" UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA MOLECULAR

Expresséo da proteina do envelope do virus da febre
amarela fusionada com a proteina poliedrina do

baculovirus AQMNPV em células de inseto

Bruna Carolina C. Batista

Brasilia
Julho/2010



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA MOLECULAR

N_|

Expressao da proteina do envelope do virus da febre
amarela fusionada com a proteina poliedrina do
Baculovirus AQMNPV em células de inseto

Bruna Carolina C. Batista

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacéo em Biologia Molecular da Universidade
de Brasilia, como parte dos requisitos necessarias

obtencao do titulo de Mestre em Biologia Molecular

Orientador: Dr. Bergmann Morais Ribeiro

Co-orientadora: Dr. Tatsuya Nagata

Brasilia
Julho/2010



Dedico este trabalho a minha mde, lara, minha amiga e heroina. Por todas as vezes que me
segurou no colo, secou as minhas ldgrimas e acreditou que eu era capaz mesmo quando
vacilava. Ao meu grande pai, Mdrcio, pelo exemplo de forca e perseveranga, pela coragem

que me ensinou a ter diante dos grandes obstdculos.



Agradecimentos

Meus sinceros agradecimentos...
A Deus, que sempre esteve no meu lado, iluminaodostos meus caminhos e permitindo

que tudo que sempre desejei acontecesse.

Aos meus pais e irmédo, Marcello, por sempre menineer e estar presente em todos os

momentos com amor e carinho.

Ao meu namorado e amigo, Israel, pelo amor, cariphoiéncia, ombro amigo, por todas as

palavras de conforto e &nimo ao longo dessa jornada

Ao professor Dr. Bergmann, obrigado pela oportuiedee realizar mais este sonho e pela

maravilhosa orientacéo.

Ao professor Dr. Tatsuya Nagata pela grande cova@@o. Por todas as vezes que me

auxiliou e pelos ensinamentos ao longo do caminho.

A minha grande amiga professora Dr. Glaucia LimaitdMobrigada por todos os momentos
de amizade e paciéncia. Pelo exemplo de que coga,fooragem e muito trabalho tudo €

possivel.



Aos meus maravilhosos e ultrachiques amigos, BeeYiara. Obrigada por estarem presentes
em toda a minha jornada de UnB. Pelas risadaspshéestas, provas...Enfim, vocés sdo

DEMAIS!

As minhas super amigas Anabele e Aline. Por todasomversas, reunides, festinhas e
banquetes. Pela confianca e amizade conquistadasdsis anos de convivéncia. Que dure

para toda a nossa vida!

Ao queridissimo amigo Roberto... Companheiro decolabe! Pela paciéncia, conselhos e
ajudas ao longo desse trabalho. Obrigada peladagsa pelas quintas de barzinho que

ajudaram a acalmar os animos desse mestrado!

A minha sensacional amiga Kelly. Por todos os mdaaoseeam que pacientemente estendeu a
mao e me ajudou com a finalizacdo desse trabalbog&lo por todo carinho e AJUDA, ou

melhor, PELA GRANDE AJUDA!

Ao grande Felipe, por toda a colaboracdo na ret.fi Aos ultimos minutos do segundo
tempo, nos conhecemos e sem a sua presenca spoasikel terminar essa caminhada.

Muito Obrigado!

Aos meus colegas baculoviristas... Pelas risagladas festas...Por tornarem o ambiente de

trabalho um lugar tdo acolhedor...



Ao CNPq e a UnB pelo apoio financeiro e a possiade de tornar este sonho possivel.

A todos que de alguma forma me ajudaram e que seioqmeram pela minha vitoria!



Confia no Senhor e faze o bem, e sobre a terra habitards em
sequranga. Coloca no Senhor tua alegria, e Ele dard o que pedir

teu coragdo.

Deixa aos cuidados do Senhor o teu destino: confia Nele, e com
certeza Ele agird. Fard brilhar tua inocéncia como a luz, o teu

direito, como o sol do meio-dia.

Afasta-se do mal e faze o bem, e terds tua morada para sempre.
Porque o Senhor Deus ama a justica, e jamais Ele abandona os

seus amigos.

A salvagdo dos piedosos vem de Deus; Ele os protege nos
momentos de aflicdo. O Senhor lhes dd ajuda e os liberta,
defende-os e protege-os contra os impios, e os guarda porque
Nele confiaram.”

Salmo 36



Resumo

O virus causador da febre amarela (YFV) € um merdartamilia Flaviviridae e importante
arbovirus patogénico ao homem. O diagnostico deefamarela é importante tanto para
medidas de saude publica como também para o trataradequado dos pacientes, ja que 0s
sintomas iniciais sao tipicos de outras doencassvinfecciosas. A glicoproteina do envelope
(E) desse virus € a maior determinante da imunoigiawie viral e da resposta imunolégica do
hospedeiro. Neste trabalho, a proteina do envedopeirus da febre amarela foi expressa
fusionada com a proteina poliedrina (POLH) dos @®igle oclusdo do baculovirAsticarsia
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovir@@gMNPV) em células de inseto pela infeccao
com um baculovirusAutographa californica multiple nucleopolyhedro\srfAcCMNPV)
recombinante. Primeiramente, foi construido um vegzuloviral modificado para expresséo
de proteinas heterdlogas fusionadas a POLH, o Afast. O fragmento de DNA contendo
0 gene da poliedringp¢lh) do AQMNPV foi amplificado e, em seguida, tram&fe para o
plasmideo comercial pFASTBacl™ (Invitrogen). Usihrlo o sistema Bac-to-Bac
(Invitrogen), o AcCMNPV recombinante contendo o g@aoth de AQMNPV foi construido
(VAcPolAg). Células de inseto foram infectadas pel@PolAg, e a expressao da proteina
recombinante analisada por microscopia de luz, BBGE e Western blot. A proteina foi
detectada por Western-blot, mas nado houve a folonagaorpos de oclusdo. Um fragmento
de DNA contendo o gene do envelope do YFV foi ditmnano vetor de transferéncia
pFastAgPol, em fase com o0 gepelh, para ser expresso como uma proteina de fusédo e
inserido no genoma do AcMNPV. Células de insetob&m foram infectadas com o
AcCMNPV recombinante (VACPoOIAgENnv) e a expressdo mateina recombinante foi
analisada por SDS-PAGE e Western blot, que detactopolipeptideo de aproximadamente

88 kDa, correspondente a fusdo da proteina E ds aimarilico com a POLH de AQMNPV.



Entretanto, também n&o ocorreu a formacao de capaxliusdo. As células infectadas com
os dois recombinantes também foram analisadas myosuopia de luz, de transmissdo e
pelo microscopio confocal. A ndo formacdo de com@®oclusdo pode ter sido causada, no
caso do VAcPolAg, pela substituicdo do sitio denteacdo do geneolh por um sitio de
clonagem para a fusdo do gene E, o que resultontmo@lucdo de 41 amino acidos no C-
terminal da POLH. No caso do virus contendo a pratele fusdo, POLHENYV, a propria
fusdo pode ter resultado na formacado de uma peote@apaz de formar corpos de ocluséo
pelas mudancas conformacionais. A construcdo daoss viecombinantes, VAcCPoIAg e
VACPOIAgENv, e a expresséo das proteinas fusionimdas bem sucedidas demostrando o
potencial do sistema bacuoviral para o desevolvimda técnicas alternativas de diagndstico

e producéo de vacinas utilizando partes virais.

Palavras-chave: virus da febre amarela; proteirendelope; baculovirus; poliedrina e fuséo.



Abstract

The yellow fever virus (YFV), a member of the fayriilaviviridae, is an important arbovirus
pathogenic to humans. The yellow fever diagnossintportant not only to public health
measures but also to patients proper treatmeng trecinitial symptoms are similar to others
viral infectious diseases. The envelope glycoprotéic) of this virus is the major
imunogenicity and host immune response determiranthis work, the yellow fever virus
envelope protein was expresse fused to the prgielyhedrin (POLH) of the baculovirus
Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovifdgfMNPV) occluded bodies in insect
cells by the infection of a baculovirdaitographa californica multiple nucleopolyhedrosru
(AcMNPV) recombinant. First, was constructed a ified baculoviral vector (pFastAgPol)
for heterologous protein expression fused to POTHe DNA fragment containing the
AgMNPYV polyhedrin geneplh) was amplified and then transferred to a commeptasmid
pFASTBacl™ (Invitrogen).Using the Bac-to-Bac systginvitrogen), the AcCMNPV
recombinant containg the AgMNP\polh gene was constructed (VAcPolAQ). Insect cells
were infected with vAcPolAg and the protein expeessvas analyzed by light microscopy,
SDS-PAGE and Western blot. The protein was detdayed/estern-blot but was not capable
of forming occlued bodies. A DNA fragment contampinthe envelope gene of YFV was
cloned into the transfer vector pFastAgPol, in feamith the polh gene, in order to be
expressed as a protein fusion, and inserted hi@AtMNPV genome. Insect cells were also
infected with the AcCMNPV recombinant (VAcPolAgEnvgnd recombinant protein
expression was analyzed by SDS-PAGE and Westetnvithich detected a polypeptide
around 88kDa, corresponding to the fusion of thdowefever virus protein E with the
AgMNPV POLH. However, threre were no formation afclusion bodies either. Infected

cells with the two recombinants also were analyisd light, electron and confocal



microscopy. The lack of occlusion body formatianthe case of vAcPolAg, could have been
due to the substitution of the stop codon of ploéh gene by a restriction site for the fusion
with the E gene which resulted in the introductodrtl amino acids to the C-terminal end of
POLH. In the case of virus containing the fusiontpin POLHF, the fusion itself could be
responsible for the formation of a protein uncapabl forming occlusion bodies due to
conformational changes. The construction of recountti viruses, VACPolAg VAcPolAgENv,
and expression of fused proteins were successkiodstrating the potential of the
baculoviral system for the development of alteneatechniques of diagnosis and production

of viral vaccines using parts of it.

Keywords: Yellow fever virus, envelope protein, blawirus, polyhedron and fusion.
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1. INTRODUCAO

1.1. Febre amarela e epidemiologia.

A febre amarela € uma doenca viral infecciosa néntagiosa, endémica e
epidémica, de regides tropicais da Africa e da Araétto Sul. E causada por um arbovirus da
ordem Nidovirales, pertencente a familia Flaviridaegénerd-lavivirus (Lindenbachet al,
2007; Volket al, 2009).

Arbovirus € o termo utilizado para designar vimamsmitidos pela picada do vetor
artropode (do inglésArthropod Borne Virus)Os principais vetores da febre amarela sao as
fémeas dos insetos hematofagos da familia Culicidae especial dos génerdsedese
Haemagogus(figura 2). Na Africa, o virus também foi isolado partir do carrapato
Amblyomavariegatum indicando um possivel papel desses insetos nantiasdo da virose
(Vasconcelos, 2003)

As primeiras referéncias sobre a febre amarel@&séontradas em manuscritos Maias.
Entretanto, analises de sequéncias genbmicas deamangue a febre amarela e outras
arboviroses datam de mais de 3000 anos. Tem prowdgem na Africa e foi trazida para o
Novo Mundo durante o trafico de escravos (Monadio12.

O virus nunca foi relatado na Asia, porém o mdsquetor Aedes aegyptié
encontrado neste continente. As estirpesAde aegyptiasiaticas podem transmitir a febre
amarela, mas demonstram uma menor capacidadendentssdo que as estirpes americanas.
Em adicdo, a imunidade cruzada adquirida depoisnteecbes por dengue ou outros
flavivirus pode ter contribuido para a auséncidaknca nesse continente. (Barret and Higgs,

2007)
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B Reported outbreak

[ Atrisk

Figura 1. Areas sob risco de febre amarela e paijses reportaram epidemias. Adaptado da WHO.

http://www.who.int/csr/resources/publications/yelfev/CSR_ISR_2000_1/en/

Cerca de 10% dos casos da doenca ocorrem na Anaéri&ul tropical (Bolivia,
Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Pererezuela) e 90% na Africa (figura 1).
Mais de 200.000 casos sao relatados anualmenteo spre aproximadamente 30.000 s&o
fatais (Volket al, 2009)

No Brasil, entre 2003 e 2007, foram notificados &B8os confirmados de febre
amarela, sendo que 36 foram fatais (http://wwwsawede.sp.gov.br/htm/zoo/fa_03.htm). Em
fevereiro de 2008 o pais teve uma eclosao da dasamgdo reportados pelo Ministério da
Saude 48 casos, incluindo 13 mortes. Um aumentaumeero de eventos epizodticos foi
observado entre dezembro de 2007 e janeiro de &08@ndo mais de 23 novos municipios

nesse periodo (http://www.who.int/csr/don/2008_(d2ef/index.html).
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Existem duas formas de transmissao da doenca neepat urbana e silvestre (figura
3). Sao divisdes epidemiologicas, no entanto, idémt em termos imunoldgicos e
patogénicos. O que distingue essas duas formassséiolos na natureza, com reservatorios e
vetores distintos. Apesar de diversas espéciesedebvados serem suscetiveis a infeccéao e
usados em estudos laboratoriais, apenas primatasndéram estarem envolvidos no ciclo de
transmissao (Barret and Higgs, 2007).

No ciclo urbano simples (homem-mosquito), 0 mosgAie. aegyptié responsavel
pela transmisséo direta da doenca ao homem, poisxisie um hospedeiro amplificador. O
proprio homem infectado, na fase de viremia (period qual o virus pode ser isolado do
sangue circulante), atua como amplificador e digs&tor do virus na populacdo. O ciclo
silvestre é mais complexo, pouco compreendido &\ acordo com a regido em que se
encontra. Na maioria das vezes, 0 macaco atua getapde amplificacdo e o homem como
o hospedeiro final (Vasconcelos, 2003).

Mosquitos do génerdedessao 0s principais responsaveis pela transmissdo na

Africa, enquanto na América, o géndfaemagoguse destacaExiste um vetor de ligacdo
entre os ciclos urbanos e silvestres, na Africe@al, oAe. simpsoniEsta espécie sai da
mata indo picar os individuos na periferia das dgga podendo, assim, manter a transmissao
urbana continua. Nas Ameéricas, o principal transonisla forma silvestre é ldaemagogus

janthinomygqVasconcelos, 2003).
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Figura 2. Imagens dos mosquitos transmissores ki@ famarela. A) Foto de um mosquiée. aegypti
http://www.rc.unesp.br/ib/zoologia/aedes_aegyi.jB) Foto de um mosquitddaemagogus janthinomys.

http://www.fiocruz.br/ccs/media/ioc_amarela2.jpg
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Figura 3. Esquema mostrando os ciclos selvagerhanarde transmisséo da febre amarela.
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1.1.1. Manifestacdes clinicas

A febre amarela é a original febre hemorragical wasacterizada por viremia, febre,
prostracdo, lesdes renais, hepaticas e no miogandimorragia, choque e alta letalidade
(Monath, 2005).

Apoés a penetracdo do virus no corpo humano, viadpicdo mosquito transmissor,
ele rapidamente atinge os linfonodos regionaissaphlrece da circulagdo sanguinea nas 24
horas seguintes (Vasconcelos, 2003). Nos noéduidatitos inicia-se a replicacdo viral.
Depois da liberacdo dos virions através da corrsgrtguinea, outros 6rgaos sao infectados:
figado, rins, medula éssea, sistema nervoso cerdoahcdo, pancreas, baco e ganglios
linfaticos (Santoet al,2002).

O periodo de incubacédo dura de 3 a 6 dias e é idocedr um quadro clinico
bifasico, sendo observado um periodo intermediariase de remissédo, entre as duas fases.
Na primeira fase os sintomas aparecem de formaasimmo febre alta, mal-estar, cefaleia,
dores musculares, cansaco e calafrios, podendatarabresentar diarreia e vomito (Santos
et al,2002). O periodo de remissao € caracterizado getaparecimento da febre e dos
sintomas por pelo menos 24h. Nesse periodo, o ginsutralizado pelos anticorpos e pela
resposta imune celular (Monath, 2001). Uma vez gudrus ndo € mais encontrado na
corrente sanguinea, o paciente ndo é mais fontefetzdo para outros mosquitos (Monath,
2005).

Apoés quatro dias, a maioria dos pacientes possupszacao total, sendo a segunda
fase dos sintomas leve e rapida. No entanto, dejmiperiodo de remissado, alguns casos
podem evoluir para a forma grave da doenca. Nestess, a segunda fase inicia-se

abruptamente com febre alta e cefaleia intensadohss musculares generalizam-se com o
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aumento das nauseas e vomitos; as funcbes hepatieaais sdo comprometidas. Pode-se ter
0 Obito ou uma recuperacéo total sem sequelas ¢viesios, 2003).

O periodo de viremia consiste na etapa de dissedondo virus pela corrente
sanguinea e pode ser de dois a cinco dias dependendpresentacao clinica. E, somente
neste periodo, que os diagnosticos virologicoscegazes de detectar a infeccédo (Santos e
al.,2002).

InfeccBes anteriores por outros flavivirus podentduter a expressdo e o grau de
manifestacdo da febre amarela. O efeito dependristx@mente do virus causador da
primeira infeccdo. Evidéncias sugerem que infecqii@ds virus da dengue, em particular,
podem oferecer uma reacao de protecdo cruzada {(M@t1).

A resposta imunologica € bastante rapida e espacifA resposta humoral foi
caracterizada e anticorpos IgM séo descritos pdSElprincipalmente nas duas primeiras
semanas. Nao existem dados que relata um seguasdaleanfeccao por febre amarela. Os
anticorpos neutralizantes sao o0s principais medesdda protecao contra a doengca em casos
de uma nova exposic¢ao ao virus (Monath, 2001).

A resposta inata do sistema imunoldgico € essepai@ a deteccao inicial de uma
infecgéo viral e subsequente ativagdo da imunidaaptativa. A resposta imune antivinal
vivo é mediada tanto por células dendriticas, macréfaggulas T, células B, como também
por outros tipos celulares como as células NK (fratkillers”) (Takeuchi, O. & Akira, S.,
2009).

Com a infecgdo viral, o reconhecimento de algumspomentes virais como SSRNA,
dsRNA e proteinas virais por receptores de recomeato-padrao (PBRS) ativa a resposta
imune inata. Os PBRs sdo divididos em trés classgsreceptores tool-like (TLRsS) e

receptores RIG-I-like (RLRs), que s&o importantasapa producéo de interferons do tipo |
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(IFNs) e citocinas, e os receptores NOD-like (NLRp)e regulam a maturacdo das
interleucinas- g (Takeuchi, O. & Akira, S., 2009).

Nas células do sistema imune, a deteccdo de comigsnérais pelos RLPs e TLRs
inicia cascatas de sinais intracelulares levandeaiecdo de interferons do tipo | (IFNs),
citocinas, quimiocinas e também aumentam a secregiéculas co-estimuladoras como
CD40, CD80 e CD86( Takeuchi, O. & Akira, S., 2009).

Os IFNs ativam vias intracelulares pela ligacao ceceptores especificos e regulam
a expressao de diversos genes. Esses genes esi@@m@ss com 0 processo de eliminagcao
dos componentes virais de células infectadas, comdacdo da apoptose e conferem
resisténcia a infeccéo viral em células néo inflata Também sao produzidos por células
dendriticas e macrofagos. As citocinas pro-inflamas e as quimiocinas ajudam no processo
de eliminacdo de componentes virais promovenddl@macao e recrutando células inatas e
adaptativas. Os fatores de co-estimulacdo sdo @asempara a ativacdo de células T e

consequente obtencéo da resposta imunologica (ifhake. & Akira, S., 2009).

1.1.2. Diagndstico e prevencao.

O diagnéstico da febre amarela € importante taata medidas de saude publica
como também para o tratamento adequado dos pagigatgue os sintomas iniciais sédo
tipicos de outras doencas virais infecciosas. a@grdistico laboratorial pode ser realizado de
trés maneiras: isolamento e identificacao viragquesa de anticorpos e deteccdo de acidos
nucleicos virais.

Para o isolamento e identificacdo viral, deve-smlher o sangue ou o soro do
paciente coletado até o quarto dia do inicio daifestacdo dos sintomas. Apos o quinto dia,

0sS anticorpos neutralizantes promovem uma elimmal@ agente viral da circulacdo. O
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figado, 6rgdo no qual se encontra a maior quardiddel virus, ndo é recomendado ser
utilizado para biopsia, uma vez que a doenca chesaorragias frequentes (Santes
al.2002). Faz-se o isolamento viral em diferenteesias: cultura de células animais (células
Vero, BHK-21, SW13 e AP61) e de mosquito (célul&E36 deAe. albopictus (Monath,
2001; Vasconcelos, 2003; Vera, 2004), intratoracerae em mosquitos ou em cérebros de
camundongos recém-nascidos. Evidéncias da replicag@ sdo observadas em torno do 5°
ao 7° dias de cultura ap6s a inoculacéo viral. &&ervados efeitos citopaticos na cultura
celular, principalmente a formacédo de sincicio dé@lilas infectadas sofrem uma fusdo de
suas membranas plasmaticas, originando célulasntggae multinucleadas), efeito
caracteristico de infeccbes pelo grupo dos flawsvirPara identificacdo do virus, sdo
utilizados testes soroldgicos como teste de neézdgdo, fixacdo do complemento,
imunofluorescéncia indireta e ensaio enzimatices{dacelos, 2003).

O teste de neutralizacdo baseia-se no fundamentgueleum virus infeccioso ao
interagir com o0 anticorpo especifico € neutralizagerdendo sua capacidade de infectar
outras células. Este teste pode ser usado tantogpatentificacdo de virus desconhecidos
guanto para avaliar o nivel de anticorpos. No aesdebre amarela, precisa-se confirmar a
presenca do virus especifico. Uma suspenséo de aisar identificado € misturada com uma
suspensao de anticorpos especificos ou, para acdetale anticorpos especificos, uma
suspensao do virus conhecido é misturada ao sopaaente que contém o0s anticorpos de
especificidade desconhecida (Sargbal2002). Uma vez que o anticorpo padrao para a febre
amarela é utilizado e, ao se ligar ao virus enadotma cultura celular, este perde sua
atividade infectiva e confirma-se o diagnésticdatae amarela.

No teste de fixacdo do complemento, este é fixada presenca de um complexo
antigeno-anticorpo. A reacdo ocorre em duas faéegprimeira sdo misturados o anticorpo

antifebre amarela, o antigeno especifico (sobretadde células infectadas pelo soro), o
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complemento e estes sdo incubados. Se for formadigagdo anticorpo-antigeno, o
complemento € fixado. Na segunda fase, o complexunahbea-anticorpo anti-hemacea é
adicionado na mistura. Se o complemento se ligaprimaeira fase, este ndo estara mais
disponivel para interagir no complexo hemacea-aria e assim as hemaceas permanecerao
intactas. A auséncia de hemodlise indica a formdgdmunocomplexo. (Santes$ al.2002)

A técnica de imunofluorescéncia utiliza anticorposjugados, que sao anticorpos
marcados com corantes fluorescentes (isotiocin&oflabresceina- FITC). O teste de
imunofluorescéncia indireta é realizado, também, duwas etapas, que revelam se os
anticorpos anti-imunoglobulinas monoclonais conflgga ligam no complexo antigeno-
anticorpo formado previamente na placa de um pelsgitectado. As amostras positivas
aparecerao fluorescentes na analise por microsdediaorescéncia. (Santesal2002)

Os métodos sorologicos sdo baseados em reacOesanmiimaticas, sendo assim, 0s
testes identificam antigenos ou anticorpos, utiliitaanticorpos conjugados com enzimas.
Observacgfes qualitativas ou de avaliagbes espetinoétricas (quantitativa) da coloracao
produzida na reagdo também permitem realizar ag¢hdeda infeccdo. Para a febre amarela,
utiliza-se o teste MAC-ELISA para a deteccdo de Ifpdsquisa de anticorpos recentes)
(Santoset al2002). As reagfes cruzadas entre o virus amadlmatros flavivirus séo fatores
qgue dificultam o diagndéstico soroldgico, principalme em areas endémicas de multiplos

flavivirus (Monath, 2001).

O MAC-ELISA é o diagnéstico mais utilizado atualrteere envolve a deteccdo de
um imunocomplexo fixo em um suporte. Para a febrarala, o suporte é sensibilizado com
0 antigeno viral e depois o soro (presenca de aptis IgM) do paciente infectado é
adicionado. Apos a reacdo do material teste corasa $06lida, é adicionado o anti-lgM
conjugado a uma enzima. Depois de um periodo deéb@gdio, a enzima atua sobre o

substrato produzindo uma mudanca de cor (Saitas$,2002). O MAC-ELISA anti-lgM é
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capaz de fornecer um diagndstico rapido se a amémtrobtida a partir do quinto dia de
doenca. Os IgM aparecem no sistema imunolégicoup@ infec¢do recente (2-3 meses) e
corrente (atual). Comparam-se o0s resultados sacogdas amostras agudas ou
convalescentes. Se os titulos de anticorpos dasteas@onvalescentes forem quatro vezes ou
mais do que os das amostras agudas, comprova-safeecdio recente pelo virus.
(Vasconcelos, 2003)

A deteccao do acido nucleico € realizada com &at#o da técnica de reacdo de
transcriptase reversa seguida da reacdo em cadgmmlidnerase (RT-PCR) (Santes al,
2002). Ocorre a extracdo do acido ribonucleico aesira de sangue e, a partir deste,
confecciona-se um DNA complementar com a enzimestriptase reversa. Na PCR, utiliza-
se oligonucleotideos especificos as sequéncids eirassim, sua amplificacao e deteccéo.

N&o existe nenhum medicamento especifico e as essaibes clinicas € que
direcionam a utilizacdo dos medicamentos apropsiaBocomum o uso de analgésicos e a
antitérmicos utilizados nos caso de infec¢cdes ptnas viroses com manifestagdes similares.
Porém, medicamentos que contém o acido acetilgadiciu derivados sdo contra indicados,
uma vez que tendem a agravar possiveis hemorragitiemeéticos também sado utilizados
para controlar os vOmitos juntamente com outrasténbias como, ranitidina e omeprazol,
para proteger a mucosa gastrica. (Vasconcelos, 2003

A vacinagdo tornou-se o método mais eficaz de pg@e da febre amarela.
Desenvolvida por Theiler e Smith, em 1927, s6 fepdnibilizada para o uso a partir de 1937.
Ela é constituida pelo virus atenuado da linhagéby $endo utilizadas duas cepas: 17DD no
Brasil e 17D-24 em outros paises (Barret & Hig§972.

A vacina foi desenvolvida por passagens empiricasteridos embrionarios de
galinhas, resultando em mdultiplas mutagBes nossgeiras estruturais e nao-estruturais

(Monath, 2001). Permite uma replicacao viral liM@aentretanto com significante expansao
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e disseminacdo pelo hospedeiro. Tem-se uma graspesta de anticorpos neutralizantes
necessitando de apenas uma Unica dose que € rareada dez anos (CMAJ,2004).

Casos de reacdes contra a vacinacdo sao raraggnpduas complicacbes séo
caracteristicas: doencas neurotropicas (encefadfitevacina, que é a infeccdo e lesdo das
células do sistema nervoso) e doencas visceroa®icopismo do virus e lesdo dos tecidos
do figado, rins e cora¢ao) (Monath, 2005).

Por ser um virus atenuado, a vacina €& contra iddica pessoas com
imunodeficiéncia (risco de depressao do sistemanéyugestantes (risco de transmissao ao
feto) e a individuos alérgicos a proteina do owois ¢ produzida em tecidos de ovos
embrionarios de galinhas, podendo gerar um chogai@atico (Barnett, 2007).

Gauchetet al, (2008), demonstrou que a imunizacao pela vacinB contra a febre
amarela gera uma resposta imunoldgica integradalipersos componentes da imunidade
inata como o sistema complemento, os inflamossa@riageferons. Por meio da ativacdo de
receptores TLR7 que reconhecem o genoma viral hooardcorre a regulagdo da expressao
de citocinas inflamatorias como IL-6, IL-2 e IFNjzat |

A imunidade adaptativa € gerada por uma produdgét@lirde células T citotoxicas
seguida de uma variavel e forte producédo de céRil@Gaucheet al, 2008). Apos sete dias
de vacinacéo, ja € possivel observar uma produgiicmgpos IgM e, com duas semanas, eles
chegam a sua concentracdo maxima. Durante asrgeisiras semanas, a titulagdo de IgM
ainda é bem maior que a de IgG e eles persistempgo menos, dezoito meses. Os
anticorpos IgG séo desenvolvidos mais lentamemedem persistir por mais de 40 anos
(Pulendran, 2009).

A possibilidade de utilizagdo do virus 17-D comtoveara outros genes vem sendo
amplamente debatido. A substituicdo dos genestesdis pré-M/M/E (Monath & Lai, 2003),

expressao de diferentes epitopos na da ProteiBaralfloet al,2002; Bonaldeet al,2005)
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ou a insercdo destes entre proteinas nao estmutil@aiqueadas por sitios especificos de
clivagem por proteases (McAllistet al, 2000) sdo exemplos de técnicas para constriegao d
virus quiméricos baseados no 17D. Bonaddaal. (2007), demonstrou que a insercao da
proteina fluorescente verde (EGFP) entre os gem&salNS1 dos virus 17D e 17D-Dengue 4
permitiu 0 correto processamento da poliproteinal @ ndo comprometeu a viabilidade dos
virus recombinantes. Eles também sdo capazesinrikestanticorpos neutralizantes contra a
febre amarela e anticorpos contra EGFP. Estesedifes sistemas séo Uteis para o

desenvolvimento de novas vacinas vivas contraafifes doencas humanas.

1.1.3. Virus amatrilico

O virus amarilico pertence ao génetavivirusda familia Flaviviridae. Os flavivirus
(do latim flavus ou “amarelo”, referindo ao virus da febre amagre@o pequenos virus
animais envelopados contendo uma Unica fita de RNgitivo como material gendémico.
Incluem mais de 68 membros, sendo a maioria aress; transmitidos aos vertebrados por
mosquitos ou por outros parasitas que se alimedi@&msangue. Pertencem também a esse
género os virus causadores da Encefalite Japdaesefalite de St. Louis, Dengue e a Febre
do Nilo (Chambergt al, 1990; Lindenbackt al, 2007).

O virion da febre amarela tem uma forma esféricdimde cerca de 40-50 mm de
diametro (figura 4b). Possui um envelope lipidiooiginario da célula hospedeira, que
envolve um capsideo proteico de simetria icosagdfigura 4c) (Lindenbachkt al, 2007).

No envelope lipidico, sé@o inseridas pequenas pragele membrana e espiculas de natureza

glicoprotéica (Santost al, 2002).
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Intracellular Virion Extracellular Virion

Nucleocapsid

Figura 4. Particula viral. A) Imagem computaciomaistrando a superficie do nucleocapsideo do vétéofebre
amarela. http://www.novartisvaccines.com/press-rooedia/Yellow_fever_tn.jpg

B) Micrografia eletrdbnica mostrando mudltiplos vir® do virus da febre amarela (aumento de 234.000 X)
Adaptado de http://pathmicro.med.sc.edu/mhunt/ye&l@0fever%20virus.jpg

C) Estrutura intracelular e extracelular do virida virus pertencentes ao gruptavivirus Adaptado de

Chambers edl., 1990.

Ao contrario do virus da Dengue que possui quatrotipos distintos (tipos 1, 2, 3,
4), apenas um sorotipo do virus amarilico é reatdbePoucas alteragfes genéticas entre as
cepas da Africa e da América permitem a caracigiizae sete genotipos amarilicos (cinco
africanos e dois sul-americanos). Apesar de naposier afirmar a ocorréncia de uma
variagdo da viruléncia entre eles, a eclosdo dagdoestd associada com determinados
genotipos (Vasconcelos, 2003; von Lindatal, 2006; Barret & Higgs ,2007). Pode-se
relacionar o genatipo tipo 1 do leste africano doequentes insurreicdes, sugerindo que este

virus pode ser mais virulento ou infeccioso em moeaAlém disso, este gendtipo também &
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geneticamente heterogéneo (Mutebial., 2001), podendo ser mais adaptado a diferentes
condicBes de transmissdo, como as que ocorrem entosvde eclosdo (Barret & Higgs,
2007).

O genoma do virus amarilico é constituido por untaiiRNA fita simples, néo
segmentado e com polaridade positiva (sequéncielsante ao RNAm). Possui 10.806
nucleotideos codificando 3.411 aminoacidos, precass de uma unica poliproteina. Na
extremidade 5’ possui uma estrutura “cap” tipo Y@pppAmp) e ndo apresenta uma cauda
poli-A no final da extremidade 3’ (Chambeatsal, 1990; Brendenbeeit al,2003; Mutebiet
al., 2004; Lindenbacht al, 2007).

Possui uma unica fase aberta de leitura (ORF) gfianqueada por regibes nao
codificantes em ambos os terminais (NCR): 5’NCR apmoximadamente 100 nucleotideos e
a 3'NCR possui de 400 a 700 nucleotideos. Sao esgié grandes variagcdes de tamanho e
heterogenicidade nucleotidica entre as diferergigpes virais. As NCR néo codificam para
proteinas virais, mas sao importantes para a refjula expressdo do virus (Vasconcelos,
2003; Lindenbaclet al, 2007). Variacbes na 3'NCR podem alterar a virtignreduzir a
infectividade nos mosquitos e o crescimento viral acas celulares, indicando que nesta
regido existem determinantes moleculares para easasteristicas (Bryaset al, 2005).

A Unica e longa ORF produz uma grande poliprotgiraé clivada em 10 proteinas:
5'-C-pr(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3'  (@mbers et al 1990;
Brendenbeeket al,2003; Mutebiet al, 2004; Lindenbachet al, 2007). As proteinas
estruturais sdo: C (capsideo), M (membrana) e Eelepe). As proteinas nao estruturais
incluem as de alta massa molecular e altamenteen@das NS1, NS3 e NS5, e as quatro
pequenas proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B (fiyrdbados da sequéncia N-terminal

da proteina do capsideo demonstram que a tradoegocomecar no primeiro AUG da ORF.
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O final da traducdo néo € direcionado por um cqateferencial de terminacao, todos os trés

estdo presentes (UAA, UAG e UGA) (Chambetral, 1990).

Estrutura do genoma da febre amarela

T
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Figura 05. Estrutura gendmica do virus da febrerelmaom os genes estruturais, ndo estruturaigeegao

traduzidas 5° NTR e 3' NTR e a formagdo das prei®imirais apds o processamento proteolitico. Fonte:

Machado, 2007.

A poliproteina é clivada progressivamente, dandmean as proteinas virais
individuais em um processo direcionado por proteak® hospedeiro e do virus original
(Chamberset al, 1990; Santogt al, 2002;Wu et al, 2005). Peptidases sinal do hospedeiro
sdo responséveis pela clivagem entre C/prM; pri/ES1 e NS4A/NS4B e serino proteases
virais clivam entre NS2A/NS2B; NS2B/NS3; NS3/NS4A HES4B/NS5. Ainda €
desconhecida a enzima responsavel pelo processamainé a NS1/NS2A (Lindenbacth
al., 2007). O correto processamento influencia diretam na replicacdo viral (Stocks &
Lobigs, 1998).

Depois da traducdo da proteina pré-M, o polissaoedssociado ao RER sendo a

traducdo de todas as proteinas virais dependeatesid associacdo de membrana (Chambers
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et al, 1990; Santo®t al, 2002;Wu et al,2005). As proteinas estruturais sdo incorporadas
nos virions maduros que serdo liberados no meraaettlar e as proteinas ndo estruturais
ficam retidas nas células infectadas (Monath, 2001)

A proteina C codifica a formacéo do nucleocapsidedd e a proteina E da origem
ao envelope. A proteina do Capsideo € pequenad4 kPB4) e carregada positivamente (27%
Lys + Arg) (Chamberst al, 1990; Lindenbacket al, 2007). Durante uma infeccéo, o
organismo humano responde com a producao de gagoribidores de hemaglutinacéo (IH)
contra as glicoproteinas do envelope e anticorgasgralizantes (N) contra a proteina C
(Vasconcelos, 2003).

A proteina pré-M com aproximadamente 26 kDa é pseca da proteina M. A sua
regido N-terminal contém de um a trés sitios deogliacdo e seis residuos de cisteina
conservados, todos com ligacdo dissulfeto. Estaeim@ também auxilia no correto
enovelamento da proteina do envelope ao impedirregnranjo proteico para a forma
fusogénica catalisado por um pH &cido durante agpmsn do virion pela via secretora
celular. Na particula imatura do virion, as prudsipré-M e E estdo associadas formando um
heterodimero. Entretanto, quando a particula teenaxadura, ocorre a clivagem da proteina
pré-M, no Complexo de Golgi, desestabilizando etoelimero com a liberagdo do fragmento
pré e a formagdo dos homodimeros do envelope (hbaidet al, 2007). Dessa forma, o
virus adquire a capacidade de inducdo de fusadtaceaglutinacdo de eritrocitos e infecgcédo
de células suscetiveis. (Keelapa@l, 2004; Op de Beeddt al.2004)

A glicoproteina E, maior componente do envelopal vé responsavel pelos eventos
iniciais de infeccdo e também é o principal alvoresposta imune do hospedeiro (Monath,
2001). A proteina ndo estrutural NS1 é N-glicosiladapresenta uma massa molecular 46

kDa. Tanto para o virus da febre amarela, quan g&irus causador da encefalite japonesa,
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uma proteina contendo a NS1 e uma porcdo da NS2& per encontrada associada as
células (Lindenbacht al, 2007).

A infeccdo por flavivirus induz a formacdo de emtpos contra a NS1 ocorrendo
fixacdo pelo sistema complemento (Chamtsral, 1990; Monath, 2001). A ativacao tipo-
especifica, do sistema complememto e grupos reatieoepitopos definidos para a NS1
levam as hipoteses de que essa proteina atua ensalvaspectos da imunidade de protecao
(Lindenbachet al, 2007). A imunizacdo ativa por NS1 ou a imunizagi&ssiva com
anticorpos monoclonais anti-NS1 protegem o0s anintaistra desafios propostos por
flavivirus homélogos (Chambees al, 1990).

A proteina NS2A € encontrada em associacdo as raeasorcelulares e esta
envolvida no processamento e maturacao da prdisiaVasconcelos, 2003); na montagem
dos virions; na replicacdo do RNA além de interagin a regido 3’ NCR (Lindenbaehal,
2007).

A segunda maior proteina viral, NS3, possui massi@cular entre 68-70 kDa sendo
altamente conservada entre os flavivirus. Propdpieea NS3 esteja envolvida nos processos
de replicacdo do RNA viral, e nas clivagens dappoteina. Comparagbes das sequéncias
também sugerem pelo menos duas fungdes: atividadeppoteases e trifosfatase/helicase de
nucleotideos (Lindenbaddt al, 2007).

As proteinas NS2B, NS4A e NS4B sédo pequenas past@iomo a NS2A e pouco
conservadas entre os flavivirus. A proteina NS2Bs@onsavel por formar os componentes
do capsideo durante a replicacdo viral e as padeiNS4A e NS4B sdo possiveis
componentes da replicase encontrando-se assodiadesbrana celular (Vasconcelos, 2003;
Lindenbactet al, 2007).

A proteina NS5 é a maior proteina viral com mase&cular de 103-104 kDa. A

possivel participacdo da NS5 como RNA polimerasal @ a clivagem do N-terminal por
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clivagem no compartimento citoplasmatico sugeremajiNS5 esta localizada no citoplasma
ao invés de estar associada as membranas (Chaghlaérd 990; Lindenbachkt al, 2007).

A biossintese viral inicia-se com a adsorcao, hgaespecifica irreversivel de uma
glicoproteina viral a um constituinte da célulapgexeira (receptor). Ainda € desconhecida a
estrutura responsavel pela ligacdo do virus amaréi superficie celular. Sabe-se que, a
proteina do envelope, no grupo dos flavivirus, spoasavel pela maioria das ligacbes com
receptores especificos celulares (Saatad 2002).

Os virions se agregam em regifes de grande coac&atida proteina clatrina na
superficie celular e, posteriormente, sdo intezadlbs em vesiculas. Essas vesiculas sofrem
um desnudamento, perdendo a cobertura de clagrimaa reacao de acidificacao leva a fuséao
de membranas, liberando os nucleocapsideo ao astopl Devido a queda do pH
intravesicular, a proteina do envelope sofre muamrmepnformacionais necessarias para a
fusdo e liberacdo dos virions no meio citoplasmaichamberst al, 1990; Santogt al,
2002, Lindenbaclet al, 2007). A sintese do RNA pode ser detectada 8raré horas ap6s o
inicio da infeccdo e a liberacdo das particulascitifas ocorre por voltas de 12 horas pos-
infeccdo ( Lindenbacét al, 2007) .

A replicacdo ocorre no citoplasma e comeca cormiess# de uma fita de RNA
complementar com polaridade negativa. Este sedeéindolde para a producédo de novas fitas
de RNA com polaridade positiva. O RNAm é traduzé&lm uma Unica poliproteina que,
posteriormente, é clivada em proteinas estrutueaisdo estruturais que fardo parte da
particula viral (Santogt al, 2002). As proteinas ndo estruturais, NS3 e N&Bndm um
complexo de replicacéo viral, com diversas fung®amaticas, entre elas, funcdo de RNA
polimerase dependente de RNA, metiltransferaséi@abe (Jonest al, 2003).

A montagem dos novos virions ocorre préximo accuédi endoplasmatico, onde

adquire o envelope. A morfogénese ocorre dentrovetdculas intracelulares onde séao
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maturadas as glicoproteinas. O principal mecanigi@diberacdo da particula viral é a
exocitose das vesiculas, estas se fundem com anaxgnplasmatica sendo liberadas para o
meio extracelular. O brotamento, em lise celuladgyser observado ocasionalmente. (Santos
et al, 2002)

Em resumo, pode-se descrever a replicacdo do arinasilico da seguinte maneira: o
virus entra na célula por endocitose mediada pst@céacdo de proteinas a receptores
celulares especificos (figura 6). Através de umedgquno pH, o envelope viral funde-se a
membrana do endossomo liberando o capsideo nolastop. Apds a descapsidacdo e
liberacdo do genoma viral, ocorre a traducdo domen(RNAmM com sentido positivo) na
poliproteina. Esta é processada e suas proteinadire@ionadas para a formacgéo correta do
virion. As proteinas pré-M e do envelope seguema par membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) onde séo transportddas proteina do capsideo direciona-se
para a formacdo das subunidades do nucleocapsitiepanto isso, as proteinas nao
estruturais formam um complexo para a replicacadR&A viral. Com a montagem do
nucleocapsideo, este adquire a membrana do RERaqiém as proteinas pré-M e E. A
vesicula, com a particula viral imatura seguem paraomplexo de golgi (CG) para
modificacdes pos-traducionais. Depois, a vesicpta, brotamento, sai do CG, ocorre a

maturacdo da particula viral e consequente execiosyirion.
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Figura 6. Esquema do ciclo de replicacdo de Flawsvil) Entrada do virion. 2) Fusdo do endossonmo &o
vesicula contendo o virus. 3) Liberagdo do nuclgsiceo no citoplasma celular. 4) Descapsidagdo e
consequente liberagdo do genoma viral. 5) Traddg&genoma de RNA+ em uma poliproteina. 6) Protpiéa

M (prM) e envelope (E) seguem para o reticulo eladwpatico rugoso (RER) e sdo expressas em sua
membrana. 7) Proteina do Capsideo formando as islll@s que irdo compor o capsideo. 8) Proteinas néo
estruturais atuando na replicacéo viral. 9) Momagi® nucleocapsideo. 10) Aquisicdo da membranaki® R
contendo a proteina prM e E. 11) A particula \instura segue para o Complexo de Golgi. 12) Maaiifies
pos-traducionais ocorrem no Complexo de Golgi. \Idgicula com a particula imatura brota do Complgso
Golgi em direcao a membrana celular. 15) Libera@oirus da febre amarela para o exterior celuarfypsao

de membrana. llustra¢é@o: Maria Creuza Barros. é=dviichado, 2007.
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1.1.4. Proteina E

A proteina do envelope € a maior proteina estrutora massa molecular entre 53-
54 kDa. Ela € alvo de diversos processos de dlag@s e estes podem influenciar a
especificidade do hospedeiro entre as diversaades do virus amarilico juntamente com
os diferentes estagios de maturacdo desta praifehemberset al, 1990). Suas principais
funcdes biologicas incluem a ligacdo e entradauilésns nas células hospedeiras; a fusao
com as membranas das vesiculas internalizadas i@ Migacdo com o0s anticorpos
neutralizantes (Vollet d., 2009).

O N e C-terminais séo produzidos por clivagenscaireados por um peptideo sinal.
O longo ectodominio N-terminal constituido de 3@Siduos esta ancorado na bicamada
lipidica por meio do dominio hidrofobico C-termin@hamberset al, 1990; Volket d.,
2009). O ectodominio organiza-se estruturalmenteocom dimero e cada monémero possuli
trés dominios em barrfl-(Figura 7): o dominio Ill - responsavel por intediar as interacdes
entre o virus e as estruturas do hospedeiro reladas com a ligacéo viral; o dominio Il - tem
caracteristicas hidrofébicas interagindo com as bmanas das células alvo durante a fuséo e,
por ultimo, o dominio | - participa das alteragc@esformacionais que direcionam o processo
de fuséo (Pierson & Diamond, 2008).

Os dominios | e Il encontram-se paralelos a supertio virion maduro e possuem
os sitios de N-glicosilacdo além dos peptideogi@es de fusdo. O dominio Il é levemente
projetado sobre a superficie da particula pré-fusdimteracbes entre suas subunidades
formam poros onde os receptores celulares se ligate. dominio também contém epitopos
importantes para a neutralizacéo tipo-especificaids ( Volket d., 2009) .

A estrutura do dominio Il do virus amarilico éedénte da estrutura dos outros

flavivirus que possuem 0s mosquitos como vetoresamhsmissdo. A regido exposta possuli
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tamanho menor devido a um dnico aminoacido em umsasdas folhag3, a metionina na
posicdo 304. Porém, ela € exatamente do mesmo hantare as estruturas encontradas nos
flavivirus transmitidos por carrapatos. Na mesmeallsacdo do residuo de metionina,
encontra-se o principal residuo determinante dimppide neutralizacdo do virus amarilico, a
prolina na posicdo 325. Estes dados demonstranagjwariacdes quimicas e estruturais no
dominio Il entre os diferentes flavivirus provaweinte contribuem para a grande diversidade
de antigenos encontrada neste grupo ( ¢okk, 2009) .

A diminuicdo da patogenicidade e a perda ou gamhepdtopos particulares podem
alterar as interacfes dos sitios de ligacdo deeilReotE com os receptores da membrana
plasmatica. Por isso, esta proteina interfereatitehte nos processos de atenuacédo viral e na
producdo de vacinas contra a febre amarela. Cogigmsaentre os epitopos de estirpes
selvagens e epitopos de virus utilizados na vaamarilica demonstram que ocorre uma
perda e o aparecimento de diferentes epitoposingsatenuados resultando em alteracdes na

imunogenicidade da proteina do envelope.d&idl.,1992).
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Figura 7. Estrutura do ectodominio da Proteina £camformacdes pré e pés-fusdo. A) Conformacaordiené

pré-fusdo. Em um monbmero: os dominios I, Il e dHtdo coloridos em vermelho, amarelo e azul,
respectivamente, e o peptideo de fusdo é mostradoezde. B) Conformagdo trimérica pés-fusdo. Um
mondmero possui os dominios e peptideo de fusd@idos como em A, enquanto os outros dois dominios

estdo coloridos em cinza. Fontukhopadhyayet al, 2005.

Stiasnyet al,(2009), baseados nas estruturas atbmicas dazre@goes da proteina E
pré e pos-fusdo, propuseram um modelo contendoataga necessaria para a fusdo e entrada
do virion na célula, desde a semi-estavel confofimateste proteina interagindo com a
superficie celular até a formacdo do poro de fysfla conversdo da proteina E em uma

estrutura trimérica estavel.
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O processo de fusdo precisa ser ativado por unt espeecifico que conduzira as
diversas mudancas conformacionais expondo umauwstrioidrofébica, o peptideo de fuséo,
que interage e estabiliza o contato entre as memabreelulares e virais. Nos casos dos virus
dependentes de pH baixo para fusdo, como os ftagivas histidinas vem sendo propostas
como sensores de pH ativando o inicio do procés$osao ocorre em pH 6 que é proximo
ao pKa da histidina (pKa ~ 6-7) deixando-a protendth conformacao pré-fusdo, o peptideo
localiza-se no dominio Il e esta escondido pelesagdes hidrofébicas entre os dominios | e
Il (Figura 8B). A protonacao da histidina desesizd essas interacdes dos dominios | e I
liberando o peptideo de fusédo para associar-seacor@mbrana celular. Depois, tem-se uma
trimerizacdo e relocacdo do dominio Ill ao ladoregido de contato das membranas, sua
estabilizacdo e formacédo do poro de fusdo. O ededcada detalhe deste processo a nivel
molecular contribui para a pesquisa de composttgiramns que desestabilizam as estruturas
de transicdo durante a fusao (Stiashgl, 2009).

Depois da fuséo, o nucleocapsideo é liberado toplasma, o RNA e a proteina do
capsideo se dissociam e a replicacdo do genomarente com a montagem das particulas
comeca. Inicialmente, particulas imaturas conteadoproteinas E, pré-M, a membrana
lipidica e o nucleocapsideo sédo formadas no luneereticulo endoplasmatico, porém nao
sdo capazes de induzir a fusdo com a célula doetlesp, ou seja, sdo ndo infecciosos
(Mukhopadhyayet al,, 2005).

A maturagdo viral envolve dois processos. Primsgrste, uma mudanga
conformacional irreversivel induzida pelo pH erdseproteinas pré-M e do envelope ocorre
no CG, seguida da clivagem da proteina pré-M poa fumina. Durante a maturacdo, as
proteinas pré-M e E, que estdo associadas commtisheros, se dissociam e formam varios
homodimeros da proteina do envelope ao longo de @oduperficie viral (Figura 8A). A

proteina do envelope depende da liberacdo do fragnpee-M para adquirir a conformagao
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fusogénica ativa e, dessa maneira, tornar a pkrtidtal infectiva (Mukhopadhyagt al,

2005, Lindenbackt al, 2007).

Membrana celular do hospedeiro

immature virion
prM (~18-kDa)
membrane

i
i

Nucleocapsid

Edimer MAUreVIAON g 1Da)

Figura 8. A) Conformacfes da proteina do envelope virions imaturos e maturos. Fonténdenbachet
al.,2007. B) Esquema do processo de fusa@) a proteina do envelope na sua conformagdo diméaca

superficie viral e o peptideo de fusdo (em verd®rmalizado no dimero; b) proteina se liga aopteree é
internalizada no endossomo. Em condi¢ces de prbpaixlominio Il gira externamente ao redor da memmdor

do hospedeiro; c) esta mudanca conformacional pempie a proteina do envelope se rearranje latenddmO
peptideo de fusdo se insere na parte externa ddmaeay impossibilitando a trimerizacdo da Prot&nd) o
dominio Il se dobra e, este processo direcionamimnana viral para o peptideo de fusdo e para aoragim
celular do hospedeiro; €) o dominio Ill vai em d&e ao dominio Il e a hemifusdo da membranas tig&di
ocorre; f) finamente, o trimero é formado enquaasoregifes transmembranas e o peptideo de fusdo se

aproximam. Fonte: Mukhopadhyayal.,, 2005
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1.2. Baculovirus

Os baculovirus compreendem o grupo de virus detosmsmais estudado. Sao
capazes de infectar diversos hospedeiros artroppdesipalmente as ordens Lepidoptera,
Diptera e Hymenoptera. Possui alto potencial coan@inenta biotecnologica devido a sua
alta especificidade de inseto-alvo, ndo afetand®rohumano (Groner, 1986). Sdo usados
como agentes de controle biolégico (Payne, 1986sdslimli, 1999; Castret al, 1999),
principais vetores de expressao utilizados em a®ldle insetos (O'Reillgt al,1992) e
candidatos a vetores de terapia génica, capaziesedéar organismos nao-artrépodes sem a
capacidade de se replicarem (Boyce & Bucher, 1896eiro & Crook, 1998; Tanet al,
2003)

Com facil disseminacdo no ambiente, alta espedifae e inofensivos a organismos
vertebrados e plantas, sua utilizacdo como biadgidaté vantajosa tanto no campo ecoldgico
guanto no econdmico. O maior programa de utilizad@dnaculovirus como inseticidas foi
implementado no Brasil e ja foi utilizado em magsdibis milhdes de hectares contra a praga
da soja utilizando o baculoviruAnticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV). (Moscardi, comunicacao pessoal ).

Como vetores de expressao de genes heterologosapazes de expressar diversas
proteinas em células de insetos. Essas proteioagigas biologicamente, imunologicamente
similares as naturais, sendo expressas em alt@sniklém de seguro, esse sistema é
vantajoso por ser um ambiente eucariotico, perdutia expressao de proteinas complexas e a
coexpressao de dois ou mais genes. A introducé@emkes no genoma do baculovirus precisa
ocorrer no lugar de um gene ndo-essencial parpliaagdo e que esteja sob o comando de
um promotor forte (O’Reillyet al,1992; Ribeiroet al, 1998). A utilizacdo dos BEVs

(Baculovirus como Vetores de Expressdo) em conjcono células de inseto proporciona um
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ambiente eucariotico capaz de estabelecer as waghies pos-traducionais as quais muitas

proteinas necessitam para serem ativas.

1.2.1. Classificagao

De acordo com o Comité Internacional de TaxonomgaMirus, os baculovirus
pertencem a famili8aculoviridaee, com base na morfologia (tamanho e forma) dgsoso
de ocluséo e outras caracteristicas, foram dividéato dois géneros: d&icleopolyhedrovirus
(NPV) eGranulovirus(GV) (Ribeiroet al,1998; Theilmanret al, 2005). Corpos de oclusao
(OB, do inglés: “Occlusion Body”) € a denominac@ga oclusdo cristalina de natureza
proteica que envolve os virus dessa familia (Ribetial, 1998).

O género Granulovirus ou virus da granulosepossui um corpo de oclusao
denominado granulo na forma ovicilindrica com ceatea0,3 a 0,5um (Crook, 1991). Seu
principal componente proteico e formador dos OBa @ranulina com aproximadamente
30.000 Daltons de massa molecular (Ribeir@l, 1998). Cada granulo pode ter um virion,
raramente dois ou trés. Esse grupo é pouco estudadoipalmente, pela falta de linhagens
celulares adequadas para a sua replicacdo e pauwipga uma restrita gama de hospedeiros
(Winstanley & Crook, 1993; Ribeiret al, 1998).

Os Nucleopolyhedrovirus(NPV) possuem corpos de oclusdo constituidos por
subunidades da proteina poliedrina e sdo denonsnaaleedros variando entre 0,15 a 15um
(Bilimoria, 1991). Essa proteina também possui oraasa molecular similar a da granulina e
constituem cerca de 95% do conteudo proteico doAdBcontrario do<sranulovirus cada
poliedro pode conter apenas um nucleocapsideo ipi@n vsingle nucleopolyhedrovirus
SNPV) ou variosriultiple nucleopolyhedrovirus NMPV) (Bilimoria, 1991, Ribeircet al.,

1998; Castro e Souza, 2006). Os NPVs sao encostexdanais de 600 espécies hospedeiras
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(Ribeiro et al, 1998). Zanottceet al, (1993) propés uma subdivisdo dos NPVs em dois
grupos, NPV | e NPVII, baseado em estudos filogeogtdo gene da poliedringd]h).
Andlises filogenéticas de todos os genes consesvqde foram utilizados nos estudos até o
momento confirmam essa subdivisao (Herrgbal, 2003; Nakaet al, 2003).

Zehle et al, (2006), baseado em analises gendmicas, sugeaenawa revisao da
taxonomia e da classificacdo dos baculovirus. Comgpas de 29 genomas baculovirais
indicam que a filogenia desses virus segue umaiiitagao por hospedeiros ao contrario de
caracteristicas morfolégicas como proposto anteeate. A arvore filogenética foi montada
pelo alinhamento das posi¢coes dos aminoacidos desgpertencentes aos 29 genomas
baculovirais sequenciados. De acordo com estessdadiamilia Baculoviridae € composta
por quatro géneros: Alphabaculovirus, Betabaculgyir Gammabaculovirus e
Deltabaculovirus.

Os Alphabaculovirus incluem todos os nucleopolietlus especificos para
lepiddpteras. Os Betabaculovirus compreendem tosidsspedeiros lepidépteros do género
Granulovirus Os Gammabaculovirus abrangem os nucleopoliediohiospedeiros da ordem
Hymenoptera e os Deltabaculovirus os nucleopolidédrs especificos de dipteros. (Jedile

al., 2006)

1.2.2. Virion

A familia Baculoviridae2 caracterizada por um virion com um envelope emdale
bastdo. O genoma é um DNA fita dupla, circularugp&scoiled”, com 80 a 180 kilobases (kb)
(Arif, 1986). Duas proteinas, a P6.9 com aproxiamaehte 7 kDa e a VP39 com 39 kDa,

podem ser identificadas associadas ao nucleocap@itieem & Miller, 1989). A P6.9 facilita
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o empacotamento do DNA neutralizando as cargastimagalessa molécula devido as altas
concentracdes do aminoacido arginina na sua coggmgiVilsonet al.,1987).

Como caracteristica Unica, os baculovirus apresedi&rante um ciclo de infeccao,
dois fendtipos (figura 9): o virus extracelular (tRled Virus” — BV), responsavel pela
infeccdo célula-a-célula, e o virus ocluso, tamldamado de virus derivado da ocluséo
(“Occlusion Derived Virus” — ODV) sendo responsayala transmissédo inseto-a-inseto
(Smithet al, 1983).

Apesar de serem diferentes morfologicamente, ngositéo de seus envelopes, ndo
possuirem as mesmas proteinas estruturais e téiemcelulares de producdo e maturacao
distintos, estes dois fendtipos sao idénticos gearaente (Smith & Summers, 1978).

O envelope dos virus extracelulares (BV) € adappada o movimento e infec¢cdo dos
tecidos do inseto. Em uma das suas extremidadesiemx projecdes denominadas
peplémeros, constituidos pela glicoproteina GP@&4gmpo | dos NPVs (Volkmaet al,
1984), ou pela proteina LD130 nos GVs e no grupdoB NPVs (Pearsoat al, 2000).
Durante a infecgdo, essas proteinas localizam &aespecificas na membrana celular
direcionando a entrada do virus na célula atrawé®ritiocitose mediada por receptores
especificos (Blissard & Rohrmann, 1989).

Os virus oclusos apresentam, no seu envelope etaxpo meio exterior, a proteina
P74. Uma das possiveis fungfes desta proteinggacad dos ODVs nas células epiteliais do
intestino médio do inseto (Faulknetral, 1997). Eles estdo imersos em uma matriz proteica
formada predominantemente pela poliedrina (NPVs)goanulina (GVs). Esta estrutura
cristalina é soluvel apenas em condi¢gfes extremianadcalinas, dando estabilidade fisica e

biolégica aos virions (Het al, 1999).
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Figura 9. A) Micrografia eletrdnica de transmissdmstrando mdltiplas particulas virais envelopadd3\(s) no
interior de um corpo de oclusdo (OB ou poliedro)viftos AcCMNPV Fonte: Bergmann M.Ribeiro, dados néo
publicados. B) Representacdo dos fenétipos BV gvéxtracelulares) e ODV (virus derivados da ocluséo

Fonte: Castro & Souza, 2006 — ilustracdo adaptadéatinakoff & Ward, 2003.

1.2.3. Modo de infeccaa vivo

Os baculovirus apresentam um ciclo de infec¢acsibano qual duas estruturas
fenotipicas virais sdo produzidas sendo resporsdai diferentes fungdes na infecgdo do
inseto hospedeiro (Kellgt al,2007). Os virus (ODVs) derivados dos corpos deséo dao
inicio a uma infeccdo primaria, nas ceélulas emiiglido intestino médio, e os virus
extracelulares estabelecem uma infeccdo secunddrigarater sistémico (Volkmaet al,
2000).

A larva do inseto ingere alimentos contaminados comos de ocluséo que seguem
pelo sistema digestivo. Devido ao pH alcalino prageases presentes no intestino médio das
lagartas, a matriz proteica € dissolvida liberanddODVs que irdo atravessar a membrana
peritréfica e infectar as células epiteliais cohasapor fusdo dos nucleocapsideos virais com

as microvilosidades (Horton & Burand, 1993). Demaseplicacdo do seu genoma, 0S novos
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virions sdo encaminhados para a regido celularldiasal e liberados para a hemolinfa,
estabelecendo uma infeccdo sistémica (figura 10)k(wan et al, 2000). O fenbmeno da
transcitose também potencializa o estabelecimeatmfdccdo sistémica, ele ocorre quando
alguns virions provenientes dos corpos de oclugietpam nas células epiteliais e seguem
diretamente para a regido basolateral adquiringooteina GP64 sem passar pelo processo
inicial de replicacdo. Tanto o sistema tragueahtjua sistema circulatorio séo as principais
rotas utilizadas pelos virus para se espalhareamdiecido ao outro (Engelhaed al, 1994).

A montagem e maturacdo dos nucleocapsideos ocamemucleo e, estes, ao
sairem pela membrana nuclear perdem seu primermsage ganhando um novo ao brotarem
das células epiteliais (Federici, 1997; WilliamsFaulkner, 1997). Os BVs adquirem, na
membrana basal, a glicoproteina GP64 e estédo aptdsctar as células alvo estabelecendo o

segundo ciclo de infeccédo (Engelhatdal, 1994).

Intestino médio
= Membrana peritrofica

pH alcaline

Ingestdo de poliedros

j g L ~ -
7 u > Dissolugdo de poliedros e

liberagdo de virions

Poliedros com
virions ocluidos Membrana SR

‘_, ‘ — “‘91.‘ — & @ v

peritrofica ruptura da membrana
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Células do intestino medio
Figura 10. Processo inicial de infecgao viral rnestino médio de uma lagarta infectada por baculevA larva
do inseto ingere os poliedros e, apos a ingestias seguem pelo trato digestivo. No intestino méthvido ao
pH alto alcalino, as particulas virais sé@o libesagmssando pela membrana peritréfica e infectasdeélulas

colunares (caracterizando a infec¢édo primaria)td=dbastro & Souza, 2006 — ilustracdo adaptadaadmdkoff

& Ward, 2003.
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ApoOs oito horas de infecgéo, ja é possivel obseswdomas tipicos de infeccao por
baculovirus: perda do apetite, geotropismo negajpavada no desenvolvimento larval e
clareamento da epiderme devido ao acumulo do wipesnucleos das células nesse tecido e
no tecido adiposo (Ribeiret al, 1998). O virus altera toda a fisiologia do insgésde sua
alimentacéo, oviposicdo e movimentacdo. Também&pos-infeccéo (p.i), o nucleo torna-
se hipertrofiado, com um aumento de tamanho dcénlecke formacdo do estroma virogénico
no seu centro (Williams & Faulkner, 1997).

Aproximadamente com 24h p.i, a producao de B\WWeazela e os nucleocapsideos séo
transportados para sitios de microvesiculas inttaates e incorporados nos corpos de
oclusédo (Williamset al, 1989). Com a morte do hospedeiro, 0 seu tegunsntiesintegra,
liberando os OBs no meio ambiente. Os corpos des@clsdo veiculos de sobrevivéncia viral
fora do inseto e também agentes de dispersédosfdeteontaminacéo para novos insetos-alvo

(Hu et al, 1999).

Replicagdo

a‘}?
= 8h
Penetracio = ,éf\ af"‘g\‘ )

—7 = o Brotamento
- 18 h =~
= \4 S — jf
W I
\ '?/.. = Virus Extracelular

(BV - Budded Virus)
Liberagdo | b
de Virions /;’?. .

Corpos de Oclusido
(OB - Occlusion Bodies)

Figura 11. Ciclo de replicagdo dos baculovirus. #p&olubilizacéo dos poliedros no intestino méaoyirions
infectam as células colunares iniciando o proceésseeplicacdo viral. Depois da entrada do virugdéala, o
material genético segue em direcao ao nlcleo ddackbspedeira para a replicacéo viral e formagiaavas
particulas, os virus extracelulares (BV), para @ledecimento de uma infeccdo secundaria. Com 1i8h p
podemos observar a formacdo do estroma virogémicbacUmulo de virions envoltos pela proteina palead
formando os virus oclusos (ODV).

Fonte: Castro & Souza, 2006 — ilustracdo adaptadéatinakoff & Ward, 2003.
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1.2.4. Modo de infecc¢aa vitro e regulacao génica

Todos os eventos da infec¢céo primaria e secundaodaemporalmente regulados. O
desenvolvimento de culturdaa vitro permitiu um estudo detalhado de cada periodo da
infeccdo e uma caracterizacdo da expressdo gé&nmaducdo dos BVs ocorre em torno de
12 a 24 h p.i. e os OBs sao produzidos desde difedale infeccdo até a morte celular, que
costuma ocorrer 72 h p.i.

A expressdo génica pode ser dividida em duas fpsesipais: a fase inicial
(“early”) e a fase tardia (“late”). A fase iniciatorre antes da replicacéo viral, o virus esta se
preparando para a replicacéo traduzindo proteim@srgo atuar como fatores de transcricéo e
gue sao necessarias para as proximas fases. Aafdse comeca com a replicacéo viral, o
desligamento da expresséo génica da ceélula hospexlai producéo das proteinas essenciais
para a montagem dos BVs (Ribegtal, 1998).

A fase precoce comeca imediatamente depois dooinga infeccdo até
aproximadamente 6-8 h p.i. S&o transcritos genpendientes da RNA polimerase Il do
hospedeiro correspondente a fatores de transceigioteinas necessarias a replicacéo viral
(Ribeiro et al, 1998). Genes que inibem a entrada da célula Hespeno processo de
apoptose, como o0 gep8&5, sdo expressos nessa fase (Friesen & Miller, 1987)

A fase tardia ocorre entre 6 e 18 h p.i, com oionita replicacdo viral, a producéo
das proteinas essenciais e a montagem dos BVs.RNAapolimerase viral é responsavel
pela transcricdo dos genes desta fase (Lu & Mill@9,7; Ribeircet al, 1998).

Na fase muito tardia, a partir de 18h p.i, ocorrgoraducdo dos OBs com a
superexpressdao dos genes das proteinas envolviddsrmacdo dos poliedros, ou seja,
relacionados ao processo de oclusédo e a produgg@aees quantidades de poliedrina. Com,

aproximadamente, 72 h p.i ocorre a lise celular&Miller, 1997; Ribeiroet al, 1998).
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1.2.5. Baculovirus como vetores de expressao (BEV)

A utilizacdo dos baculovirus para expressar prateiheterélogas baseia-se na
introduc&o de genes no genoma do virus no lugandgene néo essencial para a replicagéo,
sob o comando de um promotor forte (O’ Redlyal, 1992; Jarviet al, 1996 e Ribeirat
al., 1998).

Algumas vantagens para a utilizacdo de baculocivo®o vetores de expresséo (BEV)
sao as seguintes (O'Reilbt al, 1992; Pattersoat al, 1995; Jarviet al,1996 e Ribeiret
al., 1998):

- Expressdo de proteinas heterdlogas em altossn{peidendo chegar até 1g de
proteina heteréloga por 16élulas de inseto).

- Facil purificacdo das proteinas produzidas.

-Ambiente eucaritico para expressdo de frase complexas Principalmente,
quando as proteinas necessitam de modificacOesrguigcionais exclusivas de sistemas
eucariotos para serem ativas como N-glicosilacagli€dsilacdo; clivagem proteoliticas etc.

- Capacidade de acomodar grandes insercdes de DNA.

- Existéncia de promotores fortemente ativos derarfase tardia da infeccao.

O sistema de expressdo baculoviral também posguimals limitacdes, entre elas
encontramos o fato de que células de inseto sdmpazes de produzir complexos N-
glicosilados com residuos de galactose, no pemuylten@cido sialico no ultimo residuo de sua
cadeia. Isso ocorre porgue células de insetosutasale mamiferos possuem caminhos para a
modificacdo poés-traducional de N-glicosilacdo difgdes. Ensaios enzimaticos demonstram
que células de inseto possuem pouca ou nenhumidaalv de galactosiltransferase ou
sialiltransferase envolvidas no processo de N-giiagdo, dificultando a adicdo desses

residuos no final da cadeia proteica. Modificagied-glicosilacéo, principalmente residuos
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terminais de acido sialico, contribuem para diferfuncdes bioldgicas da glicoproteina.
Para algumas aplicacdes clinicas, como por exengglministracdan vivo de proteinas
terapéuticas recombinantes, a falta dos residuaxide sialico é inaceitavel (Janas al,
2001; Kostet al.,2005).

Outra modificacéo pos-traducional que nao é tamesfie em células de inseto quanto
em células de mamiferos é a sumolizacéo, adic@motteculas da proteina Sumo (semelhante
a ubiquitina) na proteina recém traduzida. Parairs@gssa limitacdo, Langereis (2007)
introduziu, em linhagens celulares de insetos, aomaptes da sumolizacdo de mamiferos por
co-infeccdo com recombinantes baculovirais. Osmbdoantes expressavam individualmente
cada componente deste processo. A expressao gesteinas foi necessaria e suficiente para
ativar a sumolizacdo de proteinas testes co-irdasta

O método mais simples de expressdo em baculoviausaea do gene da poliedrina
por um gene heterélogo sob o comando do promotgotladrina (POLHF) (Milleret al.,
1983). Smithet al. (1983) e Pennockt al (1984) foram os primeiros a relatarem o uso dos
baculovirus como vetores de expressdo usanddcddNPV (Autographa californica
nucleoplyhedrovirdspara produzif-interferon ef-galactosidase em células 8podoptera
frugiperda Com a substituicAo do gene da poliedrina, aslalinfectadas pelos virus
recombinantes ndo produzem OBs, o que facilitaaaidentificagdo com microscopia Optica
contrastando com a presenca dos corpos de oclosadrds normais.

Atualmente, vetores baculovirais capazes de incarpama proteina heteréloga ao
corpo de oclusdo vém sendo desenvolvidogidd, 2003; Changt al, 2003). Esses vetores
possuem um gene heterélogo fusionado ao gene waliod, além de possuirem o gene da
poliedrina selvagem.

A construcao desses vetores pode ser feita pomi@nacdo homologa ou utilizando a

técnica de transposicdo. No procedimento originaplasmideo de transferéncia com as
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regides flanqueadoras do gene que se pretendetsinibsl genoma viral, 0 seu promotor e
um sitio de clonagem (Milleet al., 1983) é co-transfectado na célula do insetcajuette
com o DNA do virus parental. Por recombinacdo hogel durante o processo de infeccao
viral, o gene original do virus é substituido pgkne de interesse contido no plasmideo.
Forma-se o virus recombinante e este é selecigmadplagueamento em células infectadas
(Castroet al,, 1999).

A técnica de transposicdo € um modelo mais novgerl@ de interesse é clonado em
um plasmideo que possui regides flanqueadorasudgpinsicido. Este plasmideo € inserido em
uma bactéria que contém além do seu genoma, o gedorbaculovirus na forma de uma
grande plasmideo (bacmideo), e outro plasmideoc@ene da transposase. A transposase
efetua a transposicao do gene de interesse no getmaculovirus utilizado na transfeccéo
em células de inseto. Este sistema elimina a fasesalecdo € purificacdo de virus
recombinantes além de obter uma maior quantidadéuke produzido (Kostt al,, 2005).

Os BEVs podem ser utilizados para diversos objsto@amo, por exemplo, avaliar as
caracteristicas funcionais e estruturais de prasefieterdlogas, aumentar a patogenicidade do
baculovirus para uma maior eficidcia do controldogioo ou a apresentacdo de antigenos
para a producao de anticorpos.

A expressado de proteinas de flavivirus em vetoessilbvirais tem sido bastante
explorada. Desprést al. (1991) avaliaram o papel das proteinas E e NS¥jrds da febre
amarela, como indutor da protecdo imunoldgica eoesta doenca. Para isso, estes antigenos
virais foram expressos sozinhos ou juntos via loaduls recombinantes. A Proteina E
sozinha ou associada a NS1 promove a imunizaggee 0do ocorre quando a proteina NS1 é
expressa individualmente. Kelgt al (2000) expressaram a glicoproteina do envelope do
virus dengue 2 em células de insetos com o awtdiwetores baculovirais. Demonstrando

que, o purificado dessa proteina recombinante ézcaje proteger imunologicamente
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camundongos, logo, a possibilidade da utilizacdnacama subunidade de vacinas contra
dengue. Manet al (2001) expressaram a proteina E truncada do sausador da encefalite
transmitida por carrapato para produzir de formaided e pratica antigenos virais
recombinantes com possivel utilizacdo em diagnisti€hoiet al (2004) para estudar a
morfogénese do virus causador da hepatite C, cdrastr baculovirus recombinantes que
codificavam varias porcdes de proteinas estrutal@igirus da hepatite C. Todas as células
infectadas pelos recombinantes expressaram supscti®sas proteinas estruturais, porém
nenhuma proteina estrutural foi capaz de prodwaiiqulas virais (VLPS). Apenas a proteina
do capsideo, quando expressa sozinha, foi expedésarada no meio de cultura na forma de
uma “core-like particles”.

Para entender as bases estruturais para o trogigratogenicidade do virus causador
da febre do Oeste do Nilo (“West Nile Virus”, WNWybakkenet al (2006) utilizaram o
sistema de expressao baculoviral para expressesteima do envelope do WNV. ket al
(2009) construiram um pseudotipo de baculovirusmbinante expressando a proteina do
envelope do virus responsavel pela encefalite pg@RIEV). A expressao dessa proteina foi
caracterizada em células de mamiferos e sua capacide imunizacdo foi analisada em
camundongos. A imunizacdo direta com o recombinabteve a mesma protecdo que a
vacina inativa e melhor protecdo quando comparadaa produzida pelas vacinas de DNA
gue codificam o mesmo antigeno. Sendo assim, pgpaddyaculovirais mediando a entrega
de genes podem ser uma nova alternativa para owtggienento de vacinas contra infec¢des

de JEV.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho visa a expressdo da proteina do apevedo virus da febre amarela
fusionada com a proteina poliedrina dos corpos des@ao de baculovirus em células de
inseto. A proteina recombinante podera ser utiéizaara fins de diagndstico e/ou producdo

de vacinas utilizando partes virais.

2.1. Estratégias

1. Clonagem do gene da poliedrina pertencente aolddrus AQMNPV no vetor
pGEM®- T Easy;

2. Transferéncia deste gene para o vetor de &@msfia pFas¥Bacl;

w

. Construcédo do plasmideo pFastAgPol e bacmideddPol;

N

. Obtencéo e caracterizagédo do baculovirus reicamie vFastAgPol

ol

. Clonagem do gene do envelope no plasmideo Afast;

[o2]

. Construcdo do bacmideo BacAgPolEnvYF;

7. Obtencéo e caracterizacdo do baculovirus recamie vAgPoIEnVYF;

8. Analise da expressdo do gene da poliedrinarasio com o gene do envelope em
células de inseto infectadas com os virus recomiBsa

9. Avaliacdo da expressdo das proteinas recontbmapor SDS-PAGE e

Imunodeteccao.
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1) Construcdo Virus vAcPolAg:

Vetor de
Amplificagéo

[PCR | lonagem T
Bolll YrTE ™4 BAMHI pGemT- ECOR] pGemAg’ pol _
gene pol easy DH5(1 Pol ECOR1
pGemAgPol
BAMH1 Clonugem Sitiomulti BAMH1 _gene pol  Bglll
pFastAg pFastBac1) | BAMH! POLIEDRINA
Pol BAMH1 DHSG Eluigéo/
Purificagéo
pFastAgPol
%
pFostAg |:> @P"' @ ]
Pol Plasmideo Helper
Cl
Dﬁ?ggs? DNA viral Hiniper DNA viral ¢/ gene pol

DH10Bac

Microscopia

de luz N
MET <——= pol <: pol
: Selecdo do virus Purificagdo e
SDS-PAGE e / recombinante Cél. TN5B Transfecgéo

Imunodeteccéo
vAcPolAg

Figura 12. Esquema das construcdes virais. 1) Gaast do virus vVAcPoIAg: o fragmento de DNA refdecao
gene da poliedrina serd amplificado por PCR e cdonm® vetor de amplificacdo pGemT-easy (Promegadiaa
origem ao plasmideo pGemAgPol. O plasmideo coustraéra digerido com as enzinBamH| (Promega) e
Bglll (Promega) , o inserto obtido € purificado e elda no plasmideo de transferéncia pFastBacl (boetr).
Com o auxilio da técnica de transposi¢do, o nowsmpldeo, pFastAgPol, é transformado em uma célula
DH10Bac e o bacmideo recombiante selecionado éqaatd. A transfeccdo em células de inseto é raddiz
feita a selecéo do virus vAcPolAg. O virus recarahte sera analisado por microscopia de luz, miopa de

transmissao, SDS-PAGE e imunodetecc¢ao.
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2) Construcgao Virus vAcPolAgEnv:

Digestdo

Purificacao Bgll gene env  BgLll Pol BARAET
— @ pFastAg I gshie gol
Plasmideo PolEnv | PolEnv gene env
DNA viral Clonagem Clonagem
DH10B DH5a
DH10Bac ac pFastAgPolEnv
b pol
PurificacGo e env
Transfeccéo
Ceél. TN5B
Microscopia
de luz \X
pol
env Selecdo do virus
SDS-PAGE e recombinante
Imunodeteccao
vAcPolAg

Figura 13. Esquema das construgdes virais. 2) Gaa&t do virus vVACPoIAgEnNv. Para a obtencao daieago
de DNA referente ao gene do envelope, o plasmi@&goYFE sera digerido com a enzifBglll (Promega). O
inserto obtido é purificado e clonado no vetor p/&kgBol para a construcdo do plasmideo pFastAgPolEamn
0 auxilio da técnica de transposicao, o novo pldem#é transformado em uma célula DH10Bac e o baamid
recombiante selecionado e purificado. A transfe@raccélulas de inseto TNSB é realizada e feitdegde do
virus vAcPolAgEnv. O virus recombinante sera &aald por microscopia de luz, microscopia de trassioi,

SDS-PAGE e imunodeteccao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Virus e células

O baculovirus selvagem AgMNPV-2D (Johnson & MarkniE089), foi utilizado para
a amplificacéo do germolh e, consequente, construcao do vetor pFastAgPol.

Células dekE. coli DH5-u™ (Invitrogen) foram usadas como hospedeiras para
diferentes plasmideos deste trabalho.

Os virus recombinantes VAcPolAg e VAcPolAgENnvYFafa obtidos por transposicéo
emE.coli DH10Bac, seguindo instru¢des do fabricante d@&id-to-Bac (Invitrogen).

Células derivadas derichoplusia ni(BTI-TN5B1-4) (Granadost al, 1994) foram
utilizadas para a propagacao dos virus. As céfolasn mantidas em meio TC-100 (Gibco-
BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovin@°&L2

Os virus vSynVbal (baculovirus recombinante que possui 0 genealedrina
substituido pelo gene da galactosidase)(Watg al, 1991), VvAcPH3 (baculovirus
recombinante que possui a poliedrina do virus AcMNRodificada para a fusdo com uma
cauda de hexa-histidina)(Costa, 2008) e AcCMNPVLde(& Miller, 1978) foram utilizados

como controles para 0s experimentos de expressaoroi@inas e imunodeteccao.

3.2. Obtencéo do gem®lh do baculovirus AQMNPV

O DNA do virus AgMNPV-2D foi utilizado como moldeaa uma reacdo de PCR,

tendo como objetivo amplificar o gepelh. Foram utilizados 10uL do tampé&o de reacdo 10X

da enzimarag DNA polimerase (PHT), 3uL de Mg£(solucdo estoque 50mM - PHT), 1uL
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da mistura dos quatro dNTPs (solucdo estoque 10mii).. do oligonucleotideo
pPolAgBgllINew (solucdo estoque 10uM), 1uL do ohigoleotideo PolAcYFNS1 (solucdo
estoque 10uM) (Tabela 1), 1l do DNA viral selvag@®0ng/ ul), 5U (unidades) da enzima
Tag DNA polimerase (PHT) e agua “milli-Q” para um voie final de 50uL. O seguinte
programa foi utilizado: 94°C/5 min, 35 ciclos de°GAL min, 53°C/1,5 min, 72°C/2min e
72°C/10 min para o término da extensao.

O resultado da PCR foi analisado por eletroforesegel de agarose 0.8% de acordo
com o protocolo descrito em Sambraailal, (1989). A banda de tamanho esperado (750 pb),
correspondente ao gene da poliedrina e os nuatastiddicionados pelos oligonucleotideos,
foi extraida do gel, eluida e purificada com o &EX DNA and Gel Band Purification (GE)

segundo instrucdes do fabricante.
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Tabela 1 Lista de oligonucleotideos utilizados no trabalho

Oligonucleotideos

pPolAgBgllINe

PolAcYFNS1R

pPOLHF

pPolAcAg310-348F

yfe878F

yfe2460R

M13R

pFASTSegRev

Sequéncia 5> 3’/ Localizacéo
GGCCTATAGCTATAATCTGGCATAGATCTCGG

Posicionado a 4033 pb do inicio do geoé no
plasmideo pFastAgPol.

GGATCCATACGCCGGACCAGTGAACAGAGG

Posicionado a 4753 pb ao final do gpoéno
plasmideo pFastAgPol.

AATGATAACCTCTCGC
Primer “Forward; posi¢cao —45 no promotor da
poliedrina
GAAGACAGCTTCCCCATTGTAAACGACCAAGA
AGTGAT

Posicionado a 4351 pb do inicio do
plasmideo pFastAgPol.

GTGACAGATCTGACCATTGCC

Localizado a 96 nucleotideos do comeco do gene
do envelope.
CAGATCTCCTTAATCCGCCCCAACTCC
Posicionado a +15 nucleotideos do final do gene
do envelope.

CAGGAAACAGCTATGAC

Localizado a 145 pb da regido de transposicéo omiokeo
(mini-att TN7)

ACCAAATGTGGTATGGCTG

Posicionado a 6509 pb do inicio do plasmideo
pFastAgPolEnv
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3.3. Clonagem do fragmento de DNA contendo o geold no plasmideo

pGEM®-T Easy (Promega)

O fragmento purificado foi utilizado em uma reagd® ligacdo com o plasmideo
pGEM®-T Easy (Kit pGerfi- T Easy Vector Systems, Promega) (figural4) dedacoom

instrucdes do fabricante. O sistema de ligacaatibzado na transformacéo bacteriana em
células competenteBscherichia coliDH5a (Invitrogen) pelo método de choque térmico

descrito em Sambroodt al. (1989). Os clones positivos foram selecionadwsresisténcia
em meio com o antibiético ampicilina.

Para a extragdo do DNA do plasmideo recombinaatggélizada uma lise alcalina
em pequena escala como descrito em Samhebak,(1989). E, com o DNA purificado, foi
feita uma restricdo enziméatica utilizando a enziawaR| (Promega) presente no sitio de
multiclonagem, de acordo com indica¢gOes do fabtesapara a liberacdo do fragmento de
interesse. O resultado da reacdo de digestao &biadwe em eletroforese em gel de agarose
0.8%. Os clones recombinantes foram entdo, seqdosino Laboratorio de Biologia

Molecular da Universidade Federal de Goias.
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Figura 14. Mapa do plasmideo pGBM Easy (Promega). Os sitios de restricio para zmeanEccRl,
mostrados dentro do retdngulo rosa, foram utilizgagara a confirmacdo da inser¢do do gene de interes

Fonte:www.promega.com

3.4. Construcéo do vetor pFastAgPol

O vetor pPGEMAgPol foi previamente digerido pafaelar o inserto e obtencdo das
extremidades coesivas necessdrias para a postdorgem no vetor pFastB&d
(Invitrogen) (figura 15) com as enzimas de restriBanH| e Bglll. Para a reacado foram
utilizados 20ul de DNA purificado, 5 pl do tampa@x1One for all(Promega), 5 unidades
(U) deBanHlI (Promega) eBglll (Promega) e agua “milli-Q” para um volume firdg 50 pl.

A amostra foi incubada a 37°C por 3 h. Os fragnemta digestdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose 0.8%. O fragmenb@epb referente ao gene inserido foi
eluido do gel utilizando o kit GFX DNA and Gel BaRdrification (GE).

Para a construcdo do vetor pFastAgPol, o insartifigado foi ligado ao plasmideo
pFASTBad™1 (Invitrogen) sob o comando do promotor do gpoka (Pon). Este plasmideo

foi previamente digerido com a enzima de restriBaoH| (Promega) (presente no sitio de
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multiclonagem) e desfosforilado por reacdo utildmma enzima CIAP- “Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase” (Promega) de acordo com pscéikacdes do fabricante. Para a
reacao de ligacao foi utilizada a enzima T4 DN/Asig (Promega) também segundo protocolo

do fabricante.

A)

pFastBac™1
4775 bp

B)

3942 —_— 1

I I
5 |———AAATAAGTAT TTTACTGTTT TCGTAACAGT TTTGTAATAA AAAAACCTAT

polyhednin promoter BamH | Rsril BssH 1l EcoR 1 Sl Sad | Ssti

v 1 1T 1T —— —— ————r———
AAATATTCCG GATTATTCAT ACCGTCCCAC CATCGGGCGC GGATCCCGGT CCGAAGCGCG CGGAATTCAA AGGCCTACGT CGACGAGCTC
Spe | Not | NspV  Xpal Pst | Xhol Sph | Kpnl  Hind I 4171

T r 1T 1r 1 I 1T 1T T 1T 1
ACTAGTCGCG GCCGCTTITCG AATCTAGAGC CTGCAGTCTC GAGGCATGCG GTACCAAGCT TGTCGAGAAG TACTAGAGGA TCATAATCAG 3
[} [}

~__

stop codons

Figura 15. A) Mapa do vetor pFastBac™1. B) Esquematrando a sequéncia e sitios de restricdo pessaat

sitio de multiclonagem. Fonte: Manual Bac-to-Baac¢Blovirus Expression System”, Invitrogen.

Foi realizada uma transformacé@o por choque térrigBemnbrooket al, 1989) e os
clones resultantes foram selecionados pela resiaténampicilina (pFastBat?1 também
possui 0 gene que confere resisténcia a este@idd)i Posterior purificacdo por lise alcalina
em pequena escala como descrita no item 3.3 ftuagfa e, para confirmar a presenca do
genepolh no plasmideo, realizou-se uma reagdo de PCR canmessios oligonucleotideos e

condicOes descritas no item 3.2. O resultado falisedo em gel de agarose 0.8%.
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Para que a proteina seja expressa corretamenteceSsario que ocorra a correta
insercdo do gene no plasmideo. Para a confirmagaoridntacdo do inserto clonado foi
realizada uma PCR, com as mesmas condicbes dssadtaitem 3.2, porém com O
oligonucleotideo iniciador pPolHF (anela-se noimido promotor da poliedrina presente no
vetor) e o oligonucleotideo reverso PolACYFNSL1 fedrela 1). O resultado foi analisado em

gel de agarose 0.8%.

3.5. Construcédo, por transposicdo, e isolamentdabwulovirus recombinante

contendo o gengolh

O DNA do plasmideo pFASTAgPol foi inserido em catuDH10Bac™ de acordo
com as instrucdes do kit Bac-to-BaBaculovirus Expression System, Invitrogen. As leélu
foram incubadas em placas de Petri a 37°C por 48lkendo os seguintes antibioticos:
tetraciclina(10pug/mL), gentamicina (7pg/mL) e camama (50pg/mL); e também os
marcadores de selecao IPTG(40ug/mL) e X-Gal (160uy/

A clonagem do inserto contendo o gguth foi confirmada por analise de PCR com
os oligonucleotideos M13F e M13R (Tabela 1) nasmasscondi¢cdes descritas no item 3.2.

Depois de confirmada a insercdo do gene, um pg A Plasmidial da célula
DH10-Bac contendo o bacmideo recombinante, fazatlb para transfectar células de inseto
BTI-TN5B1-4 (16 células). Foi adicionado 250 pL de meio de cul@100 sem soro no
DNA plasmidial (bacmideo) em um placa de 35 mm (TRRPmesma diluicdo foi realizada
com 10 pL de lipossomos (Cellfe@ininvitrogen). Os dois sistemas foram misturados e
incubados por 15 min a temperatura ambiente. O meigultura da placa de células foi,
posteriormente, substituido por 500 pL da mistuxBADipofectina possibilitando a cobertura

da monocamada de células. Apés 3h de incubacadada, | temperatura ambiente, foi
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adicionado 1,5 ml de meio de cultura TC-100 contel@ % de soro fetal bovino e as células
incubadas a 27°C por sete dias. Depois deste alerg sobrenadante da placa foi utilizado
para a amplificacdo do virus em nova placa de 100(fPP) contendo 5 x @élulas de
inseto BTI-TN5B1-4.

O virus recombinante foi purificado, seu DNA exdmtomo descrito em O’Reilkgt
al (1992), e a presenca do gene de interesse anapaddCR com os oligonucleotideos
pPolAgBgllINew e PolAcCYFNSI1R (Tabela 1) na mesmasdicdes descritas no item 3.2 e

por microscopia de luz (Axiovert 100, Zeiss).

3.6. Andlise da expressao da proteina poliedrigL ) ao longo da infeccéo
por baculovirus recombinantes em células de ingmio SDS-PAGE e

imunodeteccao.

O virus recombinante, vFastAgPol, e os controles virus vSynVbal, vVFASTPH3 e
AcMNPV- foram utilizados 10 pfu (unidade formadai placa)/célula, para infectar 5 >x°10
células de inseto (BTI-TN5B1-4) em uma placa de a0f de diametro (TPP). As células
foram incubadas a 27°C, coletadas com 72 h p.in&ritggadas a 5.000 g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o sendimento lav&dovezes com PBS (136mM NacCl,
1,4mM KH,PQ,, 2,6 mM KCI, 8mM NaHPQO,2H.0, pH7,4). Os extratos de células foram
ressuspendidos em 100 pL de PBS e estocados an@gdilvos. Foram utilizados 10 pL de
cada amostra para analise em SDS-PAGE 12% (Laeb®li) usando o aparato Mini Trans
Blot Cells de acordo com o protocolo de instrug@e$abricante (Bio-Rad). Foram feitos dois
géis, um foi corado e fixado em solucdo de 40% d&anol e 10% de acido acético por 4h,

com leve agitacdo. O outro foi utilizado para tfaréncia das proteinas em uma membrana
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de nitrocelulose (Gibco BRL- Life Technologies) gpar experimento de imunodeteccdo de
proteinas (Western-blot) descrito abaixo.

Com o auxilio do aparato de transferéncia Trans-BID- Semi Dry Transfer Cell
(Bio-Rad), as proteinas foram transferidas paraemlonana de nitrocelulose. As instrucdes
foram seguidas de acordo com o protocolo do faméca utilizado o tampéo de transferéncia
Bjerrum and Schafer-Nielsen (48mM de Tris, 39mMgtieina, 20% de metanol, pH 9,2).
Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueadasmutao de PBS 1X e 3% de leite em poé
desnatado adicionado de azida sédica por 16 h.

Depois, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS T@®5%) por 5 min para
retirar toda a solucéo de bloqueio. Adicionou-sawolucdo de PBS/albumina bovina (BSA)
0,5% com o anticorpo primario policlonal antipolieé produzido em coelho (dados néo
publicados) por 1 h. A seguir, a membrana foi lavadvamente 3 vezes em PBS Tween
(0,05%) por 5 min e incubada em PBS/BSA 0,5% coamticorpo secundario, anti-lgG de
coelho, conjugado a enzima fosfatase alcalina (&igrar mais uma h sob agitacdo. Retirou-
se a solugcéo, membrana foi lavada 3 vezes com RBS8MT(0,05%) e 1 vez com o tampdao da
enzima fosfatase alcalina por 5 min. A solucaolesiera, NBT/BCIP (Roche) foi adicionada
servindo de substrato para a acdo da fosfatademald@ sistema foi mantido protegido da luz
até a metabolizagéo do substrato marcando, asdianda de interesse devido a presenca da
enzima conjugada ao anticorpo secundario que ga dg anticorpo primario especifico para
a proteina poliedrina. Por fim, a reacdo foi irderpida com lavagens de agua destilada

evitando a marcacéo inespecifica.
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3.7. Obtencéo do gene da proteina do envelem do virus da febre amarela

O gene deenvdo virus da febre amarela foi obtido através dgstio enzimatica,
com Bglll, do plasmideo pSynYFE (Machado, 2007) (Figury Ete plasmideo possui o
geneenv sob o comando de dois promotores em tand@ly (que € uma sequéncia

modificada do promotor da poliedrina) e o promaiatéticopSyn(Wanget al, 1991).

pSynYFE
7436 bp

f‘
pdiiectina i
pSYN—= %

PXIV
BglII (4948)
~ Bgll1(3370)

Envelope

Figura 16. Esquema mostrando o mapa do plasmidgaYp&, o geneeny o gene da poliedrina e os

promotorepXIV e pSyn Fonte: Adaptado de Machado, 2007.

O plasmideo pSynYFE possui o gaaer flanqueado por dois sitios @glll. Entéo,
para a obtencdo desse gene com as extremidadégsaescessarias para a ligacao no vetor
pFastAgPol, foi realizada uma digestdo total cBgill (Promega). Nesta reagao, foram
utilizados 40ul de DNA purificado (100ng/ul), 10dd tampéo D 10X (Promega), 5 unidades
(U) Bglll (Promega) e agua “milli-Q” para um volume finde 100 pl. A amostra foi
incubada a 37°C por 3 h. O resultado da digestadavialiado em gel de agarose 0.8% e a
banda de 1.600 pb, referente ao gene foi extraida, eluida e purificada utilizando @ ki

GFX DNA and Gel Band Purification (GE) de acordoncmstrucdes do fabricante.
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3.8. Clonagem do gervno vetor pFastAgPol.

Para a construcdo do plasmideo pFastAgPolEnvYFcauem o genpolh fusionado
ao geneeny, o0 vetor pFastAgPol foi previamente digerido comnaima de restricaBanH|
(Promega ). Em seguida, foi desfosforilado com ziream CIAP (Promega) de acordo com
especificacdes do fabricante. Preparou-se um sastlemigacédo contendo o vetor tratado e o
inserto do geneenv purificado do plasmideo pSynYFE. Para esta reaffioytilizada a
enzima T4 DNA ligase (Promega) também segundo #ésaedes do fabricante.

Foi realizada uma transformacédo por choque térmias clones resultantes foram
selecionados pela resisténcia a ampicilina. Pastpurificacdo por lise alcalina em pequena
escala como descrita no item 4.3 foi efetuada g panfirmar a presenca do geeey
realizou-se uma reacdo de PCR. Nesta reacdo, fotiimados: 1uL do DNA plasmidial
purificado; 2,5uL do tampé&o de reacdo 10X da enziiam DNA polimerasgInvitrogen), 1
uL da mistura dos quatro dNTPs (de uma solucdo estoj0 mM), LL dos
oligonucleotideos YFE2460R e YFE8B78F ( de um estode 10uM) (Tabela 1) , 5U
(unidades) da enzim@aq DNA polimerase (Invitrogen) e agua “mili-Q” paranwolume
final de 25uL. O seguinte programa foi executado: 94°C/5 miciglos de 94°C/1 min,
50°C/2 min, 72°C/3 min e 72°C/10 min para o térndaextensao.

Utilizando o mesmo programa descrito acima, dalizada outra reacédo de PCR para
confirmar a correta orientacdo do inserto com oiadior YFE878F (anela-se no inicio do
geneeny) e o pFASTSeqRev (anela & 168 pb apds o genaedasey vetor pFastAgPol ) (ver

tabela 1). O resultado foi analisado em gel decsgad.8%.
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3.9. Construcao, por transposicéao, e isolamentardbaculovirus recombinante

contendo o gengolh fusionado com o gerenv.

Os mesmos procedimentos de transformacéo em céltdihBBac™ e transfeccdo em
células de inseto BTI-TN5B1-4, descritos no itef, 3oram utilizados para a construgcéo do
bacmideo BacAgPolEnv e para a obtencdo, amplificagdurificacdo do virus recombinante
VAcPoIAgENv, respectivamente.

Na confirmacao do bacmideo, a reacdo de PCRdbzagla com os oligonucleotideos
YFE878F e M13R (Tabela 1) e, na analise por PCRis vVAcPolAgEnNnv, foram utilizados
os oligonucleotideos YFEB78F e YFE2460R. As duasdes foram feitas seguindo o

programa descrito no item 3.8.

3.10. Analise da expressao da proteina fusionanl&(?) ao longo da infeccéo
por baculovirus recombinantes em células de ingmip SDS-PAGE e

imunodeteccao .

Os virus recombinantes, VAcPolAgEnv, vSynYFE- e umistura contendo os dois
virus, foram utilizados para infectar separadamebte 10 células de inseto BTI-TN5B1-4
em uma placa de 100 mm de diametro (TPP). As &&folam incubadas a 27°C, coletadas
com 72 h p.i e centrifugadas a 5.000 rpm por 5 r@insobrenadante foi descartado e o
sendimento lavado trés vezes com PBS (136mM Na@hKl KH,PQ,, 2,6 mM KCI, 8mM
NaoHPO, 2H,0, pH7,4). Os extratos de células foram ressusgead@m 100 uL de PBS e
estocados a 80°C negativos. Foram utilizados 1@ tada amostra para analise em SDS-

PAGE 12% (Laemmli,1970) usando o aparato Mini Tr&hst Cells de acordo com o
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protocolo de instru¢des do fabricante (Bio-RadpeDfoi corado e fixado em solucéo de 40%

de metanol e 10% de acido acético por 4h, comdgitacao.

3.11. Analise da expressao da proteina fusionanl&(?) ao longo da infeccéo
por baculovirus recombinantes em células de ing®o microscopia de

fluorescéncia confocal (imunodeteccéo).

Células BTI-TN5B1-4 infectadas com os virus recarabtes vAcPolAgEnv e seu
controle vSynYFE foram fixadas e processadas comm .2 para a imunodeteccdo por
microscopia confocal.

Primeiramente, as células foram fixadas com aee{®@0%) gelada durante 10 min.
Este procedimento foi repetido duas vezes e, emidagrealizou-se o bloqueio dos sitios
inespecificos incubando as amostras por 1 h comaaigédo de PBS 1X e 10% de BSA.
Apbs o tempo determinado, a solucdo bloqueadoraetiada e adicionado o anticorpo
monoclonal antifebre amarela (Chemicol Internadjona concentracédo de 1:500 em PBS 1X
e 10% de BSA. O sistema foi incubado durante 2 h.

A seguir, as células foram lavadas 3 vezes em PBSsob agitacdo por 5 min e
incubadas por 15 min em uma solugdo do corante DARitrogen) (1pg/mL) para a
marcacao dos nucleos celulares. Uma nova lavagemng a descrita acima, foi realizada e as
amostras incubadas, por mais 1 h, com o anticogganslario anti-lgG de camundongo
conjugado ao fluoréforo Alexa 488 (Invitrogen). Anal deste processo, as amostras foram
lavadas 5 vezes com PBS 1% por 5 min.

As células foram observadas e fotografadas em suépio confocal Leica tcs sp5.
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3.12. Analise ultraestrutural de células de inseaifectadas pelos virus

recombinantes: VAcCPoIAg e VAcPolAgEnNv.

Células BTI-TN5B1-4 infectadas com os virus recoabtes VACPOIAg,
VAcPoIAgENnv, VACPH3, AcCMNPV e vSynYFE; foram fixagl@ processadas com 72h p.i
para a analise ultraestrutural das células infestad

As células foram cuidadosamente ressuspendidam&fdridas das placas de cultura
para micros tubos tipo Eppendorf. As amostras focamtrifugadas por 5 min a 5.0900
sobrenadante descartado e o pellet celular lavaiatampado PBS 0,1M pH 6,4. Em seguida,
fixadas por 2h a 4°C com o fixador Karnovsky (2%gtigaraldeido e 2% de paraformaldeido
tamponado em 0,1M de tampdao cacodilato de s6di6,HH

Depois da fixacdo, as amostras foram centrifugats mesmas condi¢cdes descritas
acima, e o sendimento resultante lavado trés y@aeS min, cada vez, em 0,1M de tampéao
cacodilato de sodio pH 6,4. A pés-fixacao foi readia durante 30 min em 1% de tetroxido de
osmio, 0,8% de ferricianeto de potassio e 5mM deetd de calcio em 0,1M de tampéao
cacodilato de sddio pH 6,4. As amostras foram lasador 5min, cada vez, com agua
destilada, e contrastadas bloc durante a noite com 0,5% de acetato de uranila.fifo
foram desidratadas em concentracfes crescenteebma (30 — 100%) por 10 min em cada
concentracao, incluidas em resina Spurr e emblsqaamta’2h a 60°C.

Apo6s ultramicrotomia, as secc¢des foram observadéografadas em microscopio

eletrénico de transmissao Jeol 1011 a 80 KV.



74

4. RESULTADOS

4.1. Obtencéo do gene galhdo virus AgMNPV

Uma reacdo de PCR, com oligonucleotideos espesiffod realizada com o DNA
purificado do virus selvagem como descrito no i&1 O resultado da amplificacdo mostrou
a presenca de um fragmento esperado de aproximatame0 pb, em um gel de agarose
0.8% confirmando a amplificacdo do geyah do baculovirus AQMNPV (figura 18 e tabela
1). O clone recombinante contendo o gpokh foi entdo, sequenciado para confirmagao de

sua sequéncia (figura 17).

4.2. Clonagem do gemm®lhno plasmideo pGEM-TEasy (Promega)

O fragmento obtido por PCR, referente ao geo#h, foi clonado no plasmideo
PGEMT®- Easy (Promega). ApOs transformacdo e amatifio dos clones positivos de
pPGEMAgPol, o DNA plasmidial foi digerido coicaRl. O resultado obtido, avaliado em gel
de agarose 0.8%, corado em brometo de etideo, démora correta liberacdo do inserto de

750 pb referente ao gepelh (figura 19).
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Oligo pPolAgBglliINew —
Bgl I |

1 > agat ct
7 atgccagattatagctataggccgaccattggtcgcacgtatgtg
P DY SYRWPTI GRTYV

52 tatgataacaagtattacaaaaacttgggttctgtgattaagaac
Y DNKY Y KNULGS VIl K N

97 gccaagcgcaagaagcacctt ctt gaacat caggaggaagaaaaa
A K R KKHULL EHQEE E K
142 agcct agat gggct agat catt acat cgt ggccgaagacccattt
S L bGGL DHY I V A EDPF
187 ttagggcccggcaaaaaccaaaaattgacactttttaaagaaatc
L GP GKNOQIKULTUL F K E I
232 cgcaat gt aaaacccgacacg aagctcattgttaact ggagc
R NV K P DT K LI V N WS
277 ggtaaagagtttctgcgcgaaacttggactcgttttgttgaagac
G K EFLRETWTRFV ED
322 agctttcccattgtaaacgaccaagaagtg gatgtgttttta

S FPI V NDOQEV DV F L
367 gtcattaacctccgcccaact cgeccctaaccgttgetacaaattc
V! NL RPTRWPNIRTCY K F

412 ctggcgcaacacgct ct ccgttgggact gcgattacgt gccccac
L AQHALIRWDT CUDY VPH
457 gaggt aat ccgcatt gt ggagccttcctacgt gggc aacaac
E VI RI V EP S Y VG N N
502 gagt acagaattagcct agccaagaaaggcggt ggttgcccaatc
E YRI1I S L A KIKU GGG GTC P I
547 aacat ccacagcgagt at accaactcgtttgagtcctttgtc
NI HS EY TNSFE S F V
592 aaccgcgt aat ct gggaaaacttttacaaacccattgtgtacatt
NR VI WENZFYKWPI1 VY I
637 ggcact gattcgggcgaagaagaagaaattcttattgaagtctcg
G T bS GEEETEI L I E V S
682 ctcgtgttcaaggt gaaagagtttgcgcccgacgcacctctgttc
L v F KVKEFAPUDAUWPILF
BanH
act ggt ccggcegt at ggat ccaat cactag 756
T GP A Y G S NH*

Oligo PolAcYFNS1

727

Figura 17. Seqienciamento da regido do geslb do virus AGQMNPV amplificado. As bases realgadas em
vermelho representam, respectivamente, a posicamliponucleotideos pPolAgBIlINew e PolAcYFNS1. Os
nucleotideos em negrito representam as modificag@ss oligonucleotideos para introducdo dos sities d
restricdoBglll (AGATCT), no primeiro, eBanHI (GGATCC), no oligonucleotideo reverso. Os nutili®os
sublinhados representam o sitio de iniciagdo emeinacdo (modificado TAA para TAT para fusao). ifedao

5’e 3’dos oligonucleotideos sdo indicadas pelas set
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07T RD
2333 ph =
5P

Figura 18. Amplificacdo do genpolh do baculovirus AgMNPV. Eletroforese em gel de ager0.8%
mostrando o produto da amplificacdo da PCR (poces3 A seta a direita indica os fragmentos refiee ao
tamanho do geneolh. Po¢co 1: Marcador (DNA do fago Lambda da Promegeridio comPst), setas a

esquerda mostram o tamanho de algumas bandas dadoar
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BamHI (62)

Poliedrina

Bgl11(803)

pGEMAgpol1l
3765 bp

1 2 3 1 2 3
B C
5077 pb
¢ 3765 pb < 3015pb
2838pb  _, <« p
805 pb
o <« 750pb

Figura 19. Clonagem do gemmlh no vetor pGEMT-Easy. A) Esquema mostrando mapa do plasmideo
pGEMAgPol. B) Eletroforese em gel de agarose 0B88&go 1: Marcador (DNA do fago Lambda digerido com
Pst), setas & esquerda mostram o tamanho de alguanas$ do marcador. Poco 2: plasmideo pGEEasy
sem o inserto. Poco 3: plasmideo pGEMAgPol naoridiggsetas). C) Eletroforese em gel de agaros#.0.8
Poco 1: Marcador (DNA do fago Lambda digerido cBsi). Pogo 2: plasmideo pGEMAgPol néo digerido.
Pogo 3: plasmideo pGEMAgPol digerido c&woR| apresentando duas bandas , uma de 3.015 pler&feao

plasmideo pGEM%- Easy e outra de 750 pb referente ao geie (setas)
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5077 pb  _,

<+ 3015pb

750 pb

805ph —
< 750 pb

Figura 20. Digestao do plasmideo pGEMAgPol comnasneasBglll e BanHI e eluicdo do inserto referente ao
genepolh. A) Eletroforese em gel de agarose 0.8% mostramwdpoco 1: Marcador (DNA do fago Lambda
digerido comPst), setas a esquerda mostram o tamanho de algueraad do marcador. Pogcos 2 a 5:
plasmideo pGEMAgPol digerido comglll e BanHI, apresentando uma banda de 3.015 pb referente ao
plasmideo pGEM%-Easy e outra banda de 750 pb referente ao pelhePoco 6: plasmideo pPGEMAgPol néo
digerido. B) Eletroforese em gel de agarose 0.8fbamstrando a eluicdo do fragmento referente ao gelne
Pocos 1-2: Resultado da eluicdo do fragmento degpBbrrespondente ao gepalh derivado dos pogos 2 a 5

do gel mostrado em.Aoc¢o 3: Marcador (DNA do fago Lambda da Promegariig comPstl).
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4.3. Obtencao do vetor de transferéncia pFASTAgPol

Para a constru¢do do vetor pFASTAgPol, o plasmp@BMAgPol foi previamente
digerido comBglll e BanH]I (figura 20). O inserto liberado, referente aogpolh, foi eluido
(figura 20) para ser utilizado na ligacdo com epiadeo pFastBat!1 (Invitrogen) digerido
com BanHI e desfosforilado(figura 21). A confirmacdo da clonagem foi feitalgpe
amplificacdo por PCR, utilizando os oligonucletisieoPolAgBgllINew e PolACYFNS1
(tabela 1) (figura 22). E, para a confirmacdo daeta orientagdo do inserto, foi realizada
uma reagdo de PCR utilizando os oligonucleotid@mHi- e PolACYFNS1 (tabela 1) (figura
22). Os resultados obtidos por PCR foram analispdogletroforese em gel de agarose 0.8%

corado com brometo de etideo.
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A Tn7L 1 origin

Eco RI (4805)
PolAcCYFNS1RBAMHI (100.0%)

__Amp(R)
poliedrina
Apal(4230) _
pAgBgl Il FPolNew (100.0%) pFas2t6A]‘DgPOI
PH promoter - 35 P
Polyhedrin forward primer
Gm(R) N
Tn7R
1 2
B C 1 2 3

< 5526 pb
3054pb <« 4775pb
2036 pb —»
c077 o 1636 pb
gl | | \.) DU
2838 pb —»

805 pb —»

Figura 21. Clonagem do gemolh no vetor de transferéncia pFASTBAE (Invitrogen). A) Esquema
mostrando o mapa do plasmideo pFASTAgPol. B) Hietese em gel de agarose 0.8%, mostrando no pogo 1:
Marcador (DNA do fago Lambda digerido cd®st), setas a esquerda mostram o tamanho de alguanasd

do marcador. Poco 2: plasmideo pFAST®4cdigerido porBanH! e desfosforilado apresentando uma banda
de 4.775 pb. C) Eletroforese em gel de agarose ,0méstrando no poco 1: Marcador (1kb DNA Ladder,
Invitrogen), setas a esquerda mostram o tamanhalgiemas bandas do marcador. Pogco 2: plasmideo

pFASTBaé"1 sem o inserto apresentando 4.775 pb. Poco 3nfilas pFASTAgPol apresentando 5.526 pb.
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1000 pb _,
850 pb

750 pb
650 bp —»

Figura 22. Confirmacdo da clonagem do gpoth no plasmideo pFASTBatl1. A) Eletroforese em gel de
agarose 0.8%. Poco 1: Marcador (1kb Plus DNA Laddewitrogen), setas a esquerda mostram o tamdeho
algumas bandas do marcador. Poco2: PCR do plasmpéastAgPol utilizando os oligonucleotideos
pPolAgBgllINew e PoIACYFNS1, pode-se observar umenda de 750 pb referente ao gepah. B)
Eletroforese em gel de agarose 0.8%, mostrado go PoMarcador (1kb DNA Ladder- Invitrogen), setas
esquerda indicam o tamanho de algumas bandas fgesenmarcador. Poco 2: PCR do plasmideo pFastAgPo

utilizando os oligonucleotideos pPolHF e PolAcYFNS1

4.4. Construcéo e isolamento do baculovirus recoambe vVACPOoIAg.

O vetor pFastAgPol deu origem ao virus recombinaAePolAg por transposicao,
em células dé&.coli DH10Bac™. Neste evento, o inserto foi transfeddgplasmideo para o
genoma de um baculovirus presente na forma plasintidntro dessa bactéria (figura 23). A

confirmacdo da insercdo do gepelh, no bacmideo, foi realizada por PCR com os
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oligonucleotideos M13F e M13R. A banda referent&@agmento de aproximadamente 2.975

pb foi visualizada em gel de agarose 0.8% coradbremeto de etideo (dado ndo mostrado).

BAMH |
A pPOLHE ¢
—
128 pb +730 pb pPolAcYFNS1
B
128 pb 145 pb
| |
1 1
— . —
Mini-attTn7
M13 Foward M13 Reverse

Figura 23. Clonagem do gemmlh no plasmideo pFastBac™1 e confirmagdo da tramgmsio gene de
interesse para o DNA do bacmideo. A) Esquema nrakira posicdo de anelamento dos oligonucleotideos
pPOLHF e PolAcYFNS1 no plasmideo pFastAgPoL. B)uesga mostrando a organizacdo no bacmideo do

inserto de interesse, dos oligonucleotideos M18 edido de transposicao.

O DNA do bacmideo BacAgPol foi utilizado na tratgfao em célulasrichoplusia
ni (BTI-TN5B1-4) para a obtencdo do virus recombieaawhcPolAg. Apods trés dias de
infeccdo, as células foram analisadas em microaabgpiluz invertida para a confirmacéo da
obtencéo do virus recombinante e analise dos mssieitos citopaticos (figura 24).

Por microscopia optica, observam-se os efeitapéiicos caracteristicos da infeccao
por baculovirus como, por exemplo, alteracdo mogick (perda da forma tipica fusiforme) e

nacleo hipertrofiado. Porém, ao contrario do esperando foi visualizada a presenca de
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incluses proteicas denominadas poliedros com@ewid da correta expressao do geok
introduzido.
Para confirmar a presenca do inserto no DNA vinaha reacdo de PCR com os

iniciadores pPolAgBgllINew e PolAcYFNSI1R foi efetlsa(figura 25). O fragmento obtido

correspondeu a aproximadamente 750 pb como o espeaaa 0 genpolh.

Figura 24. Efeito citopatico da infeccdo de célBds-TN5B1-4 com diferentes baculovirus a 72h p)iVirus
ACMNPV. B) Virus vAcPH3.C) Virus vSyn\al. D) Virus recombinante vVAcPoIAg. As setas matalicam
os poliedros, efeito citopatico tipico da infecd¢@aculoviral, e as setas vermelhas apontam a aaséesta

caracteristica nas células infectadas pelo recamtenvAcPolAg.
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+ 750 ph

Figura 25. Confirmacdo da presenca do gerib no DNA do vAcPolAg. Eletroforese em gel de agaros3%:
poco 1: Marcador (1kb Plus DNA Ladder — Invitrogesgtas a esquerda mostram o tamanho de algumdasban
do marcador; poco 3: PCR do DNA viral vFastAgPaliazaindo os oligonucleotideos pPolAgBgllINew e

PolACYFNS1, pode-se observar uma banda de 750fpkentée ao gengolh.
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4.5. Analise da expresséao da proteina poliedAmaH) ao longo da infeccéo de
baculovirus recombinantes em células de inseto PR@S-PAGE e

imunodeteccao.

A expressao da proteina recombinante, em célulassééo, foi analisada a 72 h p.i.
em células BTI-TN5B1-4, com o virus VAcPolAg. Paantrole, células de inseto também
foram infectadas pelo AcCMNPV selvagem, VvAcPH3 §uso genepolh do AcCMNPV
selvagem fusionado com a uma cauda de seis hasidia porcdo C-terminal e pelo vSynViI
gal (ndo possui 0 gene da poliedrina).

Extratos das células infectadas foram analisadoSBS-PAGE para a detec¢édo da
proteina recombinante POLH. A andlise eletrofosétdemonstrou a presenca de um
polipeptideo (ausente na infeccdo por vSyg&dlle em células nédo infectadas) com massa
molecular em torno de 33kDa nos extrato celulamsespondentes as células infectadas
pelos recombinantes vFastAgPol e vVACPH3. Uma baml@sentando cerca de 29kDa,
correspondente a POLH selvagem, foi identificadamastra do virus selvagem (figura 26).

A imunodeteccdo foi efetuada com utilizando amtisale coelho especifico para a
POLH de AcMNPV. Tanto a poliedrina selvagem quaasoproteinas recombinantes dos
virus VAcPolAg e VAcPH3 foram marcadas na rea¢&simA, comprova-se a expressao da

proteina POLH recombinante pelo virus vVAcPolAgufey27).
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Figura 26. Analise da expressdo da proteina recant® POLH em células de inseto infectadas com o
baculovirus recombinante. A) Marcador de massa cutde (BenchMark™ His-tagged Protein Standard-
Invitrogen), setas a esquerda mostram o tamantadgdenas bandas do marcador. B) SDS-PAGE a 12%: poco
1- Extrato de células BTI-TN5B1#hock(ndo infectadas); poco 2- extrato de células tafi&s com vACPHS;
poco 3- extrato de células infectadas com AcMNPWaggem; poco 4- extrato de células infectadas com
vSynVIgal; poco 5- poliedros do virus selvagem AcMNPVifirados; poco 6- marcador (BenchMark™ His-
tagged Protein Standard- Invitrogen); poco 7, 8 @®ato de células infectadas com vAcPolAg. Aaseretas

indicam a proteina poliedrina selvagem com 29 kiogd 5) e recombinante com 33 kDa (pogos 7, 8 € 9).
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Figura 27. Imunomarcagdo dos extratos celulare8TETN5B1-4 infectados com o virus vAcPolAg. A)
Marcador de massa molecular (Prestained Proteineddtdr Weight - Fermentas). B) Membrana de
nitrocelulose marcada com antisoro anti-POLH. Ordiaxm amostras: poco 1- Extrato de células BTI-TN8B1
mock; poc¢o 2- extrato de células infectadas com vAGRI®80 3- extrato de células infectadas com AcCMNPV
selvagem; pogo 4- extrato de células infectadasw®ynVIgal; poco 5- poliedros do virus selvagem AcCMNPV
purificados; pogo 6- marcador (Prestained Protedtelllar Weight - Fermentas); pogo 7, 8 - extraaélulas
infectadas com vAcPoIAg. As setas pretas indicamaecacao pelo anticorpo da proteina poliedrinaaggeln

com 29 kDa (poc¢os 3 e 5) e recombinante com 38(kibcos 2, 7, 8).
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4.6. Obtencéo do gemavdo virus da febre amarela

Para obter o gene do envelope da febre amarelasmigeo pSynYFE foi digerido
com a enzim#glll liberando um inserto de aproximadamente 1.600gbérente ao gerenv
(figura 28). O fragmento de DNA foi extraido de g@el de agarose 0,8% (figura 28) e

posteriormente clonado no plasmideo pFastAgPol.

A 1 2 3 B 1 2

2036 pb

1636 pb +1600 pb 2000pb

1500 pb _| €-+1600 pb

1018 pb
1000 pb

506 pb

Figura 28. Obtencdo do fragmento de DNA contendgmeenv da febre amarela. A) Eletroforese em gel de
agarose 0.8%, mostrando no pogo 1: Marcador (1 MB Dadder- Invitrogen), setas a esquerda sinalizam
tamanho de algumas bandas referentes ao marcamms R e 3: plasmideo pSynYFE digerido cBuill,
liberando a banda de 1.600 pb referente ao gemeB) Eletroforese em gel de agarose 0.8%, mostramado
poco 1: Marcador (1 kb DNA ladder — Promega), sétasquerda indicam o tamanho de algumas bandas do

marcador. Poco 2: resultado da eluicdo do fragmaatb.600 pb referente ao geare:
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4.7. Clonagem do gemavno vetor pFastAgPol.

O geneenvfoi inserido no vetor de transferéncia pFastAgpotviamente digerido
com BanHI e desfosforilado (figura 29). A confirmacdo danmagem foi feita por PCR
utilizando os oligonucleotideos YFE2460R e YFE8{&Bbela 1) (figura 30). E, para a
confirmacado da correta orientacdo do inserto,dalizada outra reacdo de PCR utilizando os
oligonucleotideos YFE878F e pFASTSegRev. Os redodtaobtidos por PCR foram

analisados por eletroforese em gel de agarose €83do com brometo de etideo (figura 30).

7L

pFastSegRev (100.0%) f1 origin
MCS ‘

yfe2460R (100.0%) \\'\ o

Amp(R)

envelope pFastAgPolEnv

7116 bp

yfe878f (100.0%) =

/
X P =
poliedrina Th7R
PH promoter Gm(R)
Polyhedrin forward primer Pc promoter

Figura 29. Clonagem do gemav no vetor de transferéncia pFastAgPol. A) Esquematraoedo o mapa do
plasmideo pFASTAgPoIEnv. B) Eletroforese em gelagarose 0.8%, mostrando no poco 1: Marcador 1 Kb
GeneRuler™ (Fermentas), setas a esquerda mostreamanho de algumas bandas do marcador. Pocgo 2:
plasmideo pFASTAgPol digerido p&anmHI e desfosforilado apresentando uma banda de Hb62®oco 3:

plasmideo pFASTAgPoIEnv apresentando 7.126 pb.
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Figura 30. Confirmagéo da clonagem do gemeno plasmideo pFastAgPol. A) Eletroforese em gedghlerose
0.8%. Poco 1: Marcador (1kb Plus DNA Ladder — ogen), setas a esquerda mostram o tamanho deadgum
bandas do marcador. Po¢co2: PCR do plasmideo pRRstBgv utilizando os oligonucleotideos YFE2460R e
YFE878F, pode-se observar uma banda de 1.600 plené¢ ao genenv B) Eletroforese em gel de agarose
0.8%, mostrado no Pogo 1: Marcador (1kb Plus DNAdea- Invitrogen), setas a esquerda indicam o taman
de algumas bandas presentes no marcador. Poco R: dRC plasmideo pFastAgPol utilizando os

oligonucleotideos YFE878F e pFASTSeqRev.

4.8. Construcéo, por transposicao, e isolamento de woalddrus recombinante
contendo o gengolh fusionado com o gerenv.

O plasmideo pFastAgPolEnv deu origem ao virus reamnte vVAcPolAgEnv por
transposicdo em células Becoli DH10Bac™. O inserto foi transferido do plasmidaoapo
genoma de um baculovirus presente na forma plaahdeintro desta bactéria. A confirmacéo

da insercdo do genenv, no bacmideo, foi realizada por PCR com os oliglmaiideos
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YFE878F e M13R (figura 30). A banda referente agiinento de aproximadamente 2.362 pb

foi visualizada em gel de agarose 0.8% corado emd&to de etideo (dado ndo mostrado).

A YFE878F
—
128 pb + 730 pb +1600 pb
G
YFE2460R
B
Envelope H Tn7

—_—
YFE878F

|
T T
> Mini-attTn7 <

M13 Foward M13 Reverse

Figura 31. Clonagem do gerav no plasmideo pFastAgPol e confirmacéo da trangfiosio gene de interesse
para o DNA do bacmideo. A) Esquema mostrando a@osie anelamento dos oligonucleotideos YFE878F e
YFE246R no plasmideo pFastAgPolL. B) Esquema madtram organizagdo no bacmideo do inserto de

interesse, do oligonucleotideo M13,do oligonuchixi YFE878R e da regido de transposicéo.

O DNA do bacmideo BacAgPolEnv foi utilizado nansBeccdo em células
Trichoplusia ni(BTI-TN5B1-4) para a obtengdo do virus recombiearicPolAgEnv. Apos
trés dias de infecgcdo, as células foram analisadasnicroscopia de luz invertida para a
confirmagéo da obtencé@o do virus recombinante #sandos possiveis efeitos citopaticos
(figura 31).

Pela microscopia Optica, pode-se observar efeittigopaticos similares
correspondentes da infec¢ao do virus vAcPolAg ifeen 4.4), além da formacgédo de sincicios

caracteristicos da infec¢é@o pelo virus amarilidéeagem.
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Como uma tentativa de ajudar a formacao de paledelo virus recombinante, foi
feita uma co-infeccdo do virus vSynYFE com o vivdePolAgEnv. Pode-se observar a
formacao de sincicios e alguns poliedros devidoiagms vSynYFE. Porém, ndo houve um
aumento significativo no nimero de corpos de odugde indicasse a recuperacao deste
fendtipo pelo virus VAcPolAgEnv

Para confirmar a presenca do inserto no DNA vinaha reacdo de PCR com os

iniciadores YFE878F e YFE2460R foi efetuada (figB8x O fragmento obtido correspondeu

a aproximadamente 1.600 pb como o esperado paaszigV

Figura 32. Andlise estrutural da infec¢do de céldea inseto por diferentes virus recombinanteshapsi2 A)
Células BTI-TN5B1-4 ndo infectadas (mock). B) Catuinfectadas pelo virus vSynYFE. C) Células iafgas
pelo virus vAcPolAgEnv. D) Células co-infectadadopevirus vSynYFE e vAcPoAgEnv. As setas pretas
indicam a formacédo dos sincicios, efeito citopatifmco da infeccéo pelo virus amarilico e causpéta

expressédo da proteina do envelope.
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Figura 33. Confirmacado da presenca do gameno DNA viral. Eletroforese em gel de agarose 0.8&¢o 1:
Marcador (1kb DNA Ladder — Invitrogen), setas auesda mostram o tamanho de algumas bandas do
marcador; poco 2: PCR do DNA viral vAcPolAgEnNv iatiindo os oligonucleotideos YFE878F e YFE2460R:

pode-se observar uma banda de aproximadamente bg@ferente ao gemav



94

4.9. Andlise da expressao da proteina fusionad&rPpao longo da infeccéo
de baculovirus recombinantes em células de inseto FDS-PAGE e

imunodeteccao.

A expressdo da proteina fusionada foi analisada pd em células de inseto BTI-
TN5B1-4 infectadas com o virus VAcPolAgEnv. Comamtoole, as células também foram
infectadas pelo virus recombinante vSynYFE (possudeneenv ndo fusionado com a
poliedrina) e co-infectadas pela mistura do vSyn¥Bi o vVAcPoIAgENv.

Extratos das células infectadas foram analisadoSBS-PAGE para a detec¢édo da
proteina fusionada PolEnv. A andlise eletroforétbamonstrou a presenca de um
polipeptideo (ausente na infec¢cdo pelo controlanecélulas ndo infectadas) com massa
molecular em torno de 88kDa nos extrato celulapesespondentes as células infectadas pelo
recombinante vVAcPolEnv. Uma banda apresentandoa cdec 50kDa, correspondente a
proteina Env, foi identificada na amostra do virBgnYFE (figura 34).

A imunodeteccdo foi realizada pela marcacdo delalinfectadas pelo virus
recombinante com anticorpos monoclonais contravelepe do virus da febre amarela. Em
um primeiro experimento, foi realizada a técnicardenodetec¢cdo Western Blot, entretanto
nao ocorreu nenhuma marcacgao, inclusive pelo denpositivo, vSynYFE (dados néo
mostrados). Provavelmente, o anticorpo utilizadmmeece a proteina do envelope na sua
forma tridimensionain vivo sem ser desnaturada.

Em um segundo momento, foi realizada, com o mesntizoapo monoclonal, a
técnica de imunodetec¢do por microscopia de fleéresa. Esta metodologia, além de ser
mais sensivel, permite a analise da protémaivo, ou seja, sem a necessidade de ser
desnaturada. Todas as amostras de células de insettadas analisadas (VSynYFE, co-

infeccdo vSynYFE/VAcPoIAgEnv e VACPOIAgENV) apreseam marcagao positiva contra a
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proteina do envelope. Desta maneira, comprova-se@xpressao da proteina fusionada e a

sua localizacéo citoplasmatica nas células infastéfigura 35).

— ~120
— ~85

— ~&(0

— ~30

— ~28

— ~20

T 1t

Figura 34. Andlise da expressao da proteina rec@mi® PolhEnv em células de inseto infectadas com o
baculovirus recombinante. A) Marcador de massa autdle (Prestained Protein - Fermentas), setas @eeda
mostram o tamanho de algumas bandas do marcad@DB)PAGE a 12%: poc¢o 1- Extrato de células BTI-
TN5B1-4mock(ndo infectadas); pogo 2- extrato de células taftees com vSynYFE ; pogo 3- extrato de células
infectadas com vAcPH3; poco 4- marcador (Prestafmedein - Fermentas); pogo 5, 6 e 7- extrato diglas
infectadas com vAcPolAgENnv e poco 8- extrato dailaél infectadas com vSynYFE/VACPoOIAgENnv. A seta
vermelha indica a proteina do envelope com 50 kDseta verde indicam a proteina poliedrina recoantne

as setas pretas indicam a proteina fusionada Pwltiin aproximadamente 88 kDa.
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Figura 35. Imunomarcacao por microscopia de fluzinesia de células de inseto BTI-TN5B1-4 infectgulas
diferentes virus recombinantes as 72h p.i. Na plm@a inferior de cada conjunto de quatro fotesjos a
superposi¢éo das imagens obtidas por campo clamagéo dos nucleos pelo corante DAPI e a mar@gao
proteica fusionada pelo anticorpo antifebre amarefgugado com o fluorocromo Alexa 488. A) Célutds

infectadas; B) Células Infectadas com o virus v3y@)Y
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Figura 35. Imunomarcacéo por microscopia de fli@esia de células de inseto BTI-TN5B1-4 infectaglais
diferentes virus recombinantes as 72h p.i. Na mdirtsta inferior de cada conjunto de quatro fotesnos a
superposi¢do das imagens obtidas por campo clanmagao dos nulcleos pelo corante DAPI e a marad@&ao
proteica fusionada pelo anticorpo antifebre amaajugado com o fluorocromo Alexa 488. C e D)

VAcPoIAgENv. Fotos A e B foram gentilmente cedigas Maria Creuza Barros.
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4.10. Andlise ultraestrutural de células de insetiectadas por diferentes

baculovirus.

Células BTI-TN5B1-4 infectadas com os virus vVAcRplA/AcPolAgEnv,vACPHS3,
AcMNPV e vSynYFE; foram fixadas e processadas c@8m.i para a analise ultraestrutural
das células infectadas.

As células infectadas pelos virus ACMNPV e vAcP&f@esentam caracteristicas
tipicas da infeccdo baculoviral: nucleo hipertrdfia com estroma virogénico e
envelopamento dos nucleocapsideos para a formacgoliddros (figura 36 B e C). Também
ocorre a presenca de agregados de P10, protefitar fdmmpactada, tanto no nucleo quanto
no citoplasma (figura 36 B e C).

As células infectadas pelo recombinante vAcPolAgesgntam as mesmas
caracteristicas da infec¢cdo descritas acima. Entiet como ja demonstrado pelas analises
por microscopia Optica, ndo ocorre formacdo deedalis. Podemos observar possiveis
acumulos de poliedrina nuclear, principalmenterag&es periféricas do ndcleo (figura 36 E
e F), com algumas associac¢des dos nucleocapsieleasdicos de formacédo de poliedros.

Quando infectadas com os virus vSynYFE e vAcPolAg&iém dos sinais tipicos da
infeccdo baculoviral com a formagao de poliedropmmeiro, podemos observar a fuséo das
membranas plasmaticas de varias células (figur@ @H). Essas estruturas multinucleadas
sdo denominadas sincicios e sdo caracteristicasfetxdo pelo virus selvagem da febre

amarela.
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Figura 36. Micrografias eletrénicas de transmiss@océlulas BTI-TN5B1-4. ndo infectadas (A) e awdelas

com o virus AcMNPV (B), vAcPH3 (C e D).



100

Figura 36. Micrografias eletronicas de transmiss@iccélulas BTI-TN5B1-4. vAcPolAg (E e F); vSynYFE)(e
VACPoIAgENv (H).n, nicleo G, nucleo 1n,nucleo 2nsnucleo 3 e, nicleo 4)c, citoplasmap,, poliedro;p;,
poliedrina epyo, P10. Barras equivalem a5 um,em A, Be H; 2egmC e E; 0,5 um,emDe lumemFe G.

Foto G foi gentilmente cedida por Maria Creuza Bgrr
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Neste trabalho, foram construidos dois baculoviegembinantes: o vVAcPolAg, que
apresenta o gene da proteina poliedrina do virddMR)V, contendo um sitio de restricdo
para a enzim@anHI substituindo o codon de terminacdo do gene, ® fgqa com que a
proteina poliedrina adquira 41 aminoacidos a mas sma porcao C-terminal, e o
VAcPoIAgENnv que possui, fusionado ao gene da pafiaddlo AQMNPV, o gene da proteina
do envelope da virus da Febre Amarela.

A construcao do virus vAcPolAg foi concluida contessso. Porém, ao contrario do
esperado, a proteina poliedrina recombinante, aplesado possuir nenhuma modificacdo na
sua sequéncia génica (figura 17) e ser corretamexeessa (ver item 4.5), foi incapaz de
produzir os corpos de oclusédo (poliedros). Cost®gp, também construiu um baculovirus
recombinante derivado do AcMNPV (vAcPH3) contendoaupoliedrina modificada na
porcdo C-terminal (adicdo de seis histidinas). Bases recombinante, ao contrario do
produzido neste trabalho, € capaz de formar o®satp ocluséo.

Uma das hipoteses para a auséncia dos poliedrogra® VAcCPolAg € que, ao
modificar o sitio de terminacdo da poliedrina parantroducdo do sitio de fusédo, foram
adicionados 41 aminoacidos no C-terminal. Cinquenten por cento (4 Glicinas, 6 Alaninas,
1 Isoleucina, 1 Prolina, 3 Triptofanos, 3 LeucindsValinas e 1 Fenilalanina) desses
aminoacidos sdo apolares, ou seja, possuem coraotedstica uma natureza hidrofobica,
por isso tendem a se agrupar no interior da pmteirpodem desestruturar a formacao
tridimensional original impedindo a formacgéo doigdto. Os outros 50% correspondem a 10
aminoacidos polares (4 Argininas, 4 Ac. Glutamieds Lisinas) e 10 aminoacidos neutros (6

Serinas, 1 Glutamina, 2 Lisinas e 1 Tirosina). Caugerido por Xet al., (2010), alteracbes
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no corpo proteico (regid@-barril) ( 64- 232 aa) e no C-terminal (233-245 qa¢ contém 13
residuos altamente conservados tendem a difi@aifl@amacao do corpo de ocluséo.

Brown et al (1980), isolou dois baculovirus mutantes que &omapenas um grande
corpo de ocluséo cuboidal por célula infectadaegs§us foram obtidos a partir da infeccéo
viral do ACMNPV tratada com o agente mutagénico &HalN’-nitro-N-nitrosaguanidina. A
estrutura paracristalina dos mutantes é similap aalvagem, entretanto virus oclusos no
poliedro sdo raramente encontrados levando a uira lrdectividade viral. Carsterst al,
(1986), analisou um dos mutantes descritos acirdatectou que a alteracdo fenotipica é
devido a uma mutacdo pontual no gene da poliedEsta mutacdo causa a substituicdo do
aminoacido leucina pela prolina na posicéao 58. B8V 1Carstenst al, também caracterizou
outra mutacao no gene da poliedrina de um mutaerteadio do ACMNPYV incapaz de formar
inclus@es cristalinas. Este virus mutante apresamasculas particulas dispersas no nucleo
e, provavelmente, este fendétipo é resultado datisuibdo do aminoacido fenilalanina pela

leucina na posigéo 84.

Cheng et al. (1998), criando mutagbes sitio diagidpor PCR comprovou a
importancia da sequéncia do gene da poliedrinaadwoilbvirus ThorNPV. Ao substituir o
genepolh do virus AcCMNPV pelo o do ThorNPV com a leucinaptsicdo 58 modificada,
observou-se a formacao de poliedros maiores gue\rds parental selvagem. Katsusta
al. (1999), caracterizou diversBe®mbyx mori nucleopolyhedrovir@mNPV) mutantes para
0 gene da poliedrina . Foi constatado que mutagdntiais ao longo da poliedrina podem
gerar corpos de ocluséo similares ao selvagemipooén poucos ou nenhum virus oclusos;
massas proteicas dispersas no citoplasma e noonéctmrpos de oclusdo pequenos ou com
formas irregulares. Ribeir@t al (2009), isolou um baculovirus mutante derivado do
AcMNPV, que devido a uma modificagdo pontual nauéegia de aminoacidos do gene da

poliedrina, € incapaz de produzir corpos de oclua&ubstituicdo de uma guanina por timina
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no nucleotideo + 352 levou a troca do aminoacidmagelo aminoacido fenilalanina. Ao
invés da formacéo dos poliedros no nucleo, uma anpsseica é encontrada dispersa no
citoplasma e no nucleo de células infectadas.

Todos os trabalhos descritos acima estdo de acorda ideia de que a formacéao dos
poliedros depende da interacéo da proteina pat@@dom outras proteinas virais presentes no
envelope viral, da sua interacdo com outras prasedio hospedeiro, mas também da prépria
sequéncia de aminoacidos. Ou seja, as interac@esasnmoléculas que compde esta proteina
sao fundamentais para a organizacao e formacastrduea proteica.

Jeet al (2003), e Changt al (2003), demonstraram que € possivel a producao de
baculovirus recombinantes que possuem uma ou M@ mas heterdlogas incorporadas nos
corpos de ocluséo, mantendo o fenotipo dos virlsos. Jeet al. (2003), construiu um virus
recombinante capaz de coexpressar a poliedringanatia poliedrina fusionada com a
proteina fluorescéncia verde (GFP), demonstrand® & incorporacdo de uma proteina
heterdloga nos corpos de oclusdo depende da iateesgra a poliedrina nativa e a poliedrina
fusionada. Changt al (2003), utilizando o plasmideo pColorPol descito Jeet al, (2003),
construiu e caracterizou um recombinante do baguisvAcCMNPV que produz uma
poliedrina fusionada a por¢cdo N-terminal toxica plateina CrylAc. O recombinante
demonstrou possuir uma maior patogenicidade coraumento significante na velocidade de
acao do virus (mortalidade do hospedeiro) quandgacado com a estirpe selvagem ou com
qualquer outro recombinante ja descrito para o ABMN

Rocha (2008), também fusionou o gene da polieddimaAcMNPV com o0s genes
codificantes das capas proteicasLéek yellow stripe virugLYSV) e deGarlic mite-borne
filamentous virugGarMbFV) As proteinas de fusdo obtidas também foram exmessa
células de inseto e detectadas por anticorpos iispscgpara a poliedrina e para a cauda de

histidina. Entretanto, apenas a proteina do virasviBFV foi capaz de produzir corpos de
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oclusdo. Com o mesmo vetor de expressdo (pFastPRiBeiro (2008), expressou a
glicoproteina do virus da Raiva em células de inBetionada com a poliedrina de ACMNPV.
A proteina de fusdo construida foi eficientememjgressa em células de inseto, formando
corpos de ocluséo e detectada com um anticorpaifispgara cauda de histidina. Rodrigues
(2010), expressou 0 gene da capa proteica do @ings sudden death-associated virus
(CSDaV), possivel causador da morte subita dossgitambém no vetor pFastPH3. Esta
proteina também foi efetivamente expressa, prodozoorpos de oclusdo e sendo detectada
com 0 mesmo anticorpo para a cauda de histidina.

A febre amarela encontra-se controlada em muitésepaue possuem um programa
de vacinacg&o. Entretanto, a ocorréncia de surtzanos esporadicos na Africa demonstra que
o risco do reaparecimento da doenca, como epidénaithp. Devido as reacfes cruzadas com
outros flavivirus que possuem semelhanca antigéeitaespecial o virus da dengue, um
diagndstico diferencial seguro torna-se extremaeneetessario.

Utilizar proteinas recombinantes, como a proteimsiohada expressa pelo virus
VACPOIAgENvV para a interacao antigeno-especifictepbtornar o diagndstico mais seguro e
direcionado, evitando o gasto excessivo com testpicificos. Saijet al. (2007), utilizou o
sistema da expressdo em baculovirus para produdlvoaucleoproteina do virus Lassa,
causador da febre hemorragica Lassa. Esta pragdoebinante foi usada como antigeno na
deteccdo de anticorpos contra o virus selvagemn® dmundgeno para a producdo de
anticorpos monoclonais. Os métodos de diagnodsticksA e IIFA (ensaio indireto de
imunofluorescéncia) foram desenvolvidos com o ugo ahtigeno recombinante. Os
anticorpos monoclonais contra a ribonucleoprotgimauzidos também foram utilizados e
reconhecidos pelo teste ELISA. Estes resultados usAa alternativa para métodos de
diagnosticos sem a manipulacdo direta de viruzdideos e com alto grau de transmisséo

como Lassa virus.
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Além de sua importancia para o desenvolvimentomales técnicas de diagnéstico
diferencial, as proteinas recombinantes com pariggénicas virais podem ser uma solucao
para o aumento na biosseguranca de muitas vacugsitiizam virus atenuados. Tanto a
vacina 17D quanto 17D-24, ambas utilizadas para beten a febre amarela, séo
desenvolvidas a partir de uma linhagem viral atdawg dessa forma, pessoas com o sistema
imune comprometido, gestantes e criancas recénidagsniao podem ser vacinadas. Além
disso, ja foram reportados casos do desenvolvingmtioenca em adultos saudaveis. Bonafé
et al (2009), expressou via baculovirus o antigenordeeima do envelope truncada do virus
do Oeste do Nilo (West Nile virus), também perteteeao género dos flavivirus. A proteina
recombinante expressa em culturas de células é&ifs capaz de induzir a neutralizacao
viral por anticorpos em multiplas espécies aningide proteger imunologicamente duas
espécies de roedores. Esse antigeno recombinanigpéomissor candidato a ser usado como
vacina.

Zhanget al, (1988), utilizando o sistema baculoviral pararespar trés proteinas
estruturais (proteinas C, pré-M e E) e duas n&otasdis (NS1 e NS2a) do virus da dengue.
Todas as proteinas foram corretamente expressa®tdtno, coelhos imunizados com os
produtos proteicos exibiram um baixo titulo de@npos contra as proteinas pré-mebrana, do
envelope e NS1.

Shiuet al, (1991), construiu um baculovirus recombinantgeodo um fragmento de
DNA com os genes da proteina de membrana e doagevelo virus atenuado da febre
amarela 17D utilizado na producdo da vacina. C&ld&Spodoptera frugiperdanfectadas
com o recombinante foram capazes expressar umaimmotle tamanho equivalente ao
esperado pelo tamanho do inserto e outro fragmemtizico correspondente a proteina do

envelope. Ensaios de imunofluorescéncia com aptisomonoclonais contra a Proteina E
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demonstrou que a proteina recombinante € encont@atta no interior quanto na superficie
celular, sendo antigenicamente indistinguivel adgina do E do virus 17-D.

Despréset al, (1991), também utilizando o sistema baculoviekpressou os
antigenos virais da Proteina E e do NS1 sozinhdssienadas. Camundongos foram
imunizados com lisados celulares infectados corbamsilovirus recombinantes. Apesar de
baixos, niveis significantes de anticorpos neuaalies foram obtidos quando a proteina do
envelope € expressa sozinha ou fusionada com a NS1.

Outros sistemas de expressao proteica como oadmsem células bacterianas e de
mamiferos vem sendo utilizados para o estudo adsipas do género Flavivirus. Chetral
(2009), utilizou um vetor de expressdo procariotyapestudar o papel das proteinas
estruturais do virus da encefalite japonesa. Apgsriicacéo das proteinas recombinantes e
adicdo em macrofagos para andlise das resposkasatbrias, pdde-se observar que apenas
as proteinas formadoras do nucleocapsideo semetoprvsao capazes de regular mediadores
do processo inflamatério desempenhando um impertgajpel nos estagios iniciais de
infecgéo viral.

XL et al.(2009), com o objetivo de analisar as similaridagleiferencas nos epitopos
da Proteina E dos virus causadores da dengue apss 1 a 4, da encefalite japonesa e da
febre amarela, expressou &mncoliseis epitopos especificos. Além da correta expredsis
antigenos caracteristicos do virus da dengue tgpdd.tipo 2 foram confirmados por Western
Blot. Wang et al, (2009), produziu, de maneira eficiente em célbdlaLa estaveis,
subparticulas recombinantes contendo as proteiaepE todos os sorotipos do virus da
dengue. Este estudo demonstrou que a utilizac@eldis estaveis é segura e também pode
ajudar nas pesquisas de desenvolvimento de vagidiagyas contra a dengue.

Um virus vaccinia recombinante foi produzido poadkt al, em 1987, codificando

trés proteinas estruturais e duas proteinas néioturais do virus da dengue tipo 4. As
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proteinas estruturais recombinantes exibiram a rmesmssa molecular e padrbes de
glicosilacdo encontrados nas proteinas selvagesr&n? camundongos infectados com o
virus construido ndo demonstraram resposta imuital@pntra as proteinas pré-membrana e
do envelope. Provavelmente, o baixo nivel de espies$oi a razdo para a limitada resposta
sorologica destes antigenos. Putnak & Schlesin{@®80), para estudar a possibilidade de
incorporacao da proteina NS1 em possiveis vaciagg)ém construiram um virus vaccinia
recombinante contendo toda a regido o C-termingdrdieina do envelope até o N-terminal
da proteina ndo estrutura NS3 do virus amarilidd. T&anto o recombinante proteico NS1
quanto o nativo foram detectados na superficie élelas infectadas. Camundongos
imunizados com o virus recombinante foram capazes ptbduzir anticorpos nhao
neutralizantes, estimular a resposta do sistemaleonento e conferir protecédo parcial contra
a inoculacao intracerebral do virus 17D.

Sugrueet al, (1997), expressou, eRichia pastoris o cDNA das proteinas estruturais
do virus da dengue. A proteina recombinante Edoetamente expressa em levedura com a
adicdo de pequenas cadeias de manose. Também &rsenvadas particulas esféricas
similares aos virions da dengue. Essas partidukrein atividade imunogénica em animais e
capazes de induzir a neutralizagao de anticorpos.

Zhanget al, (2007), clonou, em um vetor para célulasDaesophilg os genes da
proteina pré-membrana e do envelope do flavivilussador da encefalite japonesa. As
células estaveis que expressaram a Proteina E g@mtionadas; e a proteina foi analisada e
testada para trés anticorpos monoclonais contntaipa do envelope do virus selvagem.
Como esperado, a proteina recombinante apresentaumassa molecular de 50 kDa, foi
detectada pelos trés anticorpos e é encontrada tantitoplasma quanto no meio de cultura
das células. Além disso, camundongos tratados cgurificado proteico foram capazes de

produzir anticorpos especificos contra a protem&.d
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Os diversos sistemas de expressao proteica ténodinins resultados para os estudos
das proteinas flavivirais. Entretanto, a utilizagacsistema de expresséo baculoviral, além de
seguro e de viabilizar um meio eucariotico capamaedificacdes pds-traducionais, é capaz
de expressar varios genes ao mesmo tempo e permigperessao de grandes quantidades de
proteinas recombinantes (até 1g de proteina hetgtdld células).

A construcéo do virus recombinante VACPoIAgENv pressdo da proteina fusionada
foram bem sucedidas. Porém, novos estudos de earactio, producdo e validacdo de
anticorpos contra a proteina recombinante sdo s@&tes para a futura utilizacdo como
diagndstico e producéo de vacinas virais. Por el@nmara uma melhor caracterizacdo da
proteina fusiona com experimentos de imunodetec@nilizacdo de anticorpos policlonais
ao contrario do monoclonal anti-proteina E, prolraeate, deve levar a uma marcacao mais
forte e evidente. Anticorpos monoclonais reconhesgios especificos que podem ter sofrido
alteracbes quando a proteina E foi fusionada aeqritia. Tais alteracbes podem ter
dificultado a imunodetecc¢éo da proteina fusionaameétodos de imuno-marcacao utilizados
neste trabalho.

Era esperado um maior nivel de expressao da paatefombinante, uma vez que esta
se encontra sob o comando de um forte promotor. das limitagbes do sistema de
expressdo baculoviral é o processo de N-glicosilagén vias distintas em células de inseto e
em células mamiferos. Logo, como a proteina do $€sypaliversos sitios de N-glicosilacao
(Hannaet al, 2005) necessarios para a sua maturagao, talsistema utilizado ndo permita
as corretas modificagbes pés-traducionais, podeirdm infuenciar nos niveis de expresséo
proteica.

Outra modificacdo para aperfeicoamento deste trab&luma nova construcdo do
vetor de transferéncia pFastAgPol. Como o virummignante vAcPolAg é incapaz da

producdo de poliedros, apenas expressa uma massac@rdisforme, a purificacdo das
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proteinas fusionadas € dificultada. Quando ocoffieraacdo de poliedros, estes podem ser
facilmente purificados por um gradiente de sacar®sga melhorar o vetor, poderemos
incorporar ao C-terminal da proteina poliedrina,aucauda de hexa-histidina similar a
adicionada ao vetor pFastPH3 (Costa, 2008), ewtanihtroducdo de 41 aminoacidos na
porcdo C-terminal e facilitando a purificacdo dateina recombinante fusionada por
cromatografia por afinidade. Outra possibilidade @onagem de todo o cassete de fusdo do
pFastAgPol em outro vetor que ja possua o0 genelizdpna selvagem, como por exemplo o
p2100 (Hallwasst alli, 2005), e analisar se a presenca de outra paigegdde auxiliar a

formacéao do poliedro, como mostrado no trabalhGluenget al (2003).
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