e Crustacea (Volkman et al., 1995). O capsideo
dos baculovirus varia entre 30 — 60 mm de diametro e 250 — 300 mm em
comprimento (Harrap, 1972; Jehle et al., 2006).

Os baculovirus séao virus de DNA dupla-fita, circular, covalentemente fechado
(Summers and Anderson, 1972). O tamanho do genoma dos virus dessa familia
pode variar entre 80 — 200 pares de quilobases (Kb) (Burgess, 1977).

A familia Baculoviridae esta dividida em dois géneros: Nucleopolyhedrovirus
(NPV) e Granulovirus (GV). O género NPV esta subdividido em SNPV (Single
Nucleopolyhedrovirus) € MNPV (Multiple Nucleopolyhedrovirus). A principal
diferenca entre os SNPVs e os MNPVs diz respeito ao modo como os
nucleocapsideos estdo envelopados nos corpos de oclusdo (aqui chamados de
poliedros). Nos SNPVs, cada nucleocapsideo esta envelopado individualmente,
enquanto que nos MNPVs, nucleocapsideos estdo envelopados em grupos. Mas
seja qual for o caso, cada corpo de oclusao dos NPVs possui varios

nucleocapsideos.
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O outro género da familia Baculoviridae é o género Granulovirus.
Diferentemente dos NPVs, que formam grandes corpos de oclusdo onde muitos
virions estdo ocluidos, os GVs possuem corpos de oclusdo menores, chamados
de granulos, onde normalmente apenas um unico virion se encontra ocluido (Funk

et al.,, 1997; Jehle et al., 2006).

Ciclo de Infeccao de um NPV

Os baculovirus possuem um ciclo de replicagcdo bifasico (Figura 1.1),
resultando na producao de dois fenétipos virais (Haines et al., 2006):

= BV (do inglés “budded virus” ou virus extracelulares ou virus nao-
ocluidos): sao responsaveis pela transmissdo célula-a-célula do virus,
tanto in vivo quanto in vitro;

= ODV (do inglés *“occluded-derived virus” ou virus ocluidos): séo
responsaveis pela transmissao do virus de um hospedeiro para outro.
Os OVs sao assim chamados por estarem ocluidos em uma matriz
protéica cristalina, formando corpos de oclusédo (OB, do inglés
“occlusion bodies”) cuja principal proteina constituinte é a poliedrina (no
género Nucleopolyhedrovirus) ou a granulina (no género Granulovirus)
(Federici, 1997; Jehle et al., 2006 ).

A seguir, serd descrito o ciclo de um NPV, por esse género ser o mais
estudado. Contudo, a maior parte do que aqui for dito também ocorre no ciclo de
infeccao dos GVs.

No processo natural de infeccdo, corpos de oclusdo sao ingeridos, como

contaminantes da comida, por larvas permissivas. No intestino médio dessas
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larvas, devido ao pH alcalino e a proteinases presentes, a matriz de poliedrina &
solubilizada, liberando os ODVs (Harrap & Longworth, 1974), responsaveis pela
infeccao primaria. Esses ODVs entram nas células do intestino médio via fuséo do
envelope viral com a membrana de células das microvilosidades (Granados &
Williams,1986; Horton & Burand, 1993). Essa etapa € chamada de infecgcéao
primaria. A infeccao dessas células pelos ODVs resulta na producao de BVs e sua
liberagdo pelo lado da membrana basal, dando inicio a infecgdo secundaria. Esses
BVs séo transportados a outros tecidos do inseto via hemolinfa e sistema traqueal
(Keddie et al.,, 1989). Alternativamente, os ODVs podem atravessar as células
colunares e infectar diretamente as células da hemolinfa ou sistema traqueal
(Engelhard et al., 1994).

A larva continua se alimentando durante a maior parte do processo de
infecgdo, que leva aproximadamente 5 a 7 dias. No final, o inseto torna-se
letérgico e para de se alimentar. Ocorre melanizagéo da cuticula. A musculatura é
desintegrada e a larva torna-se um saco cuticular de PIBs (do inglés “polyhedral
inclusion bodies”). Cerca de 25% do peso seco sao poliedros. A cuticula
eventualmente rompe, liberando os PIBs no meio ambiente, que entdo podem ser

consumidos por outra larva permissiva, reiniciando o ciclo (O’Reilly et al., 1994).
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Figura 1.1. Esquema do ciclo de infeccao de Nucleopolyhedrovirus. Foto

adaptada a partir do site http:/www.cheque.uqg.edu.au/research/bioengineering/

research/Baculovirus/Baculo picturebook.html.
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Baculovirus como vetor de expressao

Sistemas de expressao de proteinas heterdlogas baseados em baculovirus
sao bastante eficazes. Os primeiros vetores envolviam a substituicdo do gene da
poliedrina pelo gene de interesse (Smith et al., 1983; citado por Miller, 1997). Isso
€ possivel devido ao fato de o gene da poliedrina ndo ser essencial para a
replicagdo do baculovirus em cultura de células e é desejavel por o gene da
poliedrina estar sob comando de um promotor forte e poder ser deletado do
genoma viral sem afetar a producdo de BVs (Possee, 1997). Algumas das
caracteristicas que fazem dos baculovirus um sistema de expressdo tao
interessante s&o:

a. Produgéao da proteina heter6loga em ambiente eucarioto (células de inseto).
Isso € importante principalmente quando se esta buscando expressar
proteinas de eucariotos que, para se tornarem biologicamente ativas,
necessitem de modificagdes poés-traducionais exclusivas de sistemas
eucariotos - por exemplo, N-glicosilagdo, O-glicosilacdo, clivagens
proteoliticas, entre outras (O'Reilly et al., 1994; Luckow, 1991);

b. Capacidade de producéo de elevadas quantidades da proteina heterdloga.
Isso tem sido alcangado expressando o gene de interesse sob comando do
promotor do gene da poliedrina ou do promotor do gene da p10, ambos
promotores muito fortes de genes ndo essenciais para replicagao
baculoviral em cultura de células (O'Reilly et al, 1994). Mas outros
promotores também ja foram usados com sucesso, inclusive para obter
expressao constitutiva em células estavelmente transformadas (Jarvis et al.,

1990);
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c. Capacidade para acomodar grandes inser¢coes de DNA. Isso é possivel
porque 0 nucleocapsideo do baculovirus é capaz de acomodar genomas
virais maiores que o genoma selvagem. Acredita-se que um vetor
baculoviral consiga acomodar até 100 Kb adicionais (O'Reilly et al., 1994).
Isso torna possivel criar vetores baculovirais para transferéncia de multiplos

genes de uma s6 vez (Belyaev & Roy, 1993).

Incorporando a proteina heterdloga ao corpo de oclusao

Mais recentemente, foram construidos vetores baculovirais capazes de
incorporar uma proteina heteréloga ao corpo de ocluséao (Je et al., 2003). Esses
vetores possuem o gene heterdlogo fusionado ao gene da poliedrina, além de
possuirem o gene selvagem da poliedrina. A utilidade de tais vetores diz respeito a
producdo de bioinseticidas (a construcdo de baculovirus com corpos de oclusao
possuindo uma toxina contra o inseto-praga aumenta a letalidade do virus) (Chang
et al., 2003) e também para apresentacdo de antigenos, visando a producédo de

anticorpos.

Allium sativum e complexo viral

Allium sativum é uma monocotiledénea da familia Alliaceae originaria da Asia
Central (Filgueira, 2000). E uma planta perene cujo bulbo é comestivel e usado

tanto como tempero quanto para fins medicinais (Balbach & Boarim, 1992). Possui
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propriedades estimulante, diurética, expectorante, antisséptica, anti-microbiana,

hipotensiva (http:/www.herbnet.com/garlic2003.pdf).

Sua composicao quimica inclui alicinas, sulforetos, riboflavina, vitaminas (A,
B1, B2, C), minerais (magnésio, fésforo, potassio, manganés, enxofre) (Barrera &

Camargo, 1985; htip:/www.plantamed.com.br/plantaservas/especies/Allium sativum.htm;

http://www.herbnet.com/garlic2003.pdf). Seu aroma desagradavel é conferido por

derivados do tiofeno e diversos derivados sulfurados volateis (Barbosa et al.,
2007).

O alho é cultivado em varios paises. A principal regido mundial produtora de
alho é a regido asiatica (CEPA/SC, 1996). Merece destaque a producdo da
Republica Popular da China, cuja participacdo na oferta mundial é superior a 70%
(FAO, 2006).

No que diz respeito ao Mercosul, Brasil e Argentina contribuem com mais de
70% da area cultivada (Tanabe, 1999). No Brasil, a cultura destaca-se como uma
das cinco hortalicas de maior relevancia (Resende, 1997), sendo que as maiores
safras estdo concentradas nos Estados da regidao Sul, Minas Gerais e Bahia.
(Souza, 2004). Segundo o IBGE, em 2004 o Brasil produziu 85.987 toneladas de
alho, numa area de 10.517 hectares. Essa producdo rendeu ao pais R$

265.752.000 (http://www.agricultura.mg.gov.br/dados/alho.pdf).

Viroses do alho
A propagacdo do alho ocorre exclusivamente por estruturas vegetativas
denominadas bulbilhos (dentes). Essa multiplicacdo assexuada € um dos grandes

entraves da cultura do alho, pois permite que patégenos e pragas se disseminem
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com facilidade de uma geracdo para a seguinte, causando degenerescéncia dos
clones comerciais. Dentre as principais doencgas do alho, destacam-se as viroses,
em funcdo de os virus terem grande potencial de reproducdo, facilidade de
transmissao e perpetuacao na cultura (Resende et al., 2000).

A acumulagao de virus no alho comercial causa perdas em produtividade e
em qualidade (Davis, 1995). As infec¢des virais em alho geralmente sdo causadas
por um complexo viral com varios virus pertencendo a grupos taxondmicos
diferentes (Van Dijik,1993a; Van Dijik,1993b). Na espécie Allium sativum sao
detectados mais de 8 virus pertencentes aos géneros Potyvirus (transmitido por
afideos), Carlavirus (transmitido por afideos) e Allexivirus (transmitido por acaros)
(Conci et al.,1999; Torres et al., 2001; Lunello et al., 2007b) (Tabela 1.1), géneros
esses de virus com genoma de RNA fita simples. Esses virus se apresentam em
infeccbes mistas em forma de um complexo viral causando uma enfermidade
denominada “mosaico do alho” (Lunello et al., 2007b). Essa enfermidade é
responsavel por uma reducédo de até 88% no peso do bulbo do alho (Canavelli et

al., 1998; Lot et al., 1998; Conci et al., 2003; Lunello et al., 2007a).
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Tabela 1.1. Algumas espécies de virus encontradas associadas a plantas de

alho (retirado de Melo Filho, 2003).

. . A Referéncia
Espécie Acrénimo Género o
bibliografica
Garlic common latent virus GarCLV Carlavirus van Dijk, 1993a
Garlic latent virus GarLV Carlavirus Brunt et al., 1996
Gatrlic mite-borne van Regenmortel et
GarMbFV Allexivirus
filamentous virus al., 2000
Garlic virus A GarV-A Allexivirus Sumi et al., 1993
Garlic virus B GarV-B Allexivirus Sumi et al., 1993
Garlic virus C GarV-C Allexivirus Sumi et al., 1993
Gatrlic virus D GarV-D Allexivirus Sumi et al., 1993
van Regenmortel et
Garlic virus X GarV-X Allexivirus
al., 2000
Leek yellow stripe virus LYSV Potyvirus Bos, 1981
_ . Melhus et al., 1929;
Onion yellow dwarf virus OoYDV Potyvirus
Bos, 1976
Shallot latent virus SLV Carlavirus van Dijk, 1993a
van Regenmortel et
Shallot virus X ShV-X Allexivirus

al., 2000
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O género Carlavirus é composto por virus com genomas constituidos por
RNA fita simples, linear, senso positivo, com cauda poli-A na extremidade 3’. O
genoma é monopartido, com tamanho total que varia entre 6,4 quilobases (kb) e
8,5 kb. A espécie tipo é o Carnation latent virus (ICTVdB, 2006a).

Um virus do género Carlavirus que é encontrado no complexo viral do alho é
o Garlic common latent virus (GarCLV). A particula viral do GarCLV é filamentosa,
com aproximadamente 650 nm de comprimento e levemente flexuosa. Infecgbes
com o GarCLV sozinho tém pouca importancia, sendo que podem nem mesmo
causar sintomas; mas quando combinado com outros virus, GarCLV pode causar
sérios danos a cultura do alho (Diekmann, 1997). Por exemplo, os sintomas da
infecgéo por Potyvirus (como OYDV e LYSV) sdo agravados se 0 GarCLV também
estiver presente. Esse virus tem grande incidéncia em cultura de alho na Europa,
América do Sul, América Central, China e india (Diekmann, 1997). Tem uma larga
gama de hospedeiros dentro da familia Alliaceae, sendo que ja foi encontrado em
mais de 50 espécies do género Allium (van Dijk, 1993a). O principal modo de
transmissdao do GarCLV em Allium spp. é via propagacao vegetativa (Diekmann,
1997).

O género Potyvirus abriga o maior e mais importante grupo de fitovirus
(citado por Zerbini & Maciel-Zambolim, 1999), contendo pelo menos 180 espécies,
que causam prejuizos significativos na agricultura, em culturas horticolas e
ornamentais (Ward & Shukla, 1991). Esse género € composto por virus com

genomas constituidos por RNA fita simples, linear, senso positivo, com cauda poli-
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A na extremidade 3’. O genoma € monopartido, com tamanho total que varia entre
9 kb e 12 kb. A espécie tipo é o Potato virus Y (ICTVdB, 2006b).

Leek yellow stripe virus (LYSV) é um Potyvirus que pode ser encontrado no
complexo viral do alho. Possui particula viral filamentosa e flexuosa, com
aproximadamente 820 nm de comprimento (Diekmann, 1997). A transmisséao se
da por meio de afideos ou por inoculacdo mecanica (Bos et al. 1978). Infeccao
com o LYSV é agravada se ele estiver combinado com outros virus. Por exemplo,
a porcentagem de brotamento em alho ndo infectado néo difere estatisticamente
da porcentagem de brotamento de alho infectado por LYSV. Contudo, se o alho
estiver infectado por um complexo viral, a porcentagem de brotamento € até duas
vezes menor (Lunello et al.,, 2007a). Apesar de ndo afetar estatisticamente a
porcentagem de brotamento, a infecgdo por LYSV (mesmo sozinho) causa danos
a cultura do alho. Segundo Lunello et al. (2007a), o peso do bulbo de plantas
infectadas com LYSV sozinho é até 28% menor do que o peso do bulbo de plantas
nao infectadas. Essa redugédo no peso do bulbo € agravada se houver co-infeccéo
com outros virus do complexo viral do alho, podendo alcancgar reducao de peso de
até 74% (Lunello et al., 2007a). LYSV pode causar reducdo de até 50% na
producado de uma planta de alho infectada, além de ocasionar danos qualitativos
(Diekmann, 1997). No alho, sintomas incluem o aparecimento de listras verde-
claras e verde-escuras nas folhas jovens. Apesar de o virus ndo afetar
significativamente a altura da planta, ele causa redugdo no didametro do bulbo.
Esses sintomas sdo acentuados se houver co-infeccdo com OYDV (Diekmann,

1997).
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Onion yellow dwarf virus (OYDV) € outro virus pertencente ao género
Potyvirus que também é encontrado no complexo viral do alho. As particulas virais
séo filamentosas e flexuosas, com comprimento de 700 — 800 nm (Diekmann,
1997). Sintomas incluem: aparecimento de estrias cloréticas irregulares e
amareladas; brotamento prematuro de bulbos; redugdo do crescimento e do
tamanho dos bulbos. Sintomas sdo agravados quando em combinacao com outros
virus (Diekmann, 1997).

Outro género de virus com espécies presentes no complexo viral do alho é o
género Allexivirus. Virus desse género possuem particulas virais flexuosas com
comprimento entre 700 e 800 mm. Membros desse género possuem RNA fita
simples, senso positivo, com cauda poli-A na extremidade 3. O genoma é
monopartido, com cerca de 10 kb. A espécie tipo € o Shallot virus X. Sao
transmitidos por acaros Aceria tulipae. (ICTVdB, 2006b; Yamashita et al., 1996).
Deteccao de espécies desse género é feita via sorologia ou RT-PCR (Sumi et al.,
1998; Yamashita et al., 1996; Lunello et al, 2000). No Brasil, sondas nao-
radioativas foram desenvolvidas para detectar GarMbFV, GarV-C e GarV-D (Melo
Filho et al., 2003b). Melo Filho et al. (2004) detectaram a presenca de 3 allexivirus
infectando alho no Brasil: Garlic virus C (GarV-C), Garlic virus D (GarV-D) e Garlic
mite-borne filamentous virus (GarMbFV). GarMbFV esta presente no Brasil e
Argentina, e provavelmente se originou a partir do allexivirus Garlic virus A (GarV-
A), devido a proximidade filogenética entre ambas espécies (Sumi, et al., 1993).

Tanto no Brasil quanto em outras partes do mundo tém sido reportadas

infeccbes virais em grande parte das cultivares comerciais de alho (Conci et al.,
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1992; van Dijk, 1993a). Dusi et al. (1994), mediante ISEM — Immuno Sorbent
Electron Microscopy -, avaliou amostras de alho de diversas regides produtoras do
Brasil. Foi demonstrado que todas as amostras analisadas estavam infectadas por
pelo menos duas espécies virais.

No Brasil, ja foram identificados virus de alho dos géneros Carlavirus,
Potyvirus e Allexivirus infectando plantas de alho: Dusi (1994) identificou as
espécies de Potyvirus OYDV e LYSV; Pavan (1998) identificou as espécies de
Carlavirus GarCLV, Shallot latent virus e Carnation latent virus; Melo Filho et al.

(2004) identificaram as espécies de Allexivirus GarV-C, GarV-D e GarMbFV.

Alho livre de virus

No Brasil, o consumo interno anual de alho € superior a producédo anual
(Nakamae & Pastrello, 2002). A producédo nacional poderia ser aumentada por
meio de programas de producado de alho livre de virus, pois, nessa condicéo,
qualidade e produtividade sdo muito superiores (Fajardo, 1998; Melo Filho, 2003).
Isso pode ser feito via cultura de apices caulinares (Conci et al.,, 1986; Conci &
Nome, 1991).

Técnicas de cultura de tecidos vegetais tém sido utilizadas com sucesso na
erradicacdo das viroses do alho (Daniels et al., 1978; Conci & Nome, 1991). Com
essas técnicas, é possivel obter alho livre de virus obtendo-se plantas altamente
produtivas em relagdao ao material infectado (Walkey & Antill, 1989; Garcia et al.,

1989; Resende et al., 1995).
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Contudo, para o estabelecimento de um programa eficaz, € preciso que o
Brasil possua tecnologias de indexacédo para deteccdo de cada um dos virus que
fazem parte do complexo viral do alho.

Diversas técnicas podem ser utilizadas para deteccdo de fitopatégenos.
Essas técnicas podem ser divididas em dois grandes grupos: métodos sorologicos
e métodos moleculares.

Nos métodos moleculares, é feita a detecgao do acido nucléico do patégeno
utilizando-se sondas moleculares. Dentre as vantagens dessas técnicas,
destacam-se a boa sensibilidade, especificidade e rapidez na obtencdo dos
resultados. Com a producédo de sondas moleculares desenvolvidas por Fajardo
(1998), o Brasil passou a dispor de ferramentas para detecgdo de OYDV, LYSV e
GarCLV. Contudo, ainda existem outras espécies para as quais, o Brasil ndo
desenvolveu metodologia adequada para deteccdo. Além disso, as técnicas
moleculares apresentam restricbes, principalmente no que se refere a
necessidade de equipamentos especiais e tecnologia, além de serem técnicas
relativamente recentes e, por isso, ainda ndo assimiladas por muitos laboratérios.

Uma alternativa € o desenvolvimento de tecnologias de deteccédo via
sorologia, utilizando anticorpos contra uma determinada proteina do patégeno (no
caso dos virus, geralmente utilizam-se anticorpos contra a proteina da capa
protéica). As técnicas sorologicas trazem algumas vantagens em relacdo as
técnicas moleculares. Essas vantagens incluem o menor custo, a maior
praticidade e aplicagdo em larga escala. Diversos sistemas podem ser utilizados

para producao da proteina da capa protéica, como sistemas baseados em E. coli
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(Helguera et al., 1997) e sistemas baseados em baculovirus (Alves-Junior et al.,
2008), por exemplo.

Diversos fatores podem influenciar a resposta imune: a dose de antigeno
utilizada na elicitacdo do sistema imune; o uso de adjuvantes (Almeida & Lima,
2001); o peso molecular da proteina (Uyemoto et al., 1972).

No Brasil, ja foi tentado obter anticorpos policlonais contra proteinas da capa
protéica de virus GarV-C e GarMbFV expressas — na forma solluvel - em
baculovirus, mas o titulo do anti-soro obtido foi muito baixo para que pudesse ser
utilizado em sistemas de indexacao em larga escala (Alves Junior, 2006).

Diante da necessidade de desenvolvimento de um sistema de indexacao
eficiente para virus de alho, o projeto em questao baseia-se na produgédo de anti-
soros via expressao em vetor baculovirus modificado. A proteina da capa protéica
sera expressa fusionada entre a proteina baculoviral poliedrina e uma cauda de
hexa-histidina. Com esse vetor baculoviral modificado, espera-se obter maior
facilidade para purificar a proteina de fusdo contendo a proteina da capa protéica,
que podera ser purificada utilizando-se a cauda de hexa-histidina ou por

purificacdo dos poliedros contendo a proteina de fuséo.
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2. MATERIAL E METODOS

Os protocolos, procedimentos e solugbes utilizados no presente

trabalho, em sua maioria, seguem instrucoes descritas em Sambrook et al.,

1989.

Virus e células utilizados

Foram utilizados os virus:

baculovirus  selvagem  Anticarsia gemmatalis  multiple
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV);

baculovirus  selvagem  Autographa californica  multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV);

baculovirus recombinante vSynVI'Gal (Wang et al, 1991;
O’Reilly et al., 1994);

baculovirus derivados de bacmideo bMON14272 (Bac-to-Bac

“Baculovirus Expression System”, Invitrogen).

Os virus foram propagados em cultura de células Trichoplusia ni

(BTI-Tn5B1-4 ou Tn5B) (Granados et al., 1994). Essas células foram

mantidas em meio TC-100 (Gibco-BRL) com 10% de soro fetal bovino a

27°C.

Células de Escherichia coli DH5 o foram utilizadas como hospedeiras

para a maior parte dos plasmideos utilizados no presente trabalho. No caso

de experimentos envolvendo Bac-to-Bac “Baculovirus Expression System”
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(Invitrogen), também foram utilizadas células Escherichia coli DH10Bac

(Invitrogen).

Vetores plasmidiais

Para clonagem de produtos de PCR, sera utilizado o vetor pGem-T
Easy (Promega) (Figura 2.1);

Para insergao de genes no genoma do baculovirus, seréo utilizados 2
vetores de transferéncia pFastBac1 (Invitrogen) (Figura 2.2) e pSynXIVVI*X3
(Wang et al., 1991; O'Relilly et al., 1994) (Figura 2.3).

Baculovirus recombinantes construidos com vetores de transferéncia
baseados em pFastBac1 ndo possuirdo o gene da poliedrina selvagem. Ja
0os baculovirus recombinantes construidos com vetores de transferéncia
baseados em pSynXIVVI"X3 possuirdo o gene da poliedrina selvagem.
Esses dois vetores de transferéncia serdo utilizados visando avaliar se a
proteina poliedrina selvagem é ou ndo necessaria para que haja formagao de
poliedros contendo a poliedrina fusionada a proteina da capa protéica de

virus do complexo viral do alho.
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Figura 2.1. Mapa do vetor pGem-T Easy. (Retirado do manual “pGem-T and
pGem-T Easy Vector Systems”, Promega). O produto de PCR é clonado
entre as timinas protusivas. Os insertos podem ser seqlienciados

utilizando-se os “primers” SP6 e T7 (Promega).



32

Figura 2.2. Mapa do vetor pFastBac1. (Retirado do manual do Bac-to-Bac
“Baculovirus Expression System”, Invitrogen). O gene de interesse é
clonado sob comando do promotor da poliedrina (Ppy) utilizando o sitio
de multiclonagem. Toda a regido localizada entre os elementos mini Tn7
(Tn7R e Tn7L) é transferida, por transposi¢ao sitio-especifica, para o

genoma do bacmideo bMON14272 (Luckow et al., 1993).
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Figura 2.3. Esquema do vetor pSynXIVVI*X3. (Retirado de Wang et al., 1991) O
gene de interesse é clonado sob comando do promotor Psynxiv utilizando
o sitio de multiclonagem. A) Esquema linear do plasmideo
pSynXIVVI*X3, plasmideo para co-expressdo do gene heterélogo e do
gene da poliedrina. “E” representa o sitio de multiclonagem X3. B) Sitio

de multiclonagem X3.
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Meios para cultivo de bactérias

Os meios foram autoclavados a 121°C por 20 min. Quando
necessario, foram acrescentados antibiéticos: ampicilina para concentracao
final de 100 pg/ml; canamicina para concentracdo final de 50 pg/mi;
gentamicina para concentracdo final de 7 pg/ml; tetraciclina para
concentracgao final de 10 pg/ml.

Quando necessario, foram acrescentados: X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-beta-D-galactopyranoside) para concentracdo final de 100 pg/ml;

IPTG (Isopropylthio-B-galactoside) para concentracéao final de 40 ug/ml.

Infeccao em cultura de células de inseto

Virus extracelulares (BV) sao diluidos em meio de cultura e este
adicionado a uma monocamada de células de inseto durante 1 h. ApGs esse
periodo de adsorcao, o indculo é retirado e as células séo mantidas a 27°C,
em meio TC-100 suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apds 48 h,
novos BV podem ser coletados no sobrenadante e utilizados para infectar

outras células ou para extracdo de DNA viral.
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Purificacao de DNA viral

Em uma placa de petri descartavel de 100 mm, células Tn5B foram
semeadas e infectadas com um baculovirus de interesse. Setenta e duas
horas poés-infeccao (h.p.i), o sobrenadante foi coletado e centrifugado a
12000g (centrifuga Beckman J2-MIl) por 15 min. Descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido em tampao “virus disruption
buffer” (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,25% SDS). Adicionou-se
proteinase K para uma concentragéo final de 500 pg/ml e incubou-se por 16
h a 37°C. O DNA viral foi extraido com solucdo de fenol-cloroformio-alcool
isoamilico (25:24:1). Para precipitar o DNA viral, adicionou-se 2 volumes de
etanol absoluto e 0,1 volume de acetato de sédio 3 M, pH 5,3. Incubou-se a
20°C por 1 h. Centrifugou-se a 14000 rpm (microcentrifuga Eppendorf,
modelo 5415C) por 10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e foram acrescentados 100 ul de etanol 70%. Centrifugou-se a
14000 rpm (microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C) por 5 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ficou
secando a temperatura ambiente por cerca de 20 min. Ressuspendeu-se o
precipitado de DNA em 50 ul de TE com RNase A (20 pug/ml). O DNA foi

estocado a -20°C.
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Analise de DNA por eletroforese em gel de agarose

(Sambrook et al., 1989)

A concentracdo de agarose utilizada para cada gel foi de 0,8% em
TAE 1X (40mM Tris, 20mM acetic acid, 1mM EDTA). Foi utilizado tampao de
amostra 6X (Invitrogen). Os géis foram corados em solugdo com brometo de
etidio (0,5 ug/ml) e os fragmentos de DNA imobilizados foram visualizados
via incidéncia de luz ultravioleta por meio de transiluminador Eagle Eye
(Stratagene).

Os marcadores de massa molecular utilizados foram 1 kb DNA ladder

(Promega) (Figura 2.4.A) ou 1 kb DNA ladder (Fermentas) (Figura 2.4.B).
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in o

Figura 2.4. Marcadores de DNA utilizados para géis de agarose. A numeracao
a direita corresponde a quantidade de pares de base (pb). A) 1 kb DNA

ladder (Promega). Foto retirada de www.promega.com . B) 1 kb DNA

ladder (Fermentas). Foto retirada de www.fermentas.com .
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Eluicao de fragmentos de DNA imobilizados em gel de

agarose

Para eluicdo de fragmentos de DNA imobilizados em gel de agarose
foi utilizado o kit PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen) ou o kit GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences). Seguiram-se 0s

procedimentos descritos pelo fabricante.

Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

Todas as reagbes de PCR realizadas neste projeto seguiram o
protocolo descrito na Tabela 2.1 para um volume final de 50 pul de reagédo. O

ciclo de reacdo variou de acordo com o fragmento a ser amplificado.



Tabela 2.1. Reagentes utilizados nas reacoes de PCR.

Reagentes Volume
dNTP 10 mM 1 ul
Tampéo 10 x 5ul
MgCl, 50 mM 0,75 ul

Taq DNA Polimerase
0,5l
Platinum (10 U/ul)
“Primer” 5’ (10 uM) 1l
“Primer” 3’ (10 uM) 1ul
“Template” (10 a 20 ng/ul) 1l
Agua destilada g.s.p. 50 pl

39
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Preparacao de células de Escherichia coli DH5q

competentes pelo método de cloreto de rubidio (Hanahan et

al., 1995)

Colbnias isoladas de E. coli DH5a foram crescidas em 5 ml de meio
LB liquido durante 16 h, a 37°C sob agitacdo (agitador orbital Lab-Line,
Environ-Shaker) de 120 rpm (pré-inéculo). O pré-indculo foi entdo inoculado
em 300 ml de LB liquido a 37°C sob agitacao (agitador orbital Lab-Line,
Environ-Shaker) de 120 rpm até atingir uma absorbéancia a 600 nm entre 0,5
e 0,7. Foi realizada centrifugacado a 3800 rpm (rotor 14, centrifuga Beckman
J2-MlI) por 12 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Ressuspendeu-se
o precipitado de células delicadamente em 20 ml de solucao RF1 (pH 5,8)
(100 mM RbCI; 50mM MnCl, 4H,0O; 30 mM acetato de potassio; 10 mM
CaCl, 2H20; 15% glicerol (p/v)) a 4°C e incubou-se em gelo por 15 min.
Centrifugou-se novamente a 3800 rpm (rotor 14, centrifuga Beckman J2-Ml)
por 12 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
ressuspendido em 5 ml de solugdo RF2 (pH 6,8) (10 mM MOPS; 10 mM
RbCI; 75 mM CaCl, 2H,0; 15% glicerol (p/v)) a 4°C e incubou-se em gelo por
15 min. As células competentes foram estocadas a -80°C em aliquotas de

100 pl por no maximo 2 meses.
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Transformacao de Escherichia coli DH50. competentes via

choque térmico

Seguiu-se procedimento descrito em Hanahan et al., 1995.

Para semeadura das bactérias transformadas, foi utilizado meio LB
soOlido (agar) contendo antibiético apropriado (de acordo com o gene de
resisténcia marcador do plasmideo utilizado). Ao meio LB sélido também
foram adicionados X-Gal e IPTG, caso o plasmideo utilizado possuisse o

gene da enzima B-galactosidase.

Extracao de DNA plasmidial

Para extracdo em pequena e média escala, o DNA plasmidial foi
extraido via procedimento de lise alcalina, seguindo instrugdes descritas em
Sambrook et al., 1989.

Alternativamente, também foram utilizados o kit PureLink Quick
Plasmid Miniprep (Invitrogen) para extragdo em pequena escala e o kit
Concert Rapid Plasmid Purification System (GibcoBRL) para extragdo em
média escala. Em ambos os casos foram seguidas instru¢des descritas no

manual do fabricante.
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Digestoes com endonucleases de restricao

Foram utilizadas enzimas de restrigdo das companhias Invitrogen e
Promega.

Quando necessario, as enzimas foram inativadas por calor.

Todos procedimentos foram realizados seguindo instrucbes do

manual do fabricante.

Reacoes de defosforilacao

Para prevenir religacdo de vetores linearizados contendo
extremidades coesivas, foi utilizada a enzima CIAP (calf intestinal alkaline
phosphatase) para catalisar a hidrélise de grupos 5'-fosfato terminais.

Foi utilizada enzima CIAP da companhia Promega.

Todas as reagdes foram realizadas seguindo instrucées do manual

do fabricante.

Reacoes de ligacao de fragmentos de DNA

Aqui foi utilizada a enzima T4 DNA Ligase (/nvitrogen).

Proporgdo de DNA vetor:DNA inserto utilizado foi de
aproximadamente 1:3.

Reacbdes foram realizadas seguindo instrugdes do manual do

fabricante.
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Reacoes de seglienciamento

Foi feito seqlenciamento automatico de fragmentos clonados em
pGem T Easy (Promega). Para cada seqUenciamento, foi utilizado
aproximadamente 100 ng de DNA plasmidial em 5 ul de TE ou &agua
destilada. Os “primers” utilizados foram SP6 (Promega) e T7 (Promega).

Os sequenciadores automaticos das plataformas de seqlenciamento
da Universidade Catolica de Brasilia ou da Embrapa Cenargen foram:

MEGA BACE 1000 (Amershan Bioscience);
ABI-modelo 377 (Perkin Elmer);
As sequéncias foram analisadas utilizando o programa Chromas

versdon2.33 (http:/www.technelysium.com.au/chromas.html).

Em alguns casos, apds analise no programa Chromas, também foi
utilizado o programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et
al., 1990; McGinnis et al., 2004) do National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (www.ncbi.nim.nih.gov) para analisar a identidade por

comparacao com sequiéncias encontradas no GenBank.
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Analise da expressao de proteinas por eletroforese em

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As andlises de proteina foram feitas utilizando o sistema Mini-
PROTEAN Il Electrophoresis Cell (BIO-RAD) e o sistema Mini-PROTEAN
Tetra Cell (BIO-RAD), seguindo-se as instrugdes e utilizando as solugdes
descritas em seus respectivos manuais de instrugdes. A preparacdo do gel
de poliacrilamida foi feita seguindo o manual do fabricante, sendo que o gel
separador foi feito com 12% de bis/acrilamida, enquanto que o gel
concentrador foi feito com 4% de bis/acrilamida.

Preparagdo do extrato protéico: células BTI-Tn5B1-4 foram
semeadas em placas de 100 mm. As células foram crescidas em 15 ml de
meio TC-100 com 10% de soro fetal bovino. Em seguida, foram infectadas
(10 unidades formadoras de placa por célula) com o virus apropriado. A 72
h.p.i., 0 sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 3
ml de tamp&o PBS 1X (8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na,HPO4; 0,24 g Ko-HPOy;
H2O gsp 1 L; pH 7,4 — ajustar com HCI). Centrifugou-se por 5 min a 3000 rpm
(rotor 14, centrifuga Beckman J2-Ml) a 4°C. Descartou-se o sobrenadante.
As células foram novamente ressuspendidas em PBS 1X e centrifugadas
como no passo anterior. O precipitado de células foi entdo ressuspendido em
200 pl de tampéao PBS 1X. Foram postos 5 pl dessa amostra em um tubo de
microcentrifuga e o restante foi estocado a -80°C. Aos 5 ul foi adicionado
tampao de amostra de proteinas. Em seguida, incubou-se em agua fervente

por 5 min e a amostra foi entdo aplicada no gel de poliacrilamida e foi
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realizada eletroforese. O gel foi entdo corado com solugéo corante para gel
SDS-PAGE (40% metanol; 10% &cido acético glacial; 0,1% comassie blue)
por 40 min. Em seguida, o gel foi posto em solucdo descorante (40%
metanol; 10% acido acético glacial) por 1 h. O padrao protéico resultante da

infecgéo por determinado virus foi avaliado visualmente.

Analise da expressao de proteinas por Western Blot

As analises por Western Blot foram feitas utilizando o sistema
descontinuo de tampdes descrito em US/EG Bulletin 2134 (B/O-RAD).

Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida, mas dessa vez o
gel ndo foi corado. Em vez disso, as proteinas imobilizadas foram
transferidas eletroforeticamente para membrana de nitrocelulose (Hybond —
C pure) (Amershan) utilizando o sistema Trans-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD), seguindo instrugdes descritas no
protocolo do fabricante. O sistema de tampdes utilizado para transferéncia foi
sistema descontinuo, descrito em US/EG Bulletin 2134 (B/O-RAD):

= Tampéao Tris-CAPS 5X (60 mM Tris-base, 40 mM CAPS, pH
9,6);

» Tampao do anodo (botton buffer) 1X: 20 ml de Tris-CAPS 5X;
15 ml de metanol; 65 ml de agua destilada;

» Tampéo do catodo (top buffer) 1X: 20 ml de Tris-CAPS 5X; 1 ml

de SDS 10%; 79 ml de agua destilada.
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Apobs as proteinas terem sido transferidas eletroforeticamente para a
membrana de nitrocelulose, esta foi incubada em solugao de bloqueio (PBS
+ 3% de BSA ou leite em p6 desnatado) durante 5 min. Repetiu-se esse
procedimento mais duas vezes. Apds isso, a membrana foi incubada sob
agitacao por 1 h em solugcéo contendo o anticorpo primario:

= para deteccdo da poliedrina, utilizou-se anticorpo policlonal
contra poliedrina (produzido em coelho) diluido 1:2000 em
tampao PBS + 0,5% de BSA;

» para deteccao da cauda de hexa-histidina, utilizou-se anticorpo
monoclonal contra cauda de hexa-histidina (produzido em
camundongo) (Roche) diluido (para concentracao final de 200
ng/ml) em tampao PBS + 0,5% de BSA:

Em seguida, a solucao contendo o anticorpo primario foi descartada
e incubou-se a membrana sob agitagdo por 5 min em solucdo PBST (PBS
1X; 0,05% Tween-20). Repetiu-se esse passo mais duas vezes. Apos isso, a
membrana foi incubada sob agitacdo por 1 h em solucdo contendo o
anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina (anticorpo anti-coelho
feito em cabra ou anticorpo anti-rato feito em cabra) diluido 1:10000 em PBS
com 0,5% de BSA. Descartou-se a solugdo contendo o anticorpo secundario
e incubou-se a membrana sob agitacdo por 5 min em solucdo PBST.
Repetiu-se esse passo mais duas vezes. Lavou-se a membrana com tampéao

de fosfatase alcalina (NaCl 5M; Tris-HCL 1M, pH 7.,5), sob agitacdo por 5
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min. Em ambiente escuro, a membrana foi incubada em solugéo reveladora
contendo os reveladores NBT e BCIP (Promega) diluidos em tampao de
fosfatase alcalina por cerca de 5 min. A reagdo foi interrompida por

sucessivas lavagens com agua destilada.

Obtencao dos genes para capa protéica (CP)

GarMbFV, GarV-C, GarV-D: foram utilizados plasmideos resultantes
da clonagem, em vetor pGem-T Easy (Promega), de produtos de PCR
equivalentes aos genes da capa protéica desses virus (Melo Filho et al.,
2004);

GarCLV, LYSV, OYDV: foram utilizados plasmideos resultantes da
clonagem, no vetor pGem-T (Promega), de produtos de PCR equivalentes

aos genes da capa protéica desses virus (Fajardo et al., 2001).

Obtencido dos genes CP" (genes da capa protéica

flanqueados por sitios de Ncol) (Figura 2.5.A)

Por meio de reagdes de PCR, sitios de Ncol foram inseridos em
ambas extremidades dos genes de capa protéica dos virus de alho utilizados
neste projeto (GarMbFV, GarV-C, GarV-D, LYSV, OYDV, GarCLV). Os
“primers” (Tabela 2.2) utilizados nessas reagées de PCR foram desenhados

com base nas seqUéncias nucleotidicas — obtidas no GenBank - desses
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genes (Tabela 2.3). Os “primers” 5’ sdo responsaveis pelas inser¢do do sitio
de Ncol (5 ccatgg 3’) na extremidade 5 do gene. Os “primers” 3’ séo
responsaveis por: inserir sitio de Ncol (5’ ccatgg 3’) na extremidade 3’ do
gene e causar mutacao de forma a desfazer o cédon de terminacao. Tabela
2.4 descreve o programa utilizado para amplificacdo dos genes de capa

protéica utilizados no presente projeto.
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Tabela 2.2. Primers para amplificar o gene da capa protéica de diversos virus
de alho e adicionar sitios de Ncol as extremidades do produto amplificado.

Destacado encontra-se a sequéncia para o sitio de Ncol.

Virus “Primer” Sequéncia (5’ > 3’)
FcpGarV-C-Ncol ccatgqggtggagacagcctatctg
GarV-C
RcpGarV-C-Ncol ccatggaaaacgttaacatgagaggc
FcpGarV-D-Ncol ccatggatgaacaaggaaacacg
GarV-D
RcpGarV-D-Ncol ccatggagaatgtgatcattggagg
FcpGMBFV-Ncol ccatggacgaccctgttgacccaagc
GarMbFV
RcpGMBFV-Ncol ccatggagaacgtaatcatgggagg
FcpGCLV-Ncol ccatggcagtgagtgaaacagagg
GarCLV
RcpGCLV-Ncol ccatqgagtctgcattgttggatcc
FcpLYSV-Ncol ccatggccggcgacgaactagatge
LYSV
RcpLYSV-Ncol ccatggactgcatatgcgcaccatc
FcpOYDV-Ncol ccatggcaggagatggggaggacgc
OYDV
RcpOYDV-Ncol ccatggacatictaataccaagcaacg
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Tabela 2.3. Numero de acesso (genbank) para seqliéncia nucleotidica dos

genes de capa protéica — de virus de alho — utilizados neste projeto.

Numero de acesso (genbank)
Virus para sequiéncia do gene da Referéncia
capa protéica
GarMbFV X98991 Helguera et al.
GarV-C AB010302 Sumi et al., 1999
GarV-D AF519572 Kang et al.
GarCLV AF228416 Fajardo et al., 2001
LYSV AF228415 Fajardo et al., 2001
OoYDV AF228414 Fajardo et al., 2001

Tabela 2.4. Programa de PCR utilizado para amplificacao dos genes da capa

protéica de diferentes virus de alho.

Tempo
Etapa Temperatura (2C) ]
(minutos)
Desnaturacao 94 2
Desnaturacao 94 1
w
o
Anelamento 51 1,5 o
o
Extensao 72 1 @
Extensao Final 72 5
Final 4 o0
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Obtencio dos vetores pGemCP"

Os fragmentos de PCR CPN (genes da capa protéica flanqueados
por sitios de Ncol) foram clonados no vetor pGem-T Easy (Promega),
seguindo as instrucdes do fabricante. Bactérias competentes DH5a foram
transformadas com o produto dessa ligacdo (pGemCP). Os plasmideos
pGemCP" foram purificados seguindo um dos protocolos de purificagdo de
plasmideos descritos acima. Plasmideos pGemCP" purificados foram
digeridos com a enzima de restricdo Ncol. Os fragmentos de DNA foram
separados por eletroforese em gel de agarose e o fragmento correspondente
ao gene da capa protéica com as extremidades digeridas por Ncol foi eluido
do gel e clonado em um vetor de transferéncia (pFastPH e pSynPH) digerido

por Ncol.
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Figura 2.5. Esquema representativo dos fragmentos CPN. A) Esquema geral
do gene CPN (representado em vermelho). Os “primers” (Tabela 2.2)
utilizados para acrescentar os sitios de Ncol estdo representados em
azul. Sitios de Ncol foram acrescentados em ambas extremidades. B)
Esquema linear dos produtos de PCR GarMbFVN, GarV-CN, GarV-DV,
LYSVN e GarCLVN, mostrando as endonucleases de restricio (nome e

posicdo) utilizadas para comprovar cada um dos genes CP" indicados.
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Construcdo de vetores de transferéncia pFastPCP"H e

pSynPCP"H

Obtencao do fragmento PH

O fragmento PH (Figura 2.6) possui um sitio de Ncol (5 ccatgg 3’)
entre a seqléncia do gene da poliedrina e a seqUéncia da cauda de histidina.
Esse sitio de Ncol foi inserido para ser utilizado para clonagem do gene da
capa protéica de virus de alho entre o gene da poliedrina e a sequéncia da
cauda de histidina, formando uma orf de fusdo. O “primer” 3’ é responsavel
por: inserir na extremidade 3’ do gene da poliedrina um sitio de Ncol, causar
mutacado de forma a desfazer o codon de terminagéo original da poliedrina e
acrescentar sequéncia para um cauda de hexa-histidina seguida por um
cédon de terminagcdo. O fragmento PH foi obtido por meio de reagcdo de
polimerase em cadeia (PCR). O ciclo de reagao utilizado para a reacao de

PCR esta descrito na Tabela 2.5.



Tabela 2.5. Programa de PCR utilizado para amplificacao do gene da

poliedrina dos baculovirus AcCMNPV e AgMNPV.

Tempo
Etapa Temperatura (2C)
(minutos)

Desnaturacao 94 5
Desnaturagao 94 1,5 o
Anelamento 49 1,5 g_
Extenséao 72 1,5 g

Extensé&o Final 72 7

Final 4 o0
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Trés estratégias foram utilizadas para obter o fragmento PH via PCR:
a) Estratégia PH1 e PH2
“primer” 5’: polFBglll (Tabela 2.6);
“primer” 3’: polAcAghistag (Tabela 2.6);
“template” PH1: plasmideo p2100 (contém o gene da
poliedrina de AQMNPV);

“template” PH2: DNA purificado de virus AQMNPV.

b) Estratégia PH3
“primer” 5’: polFBQIIINEW (Tabela 2.6);
“primer” 3’: polAcAghistag (Tabela 2.6);

“template”: DNA purificado de virus AcCMNPV .

Tabela 2.6. “Primers” utilizados para acrescentar cauda de histidina a
poliedrina. Destacado encontra-se a seqiéncia para o sitio de Ncol. Em

mailsculas, a sequéncia para a cauda de histidina.

“Primer” 5' polFBglll 5°- ccgagatctatgccagattatage — 3

“Primer” 5' polFBgIIINEW | 5' — ccgagatctatgccagattatagctataggec - 3'

5-ttaGTGATGATGATGATGATGttccatqga
“Primer” 3' polAcAghistag
ataatacgcggggccggtaaacagaggtge-3’
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Bghl Gene polh (738 pb) Ncol L
Sequéncia para
T cauda de histidina

A

Figura 2.6. Esquema representativo do fragmento PH. O gene da poliedrina
esta representado em cinza. O sitio de Ncol esta representado em

vermelho. A cauda de hexa-histidina esta representada em amarelo.
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Estratégia PH1

Fragmento PH1 obtido por PCR foi clonado no vetor pGem-T Easy,
gerando pGemPH1. O plasmideo pGemPH1 foi digerido com EcoRI e as
bandas foram separadas por eletroforese em gel de agarose. A banda do
fragmento PH1 (777 pb) foi eluida do gel e clonada em:

= vetor pFastBac1 digerido por EcoRlI e defosforilado, obtendo-se
assim o plasmideo pFastPH1;

= vetor pSynXIVVI*X3 (Wang et al., 1991; O'Reilly et al., 1994)
digerido por EcoRl e defosforilado, obtendo-se assim o
plasmideo pSynPH1.

Para confirmar que o fragmento PH1 havia sido inserido na orientacédo
correta, os plasmideos pFastPH1 e pSynPH1 foram digeridos com a
endonuclease de restricdo Bglll.

Uma vez confirmados, pFastPH1 e pSynPH1 foram digeridos por Ncol
e defosforilados. Nesses vetores, foram entdo clonados os fragmentos CP"
(dos virus GarMbFV, GarV-C, GarV-D, GarCLV, LYSV) que haviam sido
eluidos a partir de eletroforese em gel de agarose dos respectivos
plasmideos pGemCP" digeridos por Ncol. Os plasmideos resultantes foram
respectivos pFastPCPNH1 e pSynPCPNH1. Para confirmar que os
fragmentos CP" foram inseridos em orientacdo correta, plasmideos
pFastPCPNH1 e pSynPCPNH1 foram digeridos com enzimas de restrigdo
apropriadas (Figura 2.5.B):

= pFastP(Mb)NH1 foi digerido por EcoRl;
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= pFastP(C)NH1 foi digerido por EcoRl;

. pFastP(D)NH1 foi digerido por EcoRl;

= pFastP(LYSV)"H1 foi digerido por Ndel e Bglll;
» pFastP(GarCLV)“H1 foi digerido por EcoRV;

= pSynP(Mb)NH1 foi digerido por EcoRlI;

. pSynP(C)NH1 foi digerido por EcoRl;

. pSynP(D)NH1 foi digerido por EcoRl;

= pSynP(LYSV)"H1 foi digerido por Ndel;

= pSynP(GarCLV)H1 foi digerido por Pstl;

Estratégia PH2

Fragmento PH2 obtido por PCR foi clonado no vetor pGem-T Easy,
gerando pGemPH2. Para confirmar a identidade do fragmento PH2, o
plasmideo pGemPH2 foi digerido com a enzima de restricdo Apal. Apds ter a
identidade confirmada, pGemPH2 foi submetido a uma digestdo dupla (com
enzimas Bglll e Ncol). O produto da digestao foi separado em gel de agarose
e o fragmento P (banda menor, correspondente ao gene da poliedrina do
fragmento PH2 sem a cauda de histidina) foi eluido.

O plasmideo pFastPH1 foi digerido duplamente com as
endonucleases de restricdo BamHI e Ncol. O produto dessa digestao foi
separado por eletroforese em gel de agarose e o fragmento pFastH (banda
maior, correspondente ao plasmideo pFastPH1 linearizado e sem o suposto

gene da poliedrina) foi eluido.
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Em seguida, o fragmento P foi entdo clonado no fragmento pFastH.
Bactérias competentes DH5a foram transformadas com o produto dessa
ligacdo: pFastPH2. O plasmideo foi purificado seguindo um dos protocolos
de purificagdo de plasmideos descritos acima. Para confirmar que o
fragmento P havia sido inserido na orientacao correta, o plasmideo
pFastPH2 foi digerido com a endonuclease de restricao Bglll.

Uma vez confirmado, pFastPH2 foi digerido por Ncol e defosforilado.
Nesse vetor, foi entdo clonado o fragmento CPN (do virus GarCLV) que havia
sido eluido de eletroforese em gel de agarose do plasmideo pGemGarCLV"
digerido por Ncol. O plasmideo resultante foi pFastP(GarCLV)'H2. Para
confirmar que o fragmento GarCLV" fora inserido em orientagdo correta,
plasmideo pFastP(GarCLV)“H2 foi digerido com a endonuclease de restricio

EcoRV (Figura 2.5.B).

Estratégia PH3

Fragmento PH3 obtido por PCR foi clonado em vetor pGem-T Easy,
gerando pGemPH3. Para confirmar a identidade do fragmento PH3, o
plasmideo pGemPHS3 foi digerido com a enzima de restricdo Apal. Apos ter a
identidade confirmada, pGemPH3 foi submetido a digestdao dupla (com
enzimas Bglll e Ncol). O produto da digestao foi separado em gel de agarose
e o fragmento P (banda menor, correspondente ao gene da poliedrina do

fragmento PH3 sem a cauda de histidina) foi eluido.
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O plasmideo pFastPH1 foi digerido duplamente com as
endonucleases de restricado BamHI e Ncol. O produto dessa digestao foi
separado por eletroforese em gel de agarose e o fragmento pFastH (banda
maior, correspondente ao plasmideo pFastPH1 linearizado e sem o suposto
gene da poliedrina) foi eluido.

Em seguida, o fragmento P foi entdo clonado no fragmento pFastH.
Bactérias competentes DH5a foram transformadas com o produto dessa
ligacdo: pFastPH3. O plasmideo foi purificado seguindo um dos protocolos
de purificacdo de plasmideos descritos acima. Para confirmar que o
fragmento P havia sido inserido na orientagdo correta, o plasmideo
pFastPH3 foi digerido com a endonuclease de restricao Bgill.

Uma vez confirmado, pFastPH3 foi digerido por Ncol e defosforilado.
Nesse vetor, foram entdo clonados os fragmentos CP" (dos virus GarMbFV,
GarV-C e LYSV) que haviam sido eluidos de eletroforese em gel de agarose

dos respectivos plasmideos pGemCPN digeridos por Ncol.
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Construcao e purificacao de baculovirus recombinantes

utilizando Bac-to-Bac “Baculovirus Expression System”

(Invitrogen)

Virus recombinantes foram construidos utilizando o sistema Bac-to-
Bac “Baculovirus Expression System” (Invitrogen), seguindo instrugdes do

fabricante (Figura 2.7).

Construcao e purificacao de bacmideos recombinantes

Plasmideos pFastPH1, pFastPH2, pFastPH3, pFastP(Mb)NH1,
pFastP(C)NH1, pFastP(D)NH1, pFastP(LYSV)"H1, pFastP(GarCLV)"H1,
pFastP(GarCLV)VH2, pFastP(Mb)NH3, pFastP(C)NH3, pFastP(LYSV)'H3
foram transformados em células DH10Bac (Invitrogen) (que contém o
genoma viral do AcMNPV modificado na forma de um plasmideo
denominado bacmideo) através choque térmico, onde ocorre, Vvia
transposigao sitio-especifica, a recombinagdo dos mesmos com o DNA do
bacmideo, resultando em um bacmideo recombinante.

Foi feita selecdo de um clone branco em meio sélido LB-agar com
canamicina, tetraciclina, gentamicina, X-Gal e IPTG. O clone selecionado foi
amplificado e o DNA viral purificado seguindo instru¢des descritas no manual

do kit Bac-to-Bac (Invitrogen).
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Figura 2.7. Esquema da construcao de baculovirus recombinante utilizando
o sistema Bac-to-Bac (Invitrogen). Primeiramente, o gene de
interesse é clonado no plasmideo doador pFastBac1, gerando o
plasmideo recombinante, o qual entdo é transformado em células
DH10Bac. Nessas células, o gene de interesse é transferido — por
transposigao sitio-especifica — para o0 genoma do bacmideo. As colbnias
contendo o bacmideo recombinante sdo selecionadas em meio
contendo antibidticos (canamicina, tetraciclina e gentamicina) e o DNA
do bacmideo recombinante € purificado. Esse DNA é utilizado para
transfectar células de inseto, produzindo finalmente os virus

recombinantes. Figura retirada do manual do kit Bac-to-Bac Baculovirus

Expression System (Invitrogen).
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A construgdo do bacmideo recombinante foi confirmada via reacao de
PCR (Figura 3.14.A). O “primer” 3 utilizado foi: “primer” M13R (5
CAGGAAACAGCTATGAC 3’) (Invitrogen), que se anela a por¢ao do DNA do
bacmideo. Foram utilizados “primers” 5’ diferentes (Tabela 2.7), dependendo
do fragmento inserido. O ciclo de reagéo utilizado para a reacéo de PCR esta

descrito na Tabela 2.8.



Tabela 2.7. Relacao dos “primers” 5’ utilizados nas reacoes de PCR para

comprovar construcao dos bacmideos recombinantes.

Fragmento inserido “Primer” 5’
PH1, PH2 polFBglll
PH3 polFBgIlINEW
P(C)"H FcpGarV-C-Ncol
P(D)"H FcpGarV-D-Ncol
P(Mb)H FcpGarMbFV-Ncol
P(GarCLV)"H FcpGarCLV-Ncol
P(LYSV)"H FcpLYSV-Ncol

Tabela 2.8. Programa de PCR utilizado para comprovar construcao dos

bacmideos recombinantes.

Tempo
Etapa Temperatura (2C)
(minutos)
Desnaturacao 94 3
Desnaturagao 94 1
S
Anelamento 53 1 o
o
Extenséao 72 3 @
Extensao Final 72 7
Final 4 0

65
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Transfeccao de bacmideos recombinantes

Para realizar a transfeccdo de células Tn5B, utilizou-se DNA de
bacmideos recombinantes purificados e lipossomos (Cellfectin, Invitrogen)
seguindo instru¢des descritas no manual do kit Bac-to-Bac (Invitrogen).

As células transfectadas foram incubadas a 27°C por 5 dias. As
células foram visualizadas em microscépio de luz para observagdo do

aparecimento de efeitos citopaticos resultantes de infecgéo.

Construcao e purificacao de baculovirus recombinantes

por meio de recombinacao homologa (Figura 2.8)

Células Tn5B foram co-transfectadas com 1 pg de DNA de
construgdes plasmidiais (foram utilizados pSynPH1, pSynP(Mb)NH1,
pSynP(C)NH1, pSynP(D)NH1, pSynP(GarCLV)"H, pSynP(LYSV)"H e 0,5 nug
de DNA do virus vSynVI'Gal, previamente linearizado com a enzima de
restricao Bsu36l.

A linearizagao do DNA do vSynVI'Gal foi realizada para aumentar a
probabilidade de se obter virus recombinantes. O virus vSynVI'Gal possui um
sitio Unico de Bsu36l localizado no gene da [-galactosidade. Quando
linearizado, o DNA do baculovirus deixa de ser infectivo (Kitts et al., 1990).
Quando se realiza co-transfecgdo com o DNA baculoviral circular, de toda a
populacao viral obtida, apenas entre 0,1 % € 1 % sao virus recombinantes.

Quando se utiliza o DNA baculoviral linearizado, essa porcentagem pode
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chegar a até 30 %, facilitando portanto ndo s6 a construcdo do virus
recombinante, como também a sua purificagdo.

O virus vSynVI'Gal possui o0 gene da B-galactosidase e ndo possui o
gene da poliedrina. Células infectadas pelo vSynVI'Gal possuem fenétipo
oclusdo negativo (occ’); além disso, na presenca de X-Gal (substrato da
enzima [-galactosidase), essas células infectadas adquirem coloragédo
azulada. Porém, os plasmideos vetores de transferéncia pSynXIVVI'X3 e
derivados possuem regides flanqueadoras homélogas (as regides
flanqueadoras do gene da poliedrina no genoma viral selvagem)
flanqueando: gene da poliedrina e fragmento de interesse (PH ou PCPNH).
Quando a co-transfeccao € feita, dentro das células ocorre recombinacao
homéloga entre o DNA dos plasmideos (pSynPH; pSynPCPYH) e o DNA
viral. Com isso, os virus recombinantes que resultam desse procedimento
possuem fenotipo occ’, ndo possuem o gene da B-galactosidade e possuem
as regioes de interesse (no caso do presente projeto, os fragmentos PH ou
PCPNH). A construcao do virus recombinante se torna clara pela observagéo
de corpos de oclusdo, o que evidencia a expressdao da poliedrina. Para
observar a presenga ou nao dos corpos de oclusao, células co-transfectadas

foram observadas em um microscopico de luz invertido (Axiovert 100, Zeiss).
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Figura 2.8. Construcao de baculovirus recombinantes por recombinacao
homéloga. A) O vetor de transferéncia pSynP(CP)"H contém uma
regido promotora (promotores Psyn € Pxiv) comandando a orf P(CP)NH,
um lécus com gene da poliedrina (polh) sob comando de seu proprio
promotor, e as regides flanqueadoras (retangulos vermelho e azul) para
a recombinacdo homéloga com o genoma do baculovirus vSynVI'Gal
(no lugar do gene da poliedrina, possui 0 gene da B-galactosidase sob
comando do promotor Psy,). Apds a co-transfecgéo, toda a regido entre
as regides flanqueadoras € introduzida no genoma viral, gerando
vSynP(CP)"H. B) Esquema do virus vSynP(CP)NH. A presenca do gene
da poliedrina nativo facilita a purificagdo do virus recombinante. Isso
porque vSynVI'Gal possui fenétipo oclusdo negativo (occ), enquanto
que vSynP(CP)NH possui fenétipo oclusdo positivo (occ*). Em placas
contendo células de inseto infectadas com o sobrenadante da co-
transfeccao € possivel verificar a presenca do virus recombinante pela

presenca de corpos de oclusao.
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Co-transfeccao

Placas de Petri descartaveis foram semeadas com células Tn5B em
meio TC-100 sem soro e incubadas a 27°C por 1 h para permitir a aderéncia
das células. Em um tubo de microcentrifuga, foram adicionados 10 ul do
reagente Cellfectin (Invitrogen) e 1 ml de meio TC-100 sem soro. Em outro
tubo de microcentrifuga, foram adicionados aproximadamente 1 ug de DNA
plasmidial e 0,5 ug de DNA do virus vSynVI'Gal (previamente linearizado
com a enzima de restricado Bsu36l) e 1 ml de meio TC-100 sem soro. Apos
10 min, as duas solucdes (DNA e Cellfectin) foram misturadas e incubadas a
temperatura ambiente por 10 min. Substituiu-se 0 meio das células pela
mistura cellfectina/DNA e incubou-se por 4 h a 27°C. Apos este periodo, a
mistura de co-transfeccao foi substituida por meio TC-100 com 10 % de soro
fetal bovino. Incubou-se as células co-transfectadas a 27°C por 5 dias. As
células foram visualizadas em microscépio de luz invertido (Axiovert 100,
Zeiss) para observacao do aparecimento de efeitos citopaticos resultantes de

infecgcao, principalmente a presenca de corpos de oclusao (fenétipo occ+).

Purificacao do virus recombinante por diluicao seriada

Uma vez verificada a presenga de corpos de oclusédo, o sobrenadante
das células infectadas foi coletado e utilizado para purificar os virus
recombinantes vSynPH1, vSynP(Mb) H1, vSynP(C)"H1, vSynP(D)NH1 pelo

método de diluicdo seriada em placa de 96 pocos (O'Reilly et al., 1994).
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Foram realizados 4 ciclos de diluicdo seriada para a obtengdo dos virus

recombinantes puros.



3. RESULTADOS

Obtencao dos fragmentos cpN (genes da capa protéica

flangueados por sitios de Ncol)

Andlise eletroforética dos PCRs realizados para construcdo dos
fragmentos Mb", CN, DN, GarCLV", LYSV" (Figura 3.1) e OYDV" (dado néo

mostrado) mostrou que os fragmentos amplificados possuiam os tamanhos

esperados (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Tamanho esperado dos fragmentos de PCR CP" para os diversos

virus utilizados.

Virus Fragmento de PCR CP" (pb)
GarMbFV 765
GarV-C 786
GarV-D 759
GarCLV 966
LYSV 879
OYDV 783
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1 kb
1 kb

750 pb
750 pb

A) B)

Figura 3.1. Amplificacdo dos fragmentos CP". Analise eletroforética em gel de
agarose 0,8% de reagdo de PCR para obter fragmentos de capa
protéica flanqueados por sitios de Ncol. A) 1- PCR Mb" (765 pb); 2-
marcador 1 kb DNA ladder (Promega); 3- PCR CN (786 pb); 4- PCR DM
(759 pb). B) 5- PCR GarCLVN (966 pb); 6- marcador 1 kb DNA ladder

(Promega); 7- PCR LYSVN (879 pb).
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Contudo, os sitios de Ncol inseridos pelos primers (Tabela 2.2) estao
localizados préximos demais as extremidades dos produtos de PCR CPV,
Sabe-se que enzimas de restricao tém eficiéncia reduzida quando o sitio alvo
esta localizado na extremidade de um fragmento de DNA. Para contornar
essa dificuldade, esses fragmentos de PCR foram clonados em vetor pGem-
T Easy (Promega) visando obter os diversos plasmideos pGemCPN. A
construcao dos diversos vetores pGemCP" foi confirmada por meio de PCRs
(dados ndo mostrados) realizados nas mesmas condi¢des dos feitos para a
obtencg&o dos fragmentos de PCR CP™.

Devido a esses resultados, foi considerado que os plasmideos
pGemMb", pGemCN, pGemDN, pGemGarCLV", pGemLYSV" e pGemOYDV"
haviam sido construidos.

Os diversos plasmideos pGemCP" foram digeridos com endonuclease
de restricdo Ncol. Os fragmentos de DNA foram separados por meio de
eletroforese em gel de agarose e as bandas correspondentes aos
fragmentos CPM (com extremidades coesivas de Ncol) foram eluidos. 10 %
do volume de cada eluicdo foi analisado eletroforeticamente (Figura 3.2),

comprovando que a eluigédo foi bem sucedida.
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1 kb

750 pb

Figura 3.2. Confirmacéo da eluicdo dos fragmentos CP". Analise eletroforética
em gel de agarose 0,8% de fragmentos CP" eluidos a partir de digestao
dos respectivos pGemCPN com Ncol. 1- marcador 1 kb DNA ladder
(Promega); 2- eluicdo Mb" (763 pb); 3- eluicdo CV (784 pb); 4- eluicdo
DN (757 pb); 5- eluigdo GarCLVN (964 pb); 6- eluicdo LYSVN (877 pb); 7-

eluicdo OYDV" (781 pb).
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Obtencao do fragmento PH1

Andlise eletroforética do PCR realizado para construcao do fragmento
PH1 mostrou que o fragmento amplificado possuia o tamanho esperado (777
pb) (dado ndo mostrado). Esse fragmento foi clonado no vetor intermediario
pGem-T Easy para a adicdo de sitios de restricdo compativeis com os
existentes nos sitios de multiclonagem dos vetores de transferéncia
pFastBac1 e pSynXIVVI*X3. Analise eletroforética da digestdo do plasmideo
pGemPH1 com Ncol comprovou que o sitio dessa enzima havia sido inserido
no fragmento PH1, ja que a analise apresentou o padrdo esperado (2
fragmentos: 3021 pb e 773 pb) (Figura 3.3.A). Devido a esse resultado, foi
considerado que o plasmideo pGemPH1 havia sido construido.

Plasmideo pGemPH?1 foi digerido com EcoRI e os fragmentos de DNA
foram separados por eletroforese em gel de agarose (Figura 3.3.B). A banda
de 797 pb correspondente ao fragmento PH1 (com extremidades coesivas de
EcoRl) foi eluida e 10 % do volume da eluicado foi analisado
eletroforeticamente (dado ndo mostrado), comprovando que a eluicdo foi

bem sucedida.
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3 Kkb 3 kb
750 pb 750 pb
500 pb 500 pb

A) B)
Figura 3.3. Confirmacao do pGemPH1 por analise do padrao de restricao.
Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestbes para
comprovar clonagem do fragmento PH1 no vetor pGem-T Easy
(Promega). A) 1- pGemPH1 digerido com Ncol (padrao esperado: 3021
pb; 773 pb); 2- marcador 1 kb DNA ladder (Promega). B) 1- pGemPH1
digerido com EcoRI (padrao esperado: 2997 pb; 797 pb); 2- marcador 1

kb DNA ladder (Promega).
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Construcao dos vetores de transferéncia pFastPH1 e

pSynPH1

O fragmento PH1 eluido (com bordas coesivas para EcoRl) foi
clonado nos vetores pFastBac1 e pSynXIVVI*X3, ambos digeridos por EcoRI

e defosforilados, gerando pFastPH1 e pSynPH1.

pFastPH1

Para comprovar que o fragmento PH1 havia sido inserido na
orientacéo correta, pFastPH1 foi digerido por Bglll. Os padrdes de digestao
com essa enzima diferem se o fragmento PH1 tiver sido clonado na
orientacéo correta (4053 pb; 1050 pb; 470 pb) ou orientagao invertida (3282
pb; 1821 pb; 470 pb).

Analise eletroforética dessa digestdao (Figura 3.4) apresentou o
padrao esperado para pFastPH1 com fragmento PH1 inserido na orientagao
correta. Devido a esse resultado, foi considerado que o plasmideo pFastPH1

havia sido construido.
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4 kb

1 kb

500 pb

Figura 3.4. Confirmacao do pFastPH1 por analise do padrao de restricao.
Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestdo do vetor
pFastPH1 com Bglll para confirmar que o fragmento PH1 foi clonado na
orientagdo correta. Padrao de restricdo esperado: 4053 pb; 1050 pb;
470 pb. 1- pFastPH1 digerido com Bglll; 2- marcador 1 kb DNA ladder

(Promega).
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pSynPH1

Para comprovar que o fragmento PH1 havia sido inserido na
orientagdo correta, pSynPH1 foi digerido por Bglll. Os padrdes de digestao
com essa enzima diferem se o fragmento PH1 tiver sido clonado na
orientacdo correta (5829 pb; 799 pb) ou orientacao invertida (6600 pb; 28
pb).

Andlise eletroforética dessa digestdo (Figura 3.5) apresentou o
padrao esperado para pSynPH1 com fragmento PH1 inserido na orientagdo
correta. Devido a esse resultado, foi considerado que o plasmideo pSynPH1

havia sido construido.
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Figura 3.5. Confirmacao do pSynPH1 por analise do padrao de restricao.
Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestdo do vetor
pSynPH1 com Bglll para confirmar que o fragmento PH1 foi clonado na
orientacdo correta. Padréo de restricdo esperado: 5829 pb; 799 pb. 1-

pSynPH1 digerido com Bglll; 2- marcador 1 kb DNA ladder (Promega).
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Construcio dos vetores de transferéncia pFastPCP"H1 e

pSynPCP"H1

Os plasmideos pFastPH1 e pSynPH1 foram digeridos com Ncol e
defosforilados. Neles, foram clonados os fragmentos CPN eluidos (com
extremidades coesivas de Neol) Mb", CN, DN, GarCLVN, LYSVN.

Os plasmideos resultantes foram confirmados por digestdées com
enzimas de restricdo apropriadas. Os padrées de digestdo com essas
enzimas diferem se o gene CP" tiver sido clonado na orientagdo correta ou
orientagdo invertida. Portanto, essas digestdes também funcionaram para
certificar que o gene CP" havia sido inserido em fase dentro da ORF PH1, j&
que tanto a extremidade 5’ quanto a 3’ dos diversos fragmentos CP" eluidos
apresentam extremidades coesivas para Ncol.

Andlise do padrao de restricao das digestdes realizadas confirmou que
os vetores pFastPCPNH1 (Mb", CN, DN, GarCLV", LYSV") e pSynPCPNH1
(MpN, cN, DN, GarCLV", LYSVM) haviam sido construidos (Figuras 3.6 a

3.13).
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5 kb

1 kb

750 pb

500 pb

Figura 3.6. Confirmacdo do pFastP(Mb)NH1 por analise do padrdo de
restricao. Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestao do
vetor pFastP(Mb)H1 com EcoRl para confirmar que o fragmento Mb" foi
clonado na orientacao correta dentro da ORF PH1. Padrao de restricao
esperado: 4776 pb, 946 pb, 610 pb. 1- pFastP(Mb)"H1 digerido com a

enzima de restrigdo EcoRl; 2- marcador 1 kb DNA ladder (Promega).
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5 kb

1 kb
750 pb
500 pb

Figura 3.7. Confirmacdo do pFastP(C)'H1 por analise do padrao de restricéo.
Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestdo do vetor
pFastP(C)H1 com EcoRlI para confirmar que o fragmento C" foi clonado
na orientagdo correta dentro da ORF PH1. Padrdo de restricdo
esperado: 4776 pb; 999 pb; 578 pb. 1- marcador 1 kb DNA ladder
(Promega); 2- pFastP(C)"H1 digerido com a enzima de restricdo EcoRl;
3- plasmideo (com gene da capa protéica de GarV-C clonado invertido

na ORF PH do pFastPH1) digerido com EcoRl.
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Figura 3.8. Confirmacdo dos vetores pFastP(D)'H1 e pSynP(C)NH1 por
analise do padrao de restricdao. Analise eletroforética em gel de
agarose 0,8% de digestdes para comprovar que fragmentos CV e DV
foram clonados na orientacdo correta. 1- marcador 1 Kb DNA ladder
(Promega); 2- pSynP(C)NH1 intacto (7424 pb); 3- pSynP(C)NH1 digerido
por EcoRl (padrdo esperado: 5847 pb; 999 pb; 578 pb); 4-
pFastP(D)NH1 intacto (6326 pb); 5- pFastP(D)NH1 digerido por EcoRlI

(padrao esperado: 4776 pb; 940 pb; 610 pb).



86

— 4kb

B 3k
el 25kb

Figura 3.9. Confirmacdo do pFastP(GarCLV)"H1 por analise do padrido de
restricao. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestdo do
vetor pFastP(GarCLV)"H1 com EcoRV para confirmar que o fragmento
GarCLV" foi clonado na orientagéo correta dentro da ORF PH1. Padrao
de restricdo esperado: 3624 pb; 2909 pb. 1- pFastP(GarCLV)"H1
digerido com a enzima de restricdo EcoRV; 2- marcador 1 kb DNA

ladder (Promega).
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500 pb

Figura 3.10. Confirmacdao do pFastP(LYSV)"H1 por analise do padrdo de
restricao. Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestao
dupla do vetor pFastP(LYSV)NH1 com Ndel e Bglll para confirmar que o
fragmento LYSV" foi clonado na orientagdo correta dentro da ORF PH1.
Padréao de restricdo esperado: 3318 pb; 1608 pb; 1050 pb; 470 pb. 1-
pFastP(LYSV)NH1 digerido com as enzimas de restricdo Ndel e Bglll; 2-

marcador 1 kb DNA ladder (Promega).
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Figura 3.11. Confirmagdo dos vetores pSynP(Mb)"H1 e pSynP(D)“H1 por
analise do padrao de restricdao. Analise eletroforética em gel de
agarose 0,8% de digestdes para comprovar que fragmentos Mb" e DV
foram clonados na orientacdo correta. 1- pSynP(Mb)NH1 intacto (7403
pb); 2- pSynP(Mb)NH1 digerido por EcoRl (padrdo esperado: 5847 pb;
946 pb; 610 pb); 3- pSynP(D)NH1 intacto (7397 pb); 4- pSynP(D)VH1
digerido por EcoRI (5847 pb; 940 pb; 610 pb); 5- marcador 1 Kb DNA

ladder (Promega);
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Figura 3.12. Confirmacdo do pSynP(LYSV)"H1 por analise do padrdo de
restricao. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestao do
vetor pSynP(LYSV)NH1 com Ndel para confirmar que o fragmento
LYSVN foi clonado na orientagéo correta dentro da ORF PH1. Padrao de
restricdo esperado: 6449 pb; 1052 pb. 1- marcador 1 Kb DNA ladder
(Promega); 2- plasmideo (com gene da capa protéica de LYSV clonado
invertido na ORF PH do pSynPH1) digerido com Ndel; 3-

pSynP(LYSV)NH1 digerido com a enzima de restricdo Ndel.
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Figura 3.13. Confirmacdo do pSynP(GarCLV)"H1 por analise do padrio de
restricao. Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestao do
vetor pSynP(GarCLV)NH1 com Pstl para confirmar que o fragmento
GarCLV" foi clonado na orientacéo correta dentro da ORF PH1. Padréo
de restricdo esperado: 7206 pb; 382 pb. 1- marcador 1 kb DNA ladder

(Promega); 2- pSynP(GarCLV)"H1 digerido com Pst.
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Construcao e purificacao de baculovirus recombinantes

PH1 utilizando Bac-to-Bac “Baculovirus EXxpression

System” (Invitrogen)

Utilizando o kit Bac-to-Bac “Baculovirus Expression System”
(Invitrogen), os baculovirus recombinantes foram construidos por meio de
transposicao sitio-especifica.

Os vetores de transposi¢do utilizados aqui foram os plasmideos
pFastPH1, pFastP(Mb)NH1, pFastP(C)"H1, pFastP(D)"H1, pFastP(LYSV) H1
e pFastP(GarCLV)"H1.

Apos células DH10Bac terem sido transformadas com os vetores de
transposicao, elas foram semeadas e colénias brancas foram escolhidas.
Essas foram amplificadas e o DNA bacmidial foi purificado.

PCRs foram feitos para comprovar a construgcdo do bacmideos
recombinantes. Analise eletroforética dos PCRs mostrou que os fragmentos
amplificados possuiam os tamanhos esperados (Figura 3.14.B) para os
bacmideos:

bAcPH1 (dado ndo mostrado)

bAcP(Mb)NH1 (Figura 3.14.C)

bAcP(C)"H1 (Figura 3.14.D)

bAcP(D)H1 (Figura 3.14.E)

bAcP(GarCLV)"H1 (Figura 3.14.F)

bACP(LYSV)“H1 (Figura 3.14.G)
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Primer 5’ Primer 3’
A) > <l
B)
Tamanho da banda amplificada em PCR dos bacmideos bAcP(CP) H1
P(Mb)"'H1 P(C)"H1 P(D)"H1 P(GarCLV)"H1| P(LYSV)"H1
1484 pb 1499 pb 1472 pb 1685 pb 1598 pb
1 2
L
L
-
-
e
-
e
-
> >

D)

G)
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Figura 3.14. Comprovacao dos bacmideos recombinantes PH1 por meio de
PCR. A) Esquema representativo das reagdes de PCR realizadas para
comprovar virus recombinantes construidos usando sistema Bac-to-Bac
(Invitrogen). Foram usados “primers” 5’ diferentes, dependendo do gene
da capa protéica (Tabela 2.7). O “primer” 3 utilizado foi o M13R
(Invitrogen). Em cinza, gene da poliedrina; em vermelho, gene da capa
protéica; em amarelo, sequéncia para cauda de histidina; em azul,
genoma do bacmideo bMON14272 (sistema Bac-to-Bac). B) Tamanhos
esperados das bandas amplificadas nas reacbes de PCRs para cada
virus. C a G) Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% de reacdes
de PCR para comprovar construgdo de bacmideos recombinantes
P(CP)NH1. A seta vermelha indica a banda de 1500 pb do marcador 1
kb DNA ladder (Promega). C) 1- marcador 1 kb DNA ladder (Promega);
2- PCR comprovando bacmideo bAcP(Mb)NH1 D) 1- marcador 1 kb
DNA ladder (Promega); 2- PCR comprovando bacmideo bAcP(C)NH1 E)
1- marcador 1 kb DNA ladder (Promega); 2- PCR comprovando
bacmideo bAcP(D)VH1 F) 1- marcador 1 kb DNA ladder (Promega); 2-
PCR comprovando bacmideo bAcP(GarCLV)NH1 G) 1- marcador 1 kb
DNA ladder (Promega); 2- PCR comprovando bacmideo

bAcP(LYSV)NH1.
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Os bacmideos comprovados via PCR (Figura 3.14) foram
transfectados em células Tn5B, levando a produgdo dos respectivos virus
recombinantes VAcPH1 e vAcP(CP)NH1. Esses virus foram amplificados e
seu DNA purificado. Foi feito PCR (nas mesmas condi¢cdes dos realizados
para comprovacdo dos bacmideos). Analise eletroforética desses PCRs
(dados nao mostrados) mostrou que os fragmentos amplificados possuiam
os tamanhos esperados (Figura 3.14.B), comprovando a construcao dos
virus  recombinantes  vAcP(Mb)NH1,  vAcP(C)H1,  vAcP(D)“Hf1,
vAcP(GarCLV)"H1, vACP(LYSV)NH1.

Contudo, nao foi observada presenca de corpos de oclusdao nas
células infectadas por vAcPH1 nem nas infectadas por nenhum dos
vAcP(CP)NH1 produzidos (dados ndo mostrados).

Para confirmar a presenga das proteinas de fusdo PH ou P(CP)"H foi
feita analise da expressao das proteinas (via SDS-PAGE e Western Blot)

expressas pelos virus recombinantes.

Construcao e purificacao de baculovirus recombinantes

construidos por meio de recombinacao homologa

Plasmideos pSynPH1, pSynP(Mb)"H1, pSynP(C)NH1, pSynP(D)VH1,
pSynP(GarCLV)"H1, pSynP(LYSV)NH1 foram co-transfectados, em reagdes
separadas, com DNA linearizado do virus vSynVI'Gal em cultura de células

Tn5B.
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A presenga de virus recombinantes se tornou evidente pela
observacdo de células apresentando corpos de oclusdo (dados néo
mostrados). Os virus foram purificados por diluicao seriada em placa de 96
pOGOS.

Os resultados até o momento parecem mostrar que os virus vSynPH1,
vSynP(Mb)NH1,  vSynP(C)“H1,  vSynP(D)“H1,  vSynP(GarCLV)“H1,
vSynP(LYSV)"H1 foram obtidos. Para confirmar isso, foi feita analise da
expressao das proteinas (via SDS-PAGE e Western Blot) expressas pelos

virus recombinantes.

Analise de expressao das proteinas: SDS-PAGE e

Western Blot

Foram preparados extratos protéicos de células Tn5B infectadas pelos
baculovirus  recombinantes VvAcPH1, vAcP(Mb)"H1, vSynP(Mb)NH1,
vSynP(C)NH1, vSynP(D)NH1. Como controle, foi utilizado extrato protéico de
lagartas Spodoptera frugiperda infectadas por AcCMNPV selvagem.

Esperava-se que infecgdes por esses virus evidenciassem a presenca
de um polipeptideo ausente na infeccdo pelo baculovirus selvagem.
Contudo, andlise eletroforética em gel de SDS-PAGE (Figura 3.15.A) nao
revelou a presenca de proteinas com peso molecular esperado (Figura

3.15.C).



96

Foi realizado western blot com anticorpos contra a poliedrina (Figura
3.15.B). Como a poliedrina deveria estar presente em todas as proteinas de
fusdo produzidas, esperava-se que essas proteinas fossem reconhecidas

pelo anticorpo anti-poliedrina. Porém o resultado novamente foi negativo:

vSynP(Mb)"H1, vSynP(C)"H1, vSynP(D)"H1

Western blot acusou presenca de poliedrina selvagem em células
infectadas por vSynP(Mb)VH1, vSynP(C)"H1, vSynP(D)VH1. lIsso era
esperado, pois como o plasmideo pSynXIVVI*X3 possui o gene da poliedrina
selvagem, todos os virus recombinantes produzidos por recombinacao
homologa com esse plasmideo vao ter o gene da poliedrina selvagem.
Contudo, para os virus vSynP(Mb)NH1, vSynP(C)“H1, vSynP(D)NH1
esperava-se que também houvesse os peptideos de fusdo contendo a
poliedrina (respectivamente P(Mb)NH1, P(C)NH1, P(D)YH1). Porém, em

nenhum caso foram reconhecidos peptideos de fusdo P(CP)H1.

vAcPH1, vAcP(Mb)“H1

Esses virus foram construidos utilizando o sistema Bac-to-Bac e,
portanto, ndao possuem o gene da poliedrina selvagem. Esperava-se que o
western blot acusasse presenca dos polipeptideos de fusdo PH1 e P(Mb)NH1
que contém poliedrina. Porém, em nenhum caso foi acusada presencga da

poliedrina em peptideos de fusdo P(CP)NH1.
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Uma possibilidade que poderia explicar isso é que durante o PCR para
obtencdo do fragmento PH1, pudesse ter ocorrido alguma mutacdo que
interrompesse a ORF da poliedrina. Para verificar se a seqiéncia
nucleotidica do fragmento PH1 estava correta, foi realizado seqienciamento

do fragmento PH1.



A)

C)

B)

Proteina MW (KDa)
PH1 30,04
P(Mb)"H1 57,98
P(C)“H1 57,98
P(D)"H1 57,52
poliedrina (AgMNPV) 28,70
poliedrina (AcMNPV) 28,64
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Figura 3.15. Analise da expressao de proteinas em células Tn5B infectadas
por virus recombinantes P(CP)NH1. A) Andlise eletroforética em gel
de SDS-PAGE. 1- marcador: poliedros purificados de lagartas infectadas
por AcMNPV (peso molecular aproximado: 28,6 KDa). A seta indica a
proteina poliedrina selvagem. 2- extrato protéico de células Tn5B
infectadas por vSynP(D)NH1 (72 h.p.i); 3- extrato protéico de células
Tn5B infectadas por vSynP(C)NH1 (72 h.p.i); 4- extrato protéico de
células Tn5B infectadas por vSynP(Mb)NH1 (72 h.p.i); 5- extrato protéico
de células Tn5B infectadas por VACP(Mb)NH1 (72 h.p.i); 6- extrato
protéico de células Tn5B infectadas por vAcPH1 (72 h.p.i). B) Western
blot realizado utilizando anticorpo policlonal contra a poliedrina
produzido em coelho. 1- marcador: poliedros purificados de lagartas
infectadas por AcCMNPV. A seta indica a proteina poliedrina selvagem. 2-
extrato protéico de células Tn5B infectadas por vSynP(D)VH1 (72 h.p.i);
3- extrato protéico de células Tn5B infectadas por vSynP(C)VH1 (72
h.p.i); 4- extrato protéico de células Tn5B infectadas por vSynP(Mb)NH1
(72 h.p.i); 5- extrato protéico de células Tn5B infectadas por
VACP(Mb)NH1 (72 h.p.i); 6- extrato protéico de células Tn5B infectadas
por VACPH1 (72 h.p.i). C) Peso molecular esperado para as proteinas
poliedrina (AgMNPV), poliedrina (AcMNPV), PH1, P(Mb)NH1, P(C)NH1,

P(D)NH1.
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Sequenciamento do fragmento PH1

Foi feito sequenciamento do fragmento PH1 presente no plasmideo
pGemPH1. O seqlenciamento mostrou que o fragmento PH1 estava
incorreto. Comparacgao da sequéncia do fragmento PH1 com a seqtiéncia da
poliedrina de AGMNPV nao demonstrou nenhuma identidade entre as duas
seqliéncias. BLAST da sequéncia do fragmento PH1 acusou semelhanca
com algumas sequéncias conhecidas, varias delas sequéncias encontradas
no genoma de Escherichia coli. O mais elevado “score” de alinhamento
(Figura 3.16) foi com uma regiao do genoma de E. coli W3110 (numero de
acesso no GenBank: AP009048.1) contendo parte dos genes yailW (codifica
uma proteina DNA-ligante envolvida na regulagdo transcricional) e yaiY
(codifica uma proteina de membrana interna).

Dessa forma, todos os resultados obtidos envolvendo o fragmento
PH1 estao incorretos. Até este ponto, acreditava-se que haviam sido obtidas
as construcdes plasmidiais pGemPH1, pFastPH1, pFastP(Mb)"H1,
pFastP(C)VH1, pFastP(D)"H1, pFastP(LYSV)"H1, pFastP(GarCLV)NH1,
pSynP(Mb)NH1,  pSynP(C)"H1,  pSynP(D)"H1,  pSynP(LYSV)"H1,
pSynP(GarCLV)"H1, e os virus recombinantes vAcPH1, vAcP(Mb)“H1,
vAcP(C)VH1, vAcP(D)VH1, vAcP(GarCLV)NH1, vAcP(LYSV)NH1, vSynPH1,
vSynP(Mb)"H1,  vSynP(C)NH1,  vSynP(D)“H1,  vSynP(GarCLV)NH1,
vSynP(LYSV)"H1. Contudo, como o fragmento PH1 est4 errado, todos os
resultados acima mencionados também o estdo. Devido a isso, foi

necessario refazer todos os passos envolvendo o fragmento PH.



PH1

Bct

PH1

Bct

PH1

Bct

PH1

Bct

PH1

Bct

PH1

Bct

PH1

Bct

PH1

Bct

PH1

Bct

PH1

Bct

398005

41

398045

81

398085

121

398125

lel

398165

201

398205

241

398245

281

398285

321

398325

361

398365

tcttttgaggagacggcgctgtacaggaaagtttatcaac

FEErrrrrrrerrrrerrr e e rrrrrrrrrrrind
tcttttgaggagacggcgctgtacaagaaagtttatcaac

ttgccgaaacgaaaacgggtaaatcactccccecgcgaaat

FErrrrrrrrrrerrerrrrrrr et et rerrerrern
ttgccgaaacgaaaacgggtaaatcactcceccecgecgaaat

gttgcctggcattcaactggaaagcccgaaaatcacccge

FEErrrrrrrrrrr e et e et et
gttgcctggcattcaactggaaagcccgaaaatcaccege

aacctgactacggcctggtttgcgaagcgcgtagacgaac
FErrrrerrerrerrerrerrrr et et e rerrrrn
aacctgactacggcctggtttgegaagegegtagacgaac

ggcgggcgcgttgtatgaaacagtgatcaaacaggaatgt

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ggcgggcgegttgtatgaaacagtgatcaaacaggaatgt

caggccagataaggcgtttcaggccgcatctgacaatgta

Frrrrrrrrrerrrrrrrr et r e e
caggccagataaggcgtttcaggccgcatctgacaatgta

aaacttactggcggcgatgtcgccagtgcagccatagecge
FEEEEEErrrrrr ettt et
aaacttactggcggcgatgtcgeccagtgcagccatagege

caccactgcaaaaatgaggcagcctactaaaaacgggatc

caccactgcaaaaatgaggcagcctactaaaaacgggatc

agcccgaaaatggtgccgacacctaaaccaatttccaccc

FEErrrrrrrrrrr e et e et ettt e e et
agcccgaaaatggtgccgacacctaaaccaatttccacce

gtgggcgacctgtttaceggeccege 386

FErrrerrreerrr e et
gtgggcgacCTGTTTcCtGGaCCtGC 398390
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40
398044
80
398084
120
398124
160
398164
200
398204
240
398244
280
398284
320
398324
360

398364
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Figura 3.16. Resultado da execucao de BLAST (database: nucleotide
collection) da seqiiéncia do fragmento PH1. Seqiéncia superior
(PH1) foi obtida por sequienciamento do fragmento PH1. Em negrito
sublinhado, inicio do “primer” polAcAghistag. Sequéncia inferior (Bct)
representa parte do genoma de Escherichia coli (estirpe K12, subestirpe
W3110). Em verde, parte da sequéncia do gene yailW. Em vermelho,
parte da seqliiéncia do gene yaiY. Em azul, regiao intergénica. Em letras
mailsculas, parte da sequéncia do gene yaiY que pareia com o “primer”

polAcAghistag.
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Obtencao do vetor pGemPH2

Andlise eletroforética do PCR realizado para construcao do fragmento
PH2 mostrou que o fragmento amplificado possuia o tamanho esperado (777
pb) (Figura 3.17). Esse fragmento foi clonado no vetor intermediario pGem-T
Easy., gerando o pGemPH2. Digestdo com Apal confirmou a identidade de
pGemPH2 (Figura 3.18.A). Apal foi utilizada por haver um sitio dessa
enzima no pGem-T Easy e outro no gene da poliedrina de AGQMNPV. Perceba
que a digestdao do pGemPH1 com Apal (Figura 3.18.A) apenas linearizou o
plasmideo, demonstrando novamente que tal plasmideo ndo possui o0 gene

da poliedrina.

Construcao do vetor de transferéncia pFastPH?2

Plasmideo pGemPH2 foi submetido a uma digestdo dupla (com
enzimas Bglll e Ncol). O produto da digestao foi separado em gel de agarose
(Figura 3.18.B) e o fragmento P (745 pb) (banda menor, correspondente ao
gene da poliedrina do fragmento PH2 sem a cauda de histidina) foi eluido.
Esse fragmento possui extremidade 5 coesiva para Bglll e extremidade 3’
coesiva para Ncol. 10% do volume da eluicdo foi analisado
eletroforeticamente (dado ndo mostrado), comprovando que a eluigdo foi
bem sucedida.

O fragmento P foi clonado no fragmento pFastH, gerando pFastPH2

(5538 pb). Para comprovar construcao do vetor pFastPH2, foram realizadas
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digestdes simples com Apal (padrdo esperado: uma banda de 5538 pb), e
com Ncol (padrao esperado: uma banda de 5538 pb) e digestdo dupla com
Bglll e Ncol (padrao esperado: 3308 pb; 1760 pb; 470 pb).

Andlise eletroforética de cada uma das digestées acima apresentou o
padrdo esperado (Figura 3.19). Devido a esse resultado, foi considerado que

o plasmideo pFastPH2 havia sido construido.
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Figura 3.17. Amplificacao do fragmento PH2. Analise eletroforética em gel de
agarose 0,8% da reacao de PCR para construcdo do fragmento PH2

(tamanho esperado: 777 pb). 1- marcador 1 kb DNA ladder (Promega);

2- PCR PH2
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4 kb
3,5 kb
3 kb
750 pb
250 pb —»

A) B)
Figura 3.18. Confirmacao do pGemPH2 por analise do padrao de restricao.
Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestbes para
comprovar clonagem do fragmento PH2 no vetor pGem-T Easy
(Promega). A) 1- marcador 1 kb DNA ladder (Fermentas); 2- pGemPH1
digerido com Apal; 3- pGemPH2 digerido com Apal (padrdo esperado:
3550 pb; 244 pb). B) 1- marcador 1 kb DNA ladder (Fermentas); 2-
pGemPH2 digerido com Bglll e Ncol (padrdao esperado: 3021 pb; 745

pb; 28 pb). Seta vermelha indica o fragmento P.
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5 kb
4 kb

3 kb

2 kb

1,5 kb

500 pb

Figura 3.19. Confirmacao do pFastPH2 por analise do padrao de restricao.
Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% dos produtos de digestao
do vetor pFastPH2 com diferentes enzimas de restricdo. 1- pFastPH2
intacto (5538 pb); 2- pFastPH2 digerido com Apal (padrédo esperado:
uma banda de 5538 pb); 3- pFastPH2 digerido com Ncol (padrao
esperado: uma banda de 5538 pb); 4- pFastPH2 digerido com Bglll e
Ncol (padrao esperado: 3308 pb; 1760 pb; 470 pb); 5- marcador 1 kb

DNA ladder (Promega).
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Construcio do vetor de transferéncia pFastP(GarCLV)'H2

O plasmideo pFastPH2 foi linearizado por Ncol, defosforilado e nele
foi clonado o fragmento CPN do virus GarCLV. O plasmideo resultante
pFastP(GarCLV)'H2 (6498 pb) foi confirmado por digestdo com a
endonuclease de restricdo EcoRV. Essa digestdao também objetivou certificar
que o gene GarCLVN havia sido inserido em fase dentro da ORF PH2, j& que
tanto a extremidade 5" quanto a 3’ do fragmento GarCLV" eluido apresentam
extremidades coesivas para Ncol. Os padrdes de digestdo com EcoRV
diferem se o gene GarCLVN tiver sido clonado na orientagdo correta (3624
pb; 2874 pb) ou orientacao invertida (4504 pb; 1994 pb).

Analise eletroforética dessa digestdao (Figura 3.20) apresentou o
padrdo esperado para plasmideo com fragmento inserido na orientagdo
correta. Devido a esse resultado, foi considerado que o plasmideo

pFastP(GarCLV)H2 havia sido construido.
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4 kb

3 kb
2,5 kb

Figura 3.20. Confirmacdo do pFastP(GarCLV)"H2 por analise do padrio de
restricao. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% de digestdao do
vetor pFastP(GarCLV)NH2 com EcoRV para confirmar que o fragmento
GarCLV" foi clonado na orientagéo correta dentro da ORF PH2. Padrao
de restricdo esperado: 3624 pb; 2874 pb. 1- pFastP(GarCLV)“H2 intacto
(6498 pb); 2- pFastP(GarCLV)NH2 digerido com EcoRV; 3- marcador 1

kb DNA ladder (Fermentas).
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Construcao e purificacao de baculovirus recombinantes

vAcPH2 e vAcP(GarCLV)"H2 utilizando Bac-to-Bac

“Baculovirus Expression System’ (Invitrogen)

Células DH10Bac transformadas com vetores de transposigao
pFastPH2 e pFastP(GarCLV)'H2 foram semeadas e coldnias brancas foram
escolhidas. Essas foram amplificadas e o DNA bacmidial foi purificado.

PCRs foram feitos para comprovar a construgdo dos bacmideos
recombinantes. Analise eletroforética dos PCRs mostrou que os fragmentos
amplificados possuiam os tamanhos esperados (Figura 3.21.C) para os
bacmideos:

* bAcPH2 (Figura 3.21)
» bAcP(GarCLV)“H2 (Figura 3.21)

Bacmideos foram transfectados com sucesso em células Tn5B. As
células infectadas apresentaram efeitos citopéaticos, como arredondamento
celular e hipertrofia nuclear, mas ndo houve formagdo de poliedros. A
auséncia de poliedros poderia ser explicada pelo fato de a poliedrina estar
fusionada a um outro peptideo, visto que existem dados na literatura (Je et
al., 2003) mostrando que a poliedrina quando fusionada a outra proteina nao
consegue formar poliedros.

Os virus VACPH2 e VAcP(GarCLV)NH2 teriam sido amplificados e
comprovados via PCRs. Contudo, o resultado do seqlenciamento do

fragmento PH2 mostrou que esse fragmento continha erros.



A)

C)

“Primer” polFBglll

——>

>

Ncol

“Primer” FcpGarCLV-Ncol

——>

Tamanho da banda amplificada

bAcPH2

bAcP(GarCLV)"H1

1473 pb

1685 pb

D)

“Primer” M13R
<—

“Primer” M13R
<

2 kb
1,5 kb

1 kb
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Figura 3.21. Comprovacao dos bacmideos recombinantes PH2 por meio de
PCR. A) Esquema representativo da reacdo de PCR realizada para
comprovar virus recombinante vVAcPH2 construido usando sistema Bac-
to-Bac (Invitrogen). Foram usados “primer” 5’ polFBglll (Tabela 2.6) e
“primer” 3 M13R (Invitrogen). Em cinza, gene da poliedrina; em
amarelo, sequéncia para cauda de histidina; em azul, genoma do
bacmideo bMON14272 (sistema Bac-to-Bac). B) Esquema
representativo da reacdo de PCR realizada para comprovar virus
recombinante vAcP(GarCLV)NH2 construido usando sistema Bac-to-Bac
(Invitrogen). Foram usados “primer” 5’ FcpGarCLV-Ncol (Tabela 2.2) e
“primer” 3 M13R (Invitrogen). Em cinza, gene da poliedrina; em
vermelho, gene da capa protéica GarCLV"; em amarelo, seqiiéncia para
cauda de histidina; em azul, genoma do bacmideo bMON14272
(sistema Bac-to-Bac). C) Tamanhos esperados das bandas amplificadas
nas reacdes de PCRs para cada virus. D) Andlise eletroforética em gel
de agarose 0,8% de reacdes de PCR para comprovar construcdo dos
bacmideos recombinantes. 1- PCR comprovando bacmideo bAcPH2; 2-
PCR comprovando bacmideo bAcP(GarCLV)VH2; 3- marcador 1 kb

DNA ladder (Fermentas).
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Sequenciamento do fragmento PH2 (Fiqura 3.22)

Foi feito sequenciamento do fragmento PH2 presente no plasmideo
pGemPH2. O seqlenciamento mostrou que o fragmento PH2 estava
incorreto. No caso do fragmento PH2, ocorreu algo diferente do que ocorreu
com o fragmento PH1. O seqiienciamento demonstrou que no fragmento
PH2 foi a poliedrina que foi amplificada. Contudo, uma andlise da seqiéncia
demonstrou que o “primer” 5 polFBglll (utilizado para construgcao do
fragmento PH2) possuia um erro: em vez da sequéncia 5-
ccgagatctatgccagattatagec — 37, o sequienciamento demonstrou ter o “primer”
a sequéncia 5'- ccgagatctatgccagattatagcG — 3°. Ou seja, 0 “primer” possuia
uma guanina extra em sua extremidade 3’. Essa guanina extra ndo anela
com a poliedrina. Devido a isso, foi inserido um nucleotideo extra no inicio da
seqliéncia do gene da poliedrina presente no fragmento PH2, o que alterou a
fase da orf PH2.

Além disso, 0 sequienciamento mostrou terem ocorrido duas mutagoes
na sequéncia do gene da poliedrina que geraram codons de terminacao
internos. Porém, mesmo que tais mutagcdes nao tivessem ocorrido, ainda
assim o fragmento PH2 seria indtil, pois ele ja estava com a fase alterada
devido a insercdo de uma guanina extra pelo “primer” 5’ polFBglll. Portanto,
as construcdes baseadas no fragmento PH2 (pGemPH2, pFastPH2,
pFastP(GarCLV)"H2, bAcPH2, bAcP(GarCLV)NH2) estdo incorretas.

Devido a isso, foi necessario refazer todos os passos envolvendo

fragmento PH.
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atgccagattatagc-tataggccgaccattggtcgcacgtatgtgtatgataacaagta
Ferrrrrrrrree et ettt e e ettt

ATGCCZ—\GATTATAGCIta-gccgaccattggtcgcacgtatgtgtatgataacaagta

ttacaaaaacttgggttctgtgattaagaacgccaagcgcaagaagcaccttcttgaaca

Frrrrerrreerrrrerrreerrrer e e e et r et e e
ttacaaaaacttgggttctgtgattaagaacgccaagcgcaagaagcaccttcttgaaca

tcaggaggaagaaaaaagcctagatgggctagatcattacatcgtggccgaagacccatt

Frrrrerrreerrreerrrerrrrer e e e et e e e
tcaggaggaagaaaaaagcctagatgggctagatcattacatcgtggccgaagaccecatt

tttagggcccggcaaaaaccaaaaattgacactttttaaagaaatccgcaatgtaaagec

tttagggcccggcaaaaaccaaaaattgacactttttaaagaaatccgcaatgtaaaacc

cgacacgatgaagctcattgttaactggagcggtaaagagtttctgcgcgaaacttggac

Frrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e e
cgacacgatgaagctcattgttaactggagcggtaaagagtttctgcgcgaaacttggac

tcgttttgttgaagacagcttccccattgtaaacgaccaagaagtgatggatgtgttttt
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rrrrrrr e e e e e e e e rrrrr
tcgttttgttgaagacagctttcccattgtaaacgaccaagaagtgatggatttgttttt

agtcattaacctccgcccaactcgceccctaaccgttgctacaaattecctggecgcaacacge

agtcattaacctccgcccaactcgceccctaaccgttgctacaaattecctggecgcaacacge

tctccgttgggactgcgattacgtgccccacgaggtaatccgecattgtggagecttecta
Frrrrrerrrrrrrrrrrrrr rrrrrrr ettt e e
tctccgttgggactgcgat-gt gccccacgaggtaatccgcattgtggagecttecta

cgtgggcatgaacaacgagtacagaattagcctagccaagaaagggggtggttgcccaat

Frererrrerererer o rerrerrrrrrrerererrrrerrrerr e e e
cgt gggcatgaacaac-tacagaattagc ctagccaagaaaggcggtggttgcccaat

catgaacatccacagcgagtataccaactcgtttgagtcctttgtcaaccgcgtaatctyg

CErrrrrrrreerrerrrrrrrrr ettt e
catgaacatccacagcgagtataccaactcgtttgagtcctttgtcaaccgcgtaatctyg

ggaaaacttttacaaac 616

FETTEEETT el
ggaaaacttttacaaac 696
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59
139
119
199
179
259
239
319
299
379
359
439
419
499
479
559
539
619
599

679
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Figura 3.22. Alinhamento da seqliéncia do fragmento PH2 (sequéncia
inferior: PH2) com a seqiiéncia do gene da poliedrina do AgMNPV
(sequéncia superior: polh). Em mailsculo, seqléncia pertencente ao
“primer” polFBglll. Em verde, o nucleotideo guanina do “primer”
polFBglll responsavel por alterar a fase do fragmento PH2. Em
vermelho, c6dons de parada que surgiram no interior do fragmento PH2.
Em amarelo, nucleotideos da poliedrina que foram alterados

(substituicdo nucleotidicas) durante a reacado de PCR.
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Obtencao do vetor pGemPH3

Andlise eletroforética do PCR realizado para construcao do fragmento
PH3 mostrou que o fragmento amplificado possuia o tamanho esperado (777
pb) (Figura 3.23). Fragmento PHS3 foi clonado no vetor intermediario pGem-T
Easy, gerando pGemPHS3. Para comprovar construgcdo desse vetor, foram
realizadas digestbes simples com BamHI| (padrdao esperado: um fragmento
de 3794 pb), e com Ncol (padrao esperado: 3021 pb; 773 pb) e digestao
dupla com Bgll e Ncol (padrao esperado: 1493 pb; 1318 pb; 773 pb; 206 pb;
4 pb).

Analise eletroforética de cada uma das digestdes acima apresentou o
padrao esperado (Figura 3.24). Devido a esse resultado, foi considerado que

o plasmideo pGemPH3 havia sido construido.
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1 kb
750 pb

Figura 3.23. Amplificacao do fragmento PH3. Analise eletroforética em gel de
agarose 0,8% da reagdo de PCR para construcdo do fragmento PH3
(tamanho esperado: 777 pb). 1- marcador 1 kb DNA ladder (Fermentas);
2- PCR PHS. Seta vermelha indica banda correspondente ao fragmento

PH3.
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4kb ——»

3kb ———»

Figura 3.24. Confirmacao do vetor pGemPH3 por analise do padrao de
restricdo. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% dos produtos
de digestdo do vetor pGemPH3 com diferentes enzimas de restricéo. 1-
marcador 1 kb DNA ladder (Fermentas); 2- pGemPH3 digerido com Bgll
e Ncol (padrao esperado: 1493 pb; 1318 pb; 773 pb; 206 pb; 4 pb); 3-
pGemPH3 digerido com Ncol (padréo esperado: 3021 pb; 773 pb); 4-
pGemPH3 digerido com BamHI (padrao esperado: uma banda de 3794

pb); 4 pGemPHS3 intacto (3794 pb).
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Construcao do vetor de transferéncia pFastPH3

Plasmideo pGemPH3 foi submetido a uma digestdo dupla (com
enzimas Bglll e Ncol). O produto da digestao foi separado em gel de agarose
(dado ndo mostrado) e o fragmento P (745 pb) (banda menor,
correspondente ao gene da poliedrina do fragmento PH3 sem a cauda de
histidina) foi eluido. Esse fragmento possui extremidade 5’ coesiva para Bglll
e extremidade 3’ coesiva para Ncol. 10% do volume da eluicédo foi analisado
eletroforeticamente (dado ndo mostrado), comprovando que a eluigdo foi
bem sucedida.

Fragmento P foi clonado no fragmento pFastH, gerando pFastPH3
(5538 pb). Para comprovar construcdo desse vetor, foram realizadas
digestoes simples com BamHI (padréao esperado: um fragmento de 5538 pb),
e com Ncol (padrdo esperado: um fragmento de 5538 pb) e digestdo dupla
com Bgll e Ncol (padrao esperado: 2508 pb; 1268 pb; 1017 pb; 745 pb).

Analise eletroforética das digestdbes acima apresentou o padréao
esperado (Figura 3.25). Devido a esse resultado, foi considerado que o

plasmideo pFastPH3 havia sido construido.
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6kb
5kb —»

25kb _y 6kb _y
5kb _,
1,5kb
1Ko _y
A) B)

Figura 3.25. Confirmacao do vetor pFastPH3 por analise do padrao de
restricao. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% dos produtos
de digestdo do vetor pFastPH3 com diferentes enzimas de restricdo. A)
1- marcador 1 kb DNA ladder (Fermentas); 2- pFastPH3 digerido com
Bgll e Ncol (padrao esperado: 2508 pb; 1268 pb; 1017 pb; 745 pb); 3-
pFastPH3 digerido com Ncol (padrédo esperado: uma banda de 5538
pb); 4- pFastPH3 intacto (5538 pb). B) 1- marcador 1 kb DNA ladder
(Fermentas); 2- pFastPH3 digerido com BamHI (padrdo esperado: uma

banda de 5538 pb).
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Construcao e purificacao de baculovirus recombinante

vAcPH3 utilizando Bac-to-Bac “Baculovirus Expression

System” (Invitrogen)

Células DH10Bac transformadas com vetor de transposi¢cao pFastPH3
foram semeadas e colonias brancas foram escolhidas. Essas foram
amplificadas e o DNA bacmidial foi purificado.

PCR foi feito para comprovar construgédo do bacmideo recombinante
bAcPHS3 (Figura 3.26). Andlise eletroforética do PCR mostrou que fragmento
amplificado possui tamanho esperado (1473 pb) para o bacmideo bAcPH3
(dado ndo mostrado).

Bacmideo bAcPHS foi transfectado com sucesso em células Tn5B,
levando a producdo do recombinante VvAcPH3. As células infectadas
apresentaram efeitos citopaticos, como arredondamento celular e hipertrofia
nuclear e houve formacao de poliedros (Figura 3.27). O fendtipo ocluséao
positivo (occ+) comprova que o virus recombinante VACPH3 possui o gene
da poliedrina.

Para confirmar a presenca das proteinas de fusdao PH foi feita andlise
da expressdo das proteinas (SDS-PAGE e Western Blot) expressas pelos

virus vVAcPHS.
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“Primer” polFBgIlINEW “Primer” M13R
A) > <—

>

B) |  Tamanho da banda amplificada

bAcPH3

1473 pb

Figura 3.26. Comprovacao do recombinante vAcPH3 por meio de PCR. A)
Esquema representativo da reacdo de PCR realizada para comprovar
virus recombinante vAcPH3 construido usando sistema Bac-to-Bac
(Invitrogen). Foram usados “primer” 5’ polFBgIIINEW (Tabela 2.6) e
“primer” 3° M13R (Invitrogen). Em cinza, gene da poliedrina; em
amarelo, seqUéncia para cauda de histidina; em azul, genoma do
bacmideo bMON14272 (sistema Bac-to-Bac). B) tamanho esperado do
fragmento amplificado na reacdo de PCR para comprovar bacmideo

vACPHS3.
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Figura 3.27. Identificacdo do virus recombinante vAcPH3 por microscopia de
luz. Foto mostra célula BTI-Tn5B1-4 infectada com o recombinante

VACPHS3 (72 h p.i.). No nucleo da célula estdo inumeros poliedros.
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Analise de expressao das proteinas em células

infectadas por vVAcPH3: SDS-PAGE e Western Blot

SDS-PAGE

Foi preparado extrato protéico de células Tn5B infectadas pelo
baculovirus recombinante vVAcPH3 a 72 h.p.i. Como controle, foi utilizado:
extrato protéico de lagartas Spodoptera frugiperda infectadas por ACMNPV
selvagem a 120 h.p.i.; extrato protéico de células Tn5B infectadas pelo
baculovirus vMON14272 (construido utilizando sistema Bac-to-Bac,
Invitrogen) a 72 h.p.i.; extrato protéico de células Tn5B n&o infectadas.

Andlise eletroforética em gel de SDS-PAGE (Figura 3.28.A) revelou
presenca de um polipeptideo (ausente na infecgao por AcCMNPV) com peso
molecular compativel com o esperado para o polipeptideo PH3 (MW= 29,97

KDa) e superior ao da poliedrina selvagem do AcCMNPV.

Western Blot (Figura 3.28.B e 3.28.C)

Foi realizado western blot com anticorpos contra a poliedrina (Figura
3.28.B) e com anticorpos contra a cauda de hexa-histidina (Figura 3.28.C).
Apenas a proteina PH3 foi marcada tanto em reacado com anti-soro contra a
poliedrina como em reagcdo com anti-soro contra cauda de histidina,
comprovando ser a proteina PH3 um peptideo de fusdo da poliedrina com

cauda de hexa-histidina.
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Figura 3.28. Analise da expressao de proteinas em células Tn5B infectadas
por virus recombinantes VAcPH3. Seta vermelha indica proteina PH3
(peso molecular aproximado: 29,9 KDa). Seta azul indica proteina
poliedrina de AcMNPV (peso molecular aproximado: 28,6 KDa). A)
Andlise eletroforética em gel de SDS-PAGE. 1- marcador Precision Plus
Protein Kaleidoscope Standards (Bio-Rad); 2- extrato protéico de células
Tn5B infectadas por VACPH3 (72 h.p.i).; 3- extrato protéico de células
Tn5B infectadas por AcMNPV (72 h.p.i). B) Western blot realizado
utilizando anticorpo policlonal contra a poliedrina, produzido em coelho.
1- extrato protéico de células Tn5B infectadas por VACPH3 (72 h.p.i); 2-
extrato protéico de células Tn5B infectadas por AcCMNPV (72 h.p.i). C)
Western blot realizado utilizando anticorpo monoclonal contra cauda de
hexa-histidina (Roche). 1- extrato protéico de células Tn5B infectadas
por VACPHS3 (72 h.p.i); 2- extrato protéico de células Tn5B infectadas por

AcMNPV (72 h.p.i).
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4. DISCUSSAO

Diversos contra-tempos surgiram ao longo do presente projeto. Esses
contra-tempos ocorreram na etapa de obtencédo do fragmento PH (uma ORF
de fusdo contendo gene da poliedrina, sitio de Ncol, cauda de hexa-
histidina).

Na primeira tentativa de obtengédo do fragmento PH (estratégia PH1),
o PCR realizado para obter o fragmento PH amplificou parte do genoma
bacteriano em vez do gene da poliedrina. Como o “template” utilizado na
reacdo de PCR da estratégia PH1 foi DNA plasmidial (plasmideo p2100),
acredita-se que o DNA plasmidial utilizado estivesse contaminado com DNA
cromossomal bacteriano e que os “primers” tenham anelado em alguma
regidao desse DNA cromossomal. De qualquer modo, o fragmento PH1 n&o
esta correto.

Ja na segunda tentativa de obtencdo do fragmento PH (estratégia
PH2), o gene da poliedrina foi amplificado. Contudo, o “primer” 5’ utilizado
(polFBglll) havia sido sintetizado com uma guanina extra em sua
extremidade 3’, alterando a fase ORF do fragmento PH2, tornando-o inutil.

Contudo, em ambos os casos, diversos fatores contribuiram para que
se acreditasse que os fragmentos PH1 e PH2 estavam corretos:

» Os produtos de PCR PH1 e PH2 possuiam tamanhos

similares ao esperado para o fragmento PH;
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= Os padrées de digestdo com diversas enzimas de restricdo
utilizadas foram compativeis com o padrao esperado para o
fragmento PH;
= Os virus recombinantes PH1, PH2 e derivados construidos por
transposicdo sitio-especifica apresentaram fendtipo oclusédo
negativo (occ’). Esse resultado era esperado, pois esses virus
recombinantes possuiam o gene da poliedrina presente na
proteina de fusdo, mas nao possuiam o gene da poliedrina
selvagem. De acordo com Je et al (2003), virus
recombinantes expressando uma proteina de fusdo contendo
a poliedrina formam poliedros apenas se a poliedrina nativa
também estiver sendo expressa;
= Os virus recombinantes PH1 e derivados construidos por
recombinacdo homologa possuiam fendtipo oclusdo positivo
(occ’). Como tais virus também expressavam a poliedrina
nativa, de acordo com Je et al. (2003) o fenétipo occ’ era
esperado.
Somente com os resultados dos sequiienciamentos dos fragmentos
PH1 (Figura 3.16) e PH2 (Figura 3.22) e com o resultados dos experimentos
de analise da expressao de proteinas (SDS-PAGE e Western Blot) (Figura
3.15) foi descoberto que os fragmentos de PCR PH1 e PH2 estavam
incorretos. Contudo, isso foi descoberto somente apdés grande parte do
trabalho ter sido feita baseada nesses fragmentos. Devido a esses enganos,

muito tempo foi perdido.
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Finalmente, na terceira tentativa, com um novo “primer’ 5
(polFBgIIINEW), foi obtido o fragmento PH correto, que foi chamado de
fragmento PH3. E com esse fragmento fomos capazes de construir o
baculovirus recombinante vAcPH3. Células infectadas com esse virus
apresentaram fenétipo occ®. Contudo, isso mostra apenas que estava
ocorrendo expressao da proteina poliedrina, mas nao esclarece se ela
estava sendo expressa fusionada a uma cauda de hexa-histidina. A analise
da expressdao de proteinas em células infectadas com o virus vAcPH3
(Figura 3.28) deixou claro que a proteina de fusdo PH3 estava sendo
expressa. Eletroforese em gel de SDS-PAGE (Figura 3.28.A) confirmou que
em células infectadas com vACPH3 era expressa uma proteina de peso
molecular superior ao da poliedrina nativa e ausente em células infectadas
pelo virus AcMNPV selvagem. Western blot (Figura 3.28.B e 3.28.C)
mostrou que essa proteina foi reconhecida tanto por anticorpos anti-
poliedrina (Figura 3.28.B) como por anti-corpos contra a cauda de hexa-
histidina (Figura 3.28.C), comprovando ser o polipeptideo PH3 uma proteina
de fusdo contendo a poliedrina e cauda de hexa-histidina.

Infelizmente, n&o fomos capazes de atingir todos os objetivos
propostos inicialmente. Contudo, a construcdo do fragmento PH3, do vetor
de transferéncia pFastPH3 e do baculovirus recombinante vAcPH3 ja
representam em si um grande avango.

Uma vez que neste projeto foram construidos fragmentos CPN (Mb",
cN, DV, GarCLVN, LYSVN, OYDVM) e seus respectivos pGemCPN, o préximo

passo é a construgdo de baculovirus recombinantes PCPNH3. Essa é uma
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tarefa que agora esta facilitada pelo fato de o vetor pFastPH3 ter sua
construgéo comprovada.

Alves-Junior et al. (2008) conseguiram expressar a proteina capsidial
de GarV-C em baculovirus. Contudo, eles expressaram a proteina de forma
soluvel, a proteina foi extraida de gel de poliacrilamida e injetada em coelho
para producao de anticorpos. Os anticorpos obtidos por Alves-Junior et al.
(2008) se mostraram especificos contra a proteina capsidial de garv-C,
contudo apresentaram baixo titulo. A expressdo da proteina capsidial
fusionada no fragmento PH seria um sistema mais eficiente de obtencéo da
proteina capsidial para elicitacdo da resposta imune utilizando o sistema de
expressao baculoviral. A vantagem trazida pelo sistema PH ¢é a facilitagdo de
purificacdo da proteina (seja pela purificacdo dos poliedros - contendo a
proteina de fusdo - via centrifugacao, seja pela purificacdo da proteina de
fusdo solubilizada via cromatografia de afinidade para a cauda de hexa-
histidina).

Outro fato importante é que esse mesmo vetor (pFastPH3) pode agora
ser utilizado em diversos projetos que visarem produzir uma proteina de
fusao “poliedrina + proteina desejada + cauda de hexa-histidina”.

Além de serem utilizados em experimentos para a producdo de
anticorpos, vetores baculovirais expressando a poliedrina fusionada a uma
proteina de interesse tém outros usos. Uma possivel aplicagdo seria a
utilizacdo dessa tecnologia para engenheirar vetores baculovirais que
incorporem uma toxina ao corpo de oclusdo baculoviral visando obter-se um

baculovirus com capacidade inseticida melhorada. Isso pode ser alcangcado
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pela constru¢do de um baculovirus recombinante contendo o gene da
poliedrina fusionado ao gene de uma proteina toxica a determinada espécie
alvo. Chang et al. (2003), utilizaram essa tecnologia para produzir um
baculovirus recombinante (vColorBtrus) capaz de incorporar a toxina Cry1Ac
de Bacillus thuringiensis aos corpos de oclusdo. Experimentos realizados
por Chang et al. (2003) demonstraram que vColorBtrus possuia dose letal
inferior a do AcCMNPV selvagem e que o tempo de sobrevivéncia de larvas
infectadas por vColorBtrus era reduzido quando comparado com o tempo de
sobrevivéncia de larvas infectadas com AcMNPV selvagem. O mesmo
principio podera ser usado para a construgdo de baculovirus recombinantes,

baseados no VACPH3, com capacidade inseticida aumentada.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

= Construir vetores pFastPCPYH3 (Mb", CN, DN, GarCLVN, LYSVN, OYDVV),
para a obtencdo de baculovirus recombinantes expressando as proteinas
de fusdo PCP"H;

= Construir virus recombinantes vAcPCP"H3 (Mb", C, DV, GarCLV", LYSVV,
OYDV);

» Produzir anticorpos contra a proteina da capa protéica dos virus GarMbFV,
GarV-C, GarV-D, OYDV, LYSV, GarCLV utilizando as respectivas proteinas
PCPVH3;

= Analisar eficiéncia do sistema de producdo de anticorpos utilizando

proteinas fusionadas a poliedrina.
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