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RESUMO

No Brasil, a raiva e a dengue podem ser citadas como duas doencas que causam prejuizos
econOmicos. A raiva é uma doenca causada por um virus do género Lyssavirus, transmitida
pela saliva de mamiferos infectados, € uma vez iniciados os sintomas, a mortalidade ocorre
em praticamente todos os casos. O virus da raiva € formado por cinco proteinas: a
nucleoproteina, a fosfoproteina, a proteina de matriz, a RNA polimerase e a glicoproteina
(GPV), principal proteina viral imunogénica. Neste trabalho, a GPV foi expressa em células
de mamiferos utilizando um baculovirus recombinante. Baculovirus sdo virus de insetos que
tém sido amplamente utilizados como biopesticidas e como ferramenta para a expressao de
proteinas heter6logas em células de inseto e de mamiferos. Eles sao considerados seguros
devido a sua especificidade ao hospedeiro e a incapacidade de se replicar em linhagens de
células nao-inseto, embora eles possam entrar nas células de mamiferos. Para a construcdo do
virus recombinante, um fragmento génico contendo o promotor CMV e o gene GPV foi
clonado no vetor pFastBacl. O virus recombinante AcCMV-GPV foi obtido através do
sistema Bac-to-Bac (Invitrogen) e foi usado parainfectar células de inseto. O extrato
celular foi analisado por SDS-PAGE e a presenca da proteina GPV foi confirmada por
western  blot usando  um  anticorpo  anti-virusda  raiva.  Células HeLa,
derivadas de hepatoma humano, foram transduzidas com o virus recombinante e o extrato
celular também foi analisado por SDS-PAGE e a proteina GPV marcada com o anticorpo
anti-virus da raiva. Células HuH-7, derivadas de hepatdcitos humanos, foram transduzidas
com o virus recombinante e a proteina GPV foi quantificada através de um
ELISA. Futuramente, testes in vivo poderdo ser feitos a fim de analisar os efeitos
imunogénicos do virus recombinante. Baculovirus recombinante capaz de expressar GPV em
células de mamiferos pode ser uma alternativa para o desenvolvimento de uma vacina contra
a raiva a custos mais baixos. A dengue € uma doenga tropical e tem se tornado um grave
problema de sadde publica. A doenca é causada pelo virus da dengue (dengue virus, DENV),
um Flavivirus composto de quatro sorotipos (DENV-1 a 4), todos transmitidos ao ser humano
através da picada da fémea de mosquitos do género Aedes. O DENV se replica tanto em
células de vertebrados como nas células do mosquito. Hd muito conhecimento sobre os
mecanismos de entrada e replicacdo de Flavivirus em cultura de células de mamifero e seus
efeitos in vivo. No entanto, pouco se sabe a respeito dos processos moleculares do virus no
vetor. Dentro desse contexto, o presente trabalho propos a andlise transcricional de células de
Ae. albopictus (C6/36) infectadas com DENV-1, isolado do Distrito Federal. Doze horas p6s-
infeccdo, as células foram coletadas, o RNA total de células infectadas e ndo infectadas foi
extraido e utilizado para confec¢do da biblioteca subtrativa de cDNA, através da técnica de
Representational Difference Analysis (RDA). Os cDNAs amplificados foram clonados no
vetor pPGEM-T Easy e seqiienciados. Cerca de 300 clones foram seqiienciados e as seqiiéncias
obtidas foram analisadas em um banco de dados. Infelizmente, a maioria das seqiiéncias foi
de RNA ribossomal. Tal resultado indica que houve problemas técnicos na construcdo da
referida biblioteca.

Palavras chave: Virus da raiva; glicoproteina da raiva; baculovirus; célula de mamifero; virus
da dengue; biblioteca subtrativa de cDNA.
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ABSTRACT

In Brazil, rabies and dengue fever may be cited as two diseases that cause economic
impacts. Rabies is a disease caused by a virus of the genus Lyssavirus and it is transmitted
through the saliva of infected mammals. Once the symptoms started, the mortality occurs in
virtually all cases. The rabies virus is composed of five proteins: nucleoprotein,
phosphoprotein, matrix protein, RNA polymerase and glycoprotein (GPV), the main
immunogenic viral protein. In this work, the GPV was expressed in mammalian cells using a
recombinant baculovirus. Baculovirus are insect viruses that have been widely used as
biopesticides and as a tool for expression of heterologous proteins in insect and mammalian
cells. They are considered safe due to their host specificity and the inability to replicate in
non-insect cell lines, although they can enter in mammalian cells. To construct the
recombinant virus, a gene cassete containing the CMV promoter and the GPV gene was
cloned into the vector pFastBacl. The recombinant AcCMV-GPV was obtained by Bac-to-
Bac system (Invitrogen) and was used to infect insect cells. The cell extract was analyzed by
SDS-PAGE and the presence of the GPV protein was confirmed by western blot using an
antibody anti-rabies virus. HeLa cells, derived from human hepatoma, were transduced with
the recombinant virus, the cell extract was also analyzed by SDS-PAGE and the GPV protein
was labeled with the same antibody. Huh-7 cells derived from human hepatocytes were
transduced with the recombinant virus and the protein was quantified by ELISA. In future, in
vivo tests can be done to examine the immunogenic effects of the recombinant
virus. Recombinant baculovirus expressing GPV in mammalian cells may be an alternative
for the development of vaccine against rabies at lower costs. Dengue is a tropical disease and
has become a serious public health issue. The disease is caused by dengue virus (DENV), a
Flavivirus, which has four serotypes (DENV-1 to 4), all transmitted to humans through the
bite of female mosquitoes of the genus Aedes. The DENV replicates in both vertebrate and
mosquito cells. There are a lot of knowledge about the mechanisms of Flavivirus entry and
replication in mammalian cell culture and its effects in vivo. However, little is known about
the molecular processes of the virus in the vector. In this context, this paper proposes cell
transcriptional analysis of Ae. albopictus cells (C6/36) infected with DENV-1, isolated from
Distrito Federal. Twelve hours after infection, cells were collected, total RNA from infected
and uninfected cells was extracted and used to construct a subtractive cDNA library, using the
technique of Representational Difference Analysis (RDA). The amplified cDNAs were cloned
into pGEM-T Easy vector and sequenced. About 300 clones were sequenced and the
sequences were analyzed in a database. Unfortunately, most of the sequences were ribosomal
RNA. This result indicates that there were technical problems in building the library.

Keywords: Rabies virus, rabies glycoprotein, baculovirus, mammalian cell, dengue virus,
subtractive cDNA library
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INTRODUCAO GERAL

A Organizacao Mundial da Saide (OMS) e o Centro de Controle e Preven¢ao de
Doencgas (CDC), 6rgao do governo norte americano, classificaram uma série de doencas
como Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN).

A lista é composta por 18 doengas tropicais, as quais foram consideradas
negligenciadas, pois atingem quase exclusivamente as populacdes mais pobres, de
paises em desenvolvimento, que vivem em favelas, dreas rurais ou zonas de conflito. As
doencas listadas pela OMS como Doencas Tropicais Negligenciadas sdo dengue, raiva,
maldria, tracoma, Ulcera de Buruli, treponematoses (sifilis, bouba e pinta), hanseniase,
doenca de Chagas, doenca do sono, leishmaniose, cisticercose, dracunculiase,
equinococose (cisto hidatico), infecgdes transmitidas por alimento causadas por
trematodas (fascioliase e paragominoses), filariose linfatica, oncocercose, helmintiases
transmitidas pelo solo (ancilostomiase, ascariase e tricuriose) e esquistossomose (OMS,
2010a).

Cerca de um bilhdo de pessoas sdao afetadas por DTN, principalmente as
populacdes pobres que vivem em paises tropicais e subtropicais (Africa subsaariana,
Asia e América Latina). Mais de 70% dos paises e territérios que reportaram a presenca
de DTN séo de baixa renda (OMS, 2010b).

As DTN possuem um enorme impacto na vida das familias e comunidades
afetadas, diminuindo a qualidade de vida e produtividade de trabalho. Infelizmente, as
populacdes atingidas sdo em sua maioria marginalizadas e possuem pouca forga politica
para influenciar as decisdes do governo (OMS, 2010a).

Apesar de afetar bilhdes de pessoas e causar milhdes de mortes anualmente, as
DTN ainda sdo negligenciadas, também, pelos institutos de pesquisas e pela industria
farmacéutica. Pesquisas s@o necessarias para o desenvolvimento de novas técnicas de
diagnoéstico e drogas para o tratamento. Dessa forma, o apoio financeiro e o
envolvimento de paises desenvolvidos e das principais inddstrias farmacéuticas sao
fundamentais para que as DTN possam ser controladas (OMS, 2010a).

A fim de controlar e prevenir as DTN, a OMS recomenda que sejam adotadas
cinco estratégias: intensificacdo da gestdo e notificagdo dos casos; tratamento
preventivo com drogas e vacinas; controle de vetores; disposicao de dgua potavel e de

boas condicdes sanitdrias; e controle intenso de zoonoses (OMS, 2010a).
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De acordo com a OMS, ha 149 paises ou territérios onde DTNs sao endémicas.
Em pelo menos 100 deles hé a ocorréncia de duas ou mais doencas e em 30 paises hé a
presenca de seis ou mais agravos (OMS, 2010b).

No Brasil, ocorrem oito DTNs: malédria, doenca de Chagas, leishmaniose,
esquistossomose, dengue, hanseniase, oncocercose e filariose linfatica. A OMS inclui
também a tuberculose que, embora nio seja considerada uma doenca tropical, tem uma
alta prevaléncia no Brasil, principalmente em regides mais pobres do pais (Lindoso &
Lindoso, 2009). Um mapa feito pelo Ministério da Sadde brasileiro (figura 1) mostra
que a incidéncia dessas doencas € maior nas regides mais pobres, principalmente no

norte e nordeste (Brasil, 2009).

™ Nove DTNs
= Oito DTNs
Sete DTNs
Cinco DTNs
Quatro DTNs

Figura 1: Mapa do Brasil mostrando as regides geograficas e o nimero de Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTN) em cada regido. As nove doencgas registradas no pais sdo maldria, doenca de
Chagas, leishmaniose, esquistossomose, dengue, hanseniase, oncocercose, filariose linfatica e tuberculose

(adaptado de Brasil, 2009).

Estudos da OMS mostraram que a alta incidéncia das DTN afeta intensamente a
economia e o desenvolvimento dos paises (OMS, 2010a). No Brasil, a dengue e a raiva
podem ser citadas como duas DTN que causam prejuizos econdmicos.

A dengue € uma infeccdo viral, causada pelo Dengue virus (DENV) transmitida
pela picada de mosquitos do género Aedes. Cerca de um milhdo de casos confirmados
sao reportados anualmente e a OMS acredita que pelo menos 50 milhdes de pessoas sdao

infectadas anualmente (Lindoso & Lindoso, 2009). E uma doenca que ocorre
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principalmente em dreas urbanas e semi-urbanas, com aglomeracdes humanas e as areas
mais afetadas sdo a Asia e a América Latina (Suaya et al., 2009).

Atualmente, a América Latina notifica a maior parte dos casos de dengue. Em
2010, apenas seis paises (Brasil, Venezuela, Costa Rica, Coldmbia, Honduras e México)
representaram 75% de todos os casos da regidao (OMS, 2010a).

Os gastos publicos gerados pelos surtos de dengue sdo grandes. Um estudo feito
em oito paises da Asia e América Latina (Brasil, Venezuela, El Salvador, Guatemala,
Panamd, Camboja, Maldsia e Tailandia) indicou que pelo menos 587 milhdes de délares
sdo gastos anualmente no tratamento da dengue (Suaya et al., 2009).

Em 1995, a OMS desenvolveu uma estratégia para prevengdo e controle da
dengue baseada no controle do mosquito vetor, com participagdo da comunidade;
divulgacdo de informacdes sobre as formas de transmissdo, sintomas e tratamentos da
doenca; e capacitacdo e treinamento dos profissionais da saide para casos de
emergéncia. Alguns paises, como Cuba, Malédsia e Singapura, implementaram o
programa da OMS e registraram declinios no niimero de casos de dengue (OMS, 2009).

Atualmente, a melhor forma de controlar a doenca é diminuir a populagdao do
mosquito. Ainda ndo ha disponivel no mercado uma vacina contra dengue, assim nao
parece ser possivel a prevencdo das epidemias de dengue, mesmo que a presenca do
mosquito vetor seja baixa (Camara & Santos, 2010).

As pesquisas para o desenvolvimento de uma vacina sdo intensas e foram
iniciadas hd mais de 50 anos. A principal dificuldade para o desenvolvimento de uma
vacina eficaz se deve a existéncia de quatro sorotipos virais. Quando um individuo é
infectado por um sorotipo de dengue, os anticorpos produzidos contra o sorotipo nao
sdo capazes de neutralizar os outros sorotipos. Dessa forma, € indispensdvel o
desenvolvimento de vacinas tetravalentes, ou seja, que confiram prote¢do contra os
quatro sorotipos (Bricks, 2004).

Faltam também modelos animais para testar a efetividade da vacina. Ratos e
macacos podem ser infectados pelo DENV, mas os sintomas diferem dos apresentados
por humanos (Gibbons & Vaughn, 2002).

Entretanto, o laboratério Sanofi Pasteur desenvolveu uma vacina tetravalente,
composta por virus recombinantes atenuados. Estudos pré-clinicos in vivo e in vitro
mostraram que a vacina desenvolvida € genética e fenotipicamente estivel, ndo é
hepatotrépica e nao infecta mosquitos através da rota oral. A vacina induziu ainda uma

resposta imune significativa em macacos (Guy et al., 2010). Os testes clinicos foram
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iniciados e ja se encontra em fase III de estudo. A fase III de um teste clinico tem como
objetivo avaliar a efetividade e o risco-beneficio de um medicamento e envolve a
participacdo de centenas a milhares de pacientes. O Brasil estd entre os paises
escolhidos para o desenvolvimento dos testes e acredita-se que até 2013 a vacina ja
esteja disponivel no mercado (Sanofi Pasteur, 2010).

Outra DTN importante € a raiva, uma doenca causada por virus e transmitida
pela saliva de mamiferos infectados. A raiva € uma doenga grave e uma vez iniciados os
sintomas, a mortalidade ocorre em praticamente todos os casos. Em humanos, o avango
do quadro clinico da doenca pode ser evitado através de um tratamento profilatico pds-
exposicdo (Hemachudha e al., 2002). A cada ano, mais de 15 milhdes de pessoas
recebem o tratamento profildtico pos-exposicdo e dezenas de milhares de pessoas
morrem principalmente na Africa e na Asia (OMS, 2010a).

A principal maneira de combater a raiva € através da vacinacdo. Ha diversas
vacinas disponiveis no mercado. Para a vacinacdo de animais, a mais comum ¢ a
Fuenzalida & Palacios, produzida em cérebros de camundongos lactentes, infectados
com o virus e posteriormente inativado por B-propiolactona. A vacina Fuenzalida &
Paldcios também pode ser utilizada em humanos. H4 ainda vacinas produzidas em
cultura de células de mamifero (Andrade et al., 1999).

Na América Latina, programas nacionais de controle da raiva canina, iniciados
no inicio da década de 1980, foram eficientes e diminuiram a incidéncia de raiva nas
areas urbanas. Entretanto, ainda sao encontrados muitos animais infectados nas areas
com vegetacido nativa e nas zonas rurais, principalmente morcegos (Schneider et al.,
2007).

A raiva causa grandes impactos econdmicos. Ao avaliar os custos causados pela
doenca, devem ser levados em considera¢do os gastos com tratamento profilatico pré e
pOs-exposi¢do, campanhas de vacinacdo em cdes e perdas de cabecas de gado em
fazendas. Estima-se que os gastos anuais globais excedam um bilhdo de ddélares (OMS,
2010a).

As DTN, como raiva e dengue, representam atualmente um dos principais
problemas de saide publica em paises em desenvolvimento. A falta forca politica de
muitos paises afetados piora a situacdo das populagcdes atingidas. Além disso, os
governos de tais paises sdao, em muitos casos, omissos. Ha uma falta de politicas de
saude publica, de estatisticas confidveis e de incentivo a pesquisa. A OMS tem feito

esforcos para alertar quanto a importancia do desenvolvimento de medicamentos,
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vacinas e diagndsticos mais eficientes e baratos. Um dos principais desafios apontados é
a formacgdo de profissionais especializados nessas doengas nos paises afetados (OMS,

2010a).
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CAPITULO 1

Construcao de um vetor viral para a expressao da

glicoproteina da raiva em células de inseto de mamifero.

1. INTRODUCAO

1.1. Baculovirus

Baculovirus constituem o maior e mais bem estudado grupo de virus de
artropodes. A familia Baculoviridae compreende virus capazes de infectar diversas
ordens de insetos, principalmente das ordens Lepidoptera, Diptera e Hymenoptera
(Miller, 1997). Assim eles t€ém sido amplamente utilizados como biopesticidas para o
controle biolégico (Castro et al., 1999).

O nome baculovirus é derivado do latim baculum, que significa bastdo, devido
ao seu formato. O nucleocapsideo viral pode ter de 25 a 50 nm de didmetro e de 250 a
300 nm de comprimento Eles possuem genoma circular de DNA dupla fita, cujo
tamanho varia de 80 a 180 kb. Os baculovirus sdo muito comuns na natureza e mais de
600 espécies ja foram descritas, todas capazes de infectar apenas artrépodes (Summers,
2006).

Os baculovirus possuem dois fenétipos distintos durante seu ciclo de infeccao.
Os fendtipos apresentados pelo virus variam no ciclo de vida viral de acordo com o
modo de propagacdo. O virus extracelular ou BV (do inglés budded virus) é responsavel
pela transmissdo vertical, ou seja, de célula a célula, dentro do mesmo inseto. Ja o virus
derivado da oclusdo, também conhecido como ODV (do inglés occlusion derived virus)
estd presente durante a transmissao horizontal (figura 2), de inseto para inseto. O ODV ¢é
envolto por uma matriz protéica denominada corpo de oclusao (OB, do inglés oclusion

body) (Smith et al., 1983).
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Figura 2: Ultraestrutura do baculovirus. (A) Microscopia eletronica de um virus extracelular (BV,
budded virus) entrando na célula por endocitose. A seta indica a particula extracelular. Fonte: adaptada de
www.cheque.uq.edu.au/research/bioengineering/research/Baculovirus/Baculo2.gif. (B)
Microscopia eletronica de transmissdo mostrando as particulas virais oclusas (ODV, oclusion derived
virus) inseridos na matriz protéica (OB, oclusion body). A seta mostra mdltiplas particulas virais

envelopadas (virus oclusos) no interior de um poliedro. Fonte: Ribeiro et al. (1998)

1.1.1. Classificacao dos baculovirus

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae de acordo com o Comité
Internacional de Taxonomia Viral e devido a diferencas de morfologia dos seus corpos
de oclusdo, entre outras caracteristicas, foram inicialmente classificados em dois
géneros: os Nucleopolyhedrovirus ou virus da poliedrose nuclear (NPV), e os
Granulovirus ou virus da granulose (GV) (Funk et al., 1997).

Os virus do género GV possuem corpos de oclusdo denominados granulos, com
formato ovicilindrico e formados pela proteina granulina, proteina de cerca de 30.000
Daltons (Da). O granulo € uma estrutura pequena, que possui entre 0,3 a 0,5 um, e cada
granulo contém um viron, e, raramente, dois ou trés (Ribeiro, 1998). J4 nos virus do
género NPV, os ODVs sdo oclusos dentro de uma matriz cristalina constituida pela
proteina poliedrina, formando os corpos de oclusdo poliédrica (PIB) ou simplesmente
poliedro, com tamanho de 0,15 a 15 pm. Os NPVs sao classificados ainda de acordo
com o nimero de nucleocapsideos oclusos na matriz de poliedrina. Quando h4 apenas

um nucleocapsideo, eles sdo chamados de SNPV (single nucleopolyhedrovirus) e
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quando ha vdrios, eles sdo denominados multiple nucleopolyhedrovirus ou MNPV
(O’Reilley et al., 1994).

Entretanto, anélises filogenéticas detalhadas, baseadas na seqiiéncia do genoma,
modificaram a classifica¢do e a familia Baculoviridae passou a ser dividida em quatro
géneros: Alphabaculovirus, NPV de lepidopteros; Betabaculovirus, GV de lepidépteros;
Gammabaculovirus, NPV de himendpteros e Deltabaculovirus, NPV de dipteros

(Cartens & Ball, 2009).

1.1.2. Modo de infeccao in vivo

Nos NPVs, a replicacdo viral apresenta os dois fenotipos distintos. Virus
extracelulares ou BVs sdo produzidos na fase inicial da infec¢do e sdo responsdveis pela
transmissdo célula a célula. Com o avanco da infec¢do, passam a ser produzidos virus
derivados da oclusdao ou ODVs, que sdo envoltos por uma matriz protéica, formando
corpos de oclusdo denominados de poliedros nos NPVs e granulos nos GVs, os quais
sao responsaveis pela transmissao entre os insetos (Summers & Smith, 1978).

No meio ambiente, a transmissdo do virus para o inseto ocorre pela via oral.
Quando o inseto ingere um alimento contaminado por poliedros, esses atingem o
intestino médio. O pH alcalino do intestino leva a solubilizacdo dos poliedros e a
liberacdo dos virions. Essas particulas virais atravessam a membrana peritréfica devido
a acdo de metaloproteases virais (Slack & Arif, 2007). Apds romper a barreira da
membrana peritrofica, os virus entram nas células colunares no intestino, através de
fusdo de membranas (figura 3). O virus € entdo transportado para o nucleo através do
citoesqueleto (Slack & Arif, 2007).

Inicialmente, sdao formados os BVs, que deixam as células do intestino,
atravessam a membrana basal, atingem a traquéia ou a hemolinfa e assim podem
infectar os demais tecidos do inseto, como o tecido adiposo, tibulos de Malpighi e
tegumento (Keddie, 1989). Numa fase tardia da infec¢do, hd intensa producdo de
poliedrina e a formacao dos poliedros no niicleo. Apds alguns dias, a lagarta morre e os
poliedros sdo liberados no ambiente (Williams & Faulker, 1997). Alguns baculovirus,
como a espécie tipo Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV),
possuem os genes das enzimas catepsina e quitinase, que levam a liquefacdo do inseto.

Tal processo facilita a dispersao do virus no ambiente (Cory et al., 1997).
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Em cultura de células, a infecgc@o € iniciada com os BVs, que entram na célula
via endocitose adsortiva. Diferentemente, os ODVs atingem a célula através da fusao

direta de membranas (Horton & Burand, 1993).

Tecido
adiposo

Intestino meédio

AN Intestino

posterior

Intestino

anterior Membrana

peritréfica

Célula globular

oB
Alimento Contaminado Celula colunar

Membrana

—— peritrofica

Poliedro dissolvido

Figura 3: Ciclo de infeccao oral do inseto pelo baculovirus. Representacio esquemadtica de uma larva
de Lepdoptera. Ao ingerir um alimento contaminado pelos corpos de oclusdo (OB), esses atingem o
intestino médio do inseto, onde eles sdo dissolvidos pelo pH alcalino. A particula viral € liberada e atinge

as células colunares do intestino, dando inicio a infec¢do (Adaptado de Slack & Arif, 2007).

1.1.3. Modos de infeccao in vitro e regulacao da expressao génica

Em cultura de célula € possivel analisar em detalhes a regulacdo da expressao
génica em baculovirus, que pode ser dividida em duas fases principais: fase precoce
(early) e fase tardia (late). Essas fases podem ser subdivididas em fase precoce imediata
(immediately early), cujos genes sdo expressos nas primeiras horas de infeccdo, e fase
muito tardia (very late), que representa os genes que sdao expressos apds 18h de infeccao
(Maruniak, 1986). A fase precoce imediata se inicia a partir de aproximadamente 20min
até 8 h poés-infecgdo (h.p.i.) e corresponde basicamente a fatores de transcricdo, bem
como proteinas pertencentes a maquinaria de replicacdo viral. O DNA do virus comeca

entdo a ser transcrito, ocorrem rearranjos do citoesqueleto e a cromatina da célula
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hospedeira se dispersa no nicleo (Friesen, 1997). Quando o DNA viral comeca a ser
replicado, inicia-se a fase tardia. Nessa fase hd intensa producdo de proteinas
responsaveis pela construcdo de particulas virais extracelulares (BV), como a proteina
GP64, principal constituinte do envelope viral. Essa fase se estende até 24 h.p.i. (Lu &
Miller, 1997). Na tltima fase da infec¢do (very late), que se inicia a partir de 18h, a
poliedrina, uma proteina de aproximadamente 30 kDa, é largamente produzida para que
haja a formacdo dos corpos de oclusdo. Ao fim ocorre a lise celular (Rohrmann, 1986).
A poliedrina é a principal constituinte do poliedro, que ao ser ingerido pelo
inseto € dissolvido no intestino médio devido ao pH alcalino (Funk et al., 1997). Ela
compreende mais 95% de todas as proteinas virais na fase very late (Jarvis, 1997).
Devido a sua alta producdo, o l6cus da poliedrina é comumente utilizado para a

constru¢do de baculovirus recombinantes como vetor de expressao (Kost et al., 2005).

1.1.4. Baculovirus como sistema de expressao

O sistema de expressdao em baculovirus vem sendo utilizado desde a década de
1980 (Smith et al., 1983). Proteinas de diferentes organismos podem ser expressas
através desse sistema. Para isso, o gene de interesse deve ser introduzido no 16cus de um
gene nao essencial para a replicacdo viral, como o gene da poliedrina, sob o comando de
um promotor forte (O’Reilly et al, 1994). O promotor da poliedrina € um dos mais
utilizados para esse objetivo. Além dele, o promotor da proteina P10 também ¢é
amplamente empregado (Roelvink et al., 1992).

H4 diversos métodos para a constru¢do de um virus recombinante e hd uma
grande opg¢ao de vetores e genomas comerciais para a producao desses virus. A escolha
dependerd do estudo a ser realizado (Kost et al., 2005).

A forma tradicional de obtencdo de baculovirus recombinantes € através de
recombinacdo homodloga. O gene heter6logo € clonado num plasmideo de transferéncia
contendo regides homodlogas ao virus selvagem flanqueando o gene de interesse. O
plasmideo € co-transfectado em células de inseto com o0 DNA do baculovirus selvagem.
Na célula, ocorre a recombinacdo homodloga, ou seja, o gene original do inseto é
substituido pelo gene heterélogo. Nessas células, haverd virus selvagens e virus

recombinantes. Para isolar o virus recombinante, € necessdria uma selecdo por

plaqueamento (Castro et al., 1999).
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O método mais utilizado para a obtengao de baculovirus recombinantes é pela
transposicdo, através do sistema Bac-to-Bac da empresa Invitrogen (figura 4). Nesse
sistema, o gene de interesse € clonado num vetor de transferéncia, o qual contém o
promotor da poliedrina, flanqueado por regides de transposi¢do. O plasmideo obtido é
entdo inserido numa bactéria Eschericchia coli modificada, a qual possui, além de seu
genoma, um plasmideo auxiliar (pHelper), que codifica o gene da transposase, € 0
bacmideo, genoma no baculovirus modificado na forma de um plasmideo, contendo
regides de transposicdo, origem de replicagdo, gene de resisténcia ao antibidtico
canamacina e o gene lacZ (Manual Bac-to-Bac Expressiom System, Invitrogen, 2004).
O lacZ ¢ um dos genes do operon Lac de E. coli , responsdvel pelo transporte e
metabolismo da lactose. O lacZ codifica a enzima [-galactosidase, a qual quebra a
lactose em glicose e galactose. Os genes do operon Lac sdo expressos apenas na
presenca da lactose. Além da lactose, a ativacdo do operon requer a presenca de AMP
ciclico (cAMP), uma molécula cuja concentragdo intracelular aumenta quando os niveis
de glicose diminuem (Snustad & Simmons, 2001).

Diversas linhagens de E. coli foram modificadas a fim de inserir uma dele¢ao na
extremidade 5° do gene lacZ. Dessa maneira, a enzima B-galactosidase perde a por¢ao
amino-terminal e, conseqiientemente, sua funcio. A fim de complementar a atividade da
enzima, a por¢do do gene deletado do cromossomo bacteriano € inserida no plasmideo.
Ao receber o plasmideo, a enzima torna-se funcional novamente. A esse processo da-se
o nome de alfa complementacdo (Madigan et al., 2004).

O gene lacZ do bacmideo funciona como um gene repdrter € complementa a
delecio do mesmo existente no cromossomo bacteriano. Na presenca do substrato
cromogénico X-Gal (um andlogo de lactose) e do indutor IPTG (um andlogo de cAMP),
as coldnias LacZ+ ficam azuis. Quando ocorre a transposi¢ao do gene de interesse para
o bacmideo, o gene lacZ € interrompido, logo o substrato X-Gal ndo € quebrado e as
colonias ficam brancas. Para a obtencdo do virus, células de inseto sdo transfectadas
com o DNA do bacmideo, o qual € infectivo. Dessa maneira, apds alguns dias, ha
formacdo de particulas virais e expressdao da proteina heteréloga (Manual Bac-to-Bac

Expressiom System, Invitrogen, 2004).
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Figura 4: Sistema Bac-to-Bac de expressao. A figura mostra esquematicamente 0s passos necessarios
para a obtencdo de um virus recombinante através do sistema Bac-to-Bac. (1) As bactérias DH10Bac,
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ocorre a transposicao do gene de interesse para o bacmideo. (3) O DNA do bacmideo pode ser purificado
e (4) utilizado para transfectar células de inseto. (5) Apds alguns dias, os virus recombinantes sao obtidos
e podem ser avaliados quanto ao seu titulo viral ou ainda utilizados para infectar novas células para
producdo da proteina recombinante. Adaptado de Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System manual

(Invitrogen).

1.1.5. Baculovirus em célula de mamifero

Baculovirus s@o amplamente utilizados como biopesticidas. Dessa forma, sua
capacidade de infectar células ndo-alvo foi amplamente estudada. No inicio de 1980, foi
descoberto que baculovirus pode penetrar células nao-alvo, incluindo muitas linhagens
de células humanas. Em 1983, Volkman e Goldsmith demonstraram que o baculovirus é
capaz de entrar em diversas linhagens de células derivadas de certas espécies de
vertebrados. Trinta e cinco linhagens de células ndo-alvo, 23 humanas e 12 de origem
de vertebrados ndo-humanos, foram expostas ao baculovirus AcMNPV e nenhuma

evidéncia da expressao de genes virais foi obtida.
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Em 1985, foi expresso pela primeira vez um gene marcador em células de
mamifero utilizando o baculovirus como vetor de expressdao (Carbonell et al., 1985).
Neste estudo, usou-se um baculovirus recombinante contendo um RSV promotor
(promotor da repeticao longa terminal do virus do sarcoma de Rous) e o gene da enzima
cloranfenicol acetil-transferase, enzima de E. coli, que confere resisténcia ao antibidtico
cloranfenicol, como gene marcador. Foi observado um baixo nivel de expressao do gene
marcador nas células estudadas. Portanto, o gene foi levado ao interior da célula através
do baculovirus (Carbonell et al., 1985). Dez anos depois, Hofmann e colaboradores
(1995) confirmaram os resultados iniciais € demonstraram também que baculovirus
poderia causar a expressdo génica eficiente quando o gene marcador estd sob o
comando de um promotor de mamiferos. Foi demonstrado que o virus AcMNPV
recombinante contendo o gene da luciferase sob o comando do promotor imediately
early de citomegalovirus (CMV) pode transduzir eficientemente hepatdcitos humanos
(Huh7 e HepG2), bem como hepatdcitos primdrios de origem humana e de coelho pela
deteccao da atividade de luciferase de células infectadas. Boyce e Bucher (1996)
confirmaram estes resultados e mostraram que um virus portador do gene reporter lacZ
sob o controle do promotor RSV levou a um alto nivel de expressdo do gene marcador
na linhagem celular HepG2 de carcinoma hepatocelular humano, bem como em
hepatdcitos primérios de ratos € humanos. A partir desses resultados, a terapia génica
mediada por baculovirus passou a ser proposta.

Outros estudos indicaram que uma alta expressdo do gene marcador pode ser
alcancada ndo s6 em células hepdticas, mas também em uma ampla gama de outras
linhagens celulares (Shoji et al., 1997, Yap et al, 1997;. Barsoum et al., 1997;.
Hofmann et al., 1998; Zhu et al., 1998; et Condreay et al., 1999). Durante a década de
1990, o conceito de transferéncia de genes mediada por baculovirus foi ainda mais

verificado e, hoje, a lista de células transduzidas (tabela 1) continua a aumentar

(Airenne et al.. 2009).
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Tabela 1: Lista de linhagens celulares de mamiferos eficientemente transduzidas por baculovirus.

Adaptado de Kost & Condreay (2002).

Células Humanas

Células de Animais

HeLa

Huh-7

Hek-293

HepG2

KATO III

IMR32

MT-2

143TK

Células B pancreaticas
Queratindcitos
Fibroblastos de medula 6ssea
CHP 212

Neurdnios primarios
w12

MRC5

Fibroplasto embriondrio de pulmao
DLDI

SK-N-MC

Saos2

WI-38

Hepatdcito primério
FLC4

MG63

Células de Coelho
Hepatdcito primario
Células de Primatas Nao Humanos
Vero

COS-7

CVl1

Células de Roedor

CHO

BHK

RGM I

PC12

N2a

Células B pancredticas de camundongo
Hepatdcito primdrio de rato
1929

Células de Porco

CPK

FSL13

PK-15

Células Bovinas

MDB

Células Ovinas

FLL-YFT

Baculovirus recombinantes, contendo o gene da luciferase sob o comando do
promotor CMV, foram utilizados para transduzir diversas linhagens celulares. Em 1999,
Condreay e colaboradores contruiram um baculovirus recombinante contendo o gene da
proteina verde fluorescente (GFP) sob o comando do promotor CMV. Uma alta
exprssdo da proteina foi detectada neste estudo em células de rim de macaco (COS7),
células de rim de suino (CPK) e células de carcinoma de colo do utero humano (HeLa)
transduzidas com o virus recombinante (Condreay et al.. 1999). Além dessas, foram

eficientemente transduzidas linhagens celulares derivadas de tecidos de rim (Cos-7,
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BHK, VC-1, HEK-293), queratinécitos (W12), fibroblastos de medula 6ssea e células
de osteossarcoma (MG-63) e células-tronco (Ho et al., 2005;. Ho et al., 2006;. Chuang
et al., 2007;. Chuang et al., 2009;. Tsai et al., 2009). A menor eficiéncia de transdugdo e
baixos niveis de expressdo do gene marcador foram observados em linhagens de células
de origem hematopoiéticas, tais como THP-1, U937, K562, RAW264.7 e P388D1
(Kronschnabl et al., 2002).

Além da terapia génica, baculovirus podem ser utilizados para a expressdo de
proteinas heterélogas em células de mamiferos, principalmente glicoproteinas, uma vez
que os padrdes de glicosilagdo de células de inseto apresentam diferengas fundamentais
em relacdo a células de mamiferos (Jarvis, 2003). Portanto, a expressdao de proteinas
heter6logas em células de mamiferos por meio de baculovirus recombinantes seria uma
boa alternativa para aperfeicoar a producdo de glicoproteinas recombinantes. Além
disso, os mamiferos ndo possuem nenhum anticorpo inato contra baculovirus (Abe et
al., 2003), os baculovirus apresentam alta taxa de transducdo, efici€éncia na expressdo de
transgenes e baixos efeitos citotoxicos em células de mamiferos (Kim et al., 2007).

A expressdao de uma proteina viral heteréloga em células de mamiferos pode ser
utilizada futuramente para o desenvolvimento de vacinas, pois alguns estudos
demonstraram que baculovirus selvagens e recombinantes induziram uma atividade
antiviral em células de mamifero. Gronowski e colaboradores (1999) indicaram que
BVs do baculovirus AcMNPV estimularam a producdo de interferons (IFN) e foram
capazes de proteger camundongos in vitro (fibroblastos de embrides) e in vivo contra os
virus da estomatite vesicular e da encefalomiocardite, bem como células humanas
NHDF (normal human dermal fibroblast) contra o virus da encefalomiocardite in vitro.
Abe e colaboradores (2003) confirmaram que tanto um baculovirus recombinante
expressando a hemaglutinina do Influenza virus A quanto o AcCMNPV selvagem foram
capazes de conferir resisténcia contra virus da gripe in vivo apds inoculagdo intranasal.

Com todas essas descobertas, os baculovirus se destacam como vetores de
expressdo altamente versateis (figura 5). Além de funcionarem como vetores de
expressdo em larvas e células de inseto, eles podem ser utilizados como vetores de

terapia génica e produgdo de vacinas em cultura de célula de mamiferos.
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Célula de inseto

Célula de mamifero

Figura 5: Versatilidade dos baculovirus como vetor de expressdo. Os baculovirus recombinantes
podem ser usados para uma variedade de aplicagdes, como a produgdo de proteinas recombinantes em
larvas de inseto e cultura de célula de inseto e mamifero. As células de inseto e mamifero mostradas
acima foram tratadas com um baculovirus recombinante expressando a proteina verde florescente (GFP).

Fonte: Adaptado de Kost et al. (2005).

1.2. Raiva

O virus da raiva, ou Rabies virus (RV) causa uma encefalite que ataca o sistema
nervoso central (SNC) e leva as vitimas a 6bito em praticamente 100% dos casos. Ele é
transmitido através da saliva de animais infectados. Sua transmissdo se dd através de
dois ciclos principais, a raiva urbana, diretamente ligada a cdes e gatos domésticos, e a
raiva silvestre, onde o virus € mantido por uma variedade de mamiferos silvestres
(Childs, 2002). Além dos ciclos urbanos e silvestres, podem se distinguir também os
ciclos aéreos e rurais (figura 6). Ja foram relatados diversos casos de raiva transmitida
pelas vias aéreas, apOs a permanéncia em cavernas com grandes populacdes de

morcegos. Um quarto ciclo de infec¢do com cada vez mais importincia no Brasil € o

ciclo rural, com um nimero crescente de herbivoros contaminados (Brasil, 2008).
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Ciclo Urbano

Figura 6: Ciclos epidemioldgicos da raiva. A raiva pode ser transmitida através da mordida de animais
infectados; por via aérea, apds a permanéncia em cavernas com grande populacio de morcegos infectados
ou pelo consumo de carne de animais doentes. Fonte: Manual de Diagnéstico de Raiva, Ministério da

Satide. Disponivel em: portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/manual_diagnostico_raiva.

O primeiro surto de raiva humana registrada da historia data de 1271, no norte
da Alemanha. Trinta pessoas morreram apds serem mordidas por lobos. Entretanto, foi
apenas na segunda metade do século XIX que houve registros de surtos maiores na
Europa, Estados Unidos e América do Sul, incluindo o Brasil (Jackson et al., 2003).
Atualmente, a raiva humana ainda é uma doenga importante nos paises em
desenvolvimento, causando cerca de 70.000 mortes por ano. No mundo, praticamente
todos os paises apresentam algum risco de transmissdo de raiva (figura 7). Apenas a
Nova Zelandia nunca registrou casos de raiva humana ou animal (OMS, 2010a). Na
Africa, Asia e parte da América Latina, a raiva é predominantemente urbana, sendo a
maioria dos casos descritos em cdes. No Brasil, a maioria dos casos registrados € de

raiva silvestre, causada principalmente por morcegos hematéfagos (Brasil, 2008).
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Figura 7: Areas com risco de transmissio de raiva em 2010. Risco de contaminacéo pelo virus da

(] 1500 3,000 5,000 Kilometers
T

raiva em diversos paises. Na América Latina, Africa e Asia, o risco é de médio a alto. Apenas a Nova
Zelandia nunca registrou nenhum caso de raiva. Fonte: Organizacdo Mundial de Satdde. Disponivel em:

http://www.who.int/rabies/Global_Rabies_ITH_2010.png.

No Brasil foram registrados 157 casos de raiva humana entre 1980 e 2011, sendo
39% no norte, 54% no nordeste, 6% no Sudeste € 1% no Centro-Oeste. Destes, 60 %
eram homens e com idade media de 12 anos. Apenas em um caso houve cura do
paciente. Foi em 2008, em Recife, quando um jovem de 15 anos recebeu um tratamento

experimental apds ser mordido por um morcego (Brasil, 2010).

1.2.1. Rabies virus

O RV pertence ao género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae. Possui um virion
tipico em forma de bala, envelopado e um genoma de RNA (Tordo et al., 1986). O
virion tem entre 130-200 nm de comprimento (figura 8). O RNA ¢ de fita simples, com
polaridade negativa e a ele, ligam-se moléculas de nucleoproteina (N), fosfoproteina (P)
e RNA polimerase (L). Esse conjunto de RNA e proteinas compde o ribonucleocapsideo
(RNP) do virion. O envelope viral consiste de uma camada de proteinas de matriz (M)
rodeado por uma membrana lipidica, derivada da membrana da célula hospedeira
durante o brotamento da particula viral. No envelope, localiza-se a glicoproteina do
virus da raiva (GPV), na forma de trimeros. (Wunner, 2002). O genoma do virus da
raiva tem aproximadamente 11.932 nucleotideos (nt) e codifica 5 proteinas ou seja, a

nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P), proteinas da matriz (M), a glicoproteina (GPV)
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e da RNA polimerase viral (L) (figura 8). Essas regides codificadoras s@o separadas por
curtas regides intergénicas nio codificantes de 2-23nt de comprimento (Finke &

Colzemann, 2005).

A.

;- e - L 5

g g 54

ProteinasL e P

G (glicoproteina) (RNA polimerase)

Membrana bilipidica

M (Proteina de matriz)

Genoma de RNA (-)

N (proteina de nucleocapsideo)

Figura 8: A. Representacido esquematica do genoma do rabies virus. O virus da raiva possui um
genoma de RNA fita simples negativa, com cerca de 12kb. Na regifio 3’ hd uma seqiiéncia lider (LDR),
com cerca de 10 nucleotideos, seguidos pelos genes N (nucleoproteina), P (fosfoproteina), M (proteina de
matriz), G (glicoproteina) e L (RNA polimerase). Fonte: CDC, 2011. Disponivel em:
http://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html. B. Esquema virus rabico e de suas proteinas.

Adaptado de Rupretch (1996).

A nucleoproteina € a principal proteina do nucleo do RNP, tem 450 aminoacidos
(aa) e sua principal funcdo € a encapsidacdo do genoma para impedir sua digestao por
ribonucleases endégenas da célula. A nucleoproteina também desempenha um papel na
replicacdo viral, uma vez que a RNA polimerase somente se liga ao RNA viral

encapsidado pela nucleoproteina (Tordo et al., 1988; Wunner, 2002).
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A fosfoproteina é fosforilada, possui 302 aa e atua como proteina regulatdria da
replicagdo viral, pois age diretamente na RNA polimerase viral funcionando como co-
fator durante a transcri¢ao e replicacdo do RNA viral (Chenik et al., 1998).

A proteina da matriz possui apenas 202 aa € a menor proteina do RV. As
multiplas fun¢des da proteina incluem o revestimento do ribonucleocapsideo durante a
montagem viral, inibindo a transcricdo do RNA viral e associando-se com a membrana
plasmatica. A interacdo da proteina M com o dominio citoplasmético da proteina GPV
facilita o brotamento de novos virions (Finke & Conzelmann, 2003).

A RNA polimerase possui entre 2127-2142 aa e compreende mais da metade do
genoma viral. Juntamente com a proteina P, que é o componente catalitico do complexo
polimerase, a proteina L € responsavel pela maioria das atividades enzimaticas durante a
transcricao e replicagdo do genoma viral. A polimerase nao é apenas responsavel pela
transcricdo primdria do genoma de RNA, mas também realiza modificacdes pds-
transcricionais como 5’ capping, metilacio e adi¢do de cauda 3’ poli-A (Le Mercier et
al., 1997).

A GPV possui cerca de 520 aa e 60 kDa, com um peptideo sinal de 19 aa, um
ectodominio de 439 aa, um dominio transmembrana de 22 aa e¢ um dominio
citoplasmatico de 44 aa (Rath et al., 2005; Wunner, 2002). O peptideo sinal fornece o
sinal que garante a inser¢do da proteina GPV na membrana do reticulo endoplasmatico
rugoso. Esse peptideo € entdo clivado e gera uma glicoproteina madura de 505 aa.

A GPV ¢ a proteina viral imunogénica, pois induz a formagdo de anticorpos
neutralizantes anti-RV e é também o principal alvo das células T auxiliares e das células
T citotoxicas (Rath et al, 2005). Além disso, a glicoproteina GPV determina a
neuropatogenicidade do RV, pois ela reconhece receptores neurais especificos, como os
receptores nicotinicos de acetilcolina (Lentz et al., 1982).

Viérios dominios antigénicos foram identificados na glicoproteina. Destes, o
dominio Arg333 € provavelmente o mais bem estudado e tem sido demonstrado que
mutagdes neste dominio podem afetar a patogenicidade do virus (Seif et al., 1985). A
GPV atua também como um mediador da fusdo pH-depende do virus com a membrana
endossomal depois que o virus € internalizado pela célula (Faber et al., 2004). Além
disso, a GPV esta envolvida na disseminacdo trans-sindptica do virus € promove a
entrada do mesmo no SNC a partir do sistema nervoso periférico (Pulmanausahakul ez
al., 2008). A GPV ainda desempenha um papel importante no brotamento do virus e na

propagacao célula-célula (Wunner, 2002).
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1.2.2. Manifestacoes clinicas

O RV ¢€ capaz de se replicar em células de diversos mamiferos. Ele afeta o SNC
e sua transmissdo ocorre através da saliva de animais contaminados. Inicialmente, o
virus se replica nas células musculares ou subepiteliais no local da contaminagdo. Apds
atingir uma alta concentracdo, o virus alcanca as terminagdes nervosas periféricas, se
ligando ao receptor nicotinico da acetilcolina através da glicoproteina G. O virus segue
em direcao ao SNC, onde € transportado célula a célula. O periodo que o virus leva para
atingir o SNC caracteriza o periodo de incubacgado, que varia de 20 a 50 dias (Finke &
Conzelmann, 2005).

As regides do SNC mais atingidas pelo virus sdo o hipocampo, o tronco cerebral
e as células de Purkinje, no cerebelo. Os sintomas costumam variar de acordo com a
area cerebral afetada, mas de maneira geral, os sinais da raiva humana incluem febre,
cefaléia, agressividade, ansiedade, insonia e fotofobia. Em animais os sintomas sdo
basicamente os mesmos. Uma vez iniciados os sintomas clinicos, ndo ha tratamento
para a raiva e o animal infectado invariavelmente morrerd (Hemachudha et al., 2002).
No mundo, foram registrados apenas seis casos de cura de raiva humana. Um deles
ocorreu em 2008, no Brasil, em Recife, onde um jovem de 15 anos foi curado apds ser
mordido por morcego (Brasil, 2008). Nesse sentido, a profilaxia é a melhor maneira de

combate a raiva (Hemachudha ez al., 2002).

1.2.3. Profilaxia e tratamento

Para evitar a disseminagdo da raiva, a vacinagdo em massa dos animais
domésticos € a melhor maneira. A primeira vacina anti-rdbica foi produzida em 1895,
por Louis Pasteur. A vacina foi obtida a partir da medula 6ssea de coelhos infectados,
posteriormente tratadas com potdssio, a fim de atenuar a viruléncia (Kotait et al., 2009).

A principal vacina utilizada na América do Sul é a Fuenzalida & Paldcios. Para a
producdo da vacina, o virus é inoculado no cérebro de camundongos neonatos e € entao
purificado e inativado por B-propiolactona. Tal vacina tem sido amplamente utilizada
em animais como tratamento profilatico pré-exposicao ao virus e em humanos, como

tratamento profildtico pos-exposi¢do ao virus (Bahloul er al, 1998). Infelizmente,
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relatos de reacdes adversas associadas a aplicagdes da Fuenzalida & Paldcios sdo
comuns. Em humanos, € comum a vacina causar cefaléia e dores no local da aplicacao
durante um periodo de até quinze dias (Bonito et al., 2004). Em animais, as reacdes
podem ser ainda mais intensas, podendo apresentar inclusive anorexia, choque
anafilatico e hemorragias (Brasil, 2010). Na Asia e na Africa a vacina mais utilizada é a
Semple, produzida em cérebro de carneiro ou bode e inativada por fenol. J4 na Europa,
a vacina mais comum é a PDEV, produzida em embrido de pato. H4 ainda diversas
vacinas comerciais produzidas em cultura de célula. As principais sdo a PCECV,
elaborada em células de embrido de galinha, e a PVCV, produzida em cultura de célula
Vero. A PVCV vem sendo utilizada no Brasil. Infelizmente, essas vacinas ainda sido
caras e seu uso se restringe a humanos (Kotait et al., 2009).

Em humanos, o tratamento profilatico pré-exposi¢ao é recomendado para grupos
com alto risco de exposicdo ao virus, como veterindrios, espele6logos e profissionais de
laboratérios que trabalham com o virus. A vacina pré-exposi¢ao é recomendada ainda
para pessoas que forem para dreas com surto de raiva (Kotait ez al., 2009).

Ap6és um agravo (agressdo ou contato) por mamifero possivelmente
contaminado, € altamente recomendado o tratamento profildtico pds-exposicdo. O
tratamento deve ser iniciado o mais rdpido possivel, pois uma vez atingido o SNC, o
caso evolui para 6bito. O tratamento pode ser baseado apenas na vacina¢do ou na
vacinagdo e soro e é recomendado que o individuo tome cinco doses de vacina anti-
rdbica produzida em cultura de célula, através da via intramuscular, na regido do
deltdide. A utilizacdo ou ndo do soro € analisada de acordo com a probabilidade de o
virus atingir o SNC e depende principalmente do local e profundidade da mordida. O
soro ¢ um concentrado de anticorpos anti-rabicos, obtidos a partir do plasma de eqiiinos
hiperimunizados e deve ser utilizado apenas nos primeiros dias do tratamento
profildtico, até que o organismo do paciente seja capaz de produzir os proprios

anticorpos (Brasil 2008).
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1.2.4. Impacto econdomico

Na América do Sul, o principal vetor da raiva é o morcego. Entretanto ha
diversos casos relatados em herbivoros rurais, levando diversos animais a 6bito. No
Brasil, as espécies mais afetadas sdo bovinos e eqiiinos, seguidos por ovinos € caprinos.
Em toda América Latina, morrem 100.000 cabecas por ano e estima-se que em 2009, as
mortes causadas pela raiva representaram um prejuizo de mais de dois milhdes de reais
(Brasil, 2009). Durante os anos de 2009 e 2010 houve uma redu¢do nos casos de raiva

rural (figura 9), apds campanhas extensivas de vacinagdo (Brasil, 2010).
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Figura 9: Casos de raiva rural registrados no Brasil entre 2002 e 2010. Fonte: Ministério da Satde,

2010. Disponivel em: http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/area.cfm?id_area=1567.

O Brasil € o maior exportador de carne bovina e possui o segundo maior rebanho
do mundo, com cerca de 200 milhdes de cabecas. A carne brasileira é exportada para
139 paises e gera um rendimento bruto de R$6 bilhdes de reais (Brasil, 2011b). Em
2010, foram registrados cerca de 600 casos de raiva bovina (figura 9). O nimero parece
baixo, mas considerando-se que um boi possui em média 12 arrobas e que o preco
médio da arroba é R$93 (Pecudria, 2011), as mortes causadas pela raiva representam um
prejuizo financeiro direto de quase R$670 mil anuais, além dos prejuizos indiretos com
o tratamento de pessoas que tiveram contato com os animais infectados. Devido ao
impacto financeiro que a raiva ainda representa, sdo importantes os estudos que visem o

desenvolvimento de vacinas mais baratas e eficazes.
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2. OBJETIVOS

Dada a importancia da GPV, o presente trabalho tem por objetivo, a expressao
da proteina sob o comando do promotor CMV em células de insetos (Sf21), e células de

mamiferos (HepG2, HuH7 e HeLa).

2.1. Estratégias

e Isolar o fragmento génico CMV-GPV com enzimas de restri¢ao;

¢ (Clonar o fragmento CMV-GPV no vetor pFastBacl®;

e Construir o bacmideo BacAcCMV-GPV;

e Construir o virus recombinante AcCMV-GPV;

® Analisar a expressdo da GPV em células de inseto infectadas com o virus
recombinante;

e Analisar a expressdo da GPV em diferentes linhagens de células de mamifero

transduzidas com o virus recombinante.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Células

Para a obten¢do do virus recombinante, foi utilizada a linhagem celular Sf21,
derivada de Spodoptera frugiperda (Gardiner & Stockdale, 1975), e TN5B, derivada de
Tricoplusia ni (Granados et al., 1994). As células foram mantidas em meio TC-100
(Invitrogen) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), a 28 °C.

A linhagem de célula de mamifero HelLa, derivada de tumor cervical humano
(Gey Go et al, 1952), e a linhagem HuH-7, derivada de hepatoma humano
(Nakabayashi et al., 1982), foram mantidas em meio DMEM (Gibco), suplementado
com 10% de soro fetal bovino a 37 °C, 5% de CO, e umidade de 70%. A linhagem de
células de mamifero HepG2, derivada de hepatocarcinoma humano (Knowles et al.,
1980), foi mantida em meio RPMI (GIBCO), contendo 10% de soro fetal bovino, a 37
°C, 5% de CO; e umidade de 70%.

3.2. Construcao do plasmideo pFastBaclCMV-GPV

Para a constru¢@o do plasmideo pFastBaclCMV-GPV, o fragmento, contendo o
promotor CMV e o gene GPV, foi clonado no vetor da Invitrogen pFastBac1®.

O plasmideo GPV/PV, gentilmente cedido pelo Dr. Carlos Augusto Pereira,
Instituto Butanta (figura 10), contendo o gene da GPV sob o comando do promotor
CMV, foi digerido com as enzimas de restricdo Bg/Il e Notl para liberacdo do
fragmento de DNA CMV-GPV. Para a reagdo foram utilizados 50 ng do DNA do
plasmideo GPV/PV purificado, tampao buffer D 1X(Promega), 5 unidades da enzima
Bglll (Promega) e Notl (Promega), para um volume final de 50 uL. O fragmento de
2702 pares de base (bp) foi purificado utilizando o kit de eluicio GFX DNA and Gel
Band Purification (GE) e ligado ao plasmideo pFastBacl® (Invitrogen) previamente
digerido com as enzimas BamHI e Notl (figura 11), utilizando-se a enzima T4 DNA
Ligase (Promega). A reacdo de ligacdo foi feita numa propor¢do 3:1 (inserto:vetor) e
foram utilizados 150 ng do inserto CMV-GPV purificado, 50 ng do plasmideo
pFastBacl1® digerido e 5 unidades da enzima T4 DNA ligase (Promega). A reagdo foi

incubada a 4 °C por 16h. Apds a incubagdo, foi feita uma transformacdo por choque
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térmico em células Escherichia coli DHS5-o quimio-competentes comerciais
(Invitrogen). Para o choque térmico, 5 uL da ligag¢do foi misturada a 100 uL de células,
as quais foram incubadas em gelo por 30min. Em seguida, as células sofreram o choque
térmico a 42 °C por 2min e, imediatamente depois, incubadas em gelo por mais 2min.
Foi adicionado 1 mL de meio Luria-Bertani, LB (Sambrook et al., 2001) e as células
foram incubadas a 37 °C sob agitacdo constante por lh. Apds esse periodo, as células
foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio LB-dgar e 50 pg/mL de ampicilina

e incubadas a 37 °C por 16h.

CMV 1...1127

GPV 1128...2702

1615 Ndel

pGPVPV.ape
7067 bp

2334 Ndel

Figura 10: Mapa do plasmideo GPV/PV. O plasmideo contém o gene da glicoproteina do virus rabico
(GPV) sob o comando do promotor immediately early do citomegalovirus (CMV). Em destaque sdo

apresentadas as enzimas utilizadas para a retirada do fragmento génico CMV-GPV.
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Hind Il

Figura 11: Mapa do plasmideo pFastBacl (Invitrogen). Os circulos destacam os sitios das enzimas
utilizadas para a contru¢do do vetor do presente trabalho. Fonte: Manual Bac-to-Bac Expressiom System,

Invitrogen, 2004.

Apés a incubagdo, coldnias foram isoladas e incubadas em meio LB liquido
contendo 50 pg/mL de ampicilina, a 37 °C sob agita¢do constante. O DNA plasmidial
foi purificado através de lise alcalina em pequena escala de acordo com o descrito por
Sambrook er al. (2001). Para confirmar a constru¢do do plasmideo pFastBaclCMV-
GPV, o transformante foi digerido com a enzima de restricdo Ndel e analisado por
eletroforese em gel de agarose 0,8%. O promotor CMV e o gene GPV possuem sitios
internos para a enzima Ndel, por isso essa foi a enzima escolhida para a confirmacao da

clonagem.

3.3. Transformacao de células DH10Bac

Células DH10Bac quimio-competentes (Invitrogen) foram transformadas com
50ng do plasmideo pFastBaclCMV-GPV por choque térmico, conforme descrito acima.
Ap06s o choque térmico, as células foram incubadas por 4 h e plaqueadas em placas LB-
agar contendo 50 pg/mL de canamicina, 7 pug/mL de gentamicina, 10 pg/mL de
tetraciclina, 100 pg/mL de X-gal e 40 pg/mL de IPTG. As placas foram mantidas a 37
°C por 48h.
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Ap6s 48h, foram coletadas as colonias brancas da placa e uma coldnia azul, para
controle negativo A colonia branca possui o gene lacZ interrompido pelo fragmento
génico transposto. Dessa maneira, o gene lacZ do bacmideo ndo € capaz de
complementar a delecao presente no cromossomo bacteriano. Nas colonias azuis o gene
permanece intacto e assim o substrato cromogénico X-Gal € clivado. Cada coldnia foi
coletada delicadamente com um palito de dente estéril, e colocada em meio LB
contendo 50 pg/mL de canamicina, 7 ug/mL de gentamicina e 10 pg/mL de tetraciclina
e incubadas sob agitagdo por 16h. O DNA plasmidial foi purificado por lise alcalina em
pequena escala conforme descrito por Sambrook et al. (2001). A correta transposi¢ao do
fragmento CMV-GPV foi confirmada por reacdo da polimerase em cadeia (PCR),
utilizando os oligonucleotideos GPVF e M13R (tabela 2). Para a reagdo de PCR foram
usados 2,5 uM de cada oligonucleotideo (GPVF e M13R), 0,4 mM de dNTP, 2,5 mM
de MgCl,, tampao 1X, 1 unidade de Tag DNA polimerase (Fermentas) e 10 ng da
amostra a ser confirmada. O programa de PCR consistiu em um ciclo de desnaturagdo
inicial de 94 °C por 10min, seguido por 30 ciclos (94 °C por 1min, 54 °C por 1,5min, 72
°C por 1min) e concluido por um ciclo de polimerizacdo final de 72 °C por 7min. Os
fragmentos gerados pelas reagdes de PCR foram analisados por eletroforese em gel de

agarose 0,8%.

Tabela 2: Lista de oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Oligonucleotideo Sequéncia 5> 2> 3’

Localizacao
GPVF 5’ TCG AGA ATT CGA GCT CGGTACC 3

Anela-se aos 20 ultimos nucleotideos do promotor CMV no plasmideo pGPV/PV
GPVR 5" CTT ATC AGA TCT GCT CGA AGC 3’

Localizado a 5bp do fim do gene GPV no plasmideo pGPV/PV
RT-GPVF 5" GGC AAT GTC TTA ATCCCAGAGA ¥

Localizado a 1162 bp do inicio do gene GPV no plasmideo pGPV/PV
CMV9_29F 5" GGC CAT TAG CCA TAT TAT TCATTG 3’

Posicionado a 9bp do inicio do promotor CMV no plasmideo pGPV/PV.

CMV_518_495R 5 CCATGGTAATAGCGATGACTAATA 3’
Anela-se ao nucleotide 495 do promotor CMV no plasmideo pGFP/PV.
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Tabela 2: Lista de oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Oligonucleotideo Sequéncia 5> 2> 3’

Localizacao

M13F 5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’
Localizado a 145 bp da regido esquerda de transposi¢do no bacmideo (Mini att
TN7L)

M13R 5’ CAG GAA ACA GCT ATG AC 3

Localizado a 128 bp da regido direira de transposi¢do no bacmideo (Mini att TN7R)
T1 5’ CCT GCA GGA TCC TTA GGT TTTTTTTTTTTTTTTTT 3’

Utilizado para RT-PCR (Andlise do mRNA de células infectadas com os

virus recombinantes). Anela-se a cauda de Poli-A.
T2 5" CCT GCAGGATCCTTAGGTT 3

Utilizado para RT-PCR Idéntico aos primeiros 19 nucleotideos do oligonucleotideo

TI1.

3.4. Transfeccao com o bacmideo BacCMVGPV

Meio milhdo (5x10°) de células TN5B foram transferidas para uma placa de 35
milimetros (mm) em didmetro e incubadas por 1h para que as células aderissem a placa
e todo o meio foi retirado. DNA (1 pg) do bacmideo BacCMV-GPV foi incubado em
outra placa de 35 mm com 250 pL de meio TC-100 sem soro por 10min a temperatura
ambiente. Separadamente, foi incubado 10 uL de Cellfectina 10 mg/mL (Invitrogen)
com 250 uL de meio TC-100 sem soro por 10min. A seguir, as duas solucdes foram
misturadas, incubadas por 10min, adicionadas as células TNS5SB e incubadas por mais
3h. O sobrenadante foi retirado e adicionados 2 mL de meio TC-100 com soro.Sete dias
pos-transfecgdo, o sobrenadante foi coletado e utilizado para infectar uma nova placa de
células Sf21. O virus recombinante foi coletado e o DNA foi extraido. Para a extragao
do DNA viral, 1,5 mL do sobrenadante foi centrifugado a 1000 xg por 2min, apenas
para eliminar o debris celular. A seguir, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a
12000 xg, por 15min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 100 uL da solugdo Virus Disruption Buffer (10 mM Tris-HCI pH 7,6;
10 mM EDTA; 0,25% SDS). Foi adicionado 20 pg/uL de proteinase K e a amostra
incubada a 37 °C por 16h. Apds este periodo, foi adicionado 400 pL. de dgua e 500 pL
de uma solucdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). A amostra foi

centrifugada por 10min, a 21000 xg. O sobrenadante foi coletado e o DNA foi
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precipitado com duas vezes o volume inicial de etanol absoluto e 10% do volume inicial
de acetato de s6dio 3 M (Sambrook et al., 2001).

O DNA purificado foi utilizado em uma reacdo de PCR para confirmar a
presenca do fragmento CMV-GPV. Os oligonucleotideos utilizados foram o
CMV9_29F e o GPVR (tabela 2) e as condi¢des da reacao foram as mesmas descritas

anteriormente no item 3.3.

3.5. Analise da expressao da GPV em células de inseto

Células (106) Sf21 foram infectadas com 10 unidades formadoras de placa
(pfu)/célula do virus recombinante AcCMVGPYV e do baculovirus selvagem AcMNPV.
120h pés-infecgao (h.p.i.), as células foram coletadas e centrifugadas a 2.000 xg por
Smin. Foram utilizadas também, células Sf21 ndo infectadas como controle negativo. O
sedimento de células foi lavado trés vezes com PBS 1X, ressuspendido em 300 pL de
PBS 1X e as proteinas foram separadas através de um gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS PAGE). O gel de poliacrilamida é composto por um gel separador e
um gel concentrador. O gel separador contendo 12% de acrilamida foi preparado em
tampao Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8 contendo SDS 10%, 10uL de TEMED e 120uL de
persulfato de amoénio (10%) em volume final de 5 mL. Apds a polimerizacao do gel
separador, foi preparado o gel concentrador (acrilamida 4%, Tris-HCI 0,5 M pH 6,8,
SDS 10%, 10uL de TEMED e 120uL de persulfato de amo6nio 10%). As amostras
foram fervidas por 5 min com tampao desnaturante (1X Tris-HC1 0,06 M pH 6,8, SDS
2%, glicerina 10%, bromofenol 0,02%, 50% de 2-B-mercaptoetanol).

A corrida de eletroforese foi realizada em tampao Tris-HC1 0,025 M pH 8,3,
glicina 0,18 M, SDS 1% com tensdo elétrica de 200 V, utilizando o aparato Mini-
Protean II (BioRad). Apés a corrida, o gel de poliacrilamida foi corado em uma solucao
de "Coomassie-blue" R-250 (0,25% em solucdo de metanol, dgua e acido acético —
5:5:1) por 16h. A remog¢do do excesso de corante foi realizada por sucessivas lavagens
com 4gua destilada aquecida. Um segundo gel foi feito sob as mesmas condi¢des. Tal
gel ndo foi corado e suas proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Gibco BRL — Life Technologies) por transferéncia semi-seca (Trans-
Blot® SD — Semi Dry Transfer Cell, Bio-Rad), de acordo com o protocolo do fabricante

utilizando o tampdo de transferéncia Towbin (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20%

48



metanol, pH 8.3). A membrana foi bloqueada por 16h a 4 °C em solu¢do de PBS 1X e
3% de albumina bovina (BSA).

A membrana foi lavada 3 vezes com PBS Tween 0,05% e incubada a
temperatura ambiente por 1h em uma solu¢do de PBS 1X com 0,5% de BSA contendo
soro imune de camundongo antirdbico (gentilmente cedido pelo Instituto Butantd),
numa propor¢do de 1:200. A solucdo foi descartada, a membrana foi lavada 3 vezes com
PBS Tween 0,05% e incubada a temperatura ambiente por 1h em solu¢do de PBS 1X
com 0,5% de BSA contendo Rabbit Anti-Mouse 1gG Alkaline Phosphatase Conjugated
(Zymed), numa proporg¢ao de 1:10000. A solugao foi descartada, a membrana foi lavada
3 vezes com PBS Tween 0,05%, a seguir foi lavada com o tampado da enzima fosfatase
alcalina (100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI pH 9,5) por Smin. A solugdo
reveladora NBT/BCIP (Promega) foi adicionada logo em seguida. A reacdo foi

interrompida através de sucessivas lavagens com 4dgua destilada.

3.6. Titulaciao do virus AcCMVGPV

Células Sf21 foram diluidas em meio TC-100 com 10% de FBS para obtencao
de uma concentracio de 10° células /mL. O estoque do virus AcCMVGPYV foi diluido
em meio TC-100 com soro. Foram preparadas diluicdes seriadas de 10'1, 10'2, 10'3, 10'4,
107 , 10'6, 107e 108 As diluicoes 10"1, 10'2, 107 e 10™* foram descartadas, pois, como a
quantidade de virus presente € alta, todos os pogos apresentariam infec¢do. Dez
microlitros de cada dilui¢do viral (10'5, 10'6, 107 e 10'8) com 200 pL de células foram
distribuidos na placa de 96 pocgos. Quatro pogos foram reservados como controle,
contendo apenas células. A placa foi incubada a 26 °C por sete dias. Segundo esta
metodologia, o titulo viral é expresso em TCIDso/mL (Tissue Culture Infectious Dose
50), ou seja, a quantidade de virus necessdria para produzir efeito citopdtico em 50%

das células inoculadas. O cdlculo foi feito conforme descrito por O’Reilly et al. (1994).

3.7. Transducao de células HeLa

Células Sf21 foram inoculadas com os virus citados no item 3.5 por 120h. O

sobrenadante foi coletado e o virus titulado conforme descrito no item 3.6.
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Células HeLa foram transduzidas com um M.O.I de 100 dos virus AcCMVGPV,
AcMNPYV selvagem ou apenas com meio de cultura de acordo com o protocolo descrito
por Cheng et al. (2004). Células HeLa (10°) foram incubadas em placas de 35 mm
contendo meio DMEM com 10% de soro fetal bovino e laminulas estéreis para a adesao
celular. As laminulas foram previamente incubadas em solu¢ao de NaOH 2 M por2 h, a
seguir incubadas em etanol absoluto por 30min e esterilizadas no fogo. Vinte e quatro h
apo6s o cultivo das células HeLa, todo o meio foi removido e foi adicionado 500 uL do
sobrenadante de células Sf21 infectadas, perfazendo um M.O.I de 100. As placas foram
incubadas a 37 °C com 5% CO, por 8h, o sobrenadante foi removido e foi adicionado
meio DMEM com 10% de SFB. As células foram entdo incubadas a 37 °C CO, com 5%
CO, por 48h.

3.8. Analise da Expressao da GPV em células HeLa

Ap6s a transducdo, as células foram tratadas com tripsina-EDTA para se
soltarem e foram lisadas com tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl,
1% Nonidet P-40, 0.2mM PMSF). Em seguida, as células foram sonicadas e
centrifugadas a 2.000 xg por Smin. O sedimento de células foi ressuspendido em 300
pL de PBS 1X e as proteinas foram separadas através de um gel SDS-PAGE 12%,
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e marcadas com o soro imune de

camundongo antirdbico, seguindo as mesmas condi¢des descritas no item 3.5.

3.9. Imunomarcacao para analise em microscopia de fluorescéncia

As células HepG2 (104), derivadas de hepatoma humano, cresceram aderidas a
laminula, fora transduzidas com um M.O.I de 100 do virus recombinante AcCMVGPV,
do virus selvagem ou somente com meio de cultura e 48h pos-transdugdo, as laminulas
foram cuidadosamente coletadas e foi feita uma imunomarcacdo com soro imune de
camundongo antirdbico. As células foram fixadas com acetona absoluta gelada por 2h a
4 °C. A acetona foi removida utilizando-se papel filtro e as células foram bloqueadas
com uma solucdo de BSA 10% por 30min. O excesso de BSA foi removido com um
papel filtro e o anticorpo primdrio anti-rabico foi adicionado as células, numa dilui¢ao

de 1:100 em BSA. As células foram incubadas por 2h e entdo lavadas 3 vezes com PBS
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1X. Foi entdo adicionado o anticorpo secunddrio, anti-rabbit Alexa-488 conjugated
(Invitrogen). A seguir, houve uma incubacgdo de 1h, as células foram novamente lavadas
3 vezes com PBS 1X, seguida por uma lavagem com 4gua destilada. As laminulas
foram secas com um papel filtro e foram montadas sobre laminas, utilizando-se dois
compostos, Image IFX Signal Enhancer (Invitrogen) e 0,2 g/mL de N-Propilgalato. Em
seguida, as células foram analizadas em um microscépio de fluorescéncia (Zeiss

Axiovert 200).

3.10. Analise transcricional (RT-PCR) em células HeLa

Células HelLa (105) foram transduzidas com um M.O. de 100 do virus
recombinante AcCMVGPYV, do virus selvagem ou somente com meio de cultura e 24h
pos transducgdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram lisadas com 750 pL
TRizol LS (Invitrogen). A seguir, o RNA total foi extraido seguindo protocolo do
fabricante. Ao final, o RNA foi dissolvido em 20 pL de dgua milliQ livre de RNAse. 10
uL do RNA total foram utilizados para confeccdo do cDNA, através de transcricao
reversa utilizando o kit M-MLV-RT (Invitrogen) e o oligonucleotideo T1 (tabela 2). O
cDNA foi utilizado para uma reacdo de PCR para amplificar o RNA mensageiro
correspondente ao gene GPV. Os oligonucleotideos utilizados foram RT-GPVF e T2
(tabela 2). Para a PCR foram utilizados 0,4 uM de cada um dos oligonucleotideos, 0,4
mM de dNTP, 2 mM de MgCl,, tampao 1X, 1 unidade de Taq DNA polimerase (pHT) e
cerca de 10 ng do cDNA produzido. O programa de PCR consistiu em um ciclo de
desnaturagdo inicial de 94 °C por 10min, seguido por 30 ciclos (94 °C por 1min, 54 °C
por 1,5min, 72 °C por 1min) e concluido por um ciclo de polimerizacao final de 72 °C
por 7min. O produto de PCR foi digerido com a enzima de restricdo Xhol (NEB,

Biolabs) e analisado em gel de agarose 1,5%.

3.11. ELISA de células HuH7

Células HuH-7 foram cultivadas em meio DMEM com 10% de soro fetal
bovino. As células foram tratadas com tripsina-EDTA para se soltarem. A seguir, foram
contadas no hemacitdometro e cultivadas em placas de 6 pogos por 24h. Cada pogo

recebeu 10° células.
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O sobrenadante foi removido e foi adicionado o virus recombinante, o virus
selvagem ou somente meio de cultura. As células foram incubadas por 90min a 37 °C. O
sobrenadante foi removido, foi adicionado 2 mL de meio DMEM com 10% de soro e as
células foram incubadas a 37 °C com 5% de CO, por 60h. As células foram tratadas
com tripsina-EDTA e lisadas com tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM
NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.2 mM PMSF) por 10min. O lisado celular foi utilizado para a
quantificacdo da concentragdo da proteina GPV através de um ELISA utilizando o kit
Rabies Glycoprotein Enzyme Immunoassay (Instituto Pasteur, Paris) segundo Astray et
al. (2008). A densidade 6tica (OD) de cada amostra foi lida duas vezes através de leitora
de ELISA (Multskan EX, MJ-Labsystens) a 490 nm. Com base nos valores de OD de
uma amostra de GPV de concentragdao conhecida (amostra padrdo), foi tracada uma
curva-padrdo, a qual permitiu determinar a concentracdo de GPV em ng/mL a partir da
leitura da OD das amostras analisadas.Os dados foram utilizados para a confecc¢do de

um gréfico utilizando-se o programa GraphPad Prism.
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4. RESULTADOS

4.1. Construcao do plasmideo pFastBacl1CMV-GPV

O plasmideo GPV/PV foi digerido com as enzimas de restricao BgIII e
Notl para liberacdo do fragmento de DNA CMV-GPV. O fragmento de 2.702 pares de
base (bp) foi purificado e ligado no plasmideo pFastBacl® (Invitrogen), previamente
digerido com as enzimas BamHI e Notl. O transformante esperado foi confirmado por
restricdo com a enzima Ndel. Os fragmentos esperados de 5,5 mil pares de base (kb),

1,2 kb e 0,7 kb foram liberados (figura 12).

5kb=—>

1kb =>
0,7kb —>

Figura 12: Analise da clonagem do fragmento pCMV-GPYV no plasmideo pFastBacl® (Invitrogen).
Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com BrEt. Pocos M Marcador 1kb Plus DNA Ladder; 1
Digestdo do plasmideo pFastBacCMV-GPV com a enzima Ndel liberando os fragmentos de 5,499kb,

1,229 kb e 0,719 kb, correspondentes aos sitios internos presentes no promotor CMV e no gene GPV.

A figura 13 mostra o mapa do plasmideo construido pFastBaclCMV-GPV,
indicando as regides do plasmideo pFastBacl e o local onde o fragmento CMV-GPV foi
inserido. O clone obtido foi devidamente seqiienciado para confirmacgdo da presenga do

promotor CMV e do gene GPV.
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Figura 13: Mapa do plasmideo construido pFastBaclCMV-GPV. Mapa do plasmideo
pFastBaclCMV-GPV produzido no programa VectorNTi (Invitrogen). No mapa estdo indicados o
promotor CMV, o gene GPV e a localizacdo dos sitios de restricao da enzimas Ndel e Notl. Sao indicados
no plasmideo também as regides de transposicdo TN7L e TN7R e os genes de resisténcia a ampicilina e a

gentamicina, todos presentes no plasmideo pFastBacl.

4.2. Transformaciao de células DH10Bac e obtencdo do virus

AcCMV-GPV

O plasmideo pFastBaclCMV-GPV foi utilizado para transformar células
DHI10Bac (Invitrogen). A presenca do fragmento génico CMV-GPV foi confirmada por
PCR utilizando os oligonucleotideos GPVF e M13R, amplificando o tamanho esperado
de 2.230 pares de base (figura 14).
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3kb—>

1kh=—>

Figura 14: Confirmacao da transposicao do fragmento de interesse CMV-GPV para o DNA do
bacmideo. Gel de agarose 0,8% corado com BrEt. PCR do bacmideo com os oligonucleotideos GPVF e
MI13R para confirmar a correta transposi¢do do fragmento de interesse. O BacAcCMV-GPV foi obtido a
partir da transformacdo de células DH10Bac com o plasmideo pFastBaclCMV-GPV. Poco M: 1 kb DNA
Ladder (Fermentas); poco 1: controle negativo da rea¢do de PCR (reacdio contendo todos os reagentes

exceto o DNA); pogo 2: PCR do bacmideo BacAcCMV-GPV com os oligonucleotideos GPVF e M13R.

O bacmideo BacCMV-GPV foi utilizado para transfectar células TN5B. O DNA
do virus recombinante foi extraido e utilizado em uma reacdo de PCR a fim de
confirmar presenca do gene heter6logo no virus recombinante. Foram utilizados os
oligonucleotideos CMVF e GPVR e o fragmento de cerca de 2,5 kb foi amplificado

(figura 15). A figura 16 mostra esquematicamente a constru¢ao do virus AcCMV-GPV.

<€—3kb

Figura 15: Confirmacio da presenca do fragmento génico CMV-GPV no virus recombinante
construido, AcCMV-GPV. Gel de agarose 0,8% corado com BrEt. O DNA do budded virus (BV) foi
extraido e a amostra foi utilizada para uma reacdo de PCR utilizando-se os oligonucleotideos CMVF e
GPVR. O fragmento de 2,5 kb esperado (seta) foi obtido. Poco 1: PCR do DNA de BV utilizando-se os
oligonucleotideos CMVF e GPVR. Poco M: Marcador 1kb DNA Ladder (Fermentas).
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a) O fragmento pCMV-GPV foi
clonado no plasmideo pFastBacl

BanHI Noil

b) O fragmento pCMV-GPV foi
transposto para o bacmideo
AcMNPV.

-~

mini-attTn7 -2

b) Células de inseto Sf21 foram
transfectadas com o bacmideo
BacAcCMV-GPV. 72 hpi o virus
AcCMV-GPV foi coletado.

Bacmideo

Monocamada de células S£21

4

Virus recombinante
Figura 16: Representacio esquematica dos passos executados para a obtencdo do baculovirus
recombinante AcCMV-GPV. O fragmento génico contendo gene da glicoproteina da raiva (GPV) sob o
comando do promotor do citomegalovirus (CMV), foi retirado do plasmideo pGPV/PV por restricao. O
fragmento foi entdo clonado no vetor pFastBacl (Invitrogen). O plasmideo obtido foi utilizado para
transformar células DH10Bac para que o fragmento CMV-GPV fosse transposto para o bacmideo
AcMNPV. O bacmideo obtido BacAcCMV-GPV foi utilizado para transfectar células de inseto Sf21. 72h
pos-transfec¢do, o virus recombinante foi coletado. Setas vermelhas indicam o local de anelamento os
oligonucleotideos utilizados para confirmar a transposi¢cdo. Setas verdes indicam os sitios de restri¢do

utilizados para a clonagem no gene de interesse.
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4.3. Analise da expressao da GPV em células de inseto e mamifero

Os extratos de células Sf21 infectadas com os virus recombinante, AcCMV-
GPV, e selvagem, AcMNPV, bem como os extrados de células HeLa ndo tranduzidas
ou transduzidas com o virus recombinante e com o virus selvagem, foram analisadas em

um gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE (figura 17).
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Figura 17: Andlise da expressio da glicoproteina recombinante GPV em células de inseto e
mamifero infectadas com o virus recombinante AcCMV-GPV. SDS-PAGE 12% corado com azul de
comassie. A. As células Sf21 infectadas foram coletadas, centrifugadas 4200 xg por Smin e o
sobrenadante descartado. O sedimento celular foi lavado trés vezes com PBS 1X. O extrato de células foi
entdo fervido e suas proteinas foram separadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Pogo M:
Bench Mark (Invitrogen). Pocol: Extrato de células Sf21 nao infectadas. Poco 2: Extrato de células Sf21
infectadas com o baculovirus recombinante. Pog¢o 3: Extrato de células Sf21 infectadas com baculovirus
selvagem. B. As células HeLa foram transduzidas com o virus selvagem ou recombinante e 48h pos
transdugdo, as células foram tratadas com tripsina-EDTA, lisadas com tampdo de lise, sonicadas e
centrifugadas a 2.000 xg por Smin. O sedimento de células foi lavado trés vezes com PBS 1X,
ressuspendido em 300 pL de PBS 1X e as proteinas foram separadas através de de eletroforese em gel de
poliacrilamida. Poco M: Bench Mark (Invitrogen). Pogo 1: células HeLa ndo transduzidas. Poco 2: células
HeLa transduzidas com o baculovirus AcMNPV selvagem. Poco 3: células HelLa transduzidas com o

virus recombinante AcCMV-GPV. Setas indicam o fragmento de 60 kDa corres.

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de

nitrocelulose e imunomarcadas com um anticorpo anti-rdbico. A presenga de uma
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proteina de 60 kDa foi confirmada, indicando que houve a expressao da proteina

heter6loga em células de inseto (figura 18B) e em células de mamifero (figura 18C).
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Figura 18: Confirmacio da expressio da proteina heteréloga GPV em células de inseto e mamifero.
A. Marcador de massa molecular Bench Mark (Invitrogen). B. Imunomarcagdo. Proteinas de extrato de
células Sf21 foram separadas por eletroforese, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
imunomarcadas com anticorpo anti-rdbico. A proteina GPV foi detectada apenas no extrato de células
infectadas com o virus recombinante. Poco 1: Extrato de célula Sf21 ndo infectadas. Poco 2: Extrato de
células Sf21 infectadas com o virus recombinante AcCMV-GPV. Poco 3: Extrato de células Sf21
infectadas com o baculovirus AcMNPV selvagem. C. Imunomarcagdo. Proteinas de extrato de células
HeLa foram separadas por eletroforese, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
imunomarcadas com anticorpo anti-rdbico. A proteina GPV foi detectada apenas no extrato de células
transduzidas com o virus recombinante. Pogo 1: Extrato de célula HeLa ndo transduzidas. Poco 2: Extrato
de células HeLa transduzidas com o baculovirus AcMNPV selvagem. Poco 3: Extrato de células HeLa

transduzidas com o virus recombinante AcCMV-GPV. Seta indica o fragmento de 60 kDa.

4.4. Transducao de células HepG2, imunomarcacio e analise em

microscopia de fluorescéncia

Células HepG2 foram transduzidas com o virus recombinante e 48h pos-
transducdo, analisadas em microscopia de fluorescéncia (figura 19). As células foram
imunomarcadas, embora o sinal de deteccdo tenha sido fraco. Tal fato pode ser devido
ao uso da acetona para fixacdo das células. A acetona € um solvente apolar, logo
remove os lipideos da membrana. Como a GPV ancora-se 2 membrana plasmatica, parte

da proteina expressa pode ter sido eliminada durante o processo de fixacao.
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Figura 19: Analise de células HepG2 transduzidas com o virus recombinante AcCMV-GPV. A.

Células HepG2 transduzidas com o virus recombinante. Setas indicam as células onde a proteina GPV foi
marcada. B. Células HepG2 transduzidas com o virus AcMNPV selvagem. C. Células HepG2 ndo
transduzidas. Zeiss Axiovert 200, 100X.

4.5. Analise transcricional (RT-PCR) de células HelLa
transduzidas com o virus AcCMV-GPV

Células Hela foram transduzidas com 100 unidades formadoras de placa
(pfu)/célula do virus recombinante AcCMVGPV. 24h pés transdugdo, o sobrenadante
foi descartado, o RNA total foi extraido e utilizado para confec¢do do cDNA, através de
transcricao reversa e um oligonucleotideo oligo dT. O cDNA foi utilizado para uma
reacdo de PCR para amplificar o RNA mensageiro correspondente ao gene GPV. Os
oligonucleotideos utilizados foram RT-GPVF e T2. O fragmento esperado de 415 bp foi
amplificado e para confirmar que o fragmento era correspondente ao gene GPV, ele foi
digerido com a enzima de restricdo Xhol e os fragmentos esperados de 242 bp e 172 bp

foram liberados (figura 20).
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Figura 20: Confirmacdo da presenca do transcrito GPV em células de mamifero HeLa
transduzidas com o baculovirus recombinante AcCMV-GPV. Gel de agarose 0,8% corado com BrEt.
Células HeLa foram transduzidas com o virus AcCMV-GPV. 24h pés-transdugdo, o RNA total foi
extraido e o cDNA foi sintetizado através de uma RT-PCR utilizando-se um oligonucleotideo oligodT e
um outro especifico para o gene GPV. O produto de PCR foi digerido com a enzima de restricado Xhol.
Poco M: Marcador 100 bp DNA Ladder (Invitrogen). Poco 1: RT-PCR a partir do RNA total extraido de
células HeLa transduzidas com o virus AcCMV-GPV. Poco 2: Produto de RT-PCR de células HelLa
transduzidas com o virus recombinante digerido com a enzima Xhol. Poco 3: RT-PCR a partir do RNA
total extraido de células HeLa transduzidas com o virus AcMNPV selvagem. Poco 4: Produto de RT-
PCR de células HeLa transduzidas com o virus selvagem digerido com a enzima Xhol. Poco 5: RT-PCR a
partir do RNA total extraido de células HeLa ndo transduzidas. Poco 6: Produto de RT-PCR de células
HeLa ndo transduzidas digerido com a enzima Xhol. Setas indicam os fragmentos de 400 bp, 300 bp e

200 bp.

4.6. ELISA

Células HuH-7 foram transduzidas com o virus AcCMV-GPV e a 60h poés-
tranducdo, o lisado celular foi coletado e a proteina GPV foi quantificada através de um
ELISA indireto utilizando-se um anticorpo monoclonal anti-GPV (gentilmente cedido
pelo Butantd). O ELISA mostrou a producdo da proteina heteréloga, pois quando
comparado as células transduzidas com o virus selvagem ou ao controle negativo, o
valor da OD foi cerca de cinco vezes maior, correspondente a uma concentragdo de

proteina de 20,98 ng/mL (figura 21).
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Figura 21: Quantificacio da proteina GPV produzida em células de mamifero HuH-7 transduzidas
com o baculovirus AcCMV-GPV. Células HuH7 foram transduzidas com o virus recombinante
AcCMV-GPV, com o baculovirus selvagem AcMNPV ou ndo transduzidas (CN). 60h pds-transdugao, o

sobrenadante foi coletado para quantificacio da proteina GPV através de um ELISA indireto.
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5. DISCUSSAO

A GPV ¢ a unica proteina viral exposta no envelope, por isso ela estd envolvida
na entrada do virus na célula hospedeira, bem como na resposta imunolédgica (Walker &
Kongsuwan, 1999). Assim, devido ao seu papel central na resposta imune do
hospedeiro, esse antigeno viral é o foco de diversas pesquisas para o desenvolvimento
de vacinas mais baratas e eficientes (Rath, A. et al., 2005).

Atualmente hd uma vacina recombinante comercial, a Raboral V-RG®, a qual
vem sendo utilizada nos Estados Unidos para o controle da raiva em animais silvestres,
principalmente guaxinins, o principal vetor da doenga do pais. A Raboral V-RG® ¢
produzida a partir de um vacinia virus recombinante expressando a GPV (Raboral®,
2011). Entretanto muitos paises ainda produzem vacina anti-rabica a partir de cultura de
tecido nervoso animal, a qual é cara e pode produzir uma série de efeitos adversos
(Rath, et al., 2005). Esse € o caso do Brasil, onde a vacina mais utilizada é a Fuenzalida
& Palacios, constituida por virus inativado e 2% de tecido nervoso originario de cérebro
de camundongo (Bahloul, et al., 1998).

A producdo de uma vacina mais barata e eficiente poderia levar a erradicacao da
raiva humana e a uma queda significativa dos casos de raiva animal nos paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos, locais onde a incidéncia da doengca é maior
(Hemachuda, et al., 2002).

No presente trabalho, a proteina GPV foi expressa com sucesso em células de
inseto e mamifero utilizando um mesmo vetor. A GPV foi expressa em células de inseto
Sf21 e em células de mamifero HelLa, HepG2 e Huh7 e foi detectada por western blot,
ELISA e microscopia de fluorescéncia. O baculovirus recombinante AcCMVGPV
contém o gene da proteina GPV sob o comando do promotor CMV. Sabe-se que o
promotor CMV tem atividade em células de Drosophila (Sinclair, 1987). Sinclair
mostrou que o promotor possui forte atividade em cultura de células de Drosophila
melanogaster, o que explica a eficiente expressdo da proteina heteréloga em ambas as
células, de inseto e mamifero.

A proteina GPV ja foi expressa com sucesso em diversos sistemas. Entre eles,
pode-se citar E. coli (Yelverton et al., 1987) e levedura (Klepfer et al., 1993). Em
ambos os sistemas, o nivel de producdo da proteina foi alto, entretanto a proteina nao

apresentou imunogenicidade. Plantas também foram utilizadas como sistema de
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expressdo. Em tomate (McGarvey et al., 1995) e em tabaco (Ashraf et al., 2005), a
proteina produzida foi muito imunogénica, mas os niveis de expressdo da proteina
heteréloga foram baixos.

Em células de inseto, a GPV foi expressa em altos niveis e a proteina produzida
apresentou propriedades imunogénicas. Em 2004, Prehaud et al. expressou a GPV em
c€lulas de inseto Sf21 através do sistema baculovirus de expressao e em 2009, Lemos et
al. expressou a proteina em células S2 de Drosophila.

Por tratar-se de uma glicoproteina, é de suma importancia a busca de um vetor
de expressdao eucarioto. As células de inseto podem fazer diversas alteracdes pOs-
traducionais, como o correto dobramento, formacdo de pontes dissulfero, adicio de
fosfatos e agucares. Entretanto as vias de processamento nas células de inseto podem
diferir daquelas presentes em eucariotos mais complexos (Kost et al., 2005).

A glicosilag@o estd entre as modificagdes pds-traducionais mais importantes. A
correta glicosilacdo determina diferentes funcdes bioldgicas da proteina, tais como
imunogenicidade, atividade bioldgica e correto dobramento (Montor & Sogayar, 2003).
Estudos mostram que ha grandes diferencas nas vias de glicosilagdo N-ligadas entre
células de inseto e mamiferos. As células de inseto, bem como as células de mamifero,
produzem precursores N-glicanos ricos em manose. Em mamiferos, essa cadeia pode
ser convertida em produtos complexos, com a adi¢do de galactose e/ou 4cido sidlico.
Por outro lado, os insetos convertem a cadeia lateral rica em manose em pacimanose, a
qual ndo costuma ser encontrada em proteinas produzidas em mamiferos (Harrison &
Jarvis, 2000).

As variacdes das vias e do tipo de glicosilagcdo entre um sistema e outro podem
alterar as propriedades imunogénicas da proteina. Apesar das diferencas, algumas
glicoproteinas foram expressas com sucesso em células de inseto utilizando o sistema
baculovirus de expressdo. A glicoproteina E2 do virus da peste suina cldssica foi
expresso em células de inseto com eficiéncia. A glicoproteina foi purificada e mostrou-
se altamente imunogénica. Ha disponivel uma vacina comercial contra a peste suina
classica, a Bayovac CSF E2®, produzida a partir do baculovirus recombinante (Depner
et al., 2001).

A hemaglutinina, uma glicoproteina do influenza virus, também foi expressa em
células de inseto. Em 1995, Lakey et al. desenvolveram uma vacina contra gripe
expressando a hemaglutinina das trés cepas sazonais do influenza virus: HIN1, H3N2 e

influenza B (Lakey et al., 1996). As proteinas foram purificadas e diversos testes pré-
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clinicos e clinicos foram feitos com a vacina trivalente. Os testes mais recentes
mostraram que a vacina € eficiente e segura (Cox, 2008). Quase 15 anos apds o
desenvolvimento da vacina, em 2009, a agéncia americana FDA (Food and Drug
Administration), autorizou a comercializa¢do da vacina FluBlok® (FDA, 2009).

Muitas outras glicoproteinas foram expressas em células de inseto utilizando o
baculovirus. No entanto, algumas mesmo sendo eficientemente produzidas in vitro, ndo
apresentaram bons resultados nos testes in vivo. A glicoproteina do corona virus
(SARS) foi expressa em células de inseto, mas ndo conferiu prote¢do imunoldgica a
camundongos (Bisht er al, 2005). A glicoproteina B do pseudorabies virus, um
herpesvirus, também foi expressa em células de inseto e ndo apresentou protecao
imunoldégica em camundongos (Xuan et al, 1995). Em ambos os trabalhos, novos
baculovirus recombinantes foram construidos, adicionando-se um promotor ativo em
mamifero. As proteinas foram eficientemente expressas em células de mamiferos e
conferiram protecao contra os patdégenos especificos. A glicoproteina B do pseudorabies
virus foi expressa sob o comando do promotor CAG. A proteina foi expressa em células
CPK e BHK e, posteriormente, o virus foi inoculado através da via intramuscular (i.m.).
A producdo de anticorpos neutralizantes foi alta, comparada aos controles (Aoki et al.,
1999). J4 a glicoproteina do corona virus foi clonada sob o comando do promotor CMV
e expressas em células BHK através de um baculovirus recombinante. O trabalho
demonstrou que houve uma forte resposta tanto humoral, quanto celular (Bai et al.,
2007).

Tais resultados mostram que a proteina expressa em células de inseto ndo foi tao
eficiente quanto a mesma proteina expressa em células de mamifero. Provavelmente, a
ativacdo da resposta imunoldgica se deve a correta glicosilacdo da proteina expressa no
segundo sistema. Um problema do uso de baculovirus recombinantes contendo um
promotor de mamifero € que deve ser utilizada a particula viral inteira e viva. Hd uma
série de preocupacgdes quanto ao uso de vetores virais vivos devido a possibilidade de
efeitos indesejaveis, como a ativacdo de uma resposta imune pré-existente ou efeitos
toxicos associados ao vetor (Madhan et al., 2010).

Atualmente, hd diversos vetores virais que podem ser utilizados como vacinas.
Entre eles podem ser citados os adenovirus, os retrovirus, o virus da febre amarela e o
vacinia virus. Esses virus sdo utilizados como vetor de entrega de um DNA em uma
célula humana, o qual expressa um antigeno que ativa uma resposta imunolégica. O uso

de vetores virais € promissor e testes in vitro e in vivo indicam que tais vetores podem
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gerar resposta imune protetora. Entretanto, ha preocupacdes quanto a seguranca do uso
desses vetores, como a possibilidade do vetor atuar como patégeno. Além disso, ha
dificuldades para a producao em larga escala desses vetores (Draper & Heeney, 2010).

Os baculovirus sdo capazes de entrar, mas ndo de se replicar em células de
mamifero, logo podem ser utilizados para desenvolvimento de vacinas (Kost &
Condreay, 2002). Embora sejam considerados seguros a humanos, testes envolvendo os
efeitos do baculovirus em mamiferos devem ser realizados. Em nosso laboratério, foram
realizados testes com o baculovirus selvagem in vivo. O virus foi inoculado em
camundongos através da via intranasal e os efeitos imunoldgicos foram analisados.
Houve uma ativacdo da resposta imune inata, mas ndo foi detectada a producdo de
anticorpos contra o baculovirus ou a ativagdo de uma resposta inflamatéria. Os
resultados indicam que o baculovirus € seguro (dados ndo publicados). Outros trabalhos
a respeito da segurangca do uso do baculovirus in vivo devem ser feitos, testando-se
também outras rotas de administragdo viral, como a i.m.

Em relagdo a outros vetores virais, o uso do baculovirus como vacina apresenta
algumas vantagens. A producdo e purificacdo do virus em larga escala é mais simples
que a de outros vetores como o adenovirus. Além disso, os baculovirus mostram-se
mais eficientes na transferéncia génica e na expressdo de uma proteina heter6loga em
cultura de célula de mamifero. O baculovirus foi comparado ao adenovirus, ao
retrovirus e ao lipossomo (via comumente utilizada para entrega génica em células de
mamifero). A expressdo da proteina heteréloga foi duas vezes, seis vezes e trés vezes
maior em células transduzidas por baculovirus que por adenovirus, retrovirus ou
lipossomo, respectivamente. Ademais, o baculovirus ndo causou nenhum efeito
citotoxico as células, diferentemente dos adenovirus e dos retrovirus (Cheng et al.,
2004).

No presente trabalho, foi construido pela primeira vez, um virus recombinante
capaz de expressar a GPV do virus rdbico em células de inseto e de mamifero.
Posteriormente serdo realizados testes in vivo para analisar os efeitos imunogénicos do

virus AcCMV GPV e sua capacidade de conferir protecao contra o virus rabico.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Construcao de um vetor viral para a expressao de glicoproteina da

raiva em células de inseto de mamifero.

O presente trabalho teve como objetivo a expressao da GPV sob o comando do
promotor CMV em células de insetos (Sf21 e TN5B), e células de mamiferos (HepG2,
HuH7 e HeLa). Os resultados indicaram uma eficiente producao da proteina heter6loga
em ambos os sistemas (inseto e mamifero).

A producdo de um virus recombinante, expressando eficientemente a GPV sob o
comando de um promotor ativo em células de mamifero representa o desenvolvimento
de uma potencial vacina contra raiva. Tal vacina seria produzida em cultura de célula de
inseto e poderia ser mais barata que as atuais vacinas existentes produzidas em cultura
de célula de mamifero, pois células de inseto sdo de facil manipulagdo quando
comparadas ao cultivo de células de mamiferos, ndo necessitando do uso de ambiente
com CO,. Além disso, apenas a particula viral deveria ser purificada, sem a necessidade
de purificacdo da proteina heter6loga, passo que encarece a producao de vacinas.

Para uso em humanos, a utilizacdo de vetor viral como vacina ainda gera
preocupacdes e somente poderd ser aprovada apds intensos estudos sobre os efeitos do
virus em cobaias e humanos. Atualmente nio hd nenhuma vacina de vetor viral
aprovada, embora haja algumas vacinas em fase de teste clinico. Por outro lado, os
testes clinicos e pré-clinicos exigidos para a aprovacdo de uma vacina animal sao menos
rigorosos € hé a possibilidade do uso de vetores virais, havendo doze vacinas de vetor
viral aprovadas para uso veterindrio. Uma vacina anti-rdbica produzida em cultura de
células para aplicacdo animal reduziria a chance de morte apds efeitos colaterais

causados pela vacina atual (Fuenzalida & Palacios).
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CAPITULO 2

Estudo da transcricao génica em células de mosquito C6/36 infectadas

por um arbovirus (Dengue)

1. INTRODUCAO

1.1. Dengue

A dengue é uma doenca humana de ocorréncia tropical e tem se tornado um
grave problema de saude publica, principalmente em médios e grandes centros urbanos
(Halstead, 2007). Em 2010, foram registrados 957.093 casos clinicos de dengue e 382
obitos na América do Sul. Somente no Brasil, no mesmo ano, foram registrados 940.013
casos e 367 mortes (PAHO, 2010). De acordo com a OMS (2010), estima-se que 2,5

bilhdes de pessoas vivam em areas de risco de contaminacdo por dengue (figura 22).

) January isotherm

Paises onde a dengue ja |
foi d

Figura 22: Mapa das areas de risco de contaminacido por dengue em 2010. Em laranja, estdo
destacadas as regides onde a dengue ja foi reportada. Fonte: OMS, 2010. Adaptado de:

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.png.

A dengue é causada pelo Dengue virus (DENV) e é transmitida pela picada de
fémeas de mosquitos do género Aedes, familia Culicidae, principalmente pela espécie
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Ae. Aegypti (figura 23A), seguido pelo Ae. Albopictus (Rothman, 2004). Ambas as
espécies sdo altamente antropofilicas.

O ciclo de vida do mosquito inclui quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e
adulto, sendo que as trés primeiras se desenvolvem na dgua (figura 23B). A duracio dos
estagios de desenvolvimento depende diretamente da temperatura e umidade do

ambiente (Gubler et al., 1997).

Figura 23: Mosquito transmissor da dengue, Aedes aegypti. A. Foto de uma fémea do mosquito da
espécie Aedes aegypti. B. Figura mostrando as diferentes fases de desenvolvimento (ovo a adulto) do

mosquito Ae. aegypti. Adaptado de http://www.prdu.unicamp.br/dengue/mosquito.html

A dengue foi descrita pela primeira vez no mundo no final do século XVIII, em
Java, uma ilha do sudoeste asiatico. No Brasil, as primeiras epidemias foram registradas
no estado de Sao Paulo, em 1916. No entanto, acredita-se que a doenga exista no Brasil
desde o inicio da colonizagdo portuguesa. O Ae. aegypti é uma espécie africana e €
provdvel que tenha chegado ao Brasil através dos navios negreiros (Brasil, 2011a).

Antes da ocorréncia de surtos de dengue, no inicio do século XX, o Brasil
enfrentava uma grande epidemia de febre amarela, doenga viral transmitida pela picada
de moquitos da mesma espécie. Foi quando Oswaldo Cruz iniciou uma grande
campanha para eliminar o mosquito vetor, o Ae. aegypti. As larvas eram eliminadas e
doentes eram isolados em locais telados, a fim de evitar que os pacientes fossem
picados por outros mosquitos. Durante a década de 1960, foi criado um intenso

programa de dedetizacdo e o Brasil foi certificado como pais livre de Ae. aegypti

(Pontes & Ruffino-Neto, 1994).
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O controle vetorial intenso ndo continuou e logo focos do mosquito foram
encontrados novamente no pais. Em 1967 foram detectadas larvas do Ae. aegypti em
Belém, Pard (OMS, 2010a). Mas foi somente entre os anos 1981 e 1982, que ocorreu a
primeira epidemia de dengue, documentada clinica e laboratorialmente. Foi em Boa
Vista, Roraima e desde entdo ha surtos de dengue no Brasil continuamente (Brasil,

2011a).

1.2. Manifestacoes clinicas

A infecc@o pelo DENV pode ser assintomdtica ou pode apresentar um quadro
febril que pode resultar em cura espontianea apds cerca de uma semana ou agravar-se
levando a sintomas hemorragicos. Essa evolucdo da doenca caracteriza os dois tipos
clinicos de dengue, a dengue classica e a dengue hemorragica. O periodo de incubacgdo
varia de 3 a 14 dias. Os principais sintomas de dengue cléssica sdo febre alta (> 39°C),
dor retro-orbital (atrds dos olhos), mialgia (dores musculares), ndusea, vOmito e
erupcdes cutdneas. A maioria dos casos evolui para cura cerca de sete dias apds o
surgimento dos sintomas. Contudo, cerca da metade dos pacientes apresenta sintomas
hemorragicos, os quais incluem pequenas hemorragias na pele e sangramentos no nariz
e gengiva. J4 na dengue hemorragica, a sintomatologia inicial é semelhante a dengue
classica, entretanto, apds cerca de uma semana, hd um agravamento do quadro
hemorragico, com queda significativa da contagem de plaquetas e hemorragia
gastrointestinal, podendo levar o paciente a 6bito (Gubler, 1997).

O principal método de prevencao da dengue é o controle vetorial. Os mosquitos
adultos ndo necessitam de dgua e os ovos do mosquito toleram ambientes secos por
meses. Entretanto, € necessdrio que haja ambientes com d4gua parada para o

desenvolvimento das larvas e pupas (Gubler, 1997).

1.3. Dengue virus

O DENV ¢ icosaédrico, pequeno (30-40nm) e envelopado, pertencente a familia
Flaviviridae, género Flavivirus (figura 24A). O virus possui o genoma de RNA simples
de polaridade positiva (+ sSRNA). O RNA subgendmico estd organizado em uma tnica

fase aberta de leitura (ORF), que codifica uma poliproteina que €, entdo, processada por
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proteases virais e hospedeiras em dez proteinas menores: trés estruturais e sete nao-
estruturais (figura 24B). As proteinas estruturais sao capsideo (C), pré-membrana (pM)
e envelope (E); e as ndo-estruturais sdo NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5
(Domingo-Carrasco & Gascén-Bustrenga, 2005)

O genoma € de aproximadamente 11 kb e é flanqueado por regides ndo
traduzidas conservadas (UTR), as quais formam estruturas secundarias que medeiam a
circulariza¢ao do genoma (Lescar et al., 2008).

O virion do Flavivirus é composto por um envelope derivado da membrana do
hospedeiro, trés proteinas virais estruturais (M, C e E) e do RNA gendmico. O genoma
€ encapsidado em um capsideo icosaédrico composto por proteina do capsideo viral (C),
uma proteina pequena que forma dimeros e € encontrada no nucleo das células

infectadas (Netsawang et al., 2010).

A.

A Particula imatura | Particula madura B

Nucleocapsideo (C)
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Figura 24: Virus da dengue. A. Representagdo esquemdtica de uma particula viral (A) madura e (B)
imatura. B. Organizacdo gendmica dos flavivirus. Estdo representados as proteinas estruturais capsideo
(C), pré-membrana (prM) e envelope (E); e as proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5). Adaptado de Van Regenmotel et al. (2000).

Em infecc¢des por Flavivirus, sao produzidos principalmente anticorpos contra a
proteina E e pM. (Rothman, 2004).

Conforme citado, os Flavivirus codificam sete proteinas ndo estruturais. A
funcdo de todas elas ainda ndo estd completamente elucidada, no entanto, elas sdo
conhecidas por mediar a replicacdo do RNA viral e por participar do processamento da
poliproteina (Bollati et al., 2009).

A proteina NS1 € uma glicoproteina que forma um multimero e € secretada pelas
células infectadas. Durante uma infec¢do pelo DENV, os pacientes tém niveis
mensurdveis de NS1 no sangue, que pode ser utilizado como um marcador diagndstico

da infeccdo. A NS2a e NS2b sdo pequenas proteinas associadas a membrana e

funcionam como co-fator da proteina NS3. A NS3 tem atividades serino-protease e

[

helicase (Robin et al., 2009). A NS4a e a NS4b também sao proteinas associadas
membrana e sdo responsdveis pelas alteragcdes que ocorrem na membrana durante a
replicacdo (Miller et al., 2007). A proteina NS5 é a RNA polimerase-RNA dependente,
responsavel pela replicacdo do genoma viral (Mallet et al., 2007).

Das proteinas ndo estruturais, sabe-se que a NS1 aumenta a resposta imune
mediada por anticorpo. Além disso, a NS1, em conjunto com a NS4b e a NS5 ativam a
resposta imune mediada por células T (Rothman, 2004).

O DENV se liga ao receptor da célula hospedeira através da proteina E. Os

receptores especificos que permitem a entrada do virus na célula, bem como a estrutura
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da ligacao proteina E-receptor, ainda ndo estdo bem caracterizadas. Entretanto, ja foram
identificados diversos receptores potenciais, como o receptor de manose (Miller et al.,
2008) e o receptor de células dendriticas (Navarro-Sanchez et al., 2003) em células
humanas e as proteinas de choque térmico (Salas-Benito, 2007) em mosquitos.

A ligacdo da proteina E ao receptor celular medeia a entrada do virus na célula
por endocitose. Apds a internalizacdo, o baixo pH do endossomo promove uma
alterac@o conformacional na proteina E. Com isso, a proteina se fusiona a membrana do
endossomo (Heinz & Allison, 2000). Como resultado, o capsideo sai do envelope viral e
entra no interior da célula. O capsideo entdo se dissocia e libera o genoma viral no
citoplasma, onde ele € traduzido como uma unica poliproteina. A poliproteina €
enderecada ao reticulo endoplasmético, onde sofre clivagens proteoliticas por proteases
virais e hospedeiras até a formagao das trés proteinas estruturais e das sete proteinas nao
estruturais e finalmente ocorre a montagem dos virions (Bartenschlager & Miller,
2008).

A replicagdo do RNA viral ocorre em estruturas vesiculares associadas ao
reticulo endoplasmatico. O RNA fita positiva viral € inicialmente replicado como um
intermedidrio de sentido negativo, o qual € utilizado para a sintese de novas fitas de
RNA positivas. Através de um mecanismo desconhecido, o genoma é empacotado nos
capsideos. Os virions brotam do reticulo endoplasmatico como formas virais imaturas,
as quais possuem as proteinas E e prM na superficie. Os virions imaturos sao
transportados para o complexo de Golgi, onde a proteina prM ¢ clivada e torna-se
proteina M, originando um virion maduro. Tais virions sdo transportados para fora da
célula por exocitose (Mukhopadhyay & Rossmann, 2005).

Ha quatro sorotipos de DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4), os
quais apresentam diferengas antigénicas, embora sejam fortemente relacionados. Os
quatro sorotipos diferem em suas sequéncias de nucleotideos em 25-35%. Dentre os
quatro sorotipos, o DENV-4 parece ser o mais divergente, seguido pelo DENV-2. Os

virus DENV-1 e DENV3 parecem ser mais relacionados entre si (Fauquet et al., 2005).

1.4. Efeitos do DENV em mosquitos e imunidade em insetos

O DENYV nao se replica somente em células de vertebrados, mas também nas

células do mosquito. Quando a fémea se alimenta de sangue contaminado, o DENV
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invade as células epiteliais do intestino médio e comega a replicar-se. Apds a replicagdo
no intestino, o virus atinge a hemolinfa e, a seguir, demais tecidos do inseto (traquéia,
tecido adiposo, tecido nervoso e glandulas salivares). O periodo de incubacdo
extrinseco, ou seja, o tempo que o virus leva para atingir as glandulas salivares, varia de
7 a 14 dias. E somente apés esse periodo que o mosquito adquire a capacidade de
contaminar novos hospedeiros vertebrados. O virus pode se replicar na maioria dos
tecidos do inseto, mas o nimero de dreas afetadas e o tempo de incuba¢do dependem da
linhagem do mosquito, do sorotipo viral e de fatores ambientais, como umidade e
temperatura (Ramos-Castafieda et al., 2008; Xi et al., 2008).

O DENV replica-se em mosquitos e desenvolve uma infec¢do persistente sem
causar efeitos deletérios ao hospedeiro invertebrado (Lin ef al., 2007). Entretanto, em
cultura de células, € possivel observar um efeito citopdtico nas células de inseto, a

formacdo de sincicios (figura 25).

Figura 25: Efeitos citopaticos do virus da dengue em cultura de células de mosquito C6/36. A)
Células ndo-infectadas; B) células infectadas com o virus da Dengue. Fotos gentilmente cedidas pelo Msc

Antdnio de Jesus Melo Chaib (LACEN-DF). Setas indicam a formacao de sincicios.
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Os insetos sdo dotados de um sistema imune simples, mas com uma resisténcia
particular a infecgdes. Eles possuem uma barreira mecanica, formada pela cuticula, e
um sistema imune inato, onde ocorre o envolvimento do tecido adiposo e dos hemdcitos
(Vilmos & Kurucz, 1998). Durante diversas infec¢des, sao produzidas moléculas
efetoras, como peptideos antimicrobianos, além de ativagdo de mecanismos de
fagocitose e encapsulagdo (Xi et al., 2008). Em infecgdes virais, o silenciamento génico
por RNA de interferéncia (RNAi) parece ser o mecanismo mais comum. RNAi é um
processo evolutivamente conservado, que leva a degradacdo de RNA fita dupla
(dsRNA) e de qualquer outra seqiiéncia de RNA mensageiro (mRNA) homdloga
presente no organismo. O RNAi € um mecanismo eficiente, pois muitos virus produzem
dsRNA durante a replicagc@o. Tal processo ja foi encontrado em Aedes ssp. (Sanchez-
Vargas et al., 2004).

H4 modelos propostos e bem aceitos para as vias de silenciamento génico em
Drosophila, mas esses processos parecem diferir em mosquitos da familia Culicidae.
(Li & Ding, 2005). Ainda que as moléculas envolvidas no mecanismo de RNAi de
Aedes nao tenham sido identificadas e caracterizadas, € possivel induzir resisténcia
contra DENV nos mosquitos. Células C6/36, derivadas de larva de Ae. albopictus,
foram transduzidas com um Sindbis virus (virus transmitido por mosquitos para
mamiferos, aves, répteis e anfibios) recombinante, expressando a proteina pM de
DENV-2. Como conseqiiéncia, as células se tornaram resistentes a infeccao por DENV-
2, mas nao pelos outros sorotipos. A resisténcia pdde ser observada antes que a proteina
pM fosse expressa, indicando que o processo ativo foi RNAi1 (Sanchez-Vargas et al.,
2004). Tais resultados indicam que € possivel desenvolver resisténcia a DENV, e
provavelmente a outras arboviroses, em Aedes.

H4 muito conhecimento sobre os mecanismos de entrada e replicacdo de
flavivirus em cultura de células de mamifero (Ruiz-Linares, 1989; Cheng, 1997) e seus
efeitos in vivo (Yauch & Shresta, 2008). No entanto, pouco se sabe a respeito dos
processos moleculares do virus no vetor.

Chee & Abubakar (2004) identificaram uma proteina de 48 kDa que,
provavelmente, € responsavel pela ligacdo do DENV a célula de Ae. albopictus C6/36.
Recentemente, foi identificada uma proteina (C189), caracterizada como uma
tetraspanina, que tem seus niveis de expressdo aumentados apds uma infeccdo por
DENV em células C6/36. Tal proteina parece ser responsavel pelo movimento do virus

célula-célula (Lin et al., 2007). Sabe-se também, que o sistema traqueal do inseto
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facilita, de alguma maneira, a dispersao do virus para os demais 6rgdos, a partir do

intestino médio (Salazar et al., 2007).

1.5. Hibridizacao subtrativa

Genes sao diferencialmente expressos em termos de tempo e espaco nas células
de acordo com os estimulos que as mesmas recebem, como por exemplo, a alteracdo da
temperatura ou a presenca de determinado patégeno. Atualmente, hd uma extensa base
de dados de seqiiéncias de proteinas, genes e genomas completos. Dessa forma, isolar e
seqiienciar um determinado gene e compreender em que tipo de resposta bioldgica ele
estd envolvido pode fornecer dados importantes sobre o metabolismo dos organismos.

Existem diversas técnicas para identificar genes diferencialmente expressos.
Todas elas se baseiam no enriquecimento e posterior deteccdo de uma populacdo de
mRNA sem a necessidade do conhecimento de seqiiencias de genes especificos
(Pastorian et al., 2000).

Uma importante técnica para identificagdo de genes diferencialmente expressos
¢ a andlise representativa diferencial (RDA, do inglés, representational difference
analysis). A técnica baseia-se no enriquecimento de fragmentos de cDNA origindrios de
um tecido ou células tratadas, mas que estejam ausentes na amostra nao tratada (Litisyn
et al., 1995). A andlise da expressdo diferencial depende primeiramente em digerir o
cDNA de ambas amostras, usando uma enzima de restricio. Em seguida,
oligonucleotideos sao ligados aos dois grupos de cDNA, os quais sdo amplificados
inespecificamente por PCR. Como a DNA polimerase utilizada para PCR amplifica
mais eficientemente fragmentos de 150 a 1.500 pares de base, a restricdo do cDNA
permite que cerca de 90% das seqiiéncias sejam reduzidas a esse tamanho. Novos
oligonucleotideos, nesse caso chamados de adaptadores, sdo ligados apenas aos
fragmentos de cDNA origindrios do tecido tratado. Estes sdo entdo hibridizados com um
excesso de cDNA do tecido ndo tratado. Fragmentos de cDNA comum a ambos os
tecidos se anelam uns aos outros e, uma vez que os fragmentos de tecidos ndo tratado
estdo em excesso, qualquer fragmento de cDNA do tecido tratado comum ao ndo
tratado, ird se anelar a uma fita complementar da amostra ndo tratada. Dessa forma,
esses hibridos possuirdo adaptadores em apenas uma das fitas. No entanto, fragmento de

cDNA presentes apenas no tecido tratado se anelard neles mesmos. Assim, havera
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adaptadores em ambas as fitas e apenas

esses hibridos serdo amplificados

exponencialmente (figura 26). Vdrias rodadas de hibridizacdo devem ser executadas

para que ao fim haja apenas a representagdo do cDNA presente no tecido tratado (Gao

& Moore, 1996).

Analise representativa diferencial
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;
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Figura 26: Representagdo esquemadtica das etapas de hibridizacdo subtrativa através da técnica

de andlise representativa diferencial (RDA). Adaptado de Lisitsyn, 2003.
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2. OBJETIVOS

Analisar a expressao génica de células C6/36, derivadas de larvas de Ae.
albopictus, permissivas, antes e depois de infec¢do com DENV e células UFL-AG-286
de Anticarsia gemmatalis, ndo permissivas, antes e depois da infeccdo. Com isso,
pretende-se identificar alguns genes que sdao induzidos ou reprimidos pela replicagao do

DENYV nas células em questao.

2.1. Estratégias

e Extrair o RNA total de células de inseto infectadas ou ndo pelo DENV;

¢ (Confeccionar uma biblioteca subtrativa de cDNA através da técnica de andlise
representativa diferencial;

¢ (Clonar o produto diferencial no vetor pPGEM-T easy®;

e Seqiienciar os clones obtidos;

¢ Analisar as seqiiéncias encontradas em programas de bioinformaética.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Virus

O dengue virus sorotipo 1 (DENV-1), isolado do Distrito Federal, gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Tatsuya Nagata. Tal isolado foi seqiienciado e caracterizado

(Carvalho et al., 2010).

3.2. Células

Células C6/36 (Igarashi, 1978), gentilmente cedidas pelo MSc Antonio Chaib
de Melo (Laboratério Central de Sadde Publica do Distrito Federal, LACEN) foram
mantidas em meio Leibovitz (Invitrogen), com 10% de soro fetal bovino (FCS) a 28 °C.

Células UFL-AG-286, derivadas de A. gemmatalis (Sienburth & Maruniak,
1988), BTI-Tn5B1-4 (TN5SB), derivadas de Trichoplusia. ni (Granados et al., 1994),
foram mantidas em meio TC-100 (Invitrogen) contendo 10% de soro fetal bovino

(SFB), a 28 °C.

3.3. Extracao do RNA total e sintese do cDNA

Céulas C6/36 foram infectadas com o DENV-1 e sete dias pos-infec¢do o virus
foi titulado por imunofluorescéncia (Shoepp & Beaty, 1984). Células C6/36,
permissivas ao virus, e células TN5SB e UFL-AG-286, ndo permissivas, foram
infectadas com o DENV-1 purificado com um M.O.I de 100. As células foram coletadas
12h po6s infeccdo e o RNA total de células infectadas e ndo infectadas foi extraido com
TRIzol Reagent (Invitrogen) de acordo com protocolo do fabricante. O RNA total de
ambas as amostras foi utilizado para confeccdo de um cDNA. 1,5 pg de RNA total
foram utilizados na reacdo para confeccionar a primeira fita através de uma transcri¢do
reversa utilizando 200 U/uL da enzima MMLV (Invitrogen), 10 pM dos
oligonucleotideos CDS e cDNA (tabela 2), 10 mM de dNTP, 10 mM de cloreto de
magnésio e 4 mM de DTT. A reacgdo foi incubada a 37 °C por 90min. A primeira fita foi

utilizada como molde para a confec¢io da segunda fita através de uma reacdo de PCR
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(95 °C por Imin, 21 ciclos de 95 °C por 15s, 55 °C por 30s, 68 °C por Smin e extensao
final 68 °C por 7min). Para a PCR foram utilizados 3 pL. da primeira fita, 10 uM do
oligonucleotideo PCRII (tabela 3) e 5 U/uL da enzima Taq High Fidelity (Invitrogen).

3.4. Hibridizacao Subtrativa

A biblioteca subtrativa de cDNA foi obtida através da técnica de RDA de
acordo com o protocolo descrito por Pastorian et al. (2000). O cDNA dupla fita foi
digerido com a enzima de restricdo Sau3Al (Promega). As reagdes foram purificadas
com kit GFX (GE). Primeiramente as amostras de células infectadas foram utilizadas
como tester, ou seja, a essa amostra foram ligados os adaptadores. O primeiro par de
adaptadores € o RBam12mer e o RBam24mer (tabela 2). Para a reacdo de anelamento
(55°C -20s,54°C—-10s,53°C - 15,52 °C - 1s, 50 °C - 1s, 45 °C - 5s, 40 °C - 5s, 30 °C
—5s,25°C - 5s, 20 °C = 3s, 15 °C = 5s, 10 °C - 5s, 4 °C — 30s) foram utilizados 25 pL.
do cDNA clivado e 500 uM de cada adaptador. A seguir, foram adicionados 5 U/uL da
enzima T4 DNA Ligase (Promega) e a amostra foi incubada a 16 °C por 16h.

A seguir, foi feita a primeira hibridizacdo utilizando-se a amostra infectada com
adaptadores como fester e a amostra nao infectada sem adaptadores como driver, numa
propor¢ao tester-driver de 1:10. Apds a primeira hibridizacdo foi feita uma PCR e o
produto foi utilizado para a realizacdo de duas hibridizacdes subseqiientes. Para a
segunda hibridizacdo, foram utilizados os adaptadores NBam12mer e NBam24mer e a
proporc¢do tester-driver foi de 1:100. Na terceira hibridizacdo os adaptadores foram o
JBam12mer e o JBam24mer e a propor¢ao tester-driver foi de 1:1000.

Paralelamente, as células nao infectadas foram utilizadas como tester, ou seja, 0s
adaptadores foram ligados ao cDNA de células ndo infectadas a fim de indentificar-se
os genes downregulados.

Ap6s a confecgao de ambas as bibliotecas subtrativas, os produtos diferenciais
foram ligados ao vetor da Promega pGEM T-Easy (figura 27) seguindo as instru¢des do

fabricante.
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Figura 27: Mapa do plasmideo pGEM T-Easy (Promega). No mapa estdo indicados as timinas (T) nas
extremidades para clonagem de fragmento de PCR. Fonte: Manual pGEM (Promega).

A ligacdo foi utilizada para transformar células Escherichia coli DH5-a eletro-
competentes comerciais (Invitrogen). A eletroporagao foi feita de acordo com o descrito
por Sambrook et al. (2001). As colonias isoladas foram inoculadas em meio LB liquido
contendo 50 pg/mL de ampicilina em placas de 96 pocos de poco profundo, a 37 °C sob
agitacdo constante. O DNA plasmidial foi purificado através de lise alcalina em placa
em pequena escala (Quail, 2003). Alguns amostras tiveram a clonagem confirmada por
restri¢ao com a enzima EcoRI (Promega). Os clones foram seqiienciados utilizando-se o
sequenciador automdtico MegaBace 1000 (GE HealthCare), utilizando o
oligonucleotideo T7 (tabela 3). O programa Phred foi utilizado para avaliar as
sequéncias de nucleotideos dos clones de cDNA e as sequéncias de vetores foram
removidas. Sequéncias com pelo menos 100 nucleotideos e qualidade do Phred maior
ou igual a 20 foram analisadas. As sequéncias obtidas foram analisadas no banco de

dados do GenBank usando o programa BLASTX.
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Tabela 3: Lista de oligonucleotideos e adaptadores utilizados para a confeccio da biblioteca subtrativa e

para o sequenciamento

Oligonucleotideos e Seqiiéncia Utilizacdo
adaptadores
cDNA 5" AGC AGT GGT ATC AAC GCA GAG TAC Sintese da primeira fita.
GCG GG ¥
CDS 5" AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA Sintese da primeira fita.
CToNIN 3°
Ni=A,G,C
N=A,C, G, T
PCRII 5" AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT 3’ Sintese da segunda fita.
JBam12 5" GAT CCG TTC ATG 3’ Adaptador 1 (RDA)
JBam24 5" ACC GAC GTC GAC TAT CCA TGA ACG 3’ Adaptador 1 (RDA)
NBaml2 5" GAT CCT CCCTCG 3’ Adaptador 2 (RDA)
NBam24 5’ AGG CAA CTG TGC TAT CCG AGG GAG 3’ Adaptador 2 (RDA)
RBam12 5" GAT CCT CGG TGA 3’ Adaptador 3 (RDA)
RBam24 5’AGC ACT CTC CAG CCT CTC ACC GAG 3’ Adaptador 3 (RDA)
T7 5" GTAATACGACTCACTATAGGGC 3’ Sequenciamento dos

cDNAs
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4. RESULTADOS

4.1. Hibridizacao Subtrativa

Células C6/36, de mosquito, e células TN5B e UFL-AG-286, de lepdoptera,
foram infectadas com o virus DENV1 e a 12h p6s infeccdo, o RNA total das células foi
extraido e o cDNA foi confeccionado a partir de uma transcri¢do reversa, seguida por

PCR (figura 28).

123456 M
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Figura 28: Sintese do ¢cDNA de células de mosquito e lepdoptera infectadas com DENVI.
Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com BrEt. Células C6/36, TN5B e UFL-AG-286 foram
infectadas com o DENV1. 12h pés-infeccio, as células foram coletadas, o RNA total extraido e utilizado
para confeccionar o cDNA. Poco 1: cDNA de células C6/36 ndo infectadas. Poco 2: cDNA de células
C6/36 infectas com DENV1. Poco 3: cDNA de células TN5SB ndo infectadas. Pogco 4: cDNA de células
TNS5B infectas com DENV1. Pogo 5: cDNA de células UFL-AG-286 ndo infectadas. Poco 6: cDNA de
células UFL-AG-286 infectas com DENV 1. Poco M: marcador 1 kb DNA ladder (Fermentas). Seta indica

o fragmento de 1 kb.

Em seguida foram realizadas as hibridizagcdes. Ja logo apds a primeira
hibridizacdo, ndo foi possivel detectar nenhum produto de PCR a partir do cDNA das
células derivadas de lepddpteros, TN5SB e UFL-AG-286. Dessa forma, apenas foi

possivel confeccionar bibliotecas a partir das células C6/36 (figura 29).
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Figura 29: Analise dos produtos diferenciais. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com BrEt. O
cDNA obtido a partir de células C3/36 infectadas ou ndo, foi clivado com a enzima de restri¢do Sau3Al.
Para a deteccdo dos genes induzidos (upregulados), o cDNA de células infectadas foram utilizadas como
tester, ou seja, a ele foram ligados adaptadores. Apds a ligacdo dos adaptadores foram feitas trés etapas de
hibridizacdo. Para a deteccao dos genes reprimidos (downregulados), o cDNA das células nao infectadas
foi utilizado como fester. A) Primeira hibridizagdo. Pogo 1: Células C3/36 nfo infectadas utilizadas como
tester. Pogo 2: Células C3/36 infectadas utilizadas como tester. M: Marcador 1 kb DNA Ladder
(Fermentas). B) Segunda hibridizagdo. Pogo 1: Células C3/36 nido infectadas utilizadas como tester. Poco
2: Células C3/36 infectadas utilizadas como tester. M: Marcador 1k b DNA ladder (Fermentas). C)
Terceira hibridizacdo. Poco 1: Células C3/36 ndo infectadas utilizadas como fester. Poco 2: Células
C3/36 infectadas utilizadas como fester. M: Marcador 1 kb plus (Invitrogen). Setas indicam o fragmento

de 1 kb.

O produto diferencial foi clonado no plasmideo pGEM T-Easy. O DNA
plasmidial das amostras foi purificado e um total de 96 amostras foram utilizadas em
reacOes de restricio com a enzima EcoRI a fim de confirmar a presenca de algum
fragmento génico (figura 30). 75, das 96 colonias, apresentaram algum inserto génico.
Pode-se observar a presenca de insertos de tamanhos variados, resultado esperado para

uma biblioteca de cDNA.
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Figura 30: Confirmacio da presenca de inserto génico em 96 colonias obtidas apds a confecciao da
biblioteca subtrativa. Eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com BrEt. O produto diferencial
obtido apds as hibridizacdes das amostras de células C6/36 infectadas e ndo infectas foi clonado no vetor
pGEM T-Easy (Promega). Noventa e seis colonias foram selecionadas aleatoriamente, seu DNA extraido
e digerido com a enzima de restricdo EcoRI. Setenta e cinco col6nias apresentaram insertos génicos.

Marcador: 1 kb DNA Plus (Invitrogen). Setas indicam o fragmento de 1 kb.

4.2. Analise das seqiiéncias

Um total de 329 clones foram seqiienciados e analisados através do programa
BLASTX. Foram 282 clones utilizando as células infectadas como tester, ou seja, para a
deteccao de genes induzidos, e 47 clones utilizando as células ndo infectadas como
tester, para deteccao de genes reprimidos.

Infelizmente, todas as seqiiéncias encontradas foram de RNA ou proteinas
ribossomais (tabela 4). Tal resultado indica que houve problemas técnicos na constru¢ao

da referida biblioteca.

Tabela 4: Lista de genes encontrados ap6s o seqiienciamento dos clones obtidos na biblioteca subtrativa,

nimero de acesso e nimero de clones obtidos para cada gene.

Genes induzidos

Gene Encontrado Numero de acesso Repeticoes
Ae. albupctus 18S rRNA AB085210.1 93
Smimtropsis macroura clone EF093505.1 40

B05 mRNA sequence
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Tabela 4: Lista de genes encontrados ap6s o seqiienciamento dos clones obtidos na biblioteca subtrativa,

nimero de acesso e numero de clones obtidos para cada gene.

Ae. Albipictus 18S AY433294.1

Ae. aegypti 60S ribossomal XM_001660494.1
protein L4

Drosophila erecta GG21448 XM_002044315.1
Subunidade maior L5

Ae. albopictus 60S XM_002073011.1

Ae. vitattus 18S GU070863.1

TSA: Culex tarsalis Ctar-70 EZ000597.1
proteina hipotética

Subunidade ribossomal menor

Ae. aegypti proteina XM_001648846.1
ribossolma L5

Genes reprimidos

Gene Encontrado Numero de acesso
Ae albupctus 18S rRNA AB085210.1

Total de clones

12
62

17

15

22

Repeticoes
47
329
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5. DISCUSSAO

Sequéncias de nucleotideos que diferem em abundancia entre duas populagdes
de cDNA podem ser clonadas e analisadas apds sucessivas rodadas de hibridizagdo e
amplificacdio por PCR. Através de técnicas de hibridizacdo, bibliotecas subtrativas
podem ser confeccionadas e, dessa maneira, genes induzidos ou reprimidos podem ser
identificados (Milner et al., 1995).

No presente trabalho, foi feita uma biblioteca subtrativa de cDNA a fim de
analisar as diferengas transcricionais entre células de mosquito infectadas ou ndo com o
DENVI1. A técnica utilizada para a confeccdo da referida biblioteca foi o RDA. De
maneira geral, o RNA total de células infectadas e nao infectadas foi extraido, cDNA
foi confeccionado a partir de uma transcri¢cdo reversa, os cDNA de células infectadas e
ndo infectadas foram hibridizados e o produto diferencial foi amplificado por PCR. Os
cDNAs amplificados foram clonados no vetor pGEM-T Easy e seqiienciados. Cerca de
300 clones foram seqiienciados. As seqiiéncias obtidas foram analisadas em um banco
de dados. Infelizmente, a maioria das seqiiéncias foi de RNA ribossomal. Tal resultado
indica que houve uma falha técnica na construcao da referida biblioteca.

A técnica de RDA baseia-se na presenca de duas populagdes de cDNA a serem
hibridizadas. Uma populacdo, denominada fester, é enriquecida através da ligacdo de
adaptadores. E a populagio fester que terd seu cDNA diferencial clonado. O ¢cDNA
tester € entdo hibridizado com um excesso de cDNA da populacdo driver. A eficiéncia
da técnica de hibridizacdo subtrativa depende principalmente da taxa reanelamento,
determinada, entre outras coisas, pela concentracdo de driver. Outro fator determinante
€ o numero de rodadas de hibridizacao utilizadas (Davidson, 1976)

Trabalhos para determinar um modelo cinético de hibridizacdo em bibliotecas
subtrativas foram desenvolvidos e indicaram que para bibliotecas de cDNA, devem ser
realizados pelo menos trés e no maximo seis rodadas de hibridizagdo. Um fator que
pode dificultar a hibridizacdo e amplificacdo dos produtos diferenciais € o tamanho dos
fragmentos. Fragmentos grandes, com mais de 2kb sdo amplificados mais lentamente e
podem deixar de ser representados nos produtos clonados (Milner et al. 1995).

O protocolo de RDA utilizado no presente trabalho se baseia em trés rodadas de
hibridizacdo e a apds cada etapa de purificagdo do cDNA, a amostra € clivada com uma

enzima de restricdo a fim de diminuir a presenca de fragmentos grandes (>2kb). De
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acordo com o protocolo utilizado, a biblioteca pode ser confeccionada a partir de RNA
total ou mRINA com a mesma eficiéncia (Pastorian et al. 2000). No entanto na literatura,
ha trabalhos que reportam a presenca de genes ribossomais em bibliotecas subtrativas
quando o RNA total € utilizado (Lysitsyn et al., 1993). O excesso de RNA ribossomal
presente na amostra pode levar a um baixo rendimento da fragcdo de cDNA
correspondente a0 mRNA, o que leva a uma hibridizagao ineficiente (Matz et al., 1999).

As técnicas de hibridizacdo subtrativa tém diversas aplicagdes, como a
identificacdo de patégenos, de genes causadores de doencas ou do comportamento
celular sob condicdes determinadas (Gao et al., 1996). Diversos trabalhos utilizaram
técnicas de hibridizagdo subtrativa para a identificacdo de genes importantes. Em 1995,
a técnica de RDA foi utilizada em pacientes com esclerose multipla. O cDNA de
amostras de tecido cerebral obtidas por bidpsia foram hibridizadas com amotras de
doadores saudaveis. Foi identificada uma maior quantidade de um gene do herpesvirus
humano (HHV6), um virus neurotréfico. Embora o virus tenha sido encontrado também
no cérebro de pacientes sauddveis, hd uma relacdo provével entre a infec¢do viral e a
esclerose multipla. Estudos t€m sido realizados ao longo dos anos e até a presente data,
a hipdtese da esclerose multipla virética ndo foi confirmada nem excluida (Challoner et
al., 1995; Kakalacheva & Lunemann, 2011).

Técnicas de hibridiza¢do também foram utilizadas para estudar a resposta imune
de mosquitos vetores contra patdgenos. Kumar & Paily (2008) identificaram a presenca
de genes de peptidios antimicrobianos e de defensinas em mosquitos da espécie Culex
quinquefasciatus infectados com a filaria Wulchereria brancofti. Embora a fungdo das
proteinas identificadas ndo seja conhecida, acredita-se que elas estejam envolvidas na
melanizacao do parasita (Kumar & Paily, 2008).

Em 2010, Barén e colaboradores confeccionaram uma biblioteca subtrativa
utilizando duas populacdes de mosquitos Ae. aegypti da Colombia. Uma € naturalmente
refratédria e a outra € suscetivel a infeccdes com DENV?2. Eles identificaram um grande
numero de genes diferencialmente expressos, incluindo moléculas imunes, inibidores de
apoptose e fatores de transcricdo como o NF«B (Barén et al., 2010).

Outro estudo realizado com Ae. aegypti, determinou quais genes sdo ativados
ap6s um tratamento de choque térmico. Foram encontrados genes como da HSP26
(proteina de choque térmico), envolvida na tolerancia ao estresse ambiental, e a HSC70,

uma chaperona (Zhao et al., 2009).
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A confec¢do de bibliotecas subtrativas representa um estudo preliminar em
relacdo a resposta imune do inseto. No presente trabalho, esperava-se a identificacao de
algumas moléculas envolvidas na resposta contra o DENV. Infelizmente, por falhas na
técnica, tais genes nao puderam ser identificados.

Ap6s a clonagem dos cDNAs, as amostras foram enviadas para seqlienciamento
no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia. Por problemas
técnicos, a maquina de seqiienciamento ficou parada por muitos meses, 0 que atrasou a
andlise dos resultados e inviabilizou a repeticao da biblioteca a tempo. A repeti¢do esta
sendo realizada e foi adicionada uma etapa inicial de purificacio de mRNA.

Embora tenha apresentado falhas, a técnica de RDA tem um grande potencial
para o estudo de genes diferencialmente expressos durante infec¢Oes virais, para
determinar o comportamento imune do hospedeiro, bem como a interagdo patdégeno-

hospedeiro (Pastorian et al., 2000).
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Capitulo 2: estudo da transcricao génica em células de mosquito C6/36

infectadas por um arbovirus (Dengue)

O objetivo do trabalho foi analisar a expressdo génica de células C6/36,
derivadas de larvas de Ae albopictus, antes e depois de infec¢do com DENVI1. Com
isso, pretende-se identificar alguns genes que sdo induzidos ou reprimidos pela
replicacdo do DENV nas células em questao.

O objetivo ndo foi alcangado, pois apds a confeccao da biblioteca e analise dos
clones obtidos, a maioria das seqiiéncias identificadas era de RNA ribossomal. O
resultado indica que houve problemas técnicos na construcao da biblioteca. A biblioteca
estd em fase de repeticao.

A identificacdo dos genes presentes durante uma infec¢do por dengue virus €
imprescindivel a fim de elucidar os efeitos de arbovirus em células de inseto, bem como
os mecanismos de resisténcia viral existentes em mosquitos. O conhecimento desses
processos pode levar ao desenvolvimento de compostos capazes de bloquear a
replicacdo viral no vetor ou de vetores transgénicos resistentes aos virus. Tais pesquisas
facilitariam o controle dos vetores nas regides onde hd ocorréncia e epidemias de

dengue.
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