UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE BIOLOGIA (IB)
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR
POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA MOLECULAR

Atividade de baculovirus selvagens em
camundongos in vivo e in vitro e Expressao da
proteina do envelope do virus da Febre Amarela
(YFE) e da glicoproteina do virus da Raiva
(RVGP) em células de inseto.

Maria Creuza do Espirito Santo Barros

Orientador: Dr. Bergmann Morais Ribeiro

Tese apresentada ao Departamento
de Pos-Graduacio em Biologia
Molecular, do Departamento de
Biologia Celular do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia,
como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de
Doutor em Biologia Molecular.

Brasilia, 27 de julho de 2011



INDICE

FIGUTAS ..ottt et e st e et e e sae e e aaeeensaeesnsaeesnsaeeessaeennseeens viii
CHLAGOES ..vvveeeetieeeitee et e e et e ettt e et e e eteeeeteeeetaeesasaeessseeeessaeasseesssseesssaeesnsaeeansaeensseeans X
AGIAdECIMENTOS ....eeviieiiieiieetieeiie ettt ettt ettt e et et e et e e saeesabeeseeesbeeseesnseenseennnes Xi
Lista de abT@VIALUIAS .......c.ceviiiiiieriieeiieeie ettt ettt ettt st et e st et esaaeenbeeennes xiil
RESUMO ..ttt ettt e s e e e XV
ADSETACT. ...ttt ettt ettt et e et e e nate et e eaeeenbeenbeeenaeenbeeennas XVvi
Breve introduga0 eral .........c.oooiiiiiiiiiiiiee e Xix
CAPITULO T

Efeitos imunolégicos de dois baculovirus (Ac MNPV e AgMNPV) nas duas formas
fenotipicas (virus extracelular — BV e corpos de inclusao poliédrica — PIBs) em modelo

murino z vivo € in vitro.

L. INEEOAUGAOD ...eeeeiiiceieeetee ettt ettt et e e e e e e e e veeeeareeeenbeeens 20
1. Baculovirus e células de mamifero...........cccceveeviriiinieneniieniinenieeee 21
2. Classificag@o dos baculoVIrUs..........cceeevuiiieiiieciieeiee e 21
3. Estrutura dos baculovirus .......c..ccccevvieriiiiiieniiniiieeeieeieseeeese e 22
4. Modo de INfECCAD ...c.vveeeiiieciieeciee e 23
5. Baculovirus ACMNPV € AGMNPYV .......ccceeeeemieeiieeieeieesieecieesiee e 27
6.  Aplicagdes de baculovirus e seguranca de aplicagao ...........cceeeeeeveeneen. 27
7. Baculovirus e o sistema imunolOgiCO..........ceeurevierieeiiienieeieeiie e 28
2. ODJEIVO ettt ettt ettt et ettt s e ettt et e et e et e e sat e e bt e e tbeebeesaaeenbeeennas 30
3. Materiais € MELOAOS . ccuuiruiireieiieiieriiete ettt 31
Lo ADIMAIS ettt sttt ettt et sttt 31
2.  Inoculagdo intranasal e retirada e armazenamento de 6rgaos.................. 31



10.

11.

12.

4. Resultados

1.

Preparagdo de tecido para hitopatologico e imunohistoquimica.............. 32
IMUNOhIStOQUIMICA .....eiieiiieiieeieeiie et 33
Contagem de células e andlise estatistica ........cccccveeveieeriencieenienieeieeee. 33
Citocinas no pulmao ou no sobrenadante de cultura...........cccceoeeuennnenne. 34
Medigdo da concentragdo de CItOCINGS .........cccveeeevreeeriveeeiieeeieeeeree e, 34
Dosagem de 0Xid0o NItrICO......iiriiiiiieriiieiieciie et 35
INdice FAZOCIIATIO ... 36
Ensaio de proliferacao celular e concentragdo de citocinas ................... 37
Modelo de infecgdo de Paracoccidiodis brasiliensis ...................cuue.u.... 38
Concentragao fUNZICA .....ccueeeuieeiieriieeiieete ettt 39

A

influéncia do baculovirus na resposta imunitaria pulmonar em

CAMUNAONZOS ..cvveeuvieiieetieeiteeteestteeteesteeebeesseeesseesseeeaseeseesnseenseesnseeseasssesnseens 40

2.

4.1.1. A inoculacdo de PIBs ou BVs induziu diminui¢do na migragdo
de CEIULAS ... 40

4.1.2. A inoculagdo de PIBs ou BVs ndo alterou o padrao de citocinas
de PUIMAO ... 42

4.1.3. A inoculagdo de BV aumenta a producdo de 6xido nitrico (NO)

4.2.1. Indice fagocitario e produgdo de IL-12 por macrofagos in vitro

4.2.2. O fenotipo AgMNPV estimula a proliferagao de células do bago e

produc@o de IFN=Y 171 VItFo ...cceeeevveeiieiieieciieeieeeete e 45



3. A influéncia do baculovirus em um modelo de doeng¢a pulmonar .......... 49

5. DASCUSSAO .eeutieiiieiieeiiietie et etteete et te ettt eteesabeesseesabeesaesabeenseassseeseesaseenseannseenseens 52
0. PeISPECLIVA....eiiiiiiiiiiiietiece ettt ettt ettt ettt e et e st e e eeabeebeesaneenneens 58
7. Referéncias biblIOGIraficas ........cccuieviiiiiiiiieiiieieete et 59
CAPITULO IT

A proteina do envelope (E) do virus da febre Amarela expressa em células de inseto ¢é
capaz de promover a formagao de sincicio em células de lepidopteros e pode ser utilizada

em imunodetec¢des do virus da Febre amarela em soros de pacientes humanos

L. INEOAUGAO ...eeetiiieiee ettt e et e e e ere e e e vee e areeeensaeens 67
L1, TranSImISSA0 ..cc..eeueeuerieriteieeiesitete ettt ettt ettt ettt et sbeebesanesbeenne s 67
1.2, VACINAGAO ..cuvviieiiiieeiie ettt ettt ettt e e e e e e e e e e eaveeeeabeeeenneeenens 68
1.3. Complicagdes da VACING .........cccueerieeiiieniieeiieeie ettt 69
1.4. Virus da Febre Amarela..........cocoooerieniiniiiiiniiiiieeeeeeseee e 70
1.5. Proteina do Envelope (E)......ccocoiiriiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 72
1.6. Diagnostico € tratamento ..........c.eevveeriierieeiiienieeieeeieeiee e eeee e ereeeeees 72
2. ODJETIVO .ttt ettt ettt ettt et site et e st e e teesabeesbeessneenseesnseenne 76
3. Materiais € MELOAOS .....evuviruiriiriieriieieeteie ettt 77
3.1. Obtencao do gene do Envelope .......cccoevvieiiiiiiiiiiiiicieieeee, 77

3.2. Clonagem do gene env no plasmideo pGEM-T Easy (Promega) e

SCQUENCIAMEGIITO ...eovvieeieeniieeiieeiieniteeteesteeeteesseeesseesseeesseeseesnseenseesnseeseasssesnseens 77
3.3. Construgdo do vetor pSYNYFE .....c.cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 78
3.4. Construgdo dos baculovirus recombinantes vSynYFE .................... 79

3.5. Andlise da expressdo das proteinas E através de SDS-PAGE e

TMUNO-MATCAGAOD ....veeevrieeireeeereeeetreeeitteeeetteeeseeeeseeeeseeeesesessesessesesssesesssesennns 80



3.6. Andlise por microscopia confocal e microscopia de fluorescéncia.. 81
3.7. Andlise estrutural e ultraestrutural de células de inseto infectadas
com VSYNYFE L.t 82
3.8. Imunoensaio de Mac-ELISA .......cccoooiiiiiiiniiniieeeeeeeee 82
4. ReESUIAAOS ... 85
4.1. Construgdo do baculovirus recombinante vSynYFE........................ 85
4.2. Deteccao da expressdo da proteina recombinante ..............ccccueene.. 89
4.3. Imunodetecgdo da proteina recombinante.............cecceeeveerieeeneennnns 89
4.4. Analise estrutural e ultra-estrutural de células de inseto infectadas
com VSYNYFE L. e e 95
4.5. Imunoensaio de MAC-ELISA ......ccocoiiiiiiiiniieneeeeeeeeee 95
5. DISCUSSAO ..ttt ettt ettt ettt sttt et et b et sbe et eaeesaeenneas 99
6. POISPECTIVA ...ttt ettt e 104
7. Referéncias bibliograficas .........ccceeviieiiieriiiiiecieeiee e 105

CAPITULO 111

Uma nova estratégia para a expressao da glicoproteina do virus da Raiva em células de

inseto

L. INEEOAUGAO ...eeeeiiictieeete ettt e et et e e e e e e e aveeesabeeeenraeens 112
L1, Um breve RiStOTICO ......evuiiieeiiniieiieiesiieieciereee et 112
1.2. Epidemiologia da Raiva..........ccceeviiriiieiiiiiieiicieeie e 113
1.3. Transmissdao do virus da Raiva..........ccceeeriiiniininiiniiniiieneeecee 114
L4, RADIES VIFUS ..ottt ettt eseesaaeenseeennes 114
1.5, PatOlOZia ..c..eeeeiieiieeiieiie ettt 116
1.6, GlicOPIoteINa G .....ceieuiieiieiieeiieeie ettt et 118



1.7.  Glicoproteina G e sistemas de eXPressao .......cceevverveereeenveerieenieeenneennes 119

1.8. Poliedros de baculoVirus. ........coceevuerierieniiiiienieeneseee e 122
ODJETIVO .ttt ettt ettt ettt et s ate et e st e e teesabeenbeesnseenseesnseenne 124
Material € MELOAOS ...c..evuviruiiiiiiiiiiiereeee e 125

3.1. Virus e células utilizados ..........coceeveriiniiiiniieniiee 125

3.2. Construcdo do vetor pFastPH...........ccoooiieiiiiiiiiieee e, 125

3.3. Amplificagdo e clonagem do gene RVGP.........cccccoviiiiiinininnnn, 127

3.4. Construgao do vetor de transferéncia pFastPHRVGP...................... 129

3.5. Constru¢ado do bacmideo recombinante ¢ obtengao do baculovirus

recombinante VACPHRVGP ..o 130

3.6. Obten¢ao do baculovirus recombinante..............ccceeeeeueeeereeeenneennns 133

3.7. Confirmag¢do da presenca do gene RVGP no DNA do virus

VACPHRVGP...c..ooiiiiiiieeeee e 134

3.8. Andlise da expressao da proteina PHRVGP em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) € imuno-deteCCa0........cccureiriieerieeciiee e e eiee et 134
3.9. Purificagdo e andlise ultraestrutural de corpos de oclusdo de larvas de
Spodoptera frugiperda infectadas com VACPHRVGP............cccccveviiiininan 136
3.10. Andlise por microscopia confocal..........ccoevveeiiiniiiniienienieeeee. 137

ReESUIAAOS. .....eiuieiiieiieieeee s 139
4.1. Construcao do baculovirus recombinante VAcCPHGPV .................. 139
4.2. Andlise da expressdo de proteinas recombinantes em células de
INSEO INFECtAAS. ... eevieiiiiiiiieeee e 145
4.3. Purificagdo e andlise ultra-estrutural dos corpos de oclusdo isolados

do tecido adiposo de larvas de S. frugiperda infectadas com vVAcPHRVGPV



4.4. Analise por microscopia confocal.........cccoeceeeviieriiieniiienienieeeeee. 148

5. DISCUSSAO ..ttt ettt ettt ettt sttt ettt et sbeebe e e saeenaeas 151
6. POISPECTIVA ...ttt ettt ettt et 157
7. Referéncias bibliograficas .........ccceevveeiiieiiiiiieiieccee e 158
ATIEXO oottt et ettt e b e sat e et et e b e st e e b e eaees 169

Artigo publicado na revista Virology Journal

Barros MCES, Galasso TGCM, Chaib AJM, Degallier N, Nagata T, Ribeiro B. Yellow
fever virus envelope protein expressed in insect cells is capable of syncytium
formation in lepidopteran cells and could be used for immunodetection of YFV in
human sera. Virology Journal 2011, 8: 261-271.



FIGURAS

CAPITULOI
Figura 1: Estrutura dos baculovirus do género nucleopolyhedrovirus ......................... 23

Figura 2: Desenho esquematico mostrando o ciclo de infec¢do in vivo de uma larva de

lepiddptera infectada por um baculoViIrus .........ccceeeeciiieeiiiieriie e 24
Figura 3: ESbo¢O dO €XPerimento.........ccecuvieeiuiieeiiieeeieeeeieeeeieeesiieeeiveeeeaeeenvaeesnaeeeeens 30
TADCLA 1 ..t ettt et et 39
Figura 3: Niveis de citocinas em sobrenadantes de preparados de pulmao.................. 41

Figura 4: Produgdao de NO;3 no soro e NO;, em sobrenadantes de preparado de pulmao

...................................................................................................................................... 42
Figura 5: Indice fAgOCItATIO ...........ouoveveeeeeeeeeeeee e 44
Figura 6: Medicao da produg@0o de NO; ......cccoeiieiiiiiieiiieeieeieece et 45
Figura 7: Proliferacdo celular e perfil de concentragdo de citocinas..........ccceveeeennene 46
Figura 8: Andlise histopatologica de pulmao .........ccceeceeviiviieiinieniiiccceceee 48
Figura 9:Determinagao da concentrag@o flngica. .........ccceevveevuieeieeniienieeniienieeiie e 49
CAPITULO II

Figura 1: Esquema de replicacao do virus da Febre Amarela...........c.cccccvveveieennnennnee. 69

Figura 2: Amplificacao do gene do envelope do virus da febre amarela por RT-PCR 84
Figura 3: Clonagem gene env no vetor pPGEM-T Easy .......cccceeviviiviiieiiieiieeeeee 85
Figura 4: Clonagem do gene env no vetor de transferéncia pSynXIV VI'X3 ............. 86
Figura 5: Confirmagao da presenca do gene env no virus recombinante vSynYFE ..88

Figura 6: Construcao de virus recombinante e producdo da proteina E....................... 89



Figura 7: Deteccdo da proteina E em células de inseto infectadas pelo virus vSynYFE

Figura 8: Andlise estrutural e ultraestrutural de células de inseto infectadas com

vSynYFE mostrando formagdes sinciciais multinucleadas............cccceecveevieniieniennnnnn. 94
Figura 9: Imunoensaio de MAC-ELISA .......coooiiiiiiieieeeteee et 95
CAPITULO IIT

Figura 1: Diagrama da amplificacao e clonagem do gene da poliedrina (PH) modificado
em pFastBacTMl C eeeeeeeeeeeeeeeasteeeeesstteeeeatteeeeaanttteeeantteeeaatteeeeanaaeeeeatraeeeeannaeeeeannraeeenn 124
Figura 2: PIasmideo PGPV/PV ..ottt 125

Figura 3: Plasmideo pGEM-T Easy (Promega). Sitio de multiclonagem mostrado a

QITEIEAL ...ttt e b e et et e et e e s bt e et e bt et e e bt e e b e e naeeenteas 126
Figura 4 Sistema Bac-to-Bac de eXpressan ......ooevvieeciiieeiiieciie e 129
Figura 5 Amplificacdo do gene RVGP por PCR.........cooooiieiiiieiiieeee 138
Figura 6 Construcao do plasmideo pPGEMRVGP e digestao com Ncol....................... 139

Figura 7 Confirmagdao da clonagem do gene RVGP no plasmideo pFastPH dando

origem a0 PFastPHRVGP.........c.cccoiiiii e 140
Figura 8 Confirmagdo da constru¢ao do bacmideo BacPHRVGP .............................. 141
Figura 9 Presenca de RVGP no DNA viral de BV de vVACPHRVGP ......................... 142
Figura 10 Anélise da expressao da proteina recombinante ............cccceeevveeeenieenneeennne. 144

Figura 11 Purificagdo e analise ultra-estrutural dos corpos de oclusdo VACPHRVGP nas
larvas infectadas de S. frugiperda..........coccuieeiiiieiiiiceee e 145
Figura 12 Imunodetec¢ao da proteina RVGP e analise estrutural de células infectadas

pelo inseto VACPHRVGP .......oooviiiiie ettt 147



“Quem tem um Pai que esta no céu, e uma Miae que esta no

mar, pode enfrentar o mundo sem ter medo de tombar”
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RESUMO

Baculovirus sao virus de DNA originalmente utilizados apenas como controle
biologico por serem capazes de eliminar insetos-praga associados a agricultura. Nas
décadas de 70 e 80, seu potencial como ferramenta para expressdo de proteinas
heter6logas comegou a ser explorado e hoje baculovirus podem ser aplicados para
expressar antigenos de uso vacinal ou diagnostico e até mesmo podem ser utilizados
como vetores de terapia génica e vacinas de DNA. Sua biosseguranga ¢ garantida pelo
fato de nao serem capazes de se replicar em células de mamifero, entretanto estudos
comprovam que sao capazes de entrar nessas células e produzir algumas proteinas
virais. Apresentam ainda capacidades imunoestimulatérias € o estudo da interagdo
baculovirus-saide humana se torna cada vez mais importante com o aumento das varias
aplicacdes biomédicas do uso desse virus. Esta tese teve como objetivos, avaliar os
efeitos imunolodgicos e a seguranga dos baculovirus para vertebrados e o seu uso como
vetores de expressdo para producdo de insumos biotecnoldgicos pela expressao das
proteinas dos envelopes dos virus da Febre Amarela e Virus da Raiva. Para avaliar os
efeitos imunoldgicos em vertebrados, foi realizada a inoculagdo intranasal de
camundongos BALB/c com os dois fenotipos (ODVs contidos nos corpos de inclusao
poliédrica, OB ou PIB e virus extracelular, BV) dos baculovirus AcCMNPV ¢ AgMNPV.
Foi demonstrado que os baculovirus sdo capazes de modular a resposta imune de
mamiferos in vivo ¢ in vitro. BVs ou PIBs de AgMNPV podem aumentar uma resposta
de células Thl e podem ser considerados mais tuteis como vetores de vacinagdo ou
adjuvantes imunologicos do que AcMNPV. AgMNPV na forma selvagem ou
recombinante, pode ser também utilizado para alterar o tipo de resposta adaptativa
desenvolvida. Com relagdo a expressao de proteinas heterdlogas em células de inseto, os

genes da proteina do envelope (E) do virus da Febre Amarela (YFV) e da glicoproteina

15



G (RVGP) do virus da Raiva foram introduzidos no genoma de um baculovirus e
expressas em células de inseto. Tanto a proteina recombinante E (derivadas de YFV)
como a proteina RVGP (derivada do virus da Raiva) fusionada a proteina poliedrina de
baculovirus foram antigenicamente similares as proteinas dos virus selvagens,

mostrando potencial para uso diagnostico ou vacinal.
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ABSTRACT

Baculoviruses are DNA viruses originally used only as a biological control because they
are able to eliminate insect pests associated with agriculture. In the 70's and 80's, its
potential as a tool for expression of heterologous proteins began to be explored and
today it can be applied to express vaccine or diagnosis antigens and can even be used as
vectors for gene therapy and DNA vaccines. Its biosafety is guaranteed by the fact of
not being able to replicate in mammalian cells but studies show that they are able to
enter this cells and produce some viral proteins. They also present immunostimulating
capabilities and the study of human health-baculovirus interaction becomes increasingly
important with the increasing number of biomedical applications of using this virus..
This thesis had as objectives, to evaluate the immunological effects and safety of
baculoviruses for vertebrates and to use baculoviruses as expression vectors for the
production of biotechnological products by the expression of envelope proteins from
yellow fever virus and Rabies Virus., In order to evaluate the effects of baculovirus in
the immune system of vertebrates, intranasal inoculation of BALB / ¢ mice with both
phenotypes (ODVs in polyhedral inclusion bodies, OB and extracellular virus, BV) of
AgMNPV and AcMNPV baculovirus was performed. It was shown that baculovirus
was able to modulate the immune response in mammals in vivo and in vitro. BVs or
PIBs of AgMNPYV can increase a Thl response and may be more useful as vectors for
vaccination or immune adjuvants than AcMNPV. Wild or recombinant AgMNPV can
also be used to change the type of adaptive response developed. Regarding the
heterologous expression of proteins in insect cells, the the envelope protein gene of
Yellow Fever virus and the glycoprotein G gene of Rabies virus were introduced into
the genome of a baculovirus e expressed in insect cells. Both the recombinant proteins

(E derived from YFV and RVGP derived from Rabies virus and fusioned with
17



polyhedrin of baculovirus) were shown to be antigenically similar to the wild type

proteins , showing potential to be used for vaccine development or diagnosis.
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Breve Introducao Geral

Este trabalho encontra-se dividido em trés capitulos e cada capitulo refere-se aos
resultados obtidos de linhas de trabalho diferentes desenvolvidas no periodo deste

doutorado: O primeiro capitulo refere-se aos baculovirus, virus de inseto utilizados

como agentes de controle bioldgico e bastante usados como vetores de expressdao de
proteinas heterdlogas em células de inseto, transdu¢do de DNA em células de
mamiferos e como possivel vetor para terapia génica. No primeiro capitulo serd descrito
o trabalho sobre a resposta imunolédgica de camundongos inoculados com diferentes
baculovirus visando avaliar a seguranga desse virus em modelo animal. O mesmo virus
foi utilizado em estratégias diferentes de expressdao de proteinas heterdlogas em células

de inseto no segundo e terceiro capitulos. Baculovirus foram utilizados na expressao da

proteina do envelope do virus da Febre Amarela em células de inseto no capitulo 2 € em

uma nova estratégia para expressao e obtencdo da glicoproteina G do virus da Raiva no

capitulo 3.
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CAPITULO I
Efeitos imunoldgicos de dois baculovirus (AcMNPYV e
AgMNPYV) nas duas formas fenotipicas (virus
extracelular — BV e virus derivado de oclusao, ODYV,
envolvidos por corpos de inclusao poliédrica — PIBs)

em modelo murino 7n vivo e in vitro.

1. Introducao

Baculovirus sao virus de DNA dupla fita (80-180Kpb) altamente especificos e
capazes de replicagdo apenas em hospedeiros artropodes (Airenne et al., 2000). Por
serem virus de inseto, foram primeiramente estudados como possiveis agentes de
controle biologico de insetos-praga associados a agricultura (Castro et al.,1999). Sua
utilizacdo como ferramenta para expressdao de proteinas heterdlogas surgiu a partir do
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante nas décadas de 70 e 80 (Smith et
al.,1983). Desde entdo, milhares de proteinas de interesse agrondmico, médico e para
pesquisa basica foram expressas em células de inseto (Grabherr et al.,2010). Sua ampla
utilizacdo como vetores de expressao de proteinas oriundas de diferentes organismos
(O'Reilly et al.,1992) possibilitou a ampliagdo de sua gama de aplicagdes em
biotecnologia ndo apenas como um agente de controle bioldgico, mas também como
vetores de expressao e de agentes de entrega de gene in vivo e aplicagdes ex vivo (como
na medicina regenerativa e transdugdo de células-tronco). A recente aprovacao do uso
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de baculovirus pela Agéncia Européia de Medicamentos (EMEA) para a produgdo de
vacinas prepara o caminho para o uso de baculovirus também em terapia gé€nica

(Airenne et al., 2000).

1.1. Baculovirus e células de mamifero

Baculovirus sdo capazes de transdu¢do em mais de 40 tipos de células de
mamiferos, cuja origem varia de suinos, roedores e mamiferos em geral ao ser humano.
Muitas linhagens de células normalmente utilizadas, bem como culturas primarias sao
eficientemente transduzidas (Kost et al., 2002). Portanto, baculovirus recombinantes
representam uma ferramenta biotecnoldgica poderosa para entrega de genes de interesse
em cé¢lulas de mamiferos, e também possuem vdrias vantagens para a entrega génica em
células de mamiferos especialmente quando a transducdo viral ¢ comparada com a
forma mais comumente utilizada de entrega génica, transfeccdo por lipossomos

(Hofmann et al., 1995).

1.2. Classificacdo de baculovirus

Taxonomicamente, os baculovirus sdo nomeados de acordo com a espécie do
hospedeiro do qual foram inicialmente isolados e sdo agrupados na familia
Baculoviridae. Originalmente eram divididos em dois géneros: Nucleopolyhedrovirus
(NPV) e Granulovirus (GV) (Castro et al.,1999).

A principal diferenca morfologica entre esses dois grupos esta na morfologia do
corpo de oclusao viral. Nos baculovirus, os virions encontram-se oclusos em uma
oclusdo cristalina de natureza protéica , denominada corpo de oclusao OB ("occlusion

body"). Os NPV (Nucleopolyhedrovirus) t€ém um corpo de oclusdo que contém varios
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virions, sendo chamado de poliedro, composto principalmente, pela proteina poliedrina.
Os GVs (Granulovirus) apresentam, na maioria das vezes apenas um virion dentro de
um corpo de oclusdo pequeno, chamado granulo, raramente podendo apresentar dois a
tr€s virions por granulo (O’'Reilly et al.,1992; Crook ,1991). O granulo mede cerca de
0,3 x 0,5 um sendo menor do que os poliedros que podem chegar de 0,15 a 15 pm em
diametro (Bilimoria, 1991). Representando aproximadamente 95% do contetido do
corpo de oclusdo nos NPVs, a poliedrina ¢ uma proteina de cerca de 29.000 daltons e
possui massa molecular similar ao da granulina, componente principal do corpo de
oclusdao dos GVs.

A taxonomia do baculovirus foi atualizada e, na nova classificagdao, a familia
Baculoviridae ¢ dividida em 4 géneros distintos: Alphabaculovirus (NPVs de
lepidopteros), Betabaculovirus (GVs de lepidopteros), Gammabaculovirus (NPVs de

himenopteros) e Deltabaculovirus (NPVs de dipteros) (Rohrmann, 2008).

1.3. Estrutura do baculovirus

A estrutura morfoldgica do virion ¢ de onde se origina o termo baculo da familia
Baculoviridae. A origem da palavra vem do latim baculum que significa bastdo,
caracterizando a forma do nucleocapsideo das particulas virais desta familia (Fields et
al.,2001). O nucleocapsideo possui de 40-50nm de didmetro e 200-400 nm de
comprimento, podendo ser extendido para acomodar genomas maiores no caso de
insertos de DNA em virus recombinantes (O'Reilly et al.,, 1992). O genoma viral ¢é
composto por DNA fita dupla, circular, superenovelados, variando em tamanho de 80 e
200 kilobases (Kb) (Arif, 1986). Em apenas um unico ciclo de infec¢do, os baculovirus
apresentam dois fenotipos distintos, o que o faz se destacar dentre os virus conhecidos.

Os dois fenotipos variam de acordo com o modo de disseminagdo do virus: o virus
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extracelular BV ("budded virus") ¢ responséavel pela transmissdo do virus de célula a
célula, dentro do mesmo inseto; ja o virus derivado da oclusdo ou ODV ¢ envolto pela
proteina poliedrina e outras proteinas formando o corpo de oclusdo OB ("occlusion
bodies") € responsavel pela transmissdo horizontal do virus, ou seja, na transmissao do

virus de inseto a inseto (Smith et al.,1983) (Figura 1).

1.4. Modo de infeccao

A infeccdo pelos baculovirus comeg¢a quando o inseto ingere alimento
contaminado com o virus na forma ocluida, o OB (poliedro no caso de NPV e granulo
no caso de GV) constituindo a rota natural de infeccdo. O OB pode ter um ou mais
virions que se encontram protegidos do meio ambiente e da degradacdo ambiental pela
matriz protéica cristalina que os envolve (Benz, 1986). Uma vez ingeridos por uma
larva susceptivel, seguem pelo trato intestinal até chegar ao intestino médio onde o
ambiente ¢ altamente alcalino (pH 9,5 a 11,5) o que leva a dissolugdo do OB e liberacao
das particulas virais. Essas particulas virais ddo inicio a infec¢do das células colunares
epiteliais do intestino médio pela fusdo dos nucleocapsideos virais com a membrana das
microvilosidades (Horton, 1993). Essa infeccdo ¢ denominada primadria e, a partir da
replicagdo dos virus no intestino e producdo de novas particulas virais do tipo BV, ¢
estabelecida a infec¢do secundaria, ou seja, a disseminacdo do virus para os outros
tecidos do inseto que serdo infectados subseqlientemente (Volkman, 1986). Outra rota
para infeccdo das diferentes células do inseto ¢ a passagem direta do virus pelo
citoplasma das células intestinais e a infeccdo das células da traquéia ou da hemolinfa
apos passagem pela lamina basal (Engelhard et al.,1994).

A infecgdo entdo se espalha rapidamente e ocorre a manifestacdo dos sintomas

mais tipicos de infec¢do por baculovirus: clareamento da epiderme pelo acimulo de
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virus nos nucleos das células adiposas da epiderme, parada no desenvolvimento larval e
diminuicdo de movimentos. A perda de apetite acontece no final da infec¢do e ¢ seguida
da morte do inseto (Federici, 1997). Quando a larva do inseto infectado morre, ocorre
desintegracdo do seu tegumento e conseqiiente liberacdo dos OBs no ambiente, que

podem entdo ser ingeridos por outras larvas de inseto (Figura 2).
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Baculovirus
Multiple nucleopolyhedrovirus - MNPV

Budded virus Virus ocluso Corpo de oclusio

Figura 1: Estrutura dos baculovirus do género nucleopolyhedrovirus. A) Micrografia eletronica de
transmissdo mostrando multiplas particulas virais envelopadas (ODV) no interior de um poliedro do virus
AcMNPV (Bergmann M. Ribeiro, dados ndo publicados). B) Esquema da organizacdo interna do
poliedro, mostrando os diferentes fenotipos caracteristico dos baculovirus, o budded virus, o virus ocluso

e o corpo de oclusdo. Adaptado de http://en.wikipedia.org/wiki/Baculovirus
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B) Intesting médio
C) Baculavirus nas celulas de inseto
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A) Ingestao de poliedros

D) Saco de poliedros

E) Foliedroz no ambiente

Figura 2: Desenho esquematico mostrando o ciclo de infec¢do in vivo de uma larva de lepidoptera
infectada por um baculovirus. Em (1) ocorre a ingestdo de poliedros pela larva do inseto e, depois de
ingeridos, estes seguem pelo trato digestivo (2) até chegarem ao intestino médio e sofrem dissolugdo pelo
baixo pH e liberam as particulas virais. Com a passagem pela membrana peritrofica, o virus pode infectar
células colunares (caracterizando a infeccdo primadria) e, em seguida, partir para infectar outros tipos
celulares permitindo a disseminacgao do virus pela hemolinfa (caracterizando a infec¢do secundaria) (3). A
infec¢do se espalha, causando a morte da larva (4) e ela se torna um “saco” de poliedros que, quando se
rompe, libera os poliedros no ambiente tornando-se fonte de infeccdo para outras lagartas (5). Arquivo

pessoal, autoria Maria Creuza Barros.
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1.5. Baculovirus Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e Anticarsia gemmatalis

multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV)

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) cada
género viral contém uma espécie-tipo e o Autographa californica multicapsid
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) ¢ a espécie-tipo dos NPVs (Fauquet et al.,2005). O
AcMNPV ¢ o baculovirus mais estudado em nivel molecular (Rohrmann, 2008) e este
virus foi primeiramente isolado da lagarta Autographa californica, e ¢ capaz de infectar
diferentes insetos da ordem lepidoptera. O principal modelo de estudo hoje associado ao
AcMNPV ¢ na infeccdo de cultura de células de inseto derivadas de Spodoptera
frugiperda e Trichoplusia ni (Williams & Faulkner, 1997). Por ser a espécie-tipo, o
modelo de replicagdo de AcCMNPYV ¢ caracterizado e aceito como modelo para os outros
baculovirus. Entretanto, outro baculovirus, Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) ¢ o baculovirus utilizado no maior programa de
utilizagdo viral para controle bioldgico de uma praga e esta estabelecido no Brasil para o
controle da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) a principal desfolhadora desse tipo

de cultivo (Moscardi, 1999).

1.6. Aplicagdes do Baculovirus e seguranca de manipulagcao

Diferentes genes foram introduzidos no genoma dos baculovirus visando a
melhoria de sua patogenicidade a seus hospedeiros. As modificagdes incluem a
introdug@o de genes de toxinas heterdlogas que melhoram a atividade inseticida e que
diminuem o tempo de induzir a morte do inseto, quando comparado ao virus selvagem.

Os genes heterdlogos utilizados até o momento sdo derivados de diferentes organismos
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como fungos, escorpides, aranhas, anémonas do mar e de bactérias (Gramkow et
al.,2010). Como o objetivo ¢ utilizad-los em larga escala no campo, ¢ necessario
estabelecer se sdo seguros em sua aplicagdo e, para isso, ¢ necessdrio estabelecer a
seguranga dos virus selvagens, ainda ndo modificados com proteinas heterdlogas.

Baculovirus sd3o considerados seguros para a manipulagdo humana,
especialmente em se tratando de testes in vitro. Ao contrario dos virus humanos, os
baculovirus sdo incapazes de se replicar em células de mamiferos devido a auséncia ou
da limitada transcricdo de seus principais genes reguladores (Tani ef a/.,2003). Na
maioria dos casos, os genes do AcCMNPYV ou ndo sdo expressos ou s3o expressos em um
nivel extremamente baixo (Liu ef al.,2007). Apds a entrada em células de mamiferos,
baculovirus produzem pouca ou nenhuma citotoxicidade microscopicamente
observavel, mesmo utilizando uma alta multiplicidade de infeccio (MOI) (Kost et
al.,2005).

Assim sendo, um modelo de estudo utilizando camundongos que fornega
indicios de que a seguranga do uso dos baculovirus (ja atestada in vitro) se estende para
as aplicacdes in vivo serve de base para que a utiliza¢do destes seja ampliada ndo sé no

uso como controle bioldgico mas na area de saude.

1.7. Baculovirus e o sistema imunologico

Baculovirus (em especial da espécie AcMNPV) demonstraram capacidades
imunoestimulatorias para induzir a expressdo ou promover a liberacdo de diversas
citocinas inflamatérias em modelos murinos e em células de mamifero. Esta
propriedade ¢ mediada pela resposta imune inata, como macrofagos e ativagdo do
sistema complemento através da via classica de ativacao (Hofmann,1998). As principais

citocinas produzidas pela presenga dos baculovirus sdo: fator de necrose tumoral alfa
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(TNF-a)) (Beck et al.,2000) e interferons do tipo I (IFN-a/B) (Gronowski et al.,1999),
ambos contribuindo para a resposta inflamatoria local e defesa antiviral
respectivamente. Estas citocinas pro-inflamatorias e IFN Tipo-I sdo produzidas através
de vias de ativacdo dependentes e independentes do receptor toll-like (TLR) 9 (Abe et
al., 2005, Abe et al.,2009). Depois de ser injetado no organismo, o AcMNPV pode
provocar significativa resposta imune inata, modulando o sistema imunologico de
camundongos in vivo € in Vvitro.

Esta propriedade tem sido explorada para proteger cobaias de um desafio letal
com o virus da encefalomiocardite (Gronowski et al.,1999), e virus da gripe (Abe et
al.,2003). O AcMNPV pode ainda induzir imunidade adaptativa, caracterizada como
uma resposta imune especifica contra os produtos dos genes virais, tanto o gene
heter6logo expresso nas células ou genes virais do proprio baculovirus como
anteriormente mostrado com gene p39 (Abe et al., 2005 , Pieroni et al.,2001).

Muito pouco se sabe sobre os efeitos dos poliedros de baculovirus quando em
contato com células de mamiferos in vivo, a maioria dos estudos tém sido realizados
com a forma do virus extracelular (BVs) do AcMNPV. Tomando como base que
poliedros de AgMNPYV sao largamente aplicados como controle bioldgico no Brasil (por
exemplo, em 2003, mais de 2 milhdes de hectares de plantacdes de soja foram tratadas
com este virus -Moscardi, comunicagdo pessoal), os efeitos da exposi¢do humana a
uma quantidade tdo grande de poliedros ¢ um assunto relevante e de interesse cientifico.

Apesar de baculovirus serem incapazes de se replicar, eles t€ém a capacidade de
entrar nas cé€lulas de mamiferos. Portanto, existem algumas preocupagdes sobre seus
efeitos sobre a saide humana, especialmente entre aqueles individuos que estdo em

contato continuo com baculovirus na agricultura ou no laboratério.
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2. Objetivo

Avaliar os efeitos de baculovirus no sistema imunologico de camundongos,
através da inoculag¢do intranasal de camundongos BALB/c com os dois fenotipos
(ODVs contidos nos corpos de inclusdao poliédrica, OB ou PIB e virus extracelular, BV)

dos baculovirus AcCMNPV e AgMNPV.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados 5 camundongos BALB/c com aproximadamente 6-8 semanas de
idade para cada grupo de experimentacdo. Os animais foram fornecidos pelo biotério da
faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo - USP (Campus de
Ribeirdo Preto) e mantidos no alojamento de animais da Faculdade de Medicina /
Faculdade de Saude (FM/FS) da Universidade de Brasilia (UnB), com alimentacao e
agua ad libidum e ciclo de claro e escuro (+-12 horas). Para eutanésia, os animais foram
inicialmente anestesiados com éter e em seguida sacrificados por deslocamento cervical.

Os procedimentos realizados estdo de acordo com os procedimentos aceitos pelo
Comité Brasileiro de Etica Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica

no Uso de Animal da Universidade de Brasilia (CEUA/UnB).

3.2. Inoculagdo intranasal e retirada e armazenamento de 6rgaos

Os camundongos BALB / ¢ foram inoculados por via intranasal com PBS ou com os
dois fendtipos (OBs e BVs) dos baculovirus AcCMNPV e AgMNPV, com duas doses em
intervalos de 2 semanas. Os animais foram inicialmente anestesiados com éter e em
seguida sacrificados por deslocamento cervical apds 15 dias a partir da Gltima dose de
inoculacdo. Imediatamente apds o deslocamento cervical, foram realizados os seguintes
procedimentos: a) coleta sanguinea em tubos plasticos de 1,5mL (Eppendorf). As
amostras sanguineas foram deixadas em repouso por 2h. Em seguida foram

centrifugadas a 4000g durante 10 minutos. Os soros gerados foram separados em tubos
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plasticos de 1,5mL e, em seguida, armazenados a -20°C para futuros ensaios; b) uma
ampla incisdo longitudinal na parede abdominal foi realizada em ambiente estéril (fluxo
laminar) e em seguida foi realizada a retirada de 6rgdos (pulmio e baco) para futuros

ensaios. Macrofagos peritoneais foram coletados para anélise sequencial.

MOCE{‘ -E‘_r-:') Bago
Co— *Proliferagdo
Experimento BVAC celular Pulm3o
in wvo *Produgdo de *Imunohistoquimica
o citocinas *Imunopatologia
A f 3 «Produgio de
( P - /( )I"E) gitocinas
ﬁ“ s Producio de
L‘/éf}' “Western blot
Experimento §
in vitro " Estmuloem Baco
NP placa: *Proliferacao celular
& s a8 o~ oy -Produg3o de citocinas
(J"“‘EH ‘ﬁ;ﬁ{ N A Macréfagos |
C="" ,(.‘)‘3‘ et -BVAg peritoniais Modelo
r[—ﬁu'%’ ,Z"E) -PalAc Ensaio de =Grafico CFU
e — - *PolAg fagocitose | *Histopatolégico

Figura 3 — Esboco dos experimentos com camundongos in vivo e in vitro.

3.3. Preparagdo do tecido para Histopatologia e Imunohistoquimica

Amostras de pulmdo foram fixadas em formol tamponado a 10%, incluidas em
parafina e os cortes consecutivos de Smm foram obtidos para analises histopatologicas
(coloragdo por hematoxilina e eosina — HE) e imunohistoquimicas (coloracao utilizando

marcacao por anticorpos).
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3.4. Imunohistoquimica

Amostras de pulmio previamente incluidas em parafina foram seccionadas com
Smm de espessura e recolhidas em laminas de vidro revestidas de gelatina. As amostras
foram imersas em 3mM tampdo citrato (pH 6,0) por 10 minutos a 120°C para a
recuperacdo antigénica. Posteriormente, os cortes foram incubados em 3% de soro e
depois com um dos seguintes anticorpos (monoclonais e policlonais): mouse anti-
human CD4 (M0716, Dako), CD8 (M1703, Dako) e CD25 (M0742, Dako), anticorpos
monoclonais produzidos em camundongos e fornecidos pela empresa Dako (Glostrup,
Dinamarca); goat anti-human CXCR3 (C-20; sc6226, Santa Cruz), CCR1 (C-20,
sc6125, Santa Cruz), CTLA-4 (C-20, sc6226, Santa Cruz) anticorpos policlonais
produzidos em cabras fornecidos pela empresa Santa Cruz Biotechnology. Todos os
anticorpos foram diluidos em PBS-BSA a 1:100. Ap6s a incubagdo com os anticorpos
primarios, as laminas com os tecidos seccionados foram incubadas com anticorpos
biotinilados por 20 minutos e depois com complexo avidina-biotina de acordo com as
instrugdes do kit LSAB-HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca). Controles negativos foram
obtidos pela omissdo dos anticorpos primarios e, apds a lavagem com reagente do kit, as

laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer.

3.5. Contagem de c¢lulas e andlise estatistica

Para a contagem das células positivamente marcadas foi utilizado um microscépio
binocular (AxiolabZeiss) associado a ocular com reticulo de integracdo quadrado em
forma de rede (CARL ZEISS-4740680000000 Netzmikrometer-12.5x). Todas as células
foram contadas em cinco campos consecutivos sob a objetiva de 40X. Com este

aumento (40X da objetiva e 10X da ocular), cada campo tem uma area igual a 0.015625
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mm?; assim uma 4rea total igual a 0,078125 mm? foi analisada em cada espécime. Os
resultados foram expressos como a média de células positivas + desvio padrao (SD) de
n observagdes por mm”. Todos os experimentos foram repetidos trés vezes de forma
independente. Todos os calculos e plotagem foram feitos utilizando o programa
GraphPad PRISM versao 4.0 (Graph Pad Software for Science, San Diego, CA, EUA).
Valores P foram consideradas significativos quando P <0,05. Todos os valores sdo

médias = S.E.M.

3.6. Citocinas no pulmao ou no sobrenadante de cultura de células

As citocinas produzidas pelas células do pulmdo, ou presentes no sobrenadante da
cultura de macrofagos ou de células do bago foram testadas por ELISA. Os pulmdes dos
animais inoculados e ndo inoculados foram pesados, homogeneizados em 1,0 ml de
PBS frio e os sobrenadantes coletados. Os macrofagos ou células do baco foram
cultivados por 24h ou 48h, respectivamente, e os sobrenadantes foram coletados. As
citocinas interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-
10 (IL-10) e interleucina-12 (IL-12) foram analisadas segundo as recomendacdes do
fabricante (BD Biosciences Pharmigen, EUA). As concentragdes de citocinas foram
determinadas conforme protocolo abaixo descrito, através de curvas padrdo com

diluicoes seriadas de IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-12 e expressa em pg /mL.

3.7. Medicao das concentracdes de citocinas

Os orificios da placa de ELISA foram sensibilizados com 100uL de anticorpo de
captura (anti-TNF-a ou anti-IFN-y ou anti-IL-10 ou anti-IL12 de camundongo), diluido

1:250 em tampao de ligagdo (carbonato de sédio 0,1M pH 9,5) e incubada por 12 horas
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a 4°C. A seguir os orificios foram aspirados e lavados 3 vezes com 300 pL de tampao de
lavagem (tampao fosfato com 0,05% tween 20). Depois da ultima lavagem, a placa foi
seca em papel absorvente. A seguir os orificios foram bloqueados com 200 pL/orificio
de diluente de ensaio (tampao fosfato com 10% de soro bovino fetal inativado — BSF,
pH 7,0) e incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Depois da incubagao os orificios
foram novamente lavados como descrito anteriormente ¢ 100 pL de cada concentra¢do
da curva padrdo e das amostras foram distribuidas nos orificios apropriados, e a placa
foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Um novo ciclo de 5 lavagens foi
realizado utilizando tampao de lavagem e 100 puL do anticorpo de detecgdo (especifico
para cada tipo de anticorpo de captura) de camundongo biotinilado (diluido 1:25) foi
adicionado em cada orificio, e a placa foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente.
Um ciclo de 5 lavagens foi realizados e 100uL do reagente enzimatico diluido 1:250
(conjugado de peroxidase e estreptavidina de coelho) foi adicionado em cada orificio. A
placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, e em seguida lavada por 7
vezes com o tampao de lavagem. Para a revelagdo da reacdo foi adicionado 100 pL da
solugdo de substrato (tetrametilbenzidina) e incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente e no escuro. A reacdo foi interrompida com H,SO4 2N e a leitura realizada em
filtro de 450nm. Os resultados foram expressos em pg/mL de citocinas comparando-se a
densidade dtica (O.D.) com uma curva padrao feita com a dosagem (BD Biosciences

Pharmigen, USA).

3.8. Dosagem de 6xido nitrico

O Oxido Nitrico (NO) decompde-se espontaneamente em nitritos (NO,-) e nitratos
(NOs-) no meio de cultura e a producdo de NO;- pelos macréfagos pode ser dosada por

ensaio colorimétrico baseado na reagdo de Griess (Green et al, 1981). Para esta dosagem
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foi adicionado aos sobrenadantes da cultura dos macréfagos o mesmo volume do
reagente de Griess, que continha NEED 0,1% (N-(1-Naphthyl)ethyl-enedinamine —
Sigma Chemical, lote 23H0262, USA) e sulfanilamida 1% (Vetec, lote 020698, Brasil)
diluida em acido fosforico (H;PO4) a 5% (Vetec, lote 072353, Brasil). As amostras
foram lidas em leitor de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay -
Enzimaimunoensaio) com filtro de 540nm usando um leitor de microplacas. Os
resultados foram expressos em pM de NO,- por 3 x 10° células apos 24h de incubagio,
comparando-se a O.D. do experimento com a O.D. da curva padrao de NO,- feita junto
com o0 experimento e que variou de 3,125 a 200,0 uM (Green et al, 1981). Todas as
determinagdes foram realizadas em duplicata.

A dosagem de NO no soro dos animais foi realizada através de reducdo enzimatica do
NOs- em NO;- pela enzima nitrato redutase. Os soros foram diluidos (1:5 em agua
destilada) e aliquotas de 50uL foram incubadas com o mesmo volume do tampao nitrato
redutase (fosfato de potassio 0,1M pH 7,5 contendo ImM NADPH, 10mM FAD e 4U
nitrato redutase/mL), por 12 horas, a 37°C. A curva de nitrato foi também incubada com
tampao redutase. A concentragdo do nitrito foi determinada pela reacao colorimétrica de

Griess. Os resultados foram expressos em uM de NOs- +-S.E.M.

3.9. Indice fagocitario

Macréfagos peritoneais de camundongos nio inoculados, na concentragio de 1 x 10°,
foram cultivados por 24h em microplacas de 24 orificios contendo laminulas. As
analises de cada condi¢do analisada foram realizadas em triplicadas, sendo que em uma
os macrofagos foram estimulados apenas com tampao fosfato, e as demais incubadas
com BVs de AcMNPV (10%), BVs de AgMNPV (10°), poliedros de AcMNPV (10%) ou

com poliedros de AgMNPV (10%) por 24h. Em seguida todos os orificios foram
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incubados com leveduras de Saccharomyces cerevisiae na concentragdo 3 x 10° células
por pogo, sensibilizadas com 10% de soro fresco de camundongo e incubadas em
camara umida a 37°C e atmosfera contendo 5% CO,. Apdés 30 minutos, os
sobrenadantes foram coletados, as leveduras retiradas (por centrifugacio) e congelados
a -20°C para posterior dosagem de citocinas e as células foram lavadas com meio
RPMI1640 para remover leveduras ndo fagocitadas. As células foram fixadas com
metanol absoluto e coradas com solucdo de Giemsa a 20% tamponada. Foram
analisadas 200 células de cada preparagdo com objetiva de imersdo (100x). O
experimento foi realizado em triplicata. A capacidade fagocitaria foi expressa pelo
percentual de fagocitos envolvidos na fagocitose, pelo numero médio de leveduras
fagocitadas por fagdcito e pelo indice fagocitario, produto destas duas determinacdes
(IF = % Fagocitos envolvidos na fagocitose x média de leveduras fagocitadas.) (Shaw &

Griffin, 1981).

3.10. Ensaio de proliferagdo celular ¢ medi¢do da concentracdo de

citocinas

Apos a eutandsia e retirada do bago, células do bago de animais ndo inoculados foram
utilizadas em cultura para avaliar a proliferagdo celular. As células foram separadas em
meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), suplementado com 2mM L-
glutamina, ImM piruvato sodico, 5% aminoacidos ndo-essenciais (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO), estreptomicina 2M (100 mg / mL) e 5% soro fetal bovino (FBS). As
células foram lavadas duas vezes em RPMI sem soro, contadas, adicionadas a placas de

96 pogos de fundo chato, em volume de 100uL, em triplicata, na concentragdo de 3 x

10° células / pogo. As células foram adicionados 100 uL de meio de cultura RPMI 1640
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(SIGMA) contendo o mitégeno inespecifico Con-A (Concanavalina A) (4 mg / mL,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). As células foram estimuladas apenas com tampao
fosfato ou entdo com BVs de AcCMNPV (10°), BVs de AgMNPV (10°), poliedros de
AcMNPV (10°) ou com poliedros de AgMNPV (10%). Os experimentos foram
realizados em triplicata em um volume final de 200 pL / poco. As células foram
incubadas por 60 horas a 37 °C com 5% de CO,, e, 12 horas antes do término da
incubagdo, ImCi de timidina tritiada [3H] TdR (Im Ci/mL) (Amersham, Arlington
Heights, IL) foi adicionado as culturas. Apos este periodo, as células foram coletadas e
a incorporacao da timidina tritiada foi determinada pela radiacdao liberada medida em
contador de cintilagdo liquida (Beckman Instruments). Os resultados foram expressos
como média das contagens de pulsos por minuto (CPM).

Sobrenadantes de células do bago de cultura dos grupos experimentais foram utilizados
para a detecg¢do da producao de citocinas. As citocinas interleucina-10 (IL-10), -12 (IL-
12), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y) foram medidos como

descrito acima.

3.11. Modelo de infec¢cao de Paracoccidioides brasiliensis

A forma de levedura do isolado virulento de P. brasiliensis 18 obtida da colecao do
Laboratdrio de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia (UnB) foi utilizada para
os ensaios de infec¢do. O fungo foi cultivado em meio liquido YPD (2% peptona, 1%
de extrato de levedura , 2% de glicose) a 36°C em um agitador rotativo (220 rpm)
durante cinco dias. Apos este periodo, uma suspensao de células de P. brasiliensis foi
separada dos grumos por agitacdo mecanica, lavadas com tampao fosfato salino estéril

0,IM (PBS pH7,2) e ressuspendidas para se obter uma concentragio de 10° células
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vidveis / mL. A viabilidade das células foi determinada usando o corante Janus Green B
vital dye (Merck, Darmstadt, Alemanha) segundo protocolo de Berliner & Reca, 1966.
100 pL desta solugdo foram inoculados via intratraqueal em cada animal. Apds 30 dias
de infec¢do, o tratamento com baculovirus na forma poliédrica e com o controle
negativo de PBS foi iniciado por via intranasal. Camundongos foram divididos em
quatro grupos (5 animais por grupo): grupo I-camundongos nao-infectados e nao-
tratados (grupo nao-infectado), grupo II - camundongos infectados com Pb e tratados
com solug¢do salina 0,9% (grupo infectado), grupo III - camundongos infectados com Pb
e tratados com 2 doses de 10° poliedros PIBAc com 2 semanas de intervalo;. grupo IV -
camundongos infectados com Pb e tratados com 2 doses de 10° poliedros PIBAg com 2
semanas de intervalo Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical apds 15
dias a partir da ultima dose de tratamento. Pulmdes foram coletados para andlise

sequencial.

3.12. Concentragao fingica

A concentragdo fungica nos pulmodes foi medida pelo nimero de UFC (unidades
formadoras de colonia) de P. brasiliensis por grama de tecido pulmonar. Fragmentos de
pulmao dos grupos acima descritos foram homogeneizados em 1,0 mL de PBS gelado
(pH 7,2). Um total de 100uL dos homogeneizados foram semeados em meio BHI agar
(Infusdo cérebro/coracdo, suplementado com 4% (v/v) de soro de cavalo, 5% (v/v) de
filtrado de cultura de P. brasiliensis 192 (Pb192) (Singer-Vermes, 1992) , 40 mg/ L de
gentamicina (Gentamycin Sulfate, Schering- Plough). As placas foram incubadas a 36 °
C, e o nimero de colonias foram contadas apds incubagdo de 7-21 dias em sacos
plésticos para evitar desidratagdo. Resultados foram expressos em nimero de UFC =+

desvio padrao da média (SEM) por grama de tecido pulmonar.
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4. Resultados

4.1. A influéncia do baculovirus na resposta imunitaria pulmonar em

camundongos

4.1.1. A inoculacao de PIBs ou BVs induziu diminui¢do na migracao de

células

Com o objetivo de analisar o papel dos corpos de inclusdo poliédrica (PIBs) e virus
extracelulares (BVs) dos baculovirus AcMNPV e AgMNPV na resposta imunitaria do
pulmido em camundongos, os virus foram inoculados por via intranasal. Quando
comparados aos camundongos ndo-inoculados, os pulmdes de camundongos inoculados
mostraram uma resposta inflamatoria pequena, com estrutura tissular normal (dados ndo
mostrados). A imunohistoquimica do tecido pulmonar mostrou um menor nimero de
células T reguladoras em camundongos inoculados com ambos os PIBs (CD25 +
CTLA4 +) quando comparado com camundongos inoculados com PBS e BVs, além de
um aumento do nivel de receptores CXCR3 em camundongos inoculados com ambos os
BVs quando comparado com camundongos inoculados com PBS e PIBs. O nimero de
células CD4 + estava aumentado em camundongos inoculados com PIBAg mas
diminuido em camundongos inoculados com PIBAc. Alteragdes celulares significativas

nao foram observadas em outros marcadores. (Tabela 1).
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PIBAc BVAc PIBAg BVAg PBS

CDS8 12.8+12.8 1427.2+38.6 10.7+4.4 486.4 +33.87 0£0

CTLA-4 128+ 6.4 91.7 £26.7 040 10.7+7.7 4394149

iNOS +0 +0 + +

CXCR3 0£0 68.3%15.4 0£0 2325493 0£0

Tabela 1 — Identificagdo de marcadores de células no pulmio de camundongos tratados com as diferentes
formas de AgMNPV e AcMNPV. Os resultados so mostrados como numero de células imunitarias

positivas/mm?.
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4.1.2. A inoculagdao de PIBs ou BVs nao alterou o padrdo de citocinas

de pulmao

A produgdo de citocinas no pulmao de camundongos tratados ou nao tratados com PIBs
ou BVs foi avaliada e nenhuma diferenga estatisticamente significativa em niveis de
citocinas foi observada quando comparada com animais ndo-inoculados (Figura 3A e

Figura 3B).

4.1.3. A inoculagdo de BV aumenta a producao de 6xido nitrico (NO)

Considerando o aumento da expressdo de iNOS em células pulmonares de animais
tratados (analise imunohistoquimica -Tabela 1) a produ¢dao de NO foi avaliada através
da analise de concentracdes de NO3; em amostras de soro (Figura 4A) e NO, por grama
nos sobrenadantes dos macerados de pulmao (Figura 4B). Os animais inoculados com
BVAg demonstraram quantidade aumentade NOs; e NO, de modo expressivo quando
comparados a camundongos ndo-inoculados (aqueles que receberam apenas PBS). Os
outros grupos, inoculados com BVAc, PIBAc ou PIBAg ndo apresentaram alteracdes
nos valores de NO; em comparagdo ao grupo ndo-inoculado. A producdo de NO, nos
sobrenadantes dos preparados de pulmdo aumentou apenas em animais inoculados com

formas BV (Figura 4B) quando comparado com camundongos ndo-inoculados.
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Figura 3: Niveis de citocinas em sobrenadantes de macerados de pulmao. Os niveis de TNF-a, IFN-y
(Figura 3A) e IL-10 e IL-12 (Figura 3B) de camundongos tratados com PIBs ou BVs de AcMNPV e
AgMNPV foram medidos por ELISA como descrito anteriormente. Os valores sdo as médias = SEM de

cada medi¢do da concentragdo de citocinas para grupos de 5 animais cada.
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4.2. A influéncia dos baculovirus na ativagao de células imunoldgicas

in vitro

4.2.1. Indice fagocitario e producéo de IL-12 por macrofagos in vitro

Considerando uma possivel ativagdo de macrotagos in vivo, a capacidade de ativacao de
macroéfagos in vitro pelos fenotipos de baculovirus PIBs e BVs de AcMNPV e
AgMNPYV foi analisada de 3 diferentes formas: pelo indice fagocitario dessas células na
presenca viral (Figura 5A), quantificacdo dos niveis de TNF-a e da citocina IL-12
(Figura 5B) e producdo de 6xido nitrico (Figura 6). Todos os estimulos aumentaram o
indice de fagocitose quando comparados com células ndo-estimuladas (Figura 5A). A
estimulacdo de macrdéfagos com os tipos BV ou PIB de baculovirus ndo induziu um
aumento da producdo de TNF-a, mas a produgdo de IL-12 aumentou com a utilizagdo
dos estimulos PIBAg ¢ BVAg (Figura 5B). A estimulacdo por PIBAg foi capaz de

aumentar também a produgao de NO, por macrofagos (Figura 6).

4.2.2. O fendtipo AgMNPV estimula a proliferacao de células do baco e

producao de IFN-y in vitro

As células do bago de camundongos saudaveis apos a estimulagdo com todas as formas
de baculovirus demonstraram a mesma produgdo IL-10 que as células ndo-estimuladas
(PBS). As células estimuladas com BVAg, PIBAg ou BVAc foram capazes de induzir a
producao de IFN-y (Figura 7A). A proliferacdo de células esplénicas aumentou com o

tratamento com os estimulos BVAg e PIBAg. (Figura 7B).
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estimulados (P <0,05)
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Figura 6 — Medicao da producido de NO, em macréfagos de camundongos ndo tratados. Os macrofagos
peritoneais foram estimulados com PIB de AcMNPV ou IFN-y recombinante in vitro durante 24 horas.
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Figura 7 — Proliferagdo celular e perfil de concentragdo de citocinas. As células do bago foram isoladas
de animais ndo inoculados e incubadas durante 24h com PIBs ou BVs de AcMNPV e AgMNPV. Os
niveis de IFN-y e IL-10 foram medidos no sobrenadante da cultura pelo método ELISA como descrito
anteriormente. A linfoproliferagdo foi medida pela incorporagdo de timidina tritiada. As barras
representam a média +SEM de contagens por minuto de incorporagdo de timidina tritiada as células do
bago de grupos experimentais. *Representa uma diferenga significativa em comparagdo com culturas de

células ndo estimuladas (PBS) (P <0,05).
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4.3. A influéncia dos baculovirus em um modelo de doenca pulmonar

Com o objetivo de avaliar a influéncia do baculovirus na forma poliédrica (PIBs) em
um modelo de doenga pulmonar, o destino de uma paracoccidiomicose, depois de dois
tratamentos com o PIBAc ou PIBAg foi analisado. A andlise histologica pulmonar de
animais do grupo infectado pelo fungo e tratado ou nao tratado com PIBAc revelou uma
evidente resposta inflamatdria com a presenca de lesdes granulomatosas confluentes e
um predominio de células epitelidides perto da maioria das células infectadas pelo
fungo (Figura 8A e 8B). O exame histologico dos pulmdes dos grupos tratados com
PIBAg mostrou a infeccdo progressiva nos pulmoes, caracterizada por uma resposta
inflamatoria bem circunscrita, redu¢do do niimero de granulomas, bem como um
pequeno numero de leveduras P. brasiliensis (Figura 8C).A inoculagdo de poliedros nao

alterou a concentracdo fungica nos pulmdes dos animais tratados (Figura 9).
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Figura 8 — Analises histopatologicas de pulmio de animais com 30 dias de infecgio com 10° P.
brasiliensis e tratados com PIB de AcMNPV ou AgMNPV. A — pulméao de animais infectados com Pb e
ndo-tratados, coradas com HE (200x); B — pulméo de animais infectados com Pb e tratados com PIBAc,
coradas com HE (200x); C — pulmdo de animais infectados com Pb e tratados com PIBAg, corados com
HE (200x). Os animais foram tratados com PIB de Ac MNPV ou AgMNPV por duas vezes e sacrificados

15 dias apds o tltimo tratamento.
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Figura 9 — Determinagdo da concentragdo fiingica nos pulmdes dos animais infectados pro Pb e tratados
com PIBACMNPV ou PIBAgMNPV ou nio tratados (PBS). Animais com 30 dias de infec¢do com 10° P.
brasiliensis. A concentragdo fingica nos pulmdes foi medida pelo nimero de UFC (unidades formadoras

de colonia) de P. brasiliensis + desvio padrao da média (SEM) pro grama de tecido pulmonar.
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5. Discussao

Baculovirus vém sendo utilizados como biopesticidas de forma segura e como
vetores virais para a expressao de proteinas recombinantes em células de insetos e de
mamiferos de forma eficiente e pratica. Sdo virus incapazes de se replicar em células de
mamiferos, mas capazes de infectar eficientemente muitas tipos celulares de células de
mamiferos e expressar genes funcionais de sua fase precoce. (Carbonell et al., 1985;.
Murges et al., 1997). Apesar de ser amplamente estudada, a interacdo entre células de
mamiferos e o baculovirus AcCMNPV permanece nao totalmente elucidada. Abe et al.
(2003) descreveram que a imunizagdo intramuscular e intraperitoneal de camundongos
com tipo selvagem e recombinante de baculovirus contendo genes do virus influenza
induziu niveis mais altos de uma resposta de anticorpos especificos, mas a proteg¢ao
contra o desafio letal utilizando o virus da gripe foi alcancada somente através da
imunizagao intranasal. No presente trabalho, a imunizacao intranasal foi escolhida para
ser utilizada em camundongos com o objetivo de simular o modo de utilizagao de
baculovirus como agente de controle biologico aplicado no campo e analisar a interagao
baculovirus com células do sistema imunoldgico que migraram para o pulmdo. A
lagarta, Anticarsia gemmatalis, ¢ uma das principais pragas da soja no Brasil e, embora
o controle quimico tenha sido predominante contra esse inseto, um nucleopoliedrovirus
do inseto (AgMNPV) tem sido extensivamente aplicado nos campos de soja nas duas
ultimas décadas no Brasil, proporcionando controle efetivo de larvas de A. gemmatalis
(Moscardi et al., 1999). A interacao entre células hospedeiras de mamiferos e AgMNPV

ainda ¢ pouquissimo estudada e pouco esclarecida.
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A inoculacdo nasal de ambos os baculovirus (AcMNPV e AgMNPV), em ambos
os fenotipos, mostrou uma reagdo inflamatdria leve nos pulmdes dos camundongos, sem
alteragdes na arquitetura do tecido, com um pequeno aumento da migragdo celular e
sem producdo de citocinas nos pulmdes dos camundongos. Este resultado confirma a
seguran¢ca de baculovirus como biopesticida previamente ja descrita (McWilliams
2003). O estudo imunohistoquimico do tecido pulmonar mostrou um ligeiro aumento de
células T e do numero de macrofagos. Os linfocitos ndo apresentaram aumento dos
marcadores CTLAS5/CD25 e expressaram alguns receptores importantes para a resposta
imune. A expressao dos receptores CXCR3 e CCR1 em camundongos inoculados com a
forma BV de ambos os virus se mostraram aumentados em relacao aos inoculados com
as formas PIBs e o controle inoculado com PBS. CXCR3, um receptor acoplado a
proteina G de IP-10 (CXCL10), é expresso em células T ativadas, em células NK, e em
uma fracdo significativa de células T CD4 circulantes e células T CD8 (Dufour ef al.,
2002). Lee et al. (2005) descreveram que os camundongos CXCR3-/- apresentaram
menor recrutamento de células T do que os camundongos do tipo selvagem. Nos
resultados encontrados neste trabalho, tanto BVAg quanto BVAc estimularam CXCR3
e células T CDS. BVAg também foi responsavel pela indu¢do de um aumento da
expressao de CCR1 quando comparado com os outros grupos. CCR1 ¢ o receptor de
MIP-1a e CCLS5 (Proudfoot et al., 2002) e, tal qual CXCR3, estd associada a uma
migracao de linfocitos T, preferencialmente células T do tipo 1 (Thl). As outras células
que migraram para os pulmodes foram macréfagos com um aumento da expressao da
INOS apds a inoculagdo com ambos fendtipos de AgMNPV. Para confirmar este
aumento de atividade da iNOS os niveis de NO3 e NO, foram medidos no soro € no
sobrenadante de preparados de pulmao de camundongos, respectivamente. Os niveis de

nitrato encontravam-se aumentados apenas em animais tratados com BVAg e os niveis
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de nitrito encontravam-se aumentados em animais tratados com BVAg e BVAc. Dados
presentes nesse trabalho confirmam outros resultados que mostraram a ativacdo de
macrofagos ap6s interacdo com baculovirus (Beck et al., 2000, Abe et al., , 2003, Han
et al.,2009).

Para explorar a ativagdo de macréfagos por baculovirus e a ativagdo da resposta
imune inata, macréfagos peritoneais foram estimuladas in vitro com BVs e PIBs. Todos
os estimulos levaram ao aumento da fagocitose de leveduras, e esta ¢ a mesma via
responsavel pela entrada do virus nas células (Abe ef al., 2010). Ambos os fendtipos de
AgMNPV induziram aumento na producdo de IL-12 e PIBAg aumentou os niveis de
nitrato. O fenotipo BV do virus Antheraea pernyi nuclear polyhedrosisvirus
(ApMNPYV) ¢ capaz de estimular resposta imune inata em células correspondentes a
macrofagos em aves através da producdo de IL-12, IFN-y e NO, mediadas pelas vias
MAPK p38, JNK e NF-kB e a producao de NO foi mediada através da via MAPK p38 /
NF-kB . Beck et al. (2000), Abe et al.,(2003) e Han et al.(2009) descreveram que os
macréfagos estimulados por AcMNPV (fendtipo BV) induziram a producdao de
citocinas pro-inflamatoérias como TNF-a, IL-6 e IL-13 Por outro lado, ndo foi
observada producdo de TNF- o neste trabalho. Outra célula importante do sistema
imune inato ¢ a célula dendritica que foi descrita capaz de ser infectata e ativada por
AcMNPV (fendtipo BV), embora o mecanismo exato nao esteja ainda elucidado
(Suzuki et al., 2010). Células dendriticas derivadas da medula 6ssea (BMDCs — bone
marrow-derived dendritic cells) apds a infecgdo por AcMNPV demonstraram uma
expressao estimulada (up-regulada) do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe I e II, moléculas de co-estimulagdo, ¢ produgdo de citocinas pro-
inflamatérias (IL-6, IL12p70, e TNF-a) e IFN- a. Com base nestes resultados os

autores do trabalho sugeriram que as células dendriticas infectadas pelo baculovirus
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induzem a resposta imune nao- especifica e que o baculovirus pode ser usado como um
agente de imunoterapia ou com alguma abordagem com relagdo a vacinas, como
adjuvantes (Suzuki et al., 2010) .

Molinari et al. (2010) mostraram que o tratamento de camundongos com uma
unica inje¢do de AcMNPYV antes do desafio letal utilizando o virus da doenga da febre
aftosa (FMDV) resultou na anulagdo completa da mortalidade e remissdo da viremia. Os
autores concluiram que Ac MNPV poderia ser uma valiosa ferramenta para melhorar o
design de uma nova vacina e agir como adjuvante. Varios sistema de vacinas baseados
no baculovirus AcMNPV estdao sendo testados (Yoshida et al, 2009; Andrew et al,
2010;. Martelli et al, 2010). Os resultados destes sistemas mostram que AcCMNPV ¢ um
candidato seguro e eficaz, com potencial para ser um sistema de entrega de vacinas. O
baculovirus também pode ser usado como adjuvante de imunizagdo, promoc¢do da
potencializagdo da resposta adaptativa humoral e de células T CD8 contra proteinas co-
administradas além de aumentar a maturagdo das células dendriticas e os niveis de
citocinas inflamatorias (Hervas-Stubbs et al., 2007).

A protecdo imunologica baseada em imunizagdo depende da ativacdo de células
T e Suzuki et al (2010) demonstraram que a estimulacdo das células T com o tipo
selvagem de AcMNPV foi responsavel pelo aumento da produgdo de IFN-y, regulacao
positiva de CD69 e aumento da proliferagao celular. Com o objetivo de analisar a
ativacdo de células T por AcMNPV ou AgMNPV em ambos os fendtipos, nesse
trabalho foi demonstrado que BVs sao capazes de induzir a producao de IFN-y, mas
apenas AgMNPV em ambos os fendtipos (BV ou PIB) é que demonstrou capacidade de
aumentar a proliferacdo de células do bago. Os dados de imunohistoquimica e ativagdo
de células in vitro sugerem que AgMNPV ¢ capaz de estimular uma resposta imune
celular, com o envolvimento de macrofagos e células Thl.
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A resposta imune celular do hospedeiro ¢ muito importante para o
desenvolvimento de imunidade contra varios patogenos intracelulares, como alguns
fungos e bactérias. Para analisar a capacidade do baculovirus modular uma resposta
imune celular, foi utilizado um modelo de infeccdo com o fungo causador da
paracoccidioidomicose (PCM).

PCM ¢ uma doenga endémica rural e suburbana comumente manifestando-se
como uma pneumopatia de curso cronico (Brummer et al., 1993). A doenga causada
pelo Paracoccidioides brasiliensis ¢ considerada a mais prevalente infeccdo flngica
sistémica no Brasil e estd presente em muitos paises latino-americanos. Na forma
cronica, os pulmdes sdo principalmente afetados com uma resposta inflamatoria
granulomatosa, onde a resposta celular ao invés da resposta humoral ¢ o mecanismo de
defesa mais eficaz do hospedeiro para controlar os fungos (Brummer et al, 1993;. De
Camargo & Franco, 2000). Pacientes com PCM sistémica mostram-se imunodeprimidos
com relagdo a resposta imune celular (Motta ef al., 1988) e em um modelo murino, os
camundongos resistentes sdo capazes de desenvolver uma resposta imune com producao
de IFN vy e ativagdo eficiente de macréfagos direcionando para uma resposta
preferencialmente Thl,capaz de conter a disseminacdo dos fungos e a progressdo da
doenga (Kashino et al., 2000). Neste trabalho, ndo observamos uma melhora na reagao
inflamatoria pulmonar em modelo murino com PCM ou diminui¢do da carga fingica
quando camundongos foram tratados com AcMNPV. O tratamento com AgMNPV
reduziu o dano pulmonar com granulomas bem definidos e circunscritos que cercavam a
maioria dos fungos, indicando que o tipo selvagem AgMNPV pode modular a resposta
imune adaptativa, mesmo apos ela estar ja estabelecida.

Os resultados deste trabalho corroboram com outros trabalhos anteriores que

mostraram baculovirus sendo capazes de modular a resposta imune de mamiferos in
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vivo e in vitro. BVs ou PIBs de AgMNPV podem aumentar uma resposta de células Thl
e pode ser considerado mais 1til como vetores de vacinagdo ou adjuvantes imunologicos
do que AcMNPV. AgMNPV na forma selvagem ou recombinante, pode ser também
utilizado para alterar o tipo de resposta adaptativa desenvolvida. Outros trabalhos serdo
necessarios para elucidar se baculovirus selvagem ou formas recombinantes podem

alterar os tipos de respostas imunoldgicas caracteristicas de outras doencas.
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0. Perspectivas

6.1.  Realizagdo do ensaio de RT-PCR para avaliacdo da transcricdo de genes que
codificam as citocinas estudadas neste trabalho e PCR tempo real para
quantificar essa expressao.

6.2. Repeticdo do ensaio de doenca pulmonar com prévio tratamento com

baculovirus e analise da relacao entre o tratamento ¢ a evolugao da PCM.
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CAPITULO II
A proteina do envelope (E) do virus da febre Amarela
expressa em células de inseto é capaz de promover a
formacao de sincicio em células de lepidépteros e pode
ser utilizada em imunodetec¢des do virus da Febre

amarela em soros de pacientes humanos

1. Introducao

1.1. Transmissao

Muito da distribuicao mundial dos casos de Febre Amarela se deve a densidade
e distribui¢do geografica de mosquitos vetores pertencentes ao género Aedes e, por ser
uma doenca transmitida por vetor artropode, a Febre Amarela (FA) ¢ classificada como
uma arbovirose (“arbo” de “arthropod borne”). A doenga ¢ transmitida por fémeas de
mosquitos pertencentes a esse género, sendo a espécie Aedes aegypti a mais prevalente
nas Américas (Fonseca, 2002). Outras arboviroses estdo relacionadas com a distribui¢ao
desde vetor, dentre as mais importantes estd a Dengue (Vasconcelos,2003). A primeira
suposta erradicacdo do mosquito ocorreu em 1956 pelo uso do inseticida DDT na
campanha da organizagdo pan-americana de saude (PAHO) nas Américas com o
objetivo de assegurar a erradicagdao da febre amarela urbana, ocorrida em 1942, através
da vacinagao. Desde entdo, o0 mosquito reemergiu em varias ocasioes e sua erradicacao

ainda hoje ¢ motivo para campanhas junto a populagdo (Marzochi,1994). A Febre
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Amarela mantém-se presente em seu ciclo silvestre representando um risco constante de
reurbanizacdo devido a globalizagdo aliada ao crescimento urbano ndo ordenado e

ocupagao de areas silvestres (Tuboi et al., 2007).

1.2. Vacinacao

A Febre Amarela ¢ uma doenga viral infecciosa, ndo contagiosa e que se
manifesta, em sua forma classica, como uma febre hemorragica de alta letalidade
(Chang et al.,1995). A vacinagdo contra a Febre Amarela representou grande avango no
combate da doenca, ¢ produzida com virus vivo atenuado, linhagem 17D, cultivado em
ovos embrionados de galinha, sendo que duas subcepas sao utilizadas em sua produgao:
17DD no Brasil e 17D-204 nas demais partes do mundo (Monath, 2005).

O primeiro virus da febre amarela foi isolado do sangue de um paciente humano
africano chamado Asibi. Essa cepa Asibi deu origem a cepa YF17D que foi obtida
através da atenuacdo viral por passagens sucessivas da cepa Asibi em ovos embrionados
de galinha. A partir da passagem 114 foi confirmada a atenuagdo do virus onde este se
torna incapaz de produzir lesdes viscerais e encefalite fatal em macacos, mantendo a
capacidade de imunizagdo (Post et al., 1999). Os dois subtipos de 17D, 17D-204 e
17DD, sdo obtidos por diferentes nimero de passagens em série de 17D. As vacinas que
utilizam 17D-204 sdo obtidas com passagens virais entre 233 e 240 enquanto que as
vacinas 17DD sao obtidas com passagens virais entre 286 e 288 (Sil et al., 1992).

A equivaléncia na imunogenicidade das vacinas contra a Febre Amarela das
subcepas 17D e 17DD foi demonstrada em um estudo que amplia as bases para
utiliza¢do da vacina brasileira em outros paises e de trazer alternativas de subcepas para
o produtor da vacina no Brasil (Gubler,2004). A vacina ¢ considerada segura apesar de

conter o virus atenuado, pois, apresenta replicagdo viral limitada no hospedeiro, porém,

68



com significante expansdo e disseminagdo viral e sua resposta imunologica ¢
considerada robusta, elicitando uma boa resposta de anticorpos neutralizantes, com
taxas de soroconversdao que encontram-se acima de 90%. A vacina tem baixo custo e ¢
aplicada como uma unica dose (que deve ser reaplicada a cada dez anos), possui
metodologia de producdo bem estabelecida e procedimentos de controle de qualidade,

incluindo o teste de neuroviruléncia em macacos (Bonaldo et al., 2005).

1.3. Complicagdes da vacina

Alguns problemas relacionados a vacina ja foram registrados e correspondem a
complicagdes clinicas graves, levando ao desenvolvimento da patologia. As
complicagdes apresentam-se de duas principais maneiras: Febre Amarela associada a
doenca neurotropica, que leva a infecg¢ao e lesdo das células do sistema nervoso e Febre
Amarela associada a doenga viscerotropica, que consiste em um tropismo do virus pelo
figado, rins e coragdo levando a infec¢do e lesdo desses tecidos (Monath, 2005). No
Brasil, até o final de 2007, foram registrados 8 casos de eventos adversos graves
considerados como doenga viscerotropica aguda, dos quais 7 foram publicados e 1 caso
suspeito, ndo publicado (Ministério da Saude, 2000; Vasconcelos et al, 2001,
Struchiner et al., 2004; Engel et al., 2006). Mutagdes significativas no virus vacinal ndo
foram encontradas e uma investigacdo da Fundacdo Nacional da Saude (FUNASA)
concluiu que sdo eventos muito raros, determinados por fatores estritamente individuais
(Galler et al., 2001). Quanto aos casos de doenca neurotropica, estes ocorreram
principalmente em criancas muito pequenas o que foi utilizado como base para
estabelecer uma idade minima para receber a vacina, que atualmente ¢ de 6 meses de

idade (Monath, 2005).
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1.4. Virus da Febre Amarela

O agente etiologico da Febre Amarela ¢ o Yellow fever virus pertencente ao
género Flavivirus, e espécie-tipo da familia Flaviviridae (Lee et al., 2000). Outros virus
de importancia médica fazem parte do grupo dos flavivirus, o virus da Encefalite
Japonesa, o virus do Oeste do Nilo, (também conhecido como West Nile virus - WNV) e
o virus que causa a encefalite transmitida por carrapato (7ick-borne encephalitis virus)
(Corver et al., 2003). Outro virus que faz parte deste grupo sdao os quatro sorotipos do
virus da Dengue, que compartilham com a Febre Amarela a caracteristica de ser uma
arbovirose. A familia Flaviviridae possui trés géneros principais: Flavivirus, Pestivirus
e Hepacivirus (género ao qual pertence o virus responsavel pela Hepatite C) (Fauquet et
al., 2005).

O virus da Febre Amarela, ao contrdrio do que acontece com o virus da
Dengue, apresenta um Unico sorotipo (Monath,2001). Entretanto, foram identificados
sete gendtipos distintos: cinco gendtipos africanos e dois gendtipos sul-americanos. No
Brasil, o genoétipo I sul-americano é o mais prevalente, apresentando apenas alguns
casos isolados do genotipo II sul-americano (Von Lindern ef al., 2006).

A apresentacdo do virus ¢ a de uma particula esférica com 50nm de didmetro
que apresenta um capsideo icosaédrico contendo uma molécula de RNA fita simples
ndo segmentado, polaridade positiva, com genoma de 10.862 nucleotideos, que codifica
o precursor de uma unica poliproteina (Galler et al., 1997; Jones et al., 2003; Chambers
et al., 2005). Essa poliproteina ¢ clivada por proteases em vérias proteinas virais em um
processo que ocorre no lumen do reticulo endoplasmatico rugoso (Wu et al., 2005).
(Figura 1) Originalmente com 3.411 aminoacidos, ao ser processada, d4 origem a trés

proteinas virais estruturais (Capsideo - C, Membrana - Pré-M/M , Envelope - E) e a sete
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proteinas virais nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5)

(Vasconcelos, 2003; Wu et al.,2005).

Figura 1: Esquema de replicacdo do virus da Febre Amarela. 1) Entrada do virus por
endocitose mediada por receptor. 2) Fusdo do endossomo a vesicula contendo o virus e diminui¢do do
pH, induzindo a fusdo da membrana viral 8 membrana do endossomo. 3) Liberagdo do nucleocapsideo no
citoplasma celular. 4) Descapsidacdo e conseqiiente liberacdo do genoma viral. 5) Tradugdo do genoma
de RNA sentido positivo em uma poliproteina. 6) Proteina pré-M (prM) e envelope (E) seguem para o
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) sendo expressadas em sua membrana. 7) Proteina do capsideo ¢
direcionada para formac¢do das subunidades que irdo compor o capsideo. 8) Proteinas ndo estruturais
atuam na replicacao do RNA viral. 9) Montagem do nucleocapsideo. 10) Aquisi¢do da membrana do RER
contendo a proteina prM e E. 11) Vesicula contendo a particula viral imatura segue do RER para o
Complexo de Golgi. 12) Modificagdes pos-traducionais ocorrem no Complexo de Golgi. 13) Vesicula
contendo a particula viral imatura brota do complexo de Golgi em diregdo & membrana celular. 14)
Maturacdo da particula viral. 15) Vesicula contendo o virus se funde & membrana celular, liberando o

virus para o exterior da célula. Arquivo pessoal, autoria Maria Creuza Barros.

Os gendtipos diferem na seqiiéncia das regides pré-M/M, E e regido ndo

codante 3’ do genoma. O genoma ¢ organizado em uma Unica fase aberta de leitura
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(Open Reading Frame - ORF), que contém 10.233 nucleotideos. Essa ORF ¢ flanqueada
por duas regides ndo codantes: a regido 5’°, que possui cap € a regido 3’, que nao possui

cauda poli-A (Bredenbeek ef al., 2003; Mutebi et al., 2004).

1.5. Proteina do envelope (E)

A proteina escolhida para este trabalho, a proteina do Envelope, apresenta um
papel muito importante na entrada do virus na célula hospedeira, que ¢ feita por
endocitose mediada por receptor. Na particula viral madura, a proteina do envelope
governa a ligacao dos flavivirus a receptores especificos celulares, que sdao responsaveis
pela endocitose e direcionamento do virus a um compartimento endossomal. Com a
diminui¢do do pH no interior do endossomo ocorrem mudangas conformacionais que
permitem a fusdo do envelope viral com a membrana endossomal e a liberagdo do
nucleocapsideo no citoplasma celular. A descapsidacdo permite a liberacdo do RNA
viral que uma vez livre serve de base para replicacdo e traducdo em proteinas
(Vlaycheva et al., 2004; Jones et al., 2003). As proteinas ndo estruturais se associam
para formar o complexo de replicacdo viral, no qual diversas fun¢des enzimaticas tém
sido identificadas, entre elas a funcdo de protease, RNA polimerase RNA dependente,
metiltransferase e helicase (Jones et al., 2003). Uma vez formada, a particula viral brota
do reticulo endoplasmatico e o virus ¢ levado a superficie celular através da via de

exocitose (Pugachey et al.,2004).

1.6. Diagnostico e Tratamento

O diagndstico em meio a uma epidemia € basicamente clinico, mas, na
ocorréncia de casos esporadicos em moradores ou viajantes, o diagndstico se torna mais

dificil devido a manifestag¢ao clinica da Febre Amarela ser facilmente confundida com
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outras doencas como hepatite viral fulminante (por exemplo, a causada pelo virus da
hepatite E severa), leptospirose, maldria grave, febre tiféide, febre do dengue
hemorrégico, febre do Vale de Rift, febre hemorragica da Criméia e Congo e virus
Ebola. Nesses casos € necessario fazer um diagnostico diferencial (Vasconcelos, 2002).

Diferentes exames laboratoriais podem ser utilizados na confirmagdo da
infeccdo pelo virus da Febre Amarela, dentre eles, os que isolam o virus, os que
identificam anticorpos neutralizantes e os que detectam o RNA viral (Vasconcelos,
2003). O método de escolha para isolamento viral ¢ a cultura em células de mosquito
C6/36, em especial pela alta sensibilidade e pelo baixo custo quando comparadas com
células de mamifero. A replicacdo viral ¢ evidenciada por volta do quinto ou sétimo dia
apos inoculagdo da amostra suspeita, onde pode ser observado efeito citopatico na
cultura celular, com destaque para a formacdo de sincicio (células gigantes
multinucleadas originadas a partir da fusdo de membrana de células infectadas), efeito
citopatico tipico de infecgdes por flavivirus. O diagnostico laboratorial de rotina do
virus da Dengue segue os mesmos principios dos testes para detec¢do do virus da Febre
Amarela. O isolamento viral também pode ser feito através da inoculacdo da amostra do
paciente em cérebro de camundongos recém-nascidos, inoculacdo intratordcica de
mosquitos e, inocula¢do de cultura de células animais (Vero, BHK-21, SW13, AP61)
(Vera, 2004). Apos isolamento, a amostra viral ¢ identificada através de testes de
imunofluorescéncia indireta, usando anticorpos monoclonais ou, como alternativa,
testes de fixacdo de complemento (Vasconcelos 2002).

Apesar de ser um teste que uma vez positivo ¢ bastante confidvel e definitivo
ndo se pode falar o mesmo do resultado negativo, que pode ser falso. A presenga do
virus na circulagdo corresponde ao periodo virémico que ¢ seguido da fase dos

anticorpos neutralizantes, produzidos por volta do quinto dia da doenga, que promovem
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a eliminacdo do agente viral da circulacdo. Nesta fase, os exames confirmatorios
consistem da detec¢do de anticorpos circulantes que sejam especificos para o virus em
questdo. Os métodos sorologicos detectam os anticorpos através de testes laboratoriais
que incluem ELISA (“Enzime linked immunosorbent assay”), imunofluorescéncia,
inibi¢do da hemaglutinacdo e neutralizagdo (Monath, 2005).

O MAC-ELISA anti-IgM ¢ o método sorologico de escolha na rotina
laboratorial de diagnéstico de Febre amarela. E bastante utilizado por coincidir com o
aparecimento dos primeiros sintomas e a procura do paciente por ajuda médica além de
ser um teste que permite um diagnostico rapido na amostra obtida a partir do 5° dia da
doenca. Por se tratar de um método colorimétrico, ¢ necessario assegurar que os titulos
de anticorpos para febre amarela sejam bastante superiores aos titulos de anticorpos para
outros flavivirus, uma vez que existem reagdes cruzadas no reconhecimento de
anticorpos entre virus pertencentes a esse género (Professor Antonio Chaib, LACEN-
DF, comunicagdo pessoal). Os anticorpos IgM detectados sdo os mesmos para uma
infec¢do recente e para a soroconversdo especifica induzida por vacinagdo, portanto ¢
importante que haja uma diferenciacdo no resultado entre um paciente vacinado e um
que esta realmente infectado pelo virus. Isso é obtido por informagdes dos antecedentes
vacinais e observa¢ao do quadro clinico do individuo (Vasconcelos,2003).

A detec¢ao do RNA viral ¢ uma técnica que apresenta custo elevado e por isso
seu uso na rotina laboratorial ndo esta estabelecido nem padronizado. Além disso, sdo
poucos os laboratorios que possuem estrutura e profissionais capacitados para
desenvolvé-la. Esta técnica ¢ realizada através da transcricdo do RNA em um DNA
complementar (cDNA), pela acdo de uma enzima transcriptase reversa, € a amplificacao
deste material por PCR ( “Polimerase Chain Reaction”), técnica essa denominada RT-

PCR (“Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction” (Drosten ef al.,2003).
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Quanto ao tratamento, este ¢ de suporte, proporcionando ao paciente boas
condi¢des para que seu proprio organismo debele a infecgdo viral. Nao ha tratamento
especifico para a Febre Amarela. Deve-se ministrar medicamentos para minimizar os
sintomas da doenca, evitando uso de acido acetil-salicilico e derivados, pois estes
podem agravar os fenomenos hemorragicos (Monath, 2001)

O isolamento de partes virais ¢ importante na formulagdo de antigenos que
substituam o uso do virus em vacinas e métodos diagndsticos, tornando-os mais seguros
para os profissionais de saide e menos dispendiosos em sua utilizagdo. Dentre as
proteinas virais a proteina do envelope ¢ uma das mais estudadas devido ao seu alto
potencial antigénico. Neste trabalho a proteina do envelope sera expressa em células de

inseto através do sistema baculovirus de expressao.
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2. Objetivo

Neste capitulo, a proteina do envelope do virus da Febre Amarela expressa em células
de inseto pelo sistema baculovirus de expressdao sera testada com relacdo a sua
antigenicidade e possivel atuagdo em substituicdo do virus selvagem em um teste

diagnostico.
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3. MATERIAIS E METODOS

A constru¢io do virus recombinante vSynYFE (3.1- 3.4) foi
realizada em um trabalho anterior (Machado, 2007).

3.1.  Obtencao do gene do Envelope

RNA total de células de cérebro de camundongo infectadas com o virus da
Febre Amarela de um paciente infectado (cedidas pelo Instituto Evandro Chagas e
obtidas gentilmente por Antonio Chaib do Instituto de Satide do Distrito Federal) foi
extraido conforme descrito em Machado, 2007. Uma vez obtido o RNA, procedeu-se a
realizagdo de um RT-PCR com oligonucleotideos especificos para a regido do gene do
envelope e o resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8%
segundo protocolo descrito em Sambrook et al, (1989). A banda com o tamanho
correspondente ao gene do envelope (1.590 pb) foi extraida do gel, eluida e purificada
utilizando-se o Kit Sephaglas (Sephaglas™ Bandprep Kit, Amersham), de acordo com

as indicagdes do fabricante.

3.2.  Clonagem do gene env no plasmideo pGEM-T Easy (Promega) ¢

sequenciamento

O fragmento purificado de env foi clonado no plasmideo pGEM-T Easy (Kit
pGEM™-T Easy Vector Systems, Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante,
conforme descrito em Machado, 2007. O gene env no plasmideo recombinante,
denominado pGEMYFE, foi confirmado pela digestao utilizando a enzima de restrigao
Eco RI (Promega) presente no plasmideo flanqueando o inserto, com a liberacao de
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uma banda de aproximadamente 1.590 pb referente ao gene do envelope que foi
extraida do gel, eluida e purificada utilizando-se o Kit Sephaglas (Sephaglas™
Bandprep Kit Amersham), de acordo com as indicagdes do fabricante, e por

sequenciamento, conforme descrito em Machado,2007.

3.3.  Construcao do vetor pSynYFE

Para a constru¢do do vetor pSynYFE, o inserto purificado extraido do
plasmideo pGEMYFE foi ligado ao plasmideo pSynXIV VI'X3 sob o comando do
promotor pXIV, que ¢ uma seqiiéncia modificada do promotor da poliedrina. Este
plasmideo havia sido previamente digerido com Eco RI (Promega, seguiu-se protocolo
do fabricante) e desfosforilado por reacdo utilizando a enzima CIAP - Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase (Promega) seguindo as recomendag¢des do fabricante. Para
confirmar a presenca do gene do envelope do virus da febre amarela no plasmideo, foi
realizada uma digestdo com a enzima de restricdo Eco RI (Promega), pois este sitio esta
presente no plasmideo flanqueando o inserto. A restricdo foi avaliada em eletroforese
em gel de agarose 0,8%.

Para confirmar a direcdo foram feitas duas reagdes de PCR. Em uma das
reacdes foram utilizados os oligonucleotideos polR (CAACGCACAGAATCTAG e
YFE2460R (CAGATCTCCTTAATCCGCCCCAACTCC) e na outra reacdo foram
utilizados os oligonucleotideos YFE878F (GTGACAGATCTGACCATTGCC) e o
orf603 (ACAGCCATTGTAATGAGACG). O protocolo da reacdo e o programa
utilizado estdo descritos em Machado, 2007. O resultado das PCRs foram avaliados em

gel de agarose 0,8%.
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3.4. Constru¢do do baculovirus recombinante vSynYFE

O virus vSynVI-gal foi linearizado com a enzima de restrigdo Bsu 361 (New
England BioLabs) segundo indicagdes do fabricante. Essa digestdo ¢ necessaria, pois, 0
virus vSynVI-gal linearizado nao ¢ infectivo para as células de inseto, o que ocorre
somente quando o mesmo se encontra na forma circular (Kitts et ai,, 1990). Células de
BTI-Tn5B1-4 (Granados et al., 1994) derivadas da linhagem Trichoplusia ni (0,5 x10°
células) foram transferidas para uma placa de 35 mm de didmetro por pelo menos 1 h,
para a formagao de monocamadas de células. Foi realizada a co-transfec¢ao com o DNA
do plasmideo pSynYFE e o DNA do virus vSynVI-gal linearizado da seguinte forma:
em uma placa de 35 mm foi adicionado 0,5 mL de meio TC-100 (Gibco BRL) sem soro
e 10 ug de lipossomo (Cellfectin da Invitrogen); em outra placa foi misturado o DNA
do pSynYFE (1 pg), o DNA do virus vSynVI-gal (0,5 pg) e 0,5 mL do meio TC-100
sem soro. Apos 10 min, a mistura do plasmideo com o virus foi adicionada ao meio TC-
100 sem soro contendo lipossomo. O material foi incubado 10 min a temperatura
ambiente. Durante esse periodo, o sobrenadante das células BTI-Tn5B1-4 foi removido
e apds os 10 min a mistura DNA/lipossomo foi adicionada as células e incubada a
temperatura ambiente por 3 h. Ao final desse periodo foram adicionados 2 mL de meio
TC-100 contendo 10% de soro fetal bovino e as células foram incubadas a 27°C por 7
dias.

Conforme descrito por Machado, 2007, a co-transfec¢do permite que, no
interior das células de inseto, ocorra recombinacdo homologa entre regides
flanqueadoras do gene de interesse, no vetor de transferéncia, e as regides homologas no
genoma do virus vSynVI-gal, que flanqueiam o gene da [3-galactosidase e o genoma
circular. Desta forma, apds a recombinacdo homologa, somente o virus recombinante

estara na forma circular e infectiva, facilitando a purificagdo do recombinante. O virus
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vSynVI-gal ndo possui o gene da poliedrina (polh), o que ndo permite a formacao de
poliedros durante a infeccdo. Quando ocorre a recombinagdo homodloga entre o DNA
plasmidial e o DNA viral o virus passa a apresentar o gene polh, permitindo entdo que o
virus recombinante produza poliedros. Para isolar o virus recombinante vSynYFE, foi
feita purificagdo viral pelo método de dilui¢do em placa de 96 pogos (protocolo descrito
em O’Reilly et al., 1992), utilizando o sobrenadante das células transfectadas (apos sete
dias da co-transfec¢do). Apos esse periodo, pode ser visualizada, através de microscopia
optica, a formacao de poliedros e sincicios, caracteristicas essenciais que confirmam a

presenga desse virus recombinante.

3.5. Analise da expressao da proteina E através de SDS-PAGE e Imuno-

marcacao

Células TN5B (1 x 10° por poco) foram adicionadas 4 uma placa com 6 pocos
(TPP) e foram infectadas com 10 unidades formadoras de placa (pfu) /célula do
baculovirus recombinante vSynYFE. Como controle, foram utilizadas cé¢lulas Tn5B nao
infectadas, infectadas com o tipo selvagem AcMNPV, infectadas com o virus vSynVI-
gal, com o tipo selvagem AgMNPV e com o virus recombinante vSynScathL,
construido em um outro trabalho (Gramkow, 2010). As células foram coletadas com 96
h.p.i. e centrifugadas a 750g por 7 minutos. O sobrenadante foi armazenado como
estoque e o sedimento de células foi ressuspenso em 100 uL de tampao PBS. O pellet
foi lavado com PBS e aliquotas das amostras foram analisadas por SDS-PAGE
(Laemmli, 1970).

Em seguida, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel desnaturante

de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% , conforme Laemmli (1970). O gel foi corado e
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fixado em solugdo de 40 % de metanol ¢ 10 % de acido acético e Coomassie blue 0,1 %,
por cerca de 16 h e descorado em solucdo de 40 % de metanol e 10% de acido acético

por 4 h, sob leve agitagao.

3.6. Analise por microscopia confocal e microscopia de fluorescéncia

Células Tn5B (1x10° células) foram adicionadas a placas de 6 pocos de 60mm
que continham laminulas posicionadas no fundo de cada poco. Desta forma, a
monocamada das células foi formada em cima das laminulas e isso permitiu que depois
elas pudessem ser retiradas da placa, imunomarcadas e analisadas, em cima de uma
lamina, por microscopia confocal. As células foram infectadas com vSynYFE (10 pfu /
célula) ou nao infectadas (controle negativo - mock). Apdés 72 hpi as laminulas
contendo as monocamadas de células foram utilizadas para a imunomarcacdo. As
células foram fixadas com acetona gelada por uma hora (-20 ° C) e entdo incubadas por
30 min com uma solucdo de PBS / BSA 10% em temperatura ambiente. As laminulas
contendo células foram entdo incubadas por 1h com: a) anticorpo monoclonal que reage
com a proteina do envelope do virus da febre amarela de forma especifica e sem reacao
cruzada com outros flavivirus - anti-E ou b) um anticorpo policlonal anti-flavivirus ja
conjugado com isotiocianato de fluoresceina, utilizado atualmente no laboratdrio de
diagnéstico publico de referéncia LACEN-DF (anti-FLAV fluorescein isothiocyanate-
conjugated antibody). As laminulas incubadas com a) foram lavadas 3 vezes com PBS
(pH 7,4) e coradas com DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). As células foram lavadas
3 vezes com PBS e incubadas com o anticorpo anti-camundongo conjugado com o
fluoréforo Alexa488 (Invitrogen). Por fim, as células foram cobertas com uma gota de
A31632 B Component Image iT TM Fx Signal Enhancer (Invitrogen) e 1 gota de N-
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Propilgalato (0,2 g em 4 ml de PBS com glicerol-1 ml) e observadas com um
microscopio confocal (The Broadband Confocal Leica TCS SPS, Leica DMI Series
EL6000) com configuragdes apropriadas de excitacdo e emissdo para o corante
utilizado. As laminulas incubadas com b ndo foram coradas com DAPI, apenas lavadas
e cobertas como descrito acima e observadas com o auxilio do microscépio de

fluorescéncia (Axiophot, Zeiss).

3.7 Analise estrutural e ultraestrutural de células de inseto infectadas com

vSynYFE

CélulasTn5B (1 x 106) foram adicionadas a placas de sessenta milimetros (TPP) e
infectadas com vSynYFE (10 pfu / célula). Células ndo infectadas e células infectadas
com vSynYFE foram observadas com 72h.p.i e fotografadas em um microscopio
Axiophot (Zeiss) e processados para microscopia eletronica. As amostras foram fixadas
por 30 minutos em tampao fixador (2,0% de glutaraldeido, 2,0% de paraformaldeido,
0,1 mol/L de tampao cacodilato e 5,0% de sacarose) e depois infiltradas e emblocadas,
segundo protocolo descrito por Bozzola & Russel (1992). Depois de emblocadas, as
amostras foram seccionadas (80 nm) em ultramicrotomo automatico Leika ultracut UCT
e montados em tela de niquel de 200 mesh. As amostras foram visualizadas em
microscopio eletronico de transmissdo Jeol 1011 a 80 kV.e as imagens obtidas pelo

programa GATAN Bio Scan camera, modelo 792.

3.8. Imunoensaio de Mac-ELISA
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As propriedades antigénicas do baculovirus recombinante vSynYFE foram testadas em
um ensaio modificado MAC-ELISA (Vazquez et al., 2003). Células Tn5B na
concentragdo de 1 x10° células por pogo foram a dicionadas a uma placa de 6 pogos e
células infectadas por vSynYFE ou pelo baculovirus selvagem AcMNPV por 96 hpi e
células ndo infectadas foram coletadas e centrifugadas a 750 % g por 7 min. O pellet foi
lavado em tampao PBS e este procedimento foi repetido trés vezes. As células foram
ressuspendidas em uma solu¢do de PBS e soro humano e reservadas para um momento
posterior. Duzentos pL. de soro de dois pacientes positivamente diagnosticados para
febre amarela foram diluidos 1:40 em PBS contendo 0,5% BSA (albumina bovina). Um
volume de 50 puL dessa amostra foi adicionado aos pogos e a placa foi incubada por 1
hora em cdmara imida a 37 © C. A placa foi lavada cinco vezes com PBS. Um volume
de 50 pL de antigeno foi adicionado a placa. Trés diferentes antigenos foram utilizados
neste ensaio conforme foi descritos acima e consistem nos 3 extratos de células de
inseto :ndo-infectados (mock), infectados com AcMNPV e infectados com vSynYFE. A
placa foi incubada overnight em camara umida a 4 ° C e depois lavada por 5 vezes com
PBS. O anticorpo anti-FLAV conjugado a peroxidase (anticorpo monoclonal 6B6C-1
Mab, HRP Conjugated) , usado atualmente para o diagndstico de infec¢ao por flavivirus
no LACEN, Brasilia, Brasil foi adicionado aos pog¢os diluido 1 / 3000 em PBS mais
20% soro humano. A placa foi incubada por 1 h em camara umida a 37 ° C e depois
lavada por 5 vezes com PBS. O substrato da enzima peroxidase (100ml de H,O, ¢ 2,2
azino-bis-3-ethylbenzithiazoline-6-sulphonic acid) foi adicionado e ap6s 30 minutos a
37°C a leitura foi realizada.

O mesmo experimento foi repetido com um “pool” de soros de trés pacientes

diagnosticados positivamente para a dengue (sorotipos 1, 2 € 3) e o controle positivo foi
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baseado na reagdo entre 0 mesmo “pool” de soros com um “pool” de virus da dengue,

DENV (D1D2D3).
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4. RESULTADOS

Os resultados referentes a constru¢do do virus recombinante
vSynYFE (4.1) foram obtidos em um trabalho anterior (Machado,
2007)

4.1. Construgao do baculovirus recombinante vSynYFE

Com o objetivo de construir o baculovirus recombinante vSynYFE, a seqiiéncia
de DNA que codifica o gene do envelope da Febre Amarela foi isolada por RT-PCR de
uma amostra de tecido cerebral liofilizado de camundongos neonatos inoculados
intracerebralmente com YFV como uma banda 1590pb (Figura 2) e clonada no vetor
pGEM-T ® Easy-vector ( Promega), formando o vetor pPGEMYFE (Figura 3). Depois
da transformacao e amplificacdo em E. coli (DHS5-a, Invitrogen), o DNA plasmidial foi
digerido com EcoRI (Figura 4). e a banda de 1590 pb foi isolada e clonada no vetor
vetor de transferéncia pSynXIV VI + X3 gerando o plasmideo recombinante pSynYFE.
A inser¢ao correta do gene env no plasmideo recombinante foi confirmada através de
digestdo com Eco Rl e a confirmacao da dire¢do do inserto através de amplificacao por
PCR utilizando oligonucleotideos especificos conforme descrito por Machado, 2007
(Figura 5). O vetor pSynYFE, que contém o gene do envelope foi co-transfectado com
o DNA do virus vSynVI-gal em células BTI-Tn5B1-4, permitindo que ocorresse, no
interior das células, a recombina¢do homologa entre regides do plasmideo vetor e o
genoma do virus. Apds a recombinag¢do o gene env foi colocado sob o comando do
promotor pXIV (promotor da poliedrina modificado, Wang et al., 1991) o que permite
que o virus recombinante vSynYFE seja expresso paralelamente com a expressdo da

poliedrina.
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Figura 2: Amplificacio do gene do envelope do virus da febre amarela por RT-PCR. A) Esquema
mostrando posi¢do dos oligonucleotideos YFE2460R ¢ YFE878F no gene env. B) Eletroforese em gel de
agarose 0,8% mostrando produto de amplificagdo do RT-PCR (pogo 2) utilizando os oligonucleotideos
YFE2460R ¢ YFE878F ¢ Marcador DNA ladder 1Kb plus (pogo 1). A seta indica fragmento de 1.590 pb

referente ao tamanho do gene env.
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Figura 3: Clonagem gene env no vetor pGEM-T Easy. A) Esquema mostrando mapa do plasmideos
pGEMYFE. B) Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Pogo 1: Marcador DNA ladder 1Kb plus. Pogo 2:
plasmideo pGEM-T Easy sem o inserto, apresentando tamanho de 3.015 pb referente ao tamanho do
plasmideo. Pogo 3: plasmideo pGEMYFE ndo digerido, e. Pogo 4: plasmideo pGEMYFE digerido com
Eco RI, apresentando duas bandas, uma de 3.015 pb referente ao plasmideo pGEM-T Easy e outra de

1.590 pb referente ao gene env.
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Figura 4: Clonagem do gene env no vetor de transferéncia pSynXIV VI'X3. A) Esquema mostrando
mapa do plasmideo pSynYFE, o gene env, o gene da poliedrina e os promotores pX/V e Ppolh. B)
Esquema mostrando a posi¢do de anelamento dos oligonucleotideos orf 603, YFE878F, YFE2460R e
polR no plasmideo pSynYFE. C) Eletroforese em gel de agarose 0,8%, mostrando no pogo 1: Marcador
DNA ladder 1Kb plus. Pogo 2: plasmideo pSynXIV VI'X3 linearizado, sem o inserto, apresentando
tamanho de 5.837 pb referente ao tamanho do plasmideo. Pogo 3: plasmideo pSynYFE digerido com Eco
RI, apresentando duas bandas, uma de 5.837 pb referente ao plasmideo e outra de 1.590 pb referente ao
gene env. D) Eletroforese em gel de agarose 0,8% para confirmar dire¢do do gene env no vetor de
transferéncia. Pogo 1: Marcador DNA ladder 1Kb plus. Pogo 2: PCR utilizando oligonucleotideos polR e
YFER, evidenciando uma banda esperada de 2.500 pb. Pogo 3: PCR utilizando oligonucleotideos orf 603

e YFEF, evidenciando uma banda esperada de 1.700 pb.
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Posteriormente, o virus foi isolado através da observa¢do por microscopia
optica de corpos de oclusdo, nas células infectadas com o sobrenadante da co-tranfec¢do
e das dilui¢des em placa de 96 pogos (O’Reilly ef al., 1992). Para confirmar a presenca
do gene env no virus recombinante vSynYFE, uma rea¢do de PCR foi realizada com
DNA viral, utilizando os oligonucleotideos YFE2460R e YFE878F onde houve a

amplificacdo da banda esperada de 1590 pb (Figura 5).

4.2. Detecgao da expressao da proteina recombinante

Extratos de células de inseto infectadas com vSynYFE foram usados em um gel
SDS-PAGE para detectar proteinas do envelope e, quando comparados com células
infectadas com outros baculovirus eles apresentaram uma proteina de cerca de 54 kDa
(Figura 6). Esta banda ndo estava presente nas células ndo infectadas de Tn5B nem em
células infectadas com Ac MNPV, AgMNPV e um AcMNPV recombinante contendo o
gene da ScathL de Sarcophaga peregrina (vSynScathL) (Gramkow et al., 2010). A
proteina recombinante de 54 kDa produzida tem o tamanho esperado para a proteina

recombinante.

4.3. Imunodeteccao da proteina recombinante

Com o objetivo de confirmar a imunogenicidade da proteina recombinante E
expressa em células de inseto foi realizada microscopia de fluorescéncia e microscopia
de fluorescéncia confocal. Anticorpos policlonais € monoclonais contra a proteina E
foram capazes de detectar a presenga da proteina recombinante E no citoplasma de
células Tn5B infectadas com vSynYFE indicando que a proteina recombinante ¢

antigenicamente semelhante a proteina E selvagem (Figura 7A e B),.
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Figura 5: Confirmacio da presenca do gene env no virus recombinante vSynYFE Eletroforese em
gel de agarose 0,8%. Poco 1: PCR com o DNA do BV de vSynYFE utilizando os oligonucleotideos
YFE2460R e YFE878F. A seta indica a banda de 1.590 pb referente ao gene env. Pogo 2: Marcador DNA

ladder 1Kb plus. .
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Figura 6 Construcéo de virus recombinante e producio da proteina E.

(A) Representagdo esquematica da construgdo do virus recombinante vSynYFE, O esquema mostra
o0 locus do gene da poliedrina no plasmideo pSynYFE e a mesma regido (contendo o gene lac-Z) no virus
vSynVI-gal. O plasmideo pSynYFE, que contém o gene do envelope da febre amarela, foi co-
transfectado juntamente com o DNA do virus vSynVI-gal, para a construgdo do virus recombinante
vSynYFE. Os genes da poliedrina, envelope e lac-Z estdo indicados na figura, assim como os promotores
pXIV, Ppolh e pSyn que controlam a expressdo desses genes.

(B) Analise da expressdo da proteina recombinante E do virus da febre amarela em células de inseto.
Gel desnaturante de poliacrilamida a 12% mostrando no poc¢o 1: Marcador BenchMarkTM Pre-Stained
Protein Ladder da Invitrogen. Poco 2: Extrato de células BTI-Tn5B1-4 ndo infectadas (mock). Poco 3:
Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com o virus AcMNPV. Poc¢o 4: Extrato de células BTI-
Tn5B1-4 infectadas com o virus vSynVI-gal. Poco 5: Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com o
virus AgMNPV. Pogos 6, 7 e 8: Extrato de células BTI-Tn5B1-4 6, 7 e 8 células Tn5B infectado com um
AcMNPV recombinante contendo o gene da ScathL de Sarcophaga peregrina (vSynScathL). Pogo 9:
Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com o virus vSynYFE. A seta indica a presenga de uma banda

de aproximadamente 54 kDa, em células infectadas com vSynYFE.
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Figura 7 — Deteccdo da proteina E em células de inseto infectadas pelo virus vSynYFE

Células Tn5B foram infectadas com o virus vSynYFE (10pfu/cell) e 72 hpi, as células foram fixadas com
acetona gelada e incubadas com um anticorpo policlonal anti-FLAV (conjugado com isotiocianato de
fluoresceina) ou um anticorpo monoclonal especifico anti-E. Anticorpos monoclonais anti-E foram
detectados por anticorpo anti-mouse conjugado ao fluor6foro Alexa488 por microscopia confocal (verde).
Nucleos celulares foram visualizados por coloragdo DAPI (azul). (A) Imunomarcagdo com o anticorpo
Anti-FLAYV policlonal visualizado em um microscopio de fluorescéncia. Al, Células Tn5B ndo infectadas
(campo claro). A2, Células Tn5B infectadas com vSynYFE mostrando células sinciciais multinucleadas
(campo claro). A3, Células Tn5B ndo infectadas (fluorescéncia). A4, Células Tn5B infectadas com
vSynYFE mostrando células sinciciais multinucleadas (fluorescéncia). Em Al, A2, A3 e A4: barra
indicada na imagem: 30 [/m (B) Imunomarcagio com anticorpo monoclonal especifico anti-E visualizada
em um microscopio confocal. B1, Células Tn5B ndo infectadas (campo claro). B2, Células Tn5B nao
infectadas (coloragdo DAPI). B3, Células Tn5B ndo infectadas (sobreposi¢do). B4, Células Tn5B
infectadas com vSynYFE (campo claro). BS, Células Tn5B infectadas com vSynYFE (DAPI). B6,
Células Tn5B infectadas com vSynYFE (sobreposicdo). Em B1, B2, B3, B4, B5 ¢ B6: barra indicada na

imagem: 50 [ 'm.A coloragdo em azul de DAPI indica a posi¢ao do niicleo.
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4.4. Analise estrutural e ultra-estrutural de células de inseto infectadas

com vSynYFE

Célula de inseto infectadas com vSynYFE apresentaram células multinucleadas
sinciciais o que ¢ um efeito citopatico tipico da infec¢do por Flavivirus, o que ndo foi
observado em células Tn5B ndo infectadas por microscopia de luz e microscopia

eletronica (Figura 8).

4.5. Imunoensaio de MAC-ELISA

Neste ensaio, foram utilizados dois diferentes soros de pacientes infectados por
Febre amarela para a reagdo com extratos de células de inseto ndo-infectados, infectados
por AcMNPV ou por vSynYFE servindo como antigenos. Os valores da OD
demonstrados nos graficos da Figura 8 sdo médias das trés repeti¢des de medidas de
experimentais e barras de erro determinadas utilizando Software Graph Pad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA). Extratos de células ndo infectadas e extratos de
células infectadas por AcCMNPV apresentaram valores baixos de OD (0,113 e 0,121,
respectivamente) quando comparados com extratos de células infectadas pelo virus
vSynYFE (0,214) (Figura 9A). Extratos de células infectadas com AcMNPV também
apresentaram baixos valores OD utilizando um segundo soro de paciente infectado por
febre amarela (0,081) quando comparados com extratos de células infectadas pelo virus
vSynYFE (0,294) (Figura 9B). Também foi realizado um segundo ensaio com um pool
de soros de pacientes infectados com o virus da dengue e os mesmo extratos celulares
acima descritos como antigenos. (Figura 9C). Nao foi detectada reatividade cruzada

com o extrato de células de inseto infectadas pelo virus vSynYFE indicando que este
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material pode ser usado em substituicdo do virus da febre amarela integral como

antigeno neste ensaio.

Figura 8 — Analise estrutural e ultraestrutural de células de inseto infectadas com vSynYFE
mostrando formacdes sinciciais multinucleadas.
C1: Microscopia de luz. Barra indicada na figura: 14mm; C2: Eletromicrografia de transmissdo. Barra

indicada na figura 5Smm. Setas indicam o ntcleo das células
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Figura 9 — Imunoensaio de MAC-ELISA

Neste ensaio modificado de ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA) os antigenos testados foram
células Tn5B ndo infectadas (mock), infectadas com AcMNPV e infectadas com vSynYFE. (A) e (B):
Dois diferentes soros de pacientes infectados com o virus da febre amarela foram utilizados para testar a
detecgdo dos antigenos (sabe-se que esses soros sdao capazes de reagir positivamente ao virus selvagem de
FA). O experimento foi repetido por 3 vezes. (C) Um pool de soros de pacientes infectados com o virus
da dengue — contendo anticorpos contra os 3 sorotipos de dengue 1, 2 ¢ 3 - foi utilizado para testar a
deteccdo dos antigenos (sabe-se que esse pool de soros € capaz de reagir positivamente ao virus selvagem
da Dengue sorotipos 1,2 e 3, representado no grafico como o controle positivo - D1D2D3). CN ¢ o
controle negativo, com um soro de paciente sauddvel. Nenhuma reatividade foi detectada com células

Tn5B infectadas por vSynYFE usadas como antigeno. O experimento foi repetido por 3 vezes.
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5. Discussao

Com o objetivo de verificar a atividade antigénica de uma proteina recombinante
E do virus da Febre Amarela, esta proteina foi expressa em células de inseto com o
auxilio de um baculovirus recombinante (vSynYFE) construido em um trabalho anterior
(Machado, 2007). Células de mamiferos sdo muito eficientes para expressar a proteina E
do virus da febre amarela (Despres et al., 1988; Nogueira et al., 2011) e de outros
flavivirus, como o do virus da Dengue (Jaiswal & Swaminathan, 2003). No entanto, seu
uso ¢ muito mais caro e trabalhoso quando comparado ao uso de células de inseto as
quais também apresentam a vantagem de ndo serem infectadas por virus patogénicos
para humanos (Morton & Potter, 2000). Células Tn5B infectadas com vSynYFE
expressaram a a proteina recombinante E com o tamanho previsto de 54 kDa. As células
infectadas pelo virus recombinante também demonstraram a formacdo de células
multinucleadas sinciciais o que constitui um efeito citopatico tipico encontrado em
células de mosquitos infectados com Flavivirus (Vasconcelos 2002). A presenca do
efeito citopatico ¢ inclusive utilizada como uma das técnicas de diagnostico disponiveis
para a Febre amarela.

As células infectadas por vSynYFE foram também positivamente
imunomarcadas por anticorpos monoclonais e policlonais especificos para a proteina E
do virus da Febre amarela original e especificos para flavivirus, respectivamente. Este
ultimo anticorpo ¢ atualmente utilizado em um centro de diagndstico (LACEN), na
cidade de Brasilia, Brasil. Além disso, em um ensaio de MAC-ELISA, dois diferentes
soros de pacientes infectados por febre amarela reagiram positivamente com extratos de
células de inseto infectadas pelo vSynYFE usados como antigenos. Esta experiéncia

seria mais representativa se mais soros de pacientes fossem testados. Infelizmente, a
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disponibilidade desse soro positivo ¢ pequena, o soro positivo contra a febre amarela ¢é
raro e grande parte dele ¢ distribuida entre os centros de referéncia de diagndstico e nao
estavam disponiveis para testes académicos. Por outro lado, extratos de células de inseto
infectadas pelo virus recombinante ndo reagiram de forma cruzada com um pool de
soros de pacientes infectados pelo virus da dengue (Fig. 8), o que indica que a proteina
recombinante do envelope pode responder de forma antigenicamente muito semelhante
ao que acontece com o virus intacto o que ¢ muito relevante quando se considera que
isso pode ser utilizado em testes de diagndstico mais especificos e que apresentem
menos erros ou duvidas com relagdo aos resultados.

A reatividade cruzada com Flavivirus diferentes ¢ bastante comum durante os
testes sorologicos (Monath, 2005). O uso de proteinas recombinantes do virus ou partes
dele ainda menores podem diminuir esse tipo de problema. Esta estratégia também
poderia reduzir os custos uma vez que atualmente o proprio virus da febre amarela ¢
utilizado como antigeno para o diagnéstico o que requer uma estrutura de
biosseguranc¢a, com uso de animais e cuidado dos mesmos.

O diagnostico mais rapido significaria o controle também mais rapido da
doenca. Casos subnotificados levam ao atraso na decisdo por medidas de emergéncia e o
risco de reurbanizacdo da doenca uma vez que o vetor urbano se adaptou para viver
entre os humanos em ambientes domésticos. A utilizagdo de proteinas recombinantes do
envelope poderd ser estendida para o desenvolvimento de uma vacina mais segura, que
ndo inclua o virus da Febre Amarela. Especialmente porque eventos adversos graves
estdo sendo associados a vacina contra a febre amarela utilizando o virus atenuado,
como reagdes de hipersensibilidade, doenga neurotropica e doenga viscerotropica

associadas (Barnett, 2007).
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Despres et al. (1991) utilizou o sistema baculovirus de expressao para expressar
e caracterizar a proteinas E e NS1 da febre amarela (NS1: proteina ndo estrutural do
virus da febre amarela identificada como o antigeno responsavel pela fixacdo de
complemento) e mostraram que células de inseto infectadas com o baculovirus
recombinante eram capazes de sintetizar as proteinas E e NS1 de forma similar ao
tamanho e antigenicidade daquelas expressas em células Vero infectadas com o virus da
Febre Amarela. Este trabalho se assemelha aos métodos utilizados no trabalho descrito
nesta tese, mas difere com relacdo ao tipo de célula hospedeira utilizada (Despres et al
utilizou células de inseto S. frugiperda), vetor utilizado para a constru¢do do virus
recombinantes e tamanho do gene da proteina E usado. Em seu trabalho, ndo foi
relatada formacdo sincicial em células de S. frugiperda infectadas pelo virus
recombinante. Isto pode ser explicado pela expressdo de uma versdo truncada da
proteina E sem a regido hidrofobica C-terminal (aminoéacidos 740-778) responsavel pela
localizagdo transmembrana da proteina dentro das membranas intracelulares, o que pode
ser importante para a oligomerizagdo e correto dobramento de E em uma proteina ativa
biologicamente (Ruiz ef al.,1989).

O mesmo grupo de pesquisa injetou extratos de células de inseto infectadas por
virus recombinante em camundongos e conduziu um desafio letal com o virus da Febre
Amarela (Després et al.,1991). O resultado foi uma protecdo sélida contra a encefalite
letal causada pela infeccdo viral o que refor¢ca a antigenicidade de proteinas
recombinantes quando comparadas ao virus intacto. Shiu et al. (1991), também
expressou a proteina E recombinante em células de insetos utilizando o sistema
baculovirus de expressdo. O genoma do virus recombinante continha um cDNA
codificando os aminoacidos 109-820 da poliproteina do virus da Febre Amarela. Esta

regido tem um trecho N-terminal truncado de pré-M, Proteinas M e E completas e os
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primeiros 42 aminoécidos da proteina NS1. Esta proteina recombinante expressa em
células de inseto mostrou-se antigenicamente indistinguivel da proteina E do virus da
febre amarela vacinal.

A cepa da vacina contra a febre amarela utilizada atualmente ¢ considerada
muito segura, na verdade, ¢ considerada uma das vacinas mais seguras ja desenvolvidas
(Struchiner et al.,2004). Sua producdo tem sido administrado ao homem desde o final
dos anos 1930 (Nogueira et al.,2011) e uma dose unica de vacina 17D contra a febre
amarela confere imunidade a longo prazo, com alguns dados que confirmam casos de
protecdo superior ao esperado de 10 anos (Bodilis et al.,2010). No entanto, como ainda
faz uso de virus atenuado, alguns eventos adversos podem resultar da sua utilizagdo
(Eventos adversos pds vacinagdo com a vacina contra Febre Amarela — Portal da Saude)
causando eventos adversos viscerotropicos e neurotropicos e anafilaxia (Monath et
al.,2011). A doenga viscerotropica associada a vacina contra febre amarela (YEL-AVD)
assemelha-se aos sintomas da febre amarela selvagem, com uma taxa de mortalidade
semelhante, enquanto a doenca neuroldgica associada a vacina da febre amarela (YEL-
AND) pode ser manifestada através de encefalite, meningite, neuropatia, sindrome de
Guilllain-Barré, encefalomielite aguda disseminada ou mielite espinhal (Hayes, 2010).
Sua ocorréncia varia de 0,4 a 7,9 casos por 100.000 doses de vacinas e algumas
alternativas estdo sendo estudadas, a fim de minimizar os riscos da administragdo da
vacina, especialmente para aqueles com um sistema imunoldgico comprometido, como
idosos, imunodeprimidos ou pacientes timectomizados, criangas com menos de 9 meses
de idade e mulheres gravidas ou amamentando.

Uma alternativa seria a administragdo de virus inativado que ja estd sendo
testado em ensaios clinicos (Monath et al.,2011). Outra seria usar particulas que

simulam particulas virais como imundgenos. Viral-like-particles (VLP) produzidas em
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células de insetos tém sido utilizadas em ensaios de vacinas de subunidade para a
infeccdo por influenza e estudos preliminares demonstraram que estas VLPs sdo
capazes de induzir imunidade contra algumas cepas do virus influenza (Quan et
al.,2007). Gut-Winiarska et al. (2000) desenvolveu um método de ELISA direto como
teste de diagnostico utilizando uma glicoproteina B recombinante (GB), expressa em
baculovirus para detectar o virus da pseudoraiva (PRV). Ele mostrou alta sensibilidade e
especificidade quando comparado com outros dois testes comerciais que utilizavam o
virus inteiro. Recentemente, uma vacina que utiliza VLPs produzidas por baculovirus
recombinante em células de inseto conferindo prote¢do contra papilomavirus humano
(HPV), agente causador da neoplasia cervical, foi aprovada para uso no Brasil e o
Ministério da Saude esta considerando a possibilidade de adoté-la em seu programa de
vacinag¢do anual (European medicines agency).

Em conclusdo, nossos dados mostram que a proteina recombinante E derivadas
de YFV expressa em células de inseto ¢ reconhecida por anticorpos monoclonais e
policlonais utilizados para detectar a infec¢cdo por YFV em soros humanos e, portanto,
pode ser util para diferentes aplicagdes médicas desde melhorar o diagndstico da doenga
como para o desenvolvimento de uma vacina de subunidade, o que pode ser util no
futuro para promover a imunizacdo dos individuos contraindicados a receber a atual

vacina de virus atenuado.
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6.Perspectiva

6.1 Expressar a proteina E fusionada a proteina poliedrina de baculovirus e
verificar se a antigenicidade ¢ mantida e a purificagdo facilitada. Assim este
antigeno, agora produzido em maior quantidade, poderia ser testado em testes
diagnosticos.
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CAPITULO III
Uma nova estratégia para a expressao da glicoproteina

do virus da Raiva em células de inseto

1. Introducao

1.1. Um breve historico

Nao se sabe ao certo quando a raiva apareceu na sociedade humana. Presume-se
que o homem iniciou seu convivio com caes cerca de 30.000 anos atras, entdo existe a
possibilidade de que a raiva humana tem ocorrido desde entdo. O documento mais
antigo mencionando a raiva como uma zoonose € a lei promulgada em torno de 2.300
a.C., na Mesopotamia. A lei, parte do Codigo Eshunna, imputava uma penalidade ao
proprietario do cao cuja mordedura de uma vitima culminasse em morte. Subentende-se
desta lei que, ja neste periodo, o modo de transmissdo da raiva era parcialmente
compreendido e um tipo de controle de disseminagdo estava sendo posto em pratica.
Seres humanos e caes foram aumentando em nimero, € as pessoas comegaram a migrar
para novas regides com seus caes. Esse movimento parece ser a razao pela qual a raiva
se espalhou para varias regides do mundo (Takayama, 2008).

Hoje, a raiva pode ser encontrada em varios animais de pequeno e grande porte e
existe uma preocupacao com a vacinacao de animais domésticos menos comuns como
furdes e coelhos que, apesar de apresentar raiva de modo mais raro, devem também ser

fonte de preocupagdo por ja terem sido encontrados com o virus (Lakay et al.,2008).

112



1.2. Epidemiologia da Raiva

A raiva ¢ uma encefalomielite aguda viral que ¢ praticamente 100% fatal, Apds
o inicio dos sintomas apenas 2 casos de cura foram registrados até hoje (Willoughby et
al.,2005; Secretaria de Vigilancia em Satde, Ministério da Saude 2009). A doenca ¢
mais prevalente nos paises em desenvolvimento, onde ¢ pouco reportada. Grandes
nagdes que apresentam casos de raiva canina endémica (entre eles a India e o Paquistdo)
ndo incluem a raiva entre doencas de notificacdo ou comunicag¢do e a incidéncia real ndo
¢ conhecida. Estima-se que mais de 55.000 seres humanos morrem da doenca rabica no
mundo cada ano (Desmézicres et al.,2003).

Todas as espécies de mamiferos sdo suscetiveis a infec¢do pelo virus rabico, mas
apenas algumas espécies sdo importantes como reservatorio para a doenga. Nos Estados
Unidos, linhagens distintas do virus da raiva foram identificadas nos guaxinins, gambas,
raposas € coiotes. Vdrias espécies de morcegos insetivoros também sdo reservatorios
para as estirpes do virus (Jacob et a/.,2000). No Brasil, acreditava-se que a transmissao
mais comum era feita por animais domésticos, pela arranhadura de gatos e
especialmente mordedura de cdes mas essa condicdo foi modificada e hoje a
transmissdo mais preocupante se da por morcegos, em areas ndo urbanas (Cleaveland et
al., 2006). Os casos mais preocupantes também nao sdo mais os de raiva em humanos
pois as campanhas de vacinagdo gratuitas mantidas pelo governo vém diminuindo os
casos de transmissdo deste tipo de raiva de maneira bastante eficiente e os casos cairam
de 73 em 1990 para apenas 3 em 2008 (Raiva CID 10, Mnistério da Satude). Os casos
mais preocupantes e de impacto econdmico sdo os que acontecem entre animais de
grande porte como gado, promovendo ndo s6 perda econdmica (estima-se uma
incidéncia de 5 mortes/100.000 animais gerando um prejuizo anual de

aproximadamente 12 milhdes de dolares por ano na Africa e Asia) (Knobel et al.,2005)
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como aumento no risco de exposi¢do ao virus por contaminagdo da carne de consumo
onde niveis detectdveis de virus foram relatados em coragdes, pulmdes, rins, figados,

testiculos, glandulas salivares, musculos, de diferentes animais (Ito, 2005)

1.3. Transmissao do virus da Raiva

O modo mais comum de transmissdo do virus da raiva ¢ através da mordedura
de animal infectado e geralmente comeca quando a saliva infectada de um hospedeiro
entra em contato com o tecido susceptivel a infeccdo de um animal ndo infectado.
Embora mais raro, a transmissdo tem sido documentada por outras vias como a
contamina¢do das mucosas (olhos, nariz, boca), transmissdo aerossol, e transplantes de
cornea e 6rgaos (transmissdo inter-humana) (CDC, 2008).

A entrada do virus da raiva no organismo ocorre através de ferimentos ou
contato direto com superficies mucosas uma vez que, na pele intacta, o virus nio
consegue penetrar (WHO, 2004). As particulas do virus da raiva, transmitidas por
mordedura animal, migram do local de inoculagdo para o cérebro e causam uma doenca
aguda e fatal associada a intensa replica¢do viral no sistema nervoso central (Seif et
al.,1985).

O ciclo viral ¢ citoplasmatico e todo o processo da transcricdo e replicagdo
ocorre dentro de uma “fabrica viral especializada”, o corptisculo de Negri. Esses
corpusculos de inclusdo sdo tipicos na infecgdo cerebral, sendo utilizados como prova

histoldgica de tal infeccdo no diagnodstico definitivo (Albertini et al.,2008).

1.4. Virus da raiva (Rabies virus)

O agente etioldgico da raiva ¢ o Rabies virus, o qual pertence a familia

Rhabdoviridae e ao género Lyssavirus. Tem formato de um projétil e possui como
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material genético um RNA fita simples sentido negativo que codifica cinco proteinas:
uma nucleoproteina (N), uma fosfoproteina (P), uma RNA polimerase (L), uma proteina
de matriz (M),e uma glicoproteina transmembrana (G) A proteina M, junto com a
glicoproteina G, fazem parte do envelope que reveste o nucleocapsidio viral (Jacob et
al.,2000).

Ap0s se ligar ao receptor na célula hospedeira, a via de entrada do virus é por
endocitose, seguida da fusdo induzida por baixo pH, entre a membrana viral e
endossomal. (Albertini et al.,2008). Essa fusdo ¢ catalisada pela glicoproteina G, o
principal determinante da neuropatogenicidade do virus da raiva (Hemachudha et al.,
2006; Gaudin, 2000). O genoma viral de RNA sentido negativo encontra-se
encapsidado pela proteina N e requer o complexo de polimerases virais L (de “large
protein”) e P (de ‘‘phosphoprotein’’) para a transcricdo e replicacdo. L ¢ a RNA
polimerase RNA dependente enzimaticamente ativa e P é o seu co-fator. A fusdo entre
membranas permite a liberagdo intracelular do nucleocapsideo (N-RNA). Na célula, o
N-RNA serve como molde para transcri¢do e replicagdo. O primeiro passo para o ciclo
de replicacdo ¢ a transcricdo do genoma viral. Existe um Unico sitio para iniciar a
transcri¢do na terminacdo 3’no RNA genOmico. Apds a iniciagdo da transcri¢do, o
complexo L e P transcreve uma copia do RNA lider para o sentido positivo formando o
RNA mensageiro (mMRNA) (Albertini et al.,2008).

Posteriormente na infec¢do, a atividade de L. muda para replicacdo, no intuito de
produzir copias completas de fita positiva de RNA, sem a presenca de cap ou cauda
poli-A. Esses RNA complementares (cCRNA) também sdo encapsidados pela N e ligam-
se ao complexo L-P. Os cRNA sdo usados como molde para produzir novas fitas
negativas de RNA genomico para encapsidacdo pela N e assim formar novos

nucleocapsideos. Nao se conhece ainda o gatilho molecular que induz a mudanga do
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processo de transcrigdo para a replicacdo, mas essa mudanca s6 ocorre se houver
quantidade suficiente de nucleoproteina recém-produzida disponivel para encapsidagdo
do genoma replicado (Albertini, 2008).

Portanto, o processo de replicagdo produz nucleocapsideos contendo o RNA
gendmico antisenso completo, o qual serve como molde para a sintese de RNA
gendmico senso. A proteina N favorece o processo de replicagcdo pela sua habilidade de
se ligar a fita lider de RNA recém produzida e também as jungdes intergénicas,
resultando na sintese completa do RNA gendmico senso. O novo genoma sintetizado,
serve tanto como molde para transcri¢do secundaria ou ¢ compactado por proteinas M

permitindo o brotamento do virus da membrana celular (Chelbi et al.,2006).

1.5. Patologia

O virus da raiva multiplica-se no local de inoculacdo, em tecido ndo-nervoso,
ou entra diretamente nos nervos periféricos e viaja pelo fluxo axonal retrogrado para o
sistema nervoso central (SNC). Tanto fibras motoras como sensoriais podem estar
envolvidas. O virus entdo migra do SNC via fluxo axonal anterégrado, dentro dos
nervos periféricos, levando a infeccdo de alguns tecidos ndo-nervoso adjacentes como
tecidos secretores e glandulas salivares, onde também se replica e ¢ eliminado pela
saliva tanto de humanos quanto dos animais enfermos.

A velocidade da ocorréncia do 6bito associado a raiva, apoés mordeduras ndo
tratadas, varia dependendo da severidade e local do ferimento, bem como da
concentragdo do virus na saliva (Hemachudha et al.,2006). Mordidas na cabega, face,
pescoco e maos, especialmente com sangramento, tém riscos mais altos e geralmente

estdo associadas a um curto periodo de incubagdo (Hemachudha et al., 2006). Porém, o
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risco esta presente mesmo em um ferimento superficial, devido a habilidade tnica
destes agentes de se replicarem na epiderme e derme (Takayama, 2008).

O periodo de incubagdo varia de quinze dias a seis anos dependendo da
quantidade de virus no indculo e do local de inoculagdao. Em cerca de 60% dos pacientes
com a doenga, o periodo de incubagdo ¢ de 1 a 3 meses, mas de 6% a 7% dos pacientes
mostram um periodo de incubag@o maior que 1 ano. O maior tempo de incubacdo ja
relatado foi de 7 anos (Takayama, 2008). A velocidade estimada de migracdo do virus
no interior do axoplasma dos neurdnios ¢ de 15 a 100 mm por dia mas dados mais
recentes descrevem um intervalo menor, mais freqiiente, de 8-20 mm por dia
(Germano, 1994).

Ao inicio dos sintomas clinicos, o virus ja estda amplamente disseminado por
todo organismo. O curso clinico da raiva humana consiste no periodo de incubag¢do, na
fase prodomal, na fase neurologica aguda e no coma. O primeiro sintoma da raiva ¢
geralmente dor neuropética no local do ferimento e surge apos a entrada do virus no
SNC, caracterizando a fase prodomal. Essa dor neuropatica ¢ causada pela replicacdo
viral inicial. Na fase prodomal, que dura de 2 a 10 dias, os pacientes relatam sintomas
ndo-especificos como mal-estar, febre e anorexia, bem como podem apresentar coceira,
dor e parestesia ao redor da ferida da mordedura [WHO 2004).

A fase neuroldgica aguda continua por 2 a 7 dias e caracteriza-se por ansiedade
intensa, agitagdo emocional e confusdo, intermitentemente. Em alguns momentos, os
pacientes podem estar calmos, licidos e cooperativos. Os principais sinais clinicos estao
relacionados a encefalomieloradiculite induzida pelo virus. As duas principais
caracteristicas clinicas observadas sdo a raiva (flria) e as paralisias que podem ndo estar
relacionadas a nenhuma localizagdo anatomica especifica do virus no SNC. No entanto,

a disfunc@o dos nervos periféricos ¢ responsavel pela fraqueza na raiva paralitica, pois
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afeta os neurdnios motores. J4 na flria ou raiva, estudos eletrofisiologicos indicam
disfuncdo de neurdénio do corno anterior, mesmo na auséncia de fraqueza clinica (Wu et
al., 2005; Hemachudha et al., 2006).

A hidrofobia ocorre em cerca de 60% dos pacientes. Eles desenvolverdo
espasmos faringeos e laringeos severos quando tentarem beber, ou mesmo quando
verem agua. Sintomas similares podem ser desencadeados com uma brisa no rosto ou
peitoral, caracterizando a aerofobia. Como consequéncia, os pacientes evitam beber
agua, lavar as maos ou sentir o vento As condigdes do paciente deterioram-se
gradualmente, evoluindo com febre alta, confusdo, desorientagdo, paralisia e convulsdes
também podem ocorrer. O paciente geralmente entra em coma. Na fase do coma, a
instabilidade autondmica torna-se extremamente predominante, podendo desenvolver
hipotensdo, arritmia e hipoventilagdo. A maioria dos pacientes morrem pouco depois de
entrar em coma, cerca de 1 a 5 dias, se ndo for dado suporte intensivo. Nao ha nenhuma
terapia efetiva para a raiva o que a torna inevitavelmente fatal, com

aproximandamente100% de obitos (Takayama et al.,2008).

1.6. Glicoproteina G

O virus da raiva ndo € uma unica entidade, mas consiste de um niimero vasto de
variantes associados com os diferentes tipos de hospedeiros. Corresponde a apenas um
dos 7 gendtipos pertencentes ao género Lyssavirus, sendo considerado o gendtipo 1
(GT1) seguido de Lagos Bat virus (GT2), Mokola virus (GT3), Duvenhage virus
(GT4), European Bat lyssaviruses 1 e 2 (GT5 e GT6 respectivamente) e Australian Bat
lyssavirus. (GT7) (Jacob et al.,2000).Estes virus diferem em seu cardter antigénico
devido a caracteristicas da glicoproteina G, o determinante primario de sua

patogenicidade e o maior indutor de prote¢do imune (Morimoto et a/.,2001). Antes eram
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virus divididos em dois grupos de acordo com a reatividade cruzada de anticorpos de
neutralizacdo e protecdo cruzada (Desmezicres ef al.,2003). No Brasil foi realizada uma
pesquisa utilizando um painel de 11 anticorpos monoclonais especificos para a proteina
N com o objetivo de identificar diferengas gendmicas e antigénicas em virus da raiva
isolados de diferentes regides e de diferentes hospedeiros. A pesquisa foi capaz de
identificar dois grupos principais de variantes, o primeiro formado por isolados de gado
e morcegos e o segundo por isolados de caes e gatos. (Schaefer et al.,2005).

A glicoproteina G ¢ responsavel pela ligagdo dos virions a superficie celular e,
apos a endocitose, entrega dos nucleocapsideos dentro do citoplasma da célula pela
fusdo do envelope viral com a membrana da vesicula endossomal (Desmezieres et
al.,2003). Esta proteina consiste de 438 aminodcidos formando um ectodominio que
tem trés potenciais sitios para glicosilagio do tipo N-ligada, um dominio
transmembrana de 22 aminodcidos € um dominio citoplasmatico com 44 aminoacidos
(Benmansour et al.,1991). Trabalhos também ja demonstraram que a glicoproteina G
nativa possui uma estrutura trimérica e, em pH acido, ela medeia a fusdo das

membranas no endossomo (Gaudin, 2000).

A proteina G ¢ muito importante para a infec¢do viral pois o virion depende dela
para a entrada na célula por ligag@o a receptores e fusdo de membrana (Luo ef a/.,2007).
A vacinagdo para prevenir o desenvolvimento da patologia da raiva se baseia
principalmente na capacidade da glicoproteina G em induzir a produ¢do de anticorpos
neutralizantes e ativagdo de células do sistema imune, como células T helper e células T
citotoxicas, tendo como resultado uma protecao contra a doenga, mesmo em um desafio
intracerebral (Jallet et al., 1993; Lodmell et al., 2004; Perrin et al., 1985 e Wiktor et al.,
1984).

1.7. Glicoproteina G e sistemas de expressao
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Por estas razdes, a glicoproteina G foi escolhida a proteina do virus da raiva a ser

testada como uma vacina de subunidade ou como potencial ferramenta de diagnostico

através de sua expressdo em uma vasta gama de sistemas de expressao de genes

heter6logos procaridticos e eucaridticos. Estratégias diferentes foram testadas com o

objetivo de produzir o antigeno em grande quantidade:

1)

2)

Expressdo em células de Drosophila melanogaster Schneider 2 (S2). Lemos et
al. utilizou vetores que contém os elementos necessarios para a amplificagdo
em bactérias e, em seguida promoveu a transfec¢do em células S2. O sistema
de expressao em S2 permite a integragdo do gene no genoma da célula e sua
expressdo pela maquina celular. Em seu trabalho, a glicoproteina G expressa
alcangou altos niveis de expressdo e foi analisada por testes de ELISA e de
citometria de fluxo. Ventini et al. (2010) também utilizaram células S2 para
expressar a glicoproteina G mas em seu trabalho o interesse foi analisar a sua
producdo em um biorreator de capacidade de 1L, a fim de simular uma
bioprodu¢do em larga escala. Ele descreve que o aumento no numero de
células ndo foi acompanhado pelo aumento da producdo de glicoproteina G e
que isso representa um desafio na optimizagdo do crescimento celular para que
favoreca a producdo da glicoproteina G. Yokomizo et al. (2007) testaram a
glicoproteina G expressa em S2 em camundongos. Camundongos imunizados
com a glicoproteina G demonstraram capacidade de sintetizar anticorpos contra
o virus da raiva e apresentaram protecdo contra um desafio letal utilizando o
virus da raiva.

Expressdo em bactérias. Motoi et al. (2005), expressou a glicoproteina G em
Escherichia coli (E. coli), a fim de utilizar a proteina recombinante para

imunizar galinhas poedeiras. Estas galinhas imunizadas foram capazes de botar
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3)

4)

OVOs nos quais as gemas eram ricas em imunoglobulina (IgY) e este anticorpo
foi testado como uma imunoglobulina anti-rabica. O anticorpo foi capaz de se
ligar especificamente aos virions e as células infectadas com virus da raiva.
Além disso, foi capaz de neutralizar a infectividade do virus da raiva e de
reduzir a mortalidade de camundongos previamente inoculados com o virus.
Bassi ef al. (2008), também utilizou E. coli para expressar a glicoproteina G e
mostrou reatividade significativa com anticorpos presentes na terapia de
imunoglobulinas de raiva humana (HRIG) em um ensaio de immmunoblotting.
A proteina também apresenta capacidade de interagir com um ensaio de
neutralizacdo competitiva in vitro, atuando como um antigeno forte. Li et al.
(2010) promoveu a construgdo, expressdo € imunocaracterizagdo de uma
glicoproteina G recombinante em E. coli que, em um ensaio de neutralizagao,
apresentou bastante atividade e capacidade de ser reconhecida pelo anticorpo
anti-rabico.

Expressdo em leveduras. Sakamoto et al. (1999) mostrou que a glicoproteina
G ndo foi processada normalmente em células de levedura, resultando em
estrutura proteica anormal, mas que era capaz de induzir a producdo de
anticorpos. Infelizmente, estes anticorpos eram incapazes de neutralizar a
infeccdo. Lafay et al. (1996) também utilizou leveduras para expressar a
glicoproteina G e digeriu aleatoriamente essa proteina recombinante para gerar
peptideos. 40 anticorpos monoclonal (MAbs) anti-glicoproteina G foram
usados para identificar regides antigénicas da proteina e para ver se principais
sitios antigénicos poderiam ser mimetizados por peptideos.

A glicoproteina G também foi expressa em tomates transgénicos € a proteina

recombinante administrada via oral é capaz de induzir imunidade protetora em
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guaxinins (McGarvey et al.,1995). Também foi relatada a utilizagdo da
glicoproteina G em vacinas de DNA que foram capazes de elicitar uma
resposta imunoldgica bastante eficiente em cdes e gatos através de vias de
inoculagdo intramusculares e intradermais (Osorio ef al., 1999).

5) Diferentes virus podem ser utilizados para expressar a glicoproteina G
vaccinia (Rupprecht et al.,1986; Pastoret & Brochier, 1993; Brochier et
al.,1995), adenovirus (Prevec et al.,1990 Chaerlton et al.,1992), Semliki Forest
Virus (Benmaansour et al., 2009) e baculovirus (Gomez-Sebastian et al., 2008;
Huang et al.,2011; Drings et al.,1999; Jarvis, 2003; Rath et al.,2005; Sissoeff
et al.,2005). Huang et al. (2011), expressou a glicoproteina G sob o controle do
promotor do citomegalovirus (CMV). O baculovirus recombinante gerado
promoveu expressdo em células de mamiferos e induziu a producdo de
anticorpos neutralizantes e fortes respostas de células T quando utilizado para
vacinar intramuscularmente camundongos. O baculovirus Autographa
californica multicapsid nucleopoliedrovirus (AcMNPV) € o baculovirus mais
estudado a nivel molecular e a maioria dos vetores de expressdao sdo baseados
neste virus (Moscardi,1999). H4 muitas vantagens de usar o sistema de
expressdo de Baculovirus tais como altos niveis de expressdao e modifica¢des
pos-traducionais que permitem que as proteinas heterdlogas expressa

apresentem dobramento correto e atividade biologica (Kost et al.,2005).

1.8. Poliedros de baculovirus

Corpos de oclusdao de baculovirus (também chamados de poliedros), sdo estruturas
ricas em proteinas que contém virions, que recentemente foram avaliadas quando a

possibilidade de incorporacdo de proteinas heterdlogas (Je et al.,2003). Como a
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poliedrina ¢ o principal constituinte proteico dos corpos de oclusdo do baculovirus,
corpos de oclusdo recombinantes que incorporam uma proteina heterologa podem ser
uma estratégia para a purificagdo da proteina heterdloga de modo mais pratico, através
da purificacdao dos poliedros, os quais sdo facilmente purificados por centrifugacdo em

gradiente de sacarose (Chang et al.,2003).
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2. Objetivo

Com o objetivo de expressar a glicoproteina do virus da raiva em niveis
elevados e avaliar o potencial antigénico dessa proteina, um baculovirus
recombinante contendo o gene da glicoproteina G fusionado com o gene da
poliedrina do baculovirus AcMNPV foi construido. Este virus recombinante foi
utilizado para infectar células de inseto e larvas de insetos suscetiveis e a proteina
produzida foi purificada por centrifuga¢do em um gradiente de sacarose e testada

para sua antigenicidade
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Virus e células utilizados

Foram utilizados os seguintes virus: baculovirus selvagem Autographa
californica multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPYV); baculovirus recombinante
vSynVI-Gal (Wang et al, 1991; O’Reilly et al., 1992); baculovirus derivados de
bacmideo bMON14272 (Bac-to-Bac “Baculovirus Expression System”, Invitrogen).

Os virus foram propagados em cultura de células Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-
4 ou Tn5B) (Granados et al., 1994). Essas células foram mantidas em meio TC-100
(Gibco-BRL) com 10 % de soro fetal bovino a 27 °C.

Células de Escherichia coli DH5a. foram utilizadas como hospedeiras para a
maior parte dos plasmideos utilizados no presente trabalho. No caso de experimentos
envolvendo o sistema Bac-to-Bac “Baculovirus Expression System” (Invitrogen),

também foram utilizadas células Escherichia coli DH10Bac (Invitrogen).

3.2. Construcao do vetor pFastPH

O vetor de transferéncia utilizado neste trabalho para fusionar a glicoproteina
G do virus da Raiva (RVGP) a poliedrina do baculovirus AcMNPV (PH) foi construido
por Costa et al., (2008). Resumidamente, oligonucleotideos foram desenhados para
amplificacdao do gene da poliedrina e inser¢ao de um sitio da enzima Ncol para fusdo de
outros genes (na por¢do 3’) substituindo o “stop codon” e promovendo o sitio de

insercdo de genes para fusdo além de uma cauda de seis histidinas. O gene PH foi
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amplificado por PCR , a partir do plasmideo pSynXIVVIX3+ (Wang et al, 1991) e
clonado no plasmideo pGEM-T Easy (Promega) formando o plasmideo pPGEMPH. O
plasmideo pGEMPH foi digerido com as enzimas de restricao Bglll e EcoRI, para que
o gene fosse liberado. A seguir, o gene da poliedrina foi clonado no plasmideo

pFastBacl ™ (Invitrogen), gerando o plasmideo pFastPH. (Figura 1)

Amplificagdo do gene da
poliedrina (PH) Clonagemno vetor
pGEM-T Easy

Clonagemno vetor
pFastPH pFastBac™1

pFastBac™1
4775 bp

Figura 1 — Diagrama da amplificacio e clonagem do gene da poliedrina (PH) modificado em
pFastBac™1.

O gene PH foi amplificado por PCR , a partir do plasmideo pSynXIVVIX3+ (Wang et al., 1991) e
clonado no plasmideo pGEM-T Easy (Promega). O fragmento amplificado possui um sitio de Ncol no
lugar do co6don de terminagdao do gene da poliedrina (polh) e seis codons para o aminoacido histidina (em
verde). O plasmideo pGEMPH foi digerido com as enzimas de restricdo Bg/ll ¢ EcoRlI, para que o gene
da polh fosse liberado. A seguir, o gene da poliedrina foi clonado no plasmideo pFastBacl (Invitrogen),

gerando o plasmideo pFastPH, que foi utilizado para a clonagem do gene da RVGP.
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3.3.  Amplificagdo e clonagem do gene RVGP

O gene RVGP foi amplificado por PCR a partir do plasmideo pGPV/PV
(Figura 2) (gentilmente pelo Dr Yves Jacob do Instituto Pauster, Paris) com os pares de
oligonucleotideos  especificos  flanqueadores do gene : pRaivaGF (5’-
TCGAGAATTCGAGCTCGGTACC-3") e pRaivaGRNcol (5
CCATGGACAGTCCGGTCTCACCCCCGCTC 3’°). A localizagao do sitio para a
enzima de restricdo Ncol estd sublinhado no primer pRaivaGRNcol. O programa de
PCR utilizado foi 94°C/5min; (94°C/1min, 50°C/2min, 72°C/2min) x 35; 72°C/10min.
Um fragmento de DNA de 1615pb foi amplificado correspondendo ao tamanho
esperado do gene RVGP. O fragmento amplificado foi eluido do gel de agarose
utilizando o kit GFX DNA extration kit, conforme instrugdes do fabricante (GE

Healthcare Life Science).

Apal1(6737) Ned(514)
)  Prcnw
_ Hindlll(757)

Pst(839)
Avdl (1092)
O\ _ EcR1(1097)

Apall(5491) \ Ned(1127)

pGPVPV ]
\ HindII (1213)
7067bp |

ApaL.1(4994) Avdl (1635)
BamHI(4981) \ Avdl (1723)

Cld (4968)/ e GPV

Ned (4619) > ApalL1(2452)
Psfi(4240) / / / \ Cld (2580)
Hindl(4009) , Cld (2997)
Ned (3900)
Ncd (3604)

Figura 2 — Esquema mostrando o mapa do plasmideo pGPV/PV. A posigdo e diregdo do gene
GPV e do promotor CMV ¢ mostrada em verde. A posi¢do de varios sitios de enzimas de restri¢ao

também sdo mostrados na figura. O mapa foi construido com o programa Vector NTi (Invitrogen).
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O fragmento de 1615 pb (RVGP) purificado foi utilizado na reagdo de ligagdo
com o plasmideo pGEM-T easy (Promega) (Figura 3) seguindo as recomendagdes do
fabricante. A ligagdo foi utilizada na transformacdo, por eletroporagdo, descrito em
Sambrook et al (1989), de células competentes de E. coli One Shot® Topl10 Competent
Cells (Invitrogen). O inserto clonado no vetor pPGEM-T easy (Promega) foi amplificado
em E. coli, em meio LB de acordo com protocolo descrito em Sambrook et al., (1989).
O plasmideo recombinante obtido apds confirmacdo foi o pPGEMRVGPNcol. Os clones
positivos foram confirmados por dois diferentes métodos: pela resisténcia a ampicilina
(s6 sobrevivem no meio de cultura com antibidtico as bactérias que receberam com
sucesso o plasmideo de interesse, uma vez que pGEM-T easy possui um gene que
confere resisténcia a ampicilina tornando-a uma marca de selecdo) e por reagdo de

digestao utilizando a enzima de restri¢do Ncol.

ol =
anIZDOQy ’E——-...! g s
Sca 11890 / T S 207 1)
/ 1 start
/ 1 ori / 2
[/ /|5
J

/ KAmp'

[ pGEM®-T Easy
[ ] Vector

y \ (3015bp)

|

\

\ | Bsix1 | 118
\ Nsil | 127

T sps

Figura 3: Plasmideo pGEM-T Easy, manual do fabricante (Promega). Sitio de multiclonagem mostrado a

direita.
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3.4. Construcdo do vetor de transferéncia pFastPHRVGP

O fragmento de 1615 pb (RVGP) foi obtido pela restricio de
pGEMRVGPNCcol com a enzima Ncol e posterior andlise por eletroforese em gel de
agarose ¢ purificagdo da banda utilizando o kit GFX DNA extration kit, de acordo com
as instrugdes do fabricante (GE Healthcare Life Science). O gene RVGP digerido de
pGEMRVGPNCcol possui sitios de Ncol nas extremidades (o ATG do gene faz parte de
um sito de Ncol, presente na seqiiéncia do gene) para a insercdo em fase na regido 3" do
gene da poliedrina modificada (com um sitio de Ncol no lugar do sitio de terminagdo do
gene) do pFastPH.

O fragmento purificado de 1615pb foi adicionado a uma reacdo de ligacao
utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e o plasmideo pFastPH previamente
digerido com a enzima de restrigdo Nco I e desfosforilado por reagdao utilizando a
enzima CIAP - Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (Promega) seguindo as
recomendacoes do fabricante.

A ligacdo foi utilizada na transformacdo de células competentes de E. coli
DH5a (Invitrogen) e aquelas que adquiriram resisténcia a ampicilina foram utilizadas na
obtencdo do plasmideo pFastPHRVGP. O plasmideo pFastBacl ( e consequentemente o
plasmideo pFastPH, construido com base no 1°) ¢ um vetor que permite que o inserto de
interesse seja posteriormente transferido para o genoma de um baculovirus presente na
forma plasmidial (bacmideo) dentro de uma E. coli (DH10-Bac, Invitrogen) por um
mecanismo de transposicdo. Os genes de interesse sdo inseridos em um dos sitios
presentes na regido de multiclonagem e devem estar posicionados entre os sitios de
transposi¢do, logo apos o promotor da poliedrina.

A clonagem pdde ser confirmada com a realizacdo de reacdo de PCR. Para
pFastPHRVGP  foram  utilizados os  oligonucleotideos  polAcAg310a348
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(AAGACAGCTTCCCCATTGTTAACGACCAAGAAGTGATG) e pRaivaGRNcol
para confirmar a presenca do inserto e confirmagdo da direcdo. Para a reagdo de PCR
foram utilizados 5 pL do tampao 5 X da Tag DNA polimerase (Invitrogen), e 0,5 pL da
mistura dos quatro dNTPs (de uma solucao estoque 10 mM), 0,5 puL de cada um dos
oligonucleotideos (de uma solucdo estoque 10 uM), 3 uL de preparado de plasmideo
pFastPHRVGP (obtido pela técnica extragdo de plasmideos de culturas bacterianas
descrita em Sambrook et al/ (1989), uma unidade da enzima Tag DNA polimerase
(Invitrogen), 2 uL de MgCl, e agua “milli-Q” para um volume final de 25 pL. O
programa da PCR utilizado para a amplificacdo foi: 94°C/5 min, 30 ciclos de 94°C/1
min, 50°C/1 min e 30 s, 72°C/2 min, seguido de uma extensao final de 72°C/7 min. Os

produtos das reacdes de PCR foram analisados em géis de agarose na concentragdo de

0,8%.

3.5. Construcdo do bacmideo recombinante e obtencdo do baculovirus

recombinante VAcCPHRVGP

Na constru¢do do bacmideo recombinante de interesse foi utilizada uma
linhagem de bactéria E. coli denominada DH10Bac que possui dentre as suas
caracteristicas especiais o genoma completo de um baculovirus (AcMNPV) na forma de
um plasmideo. O bacmideo contém um sitio de inser¢ao de um transposon no locus da
poliedrina e ainda um plasmideo auxiliar que codifica transposases responsaveis pelo
evento de transposicao entre o plasmideo doador (pFastBacl com o inserto) e o genoma

do baculovirus inserido no bacmideo (Figura 4).
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Figura 4: Sistema Bac-to-Bac de expressido. A figura mostra a transformagdo de bactérias DH10Bac,
que contém o genoma do baculovirus AcCMNPV na forma de um bacmideo, com o plasmideo pFastBacl
com o inserto de interesse em vermelho (1). Logo a seguir ¢ mostrado o evento de transposigdo (2), que
permite a inser¢do do gene de interesse no bacmideo e a sele¢do por antibidticos, seguido pela extracdo
do DNA do bacmideo (3) e utilizagdo desde na transfec¢do de células de inseto (4). Os virus
recombinantes obtidos podem ser avaliados quanto ao seu titulo viral ou ainda utilizados para infectar
novas células e promover a producdo da proteina recombinante (5). Adaptado de Bac-to-Bac®

Baculovirus Expression System manual (Invitrogen)

O plasmideo pFastPHGPV foi utilizado na transformagdo de bactérias
DH10Bac seguindo as orientagdes do fabricante (Invitrogen). As colonias das bactérias
E. coli DH10Bac nas quais ocorreu transposicao foram selecionadas pela observagao de

demonstracdo de resisténcia a tetraciclina, canamicina (genes de resisténcia presentes
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em todas as bactérias DH10Bac) e gentamicina (gene de resisténcia presente apenas nas
bactérias nas quais o evento de transposi¢do obteve sucesso, ele se encontra entre os
sitios de transposicao de pFastBacl) e, além disso, foram identificadas pela cor branca
mesmo na presenc¢a do substrato X-gal e indutor IPTG. A auséncia de cor (cor branca)
ocorre apenas se o gene da enzima [3-galactosidase presente no bacmideo for
interrompido pelo evento de transposicao. Caso isso ndo ocorra, o gene estando integro
permitird que essa enzima seja produzida e aja sobre o seu substrato (X-gal) provocando
a producdo da cor azul. Essas colonias foram amplificadas em larga escala e seu
material genético foi extraido seguindo orientagdes do fabricante (Bac-to-Bac®
Baculovirus Expression System, Invitrogen). Por se tratar de um DNA de alta massa
molecular e de baixo numero de copias, a confirmacao de transposicao ¢ feita por PCR e
nao por restri¢ao.

A transposicdo pode ser confirmada com a realizagdo de uma reagao de PCR
recomendada pelo fabricante. Os oligonucleotideos utilizados para checar a presenca e
orientagao do inserto sdo: primer M13 forward
(CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC) utilizado junto ao primer reverso do gene de
interesse, para BacPHRVGP o primer reverso escolhido foi o pRaivaGRNcol). Na
reacdo de PCR de BacPHRVGP foram utilizados 5 puL do tampao 10X da Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e 1 uL da mistura dos quatro dNTPs (de uma solugdo estoque
10mM), 1,25 pL de cada um dos oligonucleotideos (de uma solucao estoque 10 mM), 1
uL do DNA do bacmideo recombinante (100ng), uma unidade da enzima Taqg DNA
polimerase (Invitrogen), 1,5 uL de MgCl, (de uma solugdo estoque 50 mM) e agua

“milli-Q” para um volume final de 50 pL. O programa da PCR utilizado para a

amplificacao foi: 93°C/3 min, 35 ciclos de 94°C/45 s, 55°C/45 s, 72°C/5min, seguido de
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uma extensdo final de 72°C/7 min. Os produtos das reagdes de PCR foram analisados

em g¢éis de agarose na concentracao de 0,8%.

3.6. Obtenc¢ao do baculovirus recombinante

Cerca de 0,5x10° células de Trichoplusia ni (BTI-TN5B1-4 ou TN5B), em
cultura (Granados et al., 1994) foram transferidas para uma placa de poliestireno de 35
mm de didmetro (TPP) por pelo menos 1 h, para a formagdao de monocamadas de
células. Um micrograma de DNA do bacmideo BacPHRVGP foi diluido em 0,5 mL de
meio TC-100 sem soro, em uma placa de 35 mm de didmetro. Em outra placa, 10 pL de
Cellfectin® Reagent (Invitrogen) (lipossomo) foram diluidos em 0,5 mL de meio TC-
100 sem soro e misturados a solucdo contendo o DNA e incubados por pelo menos 10
min a temperatura ambiente. O meio de cultura das células foi substituido pela mistura
de DNA/lipossomos sem que isso perturbasse a monocamada formada e a placa foi
incubada a temperatura ambiente por 3 h.

Apo6s esse periodo, a mistura foi trocada por meio TC-100 novo, contendo
10% de soro fetal bovino e as células foram entdo incubadas a 27 °C, por sete dias. A
grande vantagem da utiliza¢do desse sistema ¢ que o mecanismo de transposi¢cao nao
necessita de uma série de purificacdes que seriam fundamentais para o isolamento do
virus recombinante quando da utilizagdo do mecanismo de recombinagdao homologa.
Como o DNA do bacmideo ¢ infectivo e ndo ocorre a produgdo de virus selvagem, uma
vez que s6 o recombinante ¢ selecionado previamente, ocorre a replicagdo do virus
recombinante em células de inseto em cultura e a produgdo de suas proteinas, inclusive
dos insertos de interesse. O virus recombinante obtido foi denominado vVAcPHRVGP e
foi propagado posteriormente em células de inseto Sf21 e/ou TNSB e estoques virais

foram mantidos a 4°C.
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3.7. Confirmagdo da presenca do gene RVGP no DNA do virus

vAcPHRVGP

O DNA recombinante viral foi extraido do sobrenadante de uma cultura de
células infectada com o virus recombinante vVAcCPHRVGP 72h.p.i. seguindo o protocolo
descrito em O'Reilly ef al.(1992). A presenga do gene recombinante foi confirmada
utilizando os seguintes oligonucleotideos: polAcAg310-348F, localizado na metade da
sequencia do gene da poliedrina (na posi¢ao 310-348 com relagdo ao cédon de inicio da

tradu¢do) e com o primer pRaivaGRNcol.

3.8. Anadlise da expressao da proteina PHRVGP em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) e imuno-detec¢ao

Células TN5B (1 x 10°) por poco foram adicionadas 4 uma placa com 6 pocos
(TPP) e foram infectadas com 10 unidades formadoras de placa (pfu) /célula do virus
recombinante (VACPHRVGP) ou com o virus selvagem AcMNPV ou permaneceram
ndo infectadas para servirem de controle negativo (Mock). Noventa e seis horas pos-
infeccao (h.p.i.), as células foram ressuspendidas e coletadas e centrifugadas a 4.000 g.
por 10 min (centrifuga J2-MI, rotor JA 14, Beckman). Fez-se o descarte do
sobrenadante e o sedimento (concentrado de células) foi lavado com tampao PBS por 3
vezes antes de que aliquotas fossem utilizadas como amostra na analise por SDS-PAGE.

Em seguida, as amostras foram analisadas por eletroforese em dois géis

desnaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%, conforme Laemmli (1970). Um
134



dos géis foi corado e fixado em solu¢do de 40 % de metanol e 10 % de 4cido acético e
azul de Coomassie 0,1 %, por cerca de 16 h e descorado em solugdo de 40 % de metanol
e 10% de &cido acético por 4 h, sob leve agitagdo. O outro foi utilizado para
transferéncia das proteinas para uma membrana de Nitrocelulose (Gibco BRL - Life
Technologies), para o experimento de imuno-deteccdo de proteinas (“Western-blot™)
abaixo descrito.

As proteinas foram transferidas para membrana de Nitrocelulose, usando-se os
aparatos de transferéncia da Bio-Rad (Trans-Blot® SD — Semi Dry Transfer Cell, para
transferéncia semi-seca), de acordo com o protocolo do fabricante e com tampdo de
transferéncia Bjerrum and Schafer-Nielsen (48 mM de Tris; 39 mM de glicina; 20 %
metanol, pH 9,2). Para checar se a transferéncia foi realizada com sucesso a membrana
foi rapidamente corada por reagente de Ponceau, um corante que destaca as bandas
transferidas em uma cor vermelho-viva. Esse corante ¢ facilmente retirado por lavagem
com agua destilada e ndo interfere no processo de imuno-marca¢do. A membrana foi
bloqueada com solucao de PBS 1X e 3 % de leite em p6 desnatado adicionado de azida
sodica (para evitar contaminagdo) por 16 horas, sendo em seguida processada para a
imuno-marcagao.

O primeiro passo foi lavar a membrana por 3 vezes com PBS Tween (0,05 %)
para retirar toda a solugdo de bloqueio e em seguida colocar a membrana em uma
solu¢do de PBS/albumina bovina (BSA) 0,5 % adicionada do anticorpo primario anti-
6xHIS (Promega) de coelho por 1 hora. Essa solugdo ¢ entdo descartada e a membrana ¢
lavada novamente por 3 vezes em PBS Tween (0,05 %) sob agitacdo suave. A seguir, a
membrana € colocada em uma solugdo de PBS/BSA 0,5 % contendo o anti-IgG de
coelho conjugado a enzima fosfatase alcalina (Sigma) por mais uma 1 hora sob agitacao

suave. Esta solucdo entdo ¢ retirada e a membrana ¢ lavada novamente com PBS Tween
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(0,05%) por 3 vezes e com o tampao da enzima fosfatase alcalina por 5 min com
agitacdo suave. O revelador ¢ adicionado logo a seguir, trata-se de uma solucdo de
NBT/BCIP (Roche) que nada mais ¢ do que o substrato para a agdo da fosfatase
alcalina. Quando a enzima estd presente por estar conjugada ao anticorpo secundario
que se ligou ao anticorpo primario e esse a banda de interesse, ocorre a metabolizagio
desse substrato em uma cor azul arroxeada que se destaca da membrana. A reacdo
precisa ser interrompida com sucessivas lavagens com agua destilada para que ndo

ocorra marcag¢do inespecifica ou dano a qualidade do resultado obtido.

3.9. Purificacdo e analise ultraestrutural de corpos de oclusdo de larvas de

Spodoptera frugiperda infectadas com vAcPHRVGP

Larvas de Spodoptera frugiperda no terceiro ou quarto instar, gentilmente cedidas pela
Dra Rose Gomes Monnerat ¢ Dra Maria Elita Batista de Castro (EMBRAPA Recursos
Genéticos e Biotecnologia), foram inoculadas com £+ 10-15 uL do estoque de BV
(aproximadamente 10® pfu/mL) do virus vAcPHRVGP com ajuda de uma seringa de 1
mL e alimentadas com uma dieta artificial por 72 h.p.i. No 5° dia, as lagartas foram
colocadas no gelo e posteriormente abertas para retirada do tecido adiposo, local de
maior replicacdo do baculovirus e presenca de produtos virais. Esse tecido adiposo foi
homogenizado em um tampado que inibe a a¢do de proteases (PMSF 1 mM, EGTA 40
mM e EDTA 100 mM) e filtrado com o auxilio de uma seringa com 13 de vidro
(O'Reilly et al., 1992).

Esse material processado foi utilizado em um gradiente de sacarose conforme
descrito em O’Reilly et al., (1992) e a banda correspondente aos corpos de oclusdo foi

coletada, lavada com PBS e preparada para microscopia eletronica de varredura, como

136



descrito em Matos et al., 1999. Brevemente, as amostras foram desidratadas com uma
série ascendente de acetona para serem secas ao ponto critico (Balzer CPD30) e
cobertas com ouro no aparelho “‘sputter coater’’ (Balzer SCD 050). As amostras foram,
entdo, analisadas no microscopio de varredura JEOL JSM 840 al0 kV. Uma aliquota de
10 uL desse material também foi analisada por SDS-PAGE com o auxilio da adi¢do de
10 uL de tampao de amostra de proteina com 5% de 3-mercaptoetanol e incubacdo a 95

°C por 5 min.

3.10. Analise por microscopia confocal

Células Tn5B (1x10° células) foram adicionadas a placas de 6 pocos de 60mm
que continham laminulas posicionadas no fundo de cada poco. Desta forma, a
monocamada das células foi formada em cima das laminulas e isso permitiu que depois
elas pudessem ser retiradas da placa, imunomarcadas e analisadas, em cima de uma
lamina, por microscopia confocal. As células foram infectadas com vAcPHRVGP (10
pfu / célula) ou nao infectadas (controle negativo - mock). Apos 96 hpi as laminulas
contendo as monocamadas de células foram utilizadas para a imunomarcacdo. As
células foram fixadas com acetona gelada por uma hora (-20 ° C) e entdo incubadas por
30 min com uma solucdo de PBS / BSA 10% em temperatura ambiente. As laminulas
contendo células foram entdo incubadas por 1h com a) anticorpo monoclonal anti-HIS
(Promega) ou b) um anticorpo policlonal anti-rabico produzido pela de imunizacdo de
coelhos (Instituto Butantan, S3o Paulo, Brasil) ou ¢) um anticorpo policlonal para a
detec¢do de raiva produzido pela imunizacdo de camundongos utilizado atualmente em
um laboratério de diagndstico publico de referéncia (Zoonoses laboratério DIVAL,

Brasilia, Brasil) jA conjugado com isotiocianato de fluoresceina. As laminulas
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incubadas com a e b foram lavadas 3 vezes com PBS (pH 7,4) e coradas com DAPI
(4,6-diamidino-2-phenylindole). As células foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas
com o anticorpo anti-coelho conjugado com o fluor6foro Alexa488 (Invitrogen). Por
fim, as células foram cobertas com uma gota de A31632 B Component Image iT TM Fx
Signal Enhancer (Invitrogen) e 1 gota de N-Propilgalato (0,2 g em 4 ml de PBS com
glicerol-1 ml) e observadas em um microscopio confocal (The Broadband Confocal
Leica TCS SP5, Leica DMI Series EL6000) com configuragdes apropriadas de
excitagdo e emissdo para o corante utilizado. As laminulas incubadas com ¢ ndo foram
coradas com DAPI, apenas lavadas e cobertas como descrito acima e observadas com o

auxilio do microscépio confocal.
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4. Resultados

4.1. Construcao do baculovirus recombinante vVAcPHGPV

Com o objetivo de construir o baculovirus recombinante VAcCPHRVGP, a seqiiéncia de
DNA que codifica o gene RVGP foi amplificada por PCR a partir do plasmideo pGPV /
PV como um fragmento 1.615pb (Figura 5) e clonado no vetor pPGEM-T ® Easy-vector
(Promega), formando o vetor pPGEMRVGP O plasmideo contendo o DNA recombinante
foi digerido com Ncol (Figura 6). ¢ a banda de 1615 pb foi isolada e clonada no vetor
pFastPH (Costa, 2008) gerando o plasmideo recombinante pFastPHRVGP. A inser¢ao
correta do gene RVGP no plasmideo recombinante foi confirmada por PCR (Figura 7).
Por fim, o DNA do plasmideo pFastPHRVGP foi utilizado para transformar células
DH10Bac utilizando o sistema Bac-to-Bac de transposicao (Invitrogen) e a correta
inser¢do de RVGP no bacmideo BacAcPHRVGP foi confirmada por PCR (Figura §). O
DNA do bacmideo recombinante foi purificado e transfectado em células de inseto. Sete
dias ap0s a tranfeccao, o sobrenadante das células transfetadas foi coletado e o DNA do
virus recombinante (denominado vAcPHRVGP) foi extraido e usado em uma reacao de

PCR para confirmagao da correta inser¢ao do gene RVGP no genoma viral (Figura 9).
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Figura 5 — Amplificacio do gene RVGP por PCR

Diagrama da amplificacdo do gene RVGP a partor doplasmideo pGPV/PV e eletroforese em gel de
agarose (0,8%), mostrando o produto de amplificacdo por PCR (poco 2) do fragmento de DNA contendo
o gene RVGP a partir do DNA do plasmideo pGPV/PV e os oligonucleotideos pRaivaF e pRaivaRNcol.
Poco 1 mostra o marcador de massa molecular, 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen). A seta indica o

produto da amplificacdo de 1.615 pb
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Figura 6 — Construcio do plasmideo pGEMRVGP e digestao com Ncol
Diagrama da clonagem de RVGP em pGEM-T Easy e digestdio de pPGEMRVGP com Ncol. Poco 1:
Marcador — 1 Kb Plus. Pogo 2: Elui¢do do produto da digestdo de pPGEMGPVNcol pela enzima Ncol.
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Figura 7 — Confirmac¢do da clonagem do gene RVGP no plasmideo pFastPH dando origem ao
pFastPHRVGP

Diagrama da clonagem de RVGP em pFastPH. Gel de agarose: Pogo 1: Marcador — DNA de Fago
Lambda digerido com Pstl. Pogo2: Produto da PCR utilizando como template o plasmideo pFastPHGPV
com os primers polAcAg310a348 ¢ pRaivaGRNcol. Fragmento de 2043pb.
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Figura 8 — Confirmacao da construcio do bacmideo BacPHRVGP

Diagrama da posigdo dos oligonucleotideos. Gel de agarose. Pogo 1: Marcador — DNA de Fago Lambda
digerido com Pstl. Po¢o2: Produto da PCR utilizando como template o bacmideo BacPHRVGP com os
primers M13F e pRaivaGRNcol. Fragmento de 3957pb. BacPHRVGP ¢ o bacmideo obtido apos a reagao
de transposi¢do da regido de interesse de pFastPHRVGP para a o genoma da bactéria DH10Bac.
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Figura 9 — Presenca de RVGP no DNA viral de BV de vAcPHRVGP
Diagrama mostrando a ordem do experimento. Gel de agarose: Pogo 1: Produto da PCR utilizando como
template DNA viral de BV apds 72hpi utilizando o primer reverso pRaivaGRNcol e o forward
polAcAg310a348, Fragmento de 2044pb; Poco 2: Marcador — 1 Kb plus;
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4.2. Analise da expressdo de proteinas recombinantes em células

de inseto infectadas

Uma proteina de cerca de 90 kDa foi detectada em extratos de células de inseto
infectadas com VACPHRVGP por SDS-PAGE e ndo estava presente em células nao
infectadas (mock) e células infectadas com o virus selvagem AcMNPV (Figura 10a).

A proteina de 90 kDa produzida tem o tamanho esperado para a proteina
recombinante, correspondendo a 30kDa da proteina poliedrina adicionado de 60kDa da
forma monomérica de RVGP. A mesma banda foi imunomarcada utilizando a técnica
de western blot e com o auxilio de um anticorpo anti-cauda de histidina. Células nao
infectadas e células infectadas por ACMNPV nio apresentaram presenga desta proteina

nem detec¢do por esse anticorpo (Figura 10b).

4.3. Purificacdo e analise ultra-estrutural dos corpos de oclusao
isolados do tecido adiposo de larvas de S. frugiperda infectadas com

vAcPHRVGP

Larvas de S. frugiperda infectadas com o virus VAcPHRVGP tiveram seu tecido
adiposo removido e corpos de oclusdo foram purificados por centrifugacdo em um
gradiente de sacarose. A banda principal correspondente ao corpo de oclusdo
recombinante (Figuralla) foi removida do gradiente e analisada em microscopio
eletronico de varredura (Figurallb). A andlise por SDS-PAGE deste material mostrou
uma proteina de 90 kDa que tem o tamanho esperado para a proteina recombinante

(Figura 11c).
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Figura 10 Analise da expressido da proteina recombinante.

A) A analise SDS-PAGE da expressdo da proteina RVGP em células de inseto. Poco 1, marcador de
massa molecular (Ladder BenchMarkTM Protein Prestained - Invitrogen); Pogo 2, células ndo infectadas
Tn5B; Pogo 3, células Tn5B infectadas com o tipo selvagem AcMNPV; Poco 4, células Tn5B infectadas
com VACPHRVGP. Setas indicam uma banda de cerca de 90 kDa em células Tn5B infectadas com
vAcPHRVGP.

B) Analise de Western blot dos extratos proteicos de um gel como mostrado em A. A membrana foi
imunomarcada com anti-6xHIS (Promega) como anticorpo primario, incubadas com anti-IgG de coelho
conjugado a enzima fosfatase-alcalina (AP)-e a proteina foi detectada utilizando o substrato NBT / BCIP.
A mesma banda de 90 kDa do SDS-PAGE gel ¢ indicada com uma seta na membrana, que foi

reconhecida pelo anticorpo anti-HIS.
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Figura 11 - Purificacdo e andlise ultra-estrutural dos corpos de oclusio VAcCPHRVGP nas larvas
infectadas de S. frugiperda

a) Tubo de ultracentrifuga apo6s centrifugacdo de gradiente de sacarose contendo extrato do tecido
adiposos de larvas de S. frugiperda infectadas pelo vVAcCPHRVGP. A banda principal correspondente ao
corpo de oclusdo recombinante foi evidenciada (seta) e removida do gradiente.

b) Fotomicrografia de corpos de oclusdo purificados feita por um microscépio eletronico de varredura.

c) SDS-PAGE dos corpos de oclusdo purificados, mostrando uma banda protéica principal de

aproximadamente 90 kDa.
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4.4, Analise por microscopia confocal

A microscopia confocal foi realizada com o objetivo de detectar a proteina
recombinante RVGP expressa em células de inseto. Anticorpos policlonais e
monoclonais contra proteinas do virus da raiva e proteinas com cauda de histidina (His-
tagged) respectivamente, foram capazes de detectar a presenga da proteina
recombinante RVGP no citoplasma de células Tn5B infectadas com vAcPHRVGP
(Figura 12), indicando que a proteina recombinante ¢ antigenicamente semelhante a

proteina selvagem.
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Figura 12 - Imunodeteccio da proteina RVGP e analise estrutural de células infectadas pelo inseto
vAcPHRVGP

Células Tn5B foram infectadas com vAcCPHRVGP (10 pfu/célula) e 72 h p.i., as células foram fixadas
com acetona gelada e incubadas com um anticorpo policlonal anti-rabico da Zoonoses (conjugado com

isotiocianato de fluoresceina) ou com um anticorpo policlonal anti-rdbico do Butantan. Anticorpos anti-
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RVGP ligados a célula foram detectados por anticorpo anti-coelho conjugado ao fluoréforo Alexa488
através de microscopia de fluorescéncia (verde). Nucleos celulares foram visualizados por coloracao
DAPI (azul).

(A) Analise confocal da imunomarcacio com anticorpo policlonal anti-rabico(Zoonoses). Al:
Células Tn5B ndo infectadas ; A2: Células Tn5B ndo infectadas (campo claro). A3: Células TN5B
infectadas com VAcCPHRVGP (campo claro). A4: Células TN5B infectadas com vAcPHRVGP .

(B) Analise confocal da imunomarcac¢io com anticorpo anti-His. B1: Células Tn5B ndo infectadas
(campo claro). B2: Células Tn5B ndo infectadas (coloragdo DAPI). B3: Células Tn5B ndo infectadas
(sobreposi¢ao). B4: Células TN5B infectadas com VAcPHRVGP (campo claro). B5: Células TN5B
infectadas com vVAcPHRVGP (DAPI). B6: Células TN5B infectadas com vAcPHRVGP (sobreposicao ).
(C) Analise confocal da imunomarcacdo usando um segundo anticorpo policlonal anti-rabico
(Butantan). C1: Células Tn5B nao infectadas (campo claro). C2: Células Tn5B nao infectadas (coloracao
DAPI). C3: Células Tn5B ndo infectadas (sobreposi¢do). C4: Células TNSB infectadas com
vAcPHRVGP (campo claro). C5: Células TNSB infectadas com vAcPHRVGP (DAPI). C6: Células
TNS5B infectadas com vAcPHRVGP (sobreposigdo ).
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5. Discussao

Neste trabalho foi utilizada uma nova estratégia para a expressao de uma forma
recombinante da RVGP fusionada com a principal proteina do corpo de oclusdo do
baculovirus AcCMNPV em células de inseto para ser utilizada como uma ferramenta de
diagnostico e / ou uma fonte para antigenos em uma vacina recombinante. O
baculovirus recombinante VACPHRVGP contendo o gene fusionado foi contruido e
utilizado para infectar células e larvas de insetos. A proteina recombinante foi expressa
como uma proteina de 90 kDa, que também foi reconhecida pelo anti-soro especifico
contra o virus da raiva também contra anticorpos especificos para a cauda de histidina.
O diagnéstico de infec¢ao pelo virus da raiva € considerada dificil, pois nenhuma das
técnicas atualmente utilizadas tém 100% de sensibilidade e especificidade (Muhamuda
et al., 2006). Os testes ante-mortem com base na demonstracdo do antigeno da raiva sao
invasivos e consistem de esfregaco corneal e sec¢do de bidpsia de pele congelada. Estes
testes t€m sensibilidade de 30% e 50%, respectivamente (Noah ef al.,1998). Até mesmo
as mais recentes técnicas moleculares que utilizam amostras clinicas ndo-invasivas,
como saliva para detectar o RNA viral por RT-PCR, ndo sdo suficientemente sensiveis.
Muhamuda et al. (2006) descreve que antigenos e anticorpos anti-rabicos sdo por vezes
relatados positivos no liquido cefalorraquidiano (LCR), e que essa informagdo poderia
ser usada para encontrar imunocomplexos especificos da raiva no LCR utilizando um
ELISA de captura com base em anticorpos monoclonais contra as proteinas N e G do
virus da raiva. Infelizmente o antigeno do virus da raiva atualmente utilizado para
detecgdo de anticorpos do paciente ¢ o virus completo, o que representa grande risco de
manipulacdo pelo profissional de saude, como a raiva ¢ uma encefalite viral aguda e

fatal (Hemachudha et a/.,2006).
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O uso de proteinas recombinantes do virus ou partes ainda menores do mesmo,
pode tornar o diagnostico mais seguro para os profissionais de saude. Isto também
poderia reduzir os custos, ja que hoje em dia o uso do virus da raiva como antigeno para
o diagndstico ¢ muito caro, pois requer uma estrutura de biosseguranga, com uso de
animais e cuidados especificos. Um diagndstico mais precoce que pode realmente ser
realizado antes da morte do individuo testado ¢ essencial para o controle rapido da
doengca, como a disseminagdo da raiva requer medidas de contengdo. Casos
subnotificados levam a respostas de emergéncia atrasadas e o risco de aumento de casos
de raiva humanos e em animais (Germano, 1994). O uso de RVGP recombinante
poderia ser estendido para o desenvolvimento de uma vacina mais segura, que nao
incluisse o virus.

A RVGP foi uma das primeiras proteinas a ser estudada pela sua importancia
antigénica na infec¢do com o virus da raiva (Benmansour et al.,1991). A RVGP ¢
organizada como um trimero, ¢ a Unica proteina exposta na superficie do virion e ¢
responsavel por interagir com receptores celulares mediando uma fusdo de membranas
pH-dependente, e promovendo a entrada do virus de um sitio periférico para o sistema
nervoso (Pulmanausahakul et al.,2008). Além disso, RVGP esta envolvida na
propagagdo transsinaptica dentro do sistema nervoso central e ¢ um dos principais
contribuintes para a patogenicidade do virus da raiva. Isto ¢ devido a interagdo eficiente
desta proteina com receptores do hospedeiro celular que promovem a absor¢ao eficaz do
virus, resultando em maior viruléncia. Infecgdes com virus que possuem RVGP
deficiente mostram-se restritas as células inicialmente infectadas e ndo transferidas para
os neuronios secundarios causando nenhum sintoma detectavel (Etessami et al.,2000).

Je et al. (2003) descreveram a produgdo de um baculovirus recombinante em que

uma proteina heterdloga GFP, foi efetivamente incorporada ao corpo de oclusdo viral
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(poliedros) do baculovirus AcMNPV. Isso também foi feito com peptideos
antimicrobianos (AMPs), em sistemas de expressdao recombinante bacteriana. AMPs sdo
agentes antimicrobianos que ndo podem ser livremente produzidos em bactérias
justamente pela toxicidade esperada para estas células hospedeiras. Quando fusionado a
proteina poliedrina, AMPs ndo sdo toxicos ¢ ganham estabilidade para serem expressos
em um sistema bacteriano. Na fusdo com AMP, o corpo de oclusdo viral ndo ¢ formado
corretamente. Agregados de proteina fusionados a poliedrina sdo utilizados apenas
como uma estratégia para a obten¢do de proteinas recombinantes em bactérias sem o
risco de mata-las durante o processo. Mais tarde, a proteina recombinante ¢ purificada e
clivada a partir da proteina de fusdo (Wei et al.,2005). Esta estratégia também foi usada
com proteinas inseticidas (0-endotoxinas) de Bacillus thuringiensis (Bt) que tém sido
utilizadas como bioinseticidas para controlar populacdes de pragas de insetos (Chang et
al.,2003).

A vacina anti-rabica ¢ produzida em linhagens de células de macaco (células
Vero) ou células de embrido de galinha purificada (Ravanfar et al., 2009) e alguns
paises ainda utilizam a vacina Fuenzalida (Diaz et al.,1989), feita por meio de
purificagdo do virus a partir de cérebros de camundongos infectados. Esta vacina
descrita por ultimo ¢ menos potente e pode causar efeitos adversos graves em seres
humanos, incluindo a encefalomielite alérgica (Rupprecht ef al.,2002). Soro anti-rabico
produzido por inoculagdo do virus inativado em cavalos também ¢ usado em pessoas
mordidas por animais selvagens raivosos, ou como parte da infeccao pos-tratamento
(Plotkin, 2000).

Hoje, as vacinas produzidas em culturas de células de mamiferos sdo inativadas,
purificadas e concentradas (Ikonomou et a/.,2003). A vantagem das vacinas produzidas

em cultura de células de mamiferos, ¢ o alto nivel de imunogenicidade obtida, uma
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maior pureza do antigeno e eficicia comprovada em ensaios clinicos. A principal
desvantagem dessas vacinas s3o os altos custos de produ¢do (Plotkin, 2000). Assim, a
perspectiva de expressar a glicoproteina do virus da raiva em cultura de células de que
facilitem o manuseio, tais como células de inseto, ¢ uma op¢ao muito importante para a
produgdo de antigenos vacinais e de diagndstico.

Células de inseto tém varias vantagens como sistemas de expressdo quando
comparadas as células de mamiferos, especialmente apresentando vantagens como a
facilidade de cultura, maior tolerancia a osmolaridade, concentragdo do produto e os
niveis de expressdao (Ikonomou et al.,2003). O sistema de expressdo em Drosophilas
(DES) consiste em utilizar células de Drosophila melanogaster Schneider 2 (S2) e
vetores constitutivos ou induziveis previamente amplificados em bactérias. DES ¢
descrito como um bom sistema de expressdo e apresenta caracteristicas vantajosas com
relacdo a bioprodugdo em larga escala como a alta densidade de células alcangada,
utilizagdo de meio de cultura de baixo custo e possibilidade de producdo continua
(Lemos et al.,2009). DES tem sido utilizado para expressar RVGP e sua expressao foi
avaliada quantitativamente e qualitativamente (Astray et al., 2008; Batista et al., 2008;
Bovo et al., 2008; Pamboukian et al., 2008; Swiech et al., 2008). A proteina produzida
tem uma oligomerizacao preservada e glicosilacdo adequada, mantendo a sua atividade
bioldgica de induzir resposta imune protetora (Yokomizo et al.,2007). Sua producdo em
alta qualidade ¢ um modelo promissor para a expressdo de outras glicoproteinas.
(Ventini et al.,2010).

A utilizacdo de transfec¢des com gene estaveis tem algumas vantagens quando
comparada ao sistema de expressdo de Baculovirus: a auséncia da etapa de infeccdo
permite um sistema de bioprocessamento continuo e ndo ha perda de infectividade com

passagens um numero crescente pois as células sdo independentes da infec¢@o pelo virus
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(Yokomizo et al.,2007). Apesar disso, baculovirus s3o usados com sucesso para
produzir RVGP (Drigs et al., 1999; Prehaud et al., 1989; Tordo et al., 1993) e podem
ser usados tanto em células de inseto (Sissoeff et al., 2005) quanto em células de
mamiferos (Drigs et al., 1999). Também podem ser usados em linhagens de células de
inseto modificadas capazes de produzir glicoproteinas recombinantes "humanizadas",
com cadeias laterais de oligossacarideos, as quais sdo geralmente endere¢adas na célula
como proteinas "humanizadas" por sua semelhanga com produtos proteicos das células
de mamiferos (Jarvis, 2003). A RVGP produzida com o sistema de expressdo de
Baculovirus ¢ também descrita como um estimulo imunoldgico em vacinas de DNA,
melhorando a produgdo de anticorpos neutralizantes (Rath et al.,2005). Testes
utilizando a imuniza¢do com camundongos ja foram realizados induzindo a produgdo de
anticorpos neutralizantes especificos anti-RVGP e fortes respostas de células T (Huang
et al.,2011). A mesma estratégia ja estd sendo testada para RVGP recombinante
produzida pela infec¢do de células de inseto com vVAcCPHRVGP. O desafio letal também
estd sendo realizado com camundongos previamente imunizados com RVGP e logo a
funcionalidade da RVGP produzida neste trabalho seré totalmente avaliada.
Viral-like-particles (VLP) ou ainda particulas semelhantes ao virus vém sendo
produzidas em células de insetos e utilizadas em ensaios de vacinas de subunidade para
prevenir a infec¢do pelo virus da gripe e estudos preliminares demonstraram que estes
VLPs sdo capazes de induzir imunidade contra algumas cepas do virus influenza (Quan
et al.,2007). Gut-Winiarska et al. (2000) desenvolveu um teste de diagndstico de ELISA
direto usando uma glicoproteina B recombinante (GB), expressa em baculovirus para
detectar o virus da pseudoraiva. Ele mostrou alta sensibilidade e especificidade quando
comparado com outros dois testes comerciais com o virus inteiro. Recentemente, uma

vacina baseada no sistema baculovirus de expressdo, conferindo protecdo contra o
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papilomavirus humano (HPV) (agente causador da neoplasia cervical) foi aprovada para
uso no Brasil e o Ministério da Satde estd considerando a possibilidade de adota-la em
seu programa de vacinag¢ao anual (European medicine Agency).

Em conclusdo, nossos dados mostram que a proteina recombinante RVGP
derivada da glicoproteina G, expressada em células de inseto fusionada a poliedrina de
um baculovirus ¢ reconhecida por anticorpos monoclonais e policlonais que detectam a
infec¢do por raiva no diagndstico de rotina e, portanto, pode ser util para diferentes
aplicagdes médicas, desde melhorar o diagnostico da doenga a servir como fonte de

antigenos para o desenvolvimento de uma vacina de subunidade.
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0.Perspectivas

6.1 Imunizar camundongos com a proteina recombinante PHRVGP e observar
se esta ¢ capaz de induzir a produgdo de anticorpos neutralizantes e proteger

contra um ensaio letal com o virus da raiva.
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