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“Posso ndo ter sentido, mas é a mesma falta de sentido
que tem a veia que pulsa’”.

Clarice Lispector

“Nothing in biology makes sense except in the light of evolution”.
Theodosius Dobzhansky

“E ainda que eu ndo mereca, permaneces assim:
fiel, Senhor, Meu Deus, fiel a mim”.

Eyshila

“F conhecereis a verdade e a verdade vos libertard’.

Jodo 8:32
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RESUMO

Baculovirus sdo virus de DNA dupla-fita circular que infectam insetos principalmente
da ordem Lepidoptera. O problema de seu uso como inseticida € o tempo que este leva
para matar o inseto hospedeiro. A fim de resolver este problema, insercdo de genes
inseticidas no genoma viral pode ser requerida. Uma importante fonte de proteinas
inseticidas é o veneno de aracnideos, cujo alvo e a¢do permanecem pouco elucidados.
Assim, promopos o uso de baculovirus como ferramenta para entender mecanismo de
acao de peptideos toxicos em células de inseto. Diante disso, diferentes versdes da
toxina putativa BaTx derivada de biblioteca de cDNA da glandula de veneno da aranha
caranguejeira Brachypelma albiceps foram obtidas por PCR e usadas para construgéo de
baculovirus recombinantes. Os recombinantes foram usados para infeccdo de duas
linhagens de lepiddpteros, IPLB-Sf1-AE e BTI-Tn5B1-4 e a viabilidade celular foi
avaliada durante a infeccdo. As diferentes versdes da toxina causaram morte celular
precoce por necrose em niveis diferenciados. Analise estrutural e ultraestrutural
mostraram clara mudanca citomorfolégica em células, corroborando perda de
integridade da membrana plasmaética e do conteudo citoplasmético, permanéncia do
ndcleo com carioteca intacta e associada a restos de membranas circundantes. Esta
caracteristica criou um aspecto rugoso quando observado em microscopia de luz. Além
disso, 0 gene da toxina BaTx foi expresso em sistema procariotico para obtencdo de
antisoro policlonal murino. Entretanto, quando testado contra extratos de células
infectadas com recombinantes, ndo houve marcacédo. Fato este esperado, uma vez que a
toxina ndo foi observada em gel SDS-PAGE. Néao ha relatos de genes de toxinas de
aranha com acgéo citotdxica clonadas em baculovirus, provavelmente esta caracteristica
ndo permitiu que houvesse acumulo da toxina em niveis diagnosticaveis por
imunomarcacao ou pode ter promovido instabilidade peptidica. Peptideos formadores
de canais apresentam alto conteudo de residuos basicos (arginina e lisina), de cisteinas e
conformacdo em folha-beta. BaTx apresenta todas estas caracteristicas, poréem alvo e
acdo permanecem obscuros. Canais tipo-TRP sdo encontrados em insetos e ha indicios
da presenca desses transportadores na membrana plasmatica e em membranas

intracelulares. Talvez estes canais possam ser 0 alvo de acdo da toxina BaTx.

Palavras-chave: Baculovirus recombinantes, toxina de aranha, Theraphosidae,
Brachypelma albiceps, peptideo sinal, peptideo citotoxico, morte celular, necrose.
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ABSTRACT

Baculoviruses are dsDNA circular virus infectives to insects mainly from the Order
Lepidoptera. Its biopesticide use problem is the time of death during insect infection. To
solve this problem, insecticide genes can be inserted into the viral genome. An
important insectice protein source is the venom of arachinids. However, the target and
action of many peptides remain unclear. Baculoviruses can be used as a tool to
udersatand the toxic peptides playing in insect cells. Thus, different vesions of a
putative toxin were obtained from cDNA library of the tarantula Brachypelma albiceps
venom gland by PCR and used to construct recombinant baculoviruses. The
recombinants were used to infect two lepidopteran cell lines, IPLB-Sf1-AE and BTI-
Tn5B1-4, and cell viability was evaluated during infection. The toxin versions caused
wide and early cell death by necrosis in different levels. Structural and ultrastructural
analyses showed clear cytomorphological changes, corroborating loss of the plasma
membrane integrity and cytoplasmic contents, and nucleus with intact karyotheca linked
with surrounding plasma membrane remains. The features created a rough aspect when
those infected cells were observed by light microscopy. Furthermore, the BaTx toxin
gene was expressed by a prokaryotic system to obtain murine polyclonal antiserum.
However, when the antiserum was tested against infected cells extract with recombinant
virus carrying the BaTx toxin no reaction was detected. This observation was expected
since the toxin was not observed by SDS-PAGE. There are no reports of spider toxin
genes with necrotic action cloned into baculovirus, probably this feature did not allowed
toxin accumulation in detectable levels by immunoblot or it could have promoted
protein instability. Channel former peptides show high content of basic amino acid
residues (lysine and arginine), cystein residues, and beta-sheet conformation. BaTx
presents all those features, but its target and mode of action remain unknown. TRP-like
channels are found in insects and there is evidence of the presence of these ion-
transporters in intracellular membranes as well as in plasma membrane. Perhaps TRP-

like channels can be the BaTx toxin target of action.

Keywords: recombinant baculovirus, spider toxin, Theraphosidae, Brachypelma

albiceps, signal peptide, cytotoxic peptide, cell death, necrosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Insetos: pragas agricolas e vetores de doencas

Os insetos formam o mais diverso e bem disseminado grupo de metazoarios em
todo mundo, com aproximadamente 900 mil espécies conhecidas e distribuidas em
praticamente todos os ecossistemas (The Columbia Electronic Encyclopedia, 2007).
Uma pequena parte desses animais se beneficia com a alta concentragdo de alimentos
encontrados em monoculturas. Os insetos-praga tendem a se espalhar rapidamente e a
tornarem-se sérios problemas econémicos mundiais no que diz respeito a perda de
producdo e ao gasto em agentes quimicos ou bioldgicos no controle populacional. Este
pequeno numero de espécies causa grandes perdas a safra mundial, provocando a
destruicdo de quase 18% das plantacdes mundiais (Oerke e Dehne, 2004), a perda de
mais de 20% dos graos estocados (Bergvinson e Garcia-Lara, 2004) e causando uma
demanda de US$100 bilhGes a cada ano para seu controle (Carlini e Grossi-de-Sa,
2002).

Entre as principais monoculturas agricolas brasileiras, a soja e o milho se
destacam no &mbito econdmico nacional: o Brasil & o segundo maior produtor mundial
de soja e o terceiro na producgdo de milho. Em 2010 foram produzidos 68,5 milhdes de
toneladas de soja e 56 milhdes de toneladas de milho (IBGE), ambos componentes
essenciais na fabricacdo de racdes animais e alternativas importantes na producéo de
biodiesel.

A producdo agricola mundial tende a aumentar consideravelmente no futuro
préximo para atender a demanda de uma crescente populacdo humana e pecuéria.

Diante disso, a protecdo de lavouras e o combate rigoroso, ostensivo e urgente contra



insetos-praga, patdgenos, virus e daninhas desempenham um papel sine qua non para o
futuro da agricultura mundial de modo a garantir qualidade e quantidade de alimentos
para 0 consumo.

Tanto a cultura da soja quanto a do milho esté&o sujeitas ao ataque de diferentes
tipos de insetos-praga ao longo de todo seu ciclo; insetos estes que, se ndo controlados,
podem causar perdas econdmicas significativas. Atualmente, os insetos fitéfagos séo a
principal ameaca a producdo de comida para consumo humano. Sem o uso de pesticidas
quimicos, perdas draméticas nas plantacfes mundiais ocorreriam (Smagghe et al., 2009)

Dentre os insetos fitdfagos, as formas larvais de mariposas e borboletas séo
consideradas as mais destrutivas. Mais de 25% das 300 pragas de insetos nos Estados
Unidos pertencem a ordem Lepiddptera, apresentando uma demandada de
aproximadamente 40% de todo inseticida quimico despendido para controle bioldgico
(dados da Sociedade Entomoldgica Americana).

As lagartas desfolhadoras Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Gelechiidae) e
Pseudoplusia includens (Lepidoptera: Noctuidae) sdo exemplos de importantes pragas
na cultura da soja, responsaveis por grande impacto na producao de grdos (EMBRAPA
Soja). Outro exemplo de inseto-praga de importancia nacional é a lagarta do cartucho do
milho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), considerada a principal praga
de plantacdes de milho no Brasil e cujo ataque pode reduzir a producdo em até 34%
(EMBRAPA Milho e Sorgo).

Além disso, muitas pragas, e particularmente os insetos hematofagos, atuam
como vetores importantes para transmissdo de doengas. Vetores tais como fémeas de
mosquitos, pulgas, piolhos e barbeiros (hemipteros da familia Triatomidae) sdo de
grande importancia para a saude publica e crescente preocupacdo para a populacédo

mundial, principalmente para paises de terceiro mundo (Gubler, 2002). Estes



representam uma ameagca para produtividade, para a satde e bem estar de humanos, para
a pecuéria, para animais de companhia e para a vida selvagem (Brogdon e McAllister,
1998).

Os mosquitos sdo provavelmente o mais pernicioso exemplo de inseto-vetor.
Estdo envolvidos na transmissdo de diversas doencas tais como maléria, dengue, dengue
hemorrégica, febre amarela, filariose, encefalite japonesa, entre outros (Mackenzie et
al., 2004). A maléaria, por exemplo, esta presente em mais de 100 paises/territorios e o
namero de pessoas vivendo em risco cresceu para trés bilhdes, é dizer, mais de 45% da
populacdo humana mundial tém alta possibilidade de adquirir malaria. Além disso, esta
doenca é responsavel por em média 1,5 a 2,7 milhGes de mortes por ano, sendo a
maioria na Africa subsaariana (Breman, 2001).

Doencas transmitidas por insetos ndo afetam somente populagdes humanas. Em
muitas areas do mundo, particularmente nos trépicos, estas doencas comprometem
producdo em larga escala de animais para o abate, como aves, suinos e bovinos (Dryden
et al., 1993); além de serem vetores para transmissao de doencas de plantas (Hogenhout
et al., 2008). Mais de 400 virus transmitidos por insetos foram reconhecidos (sem levar
em conta os virus fitopatogénicos), incluindo agentes etioldgicos importantes como 0s
da febre suina africana, da doenca de Acabana, da febre efémera bovina, da encefalite

equina, da lingua azul e da febre hemorragica epizootica.

1.2 Controle quimicos de insetos e sua problematica.

Até pouco tempo, o principal método para controle de pragas era o uso de

pesticidas quimicos classicos. Estes pesticidas foram primeiro introduzido na década de

1940 com o marcado sucesso do diclorodifeniltricloroetano (DDT). O DDT foi nao



somente um sucesso como pesticida na agricultura, mas também foi usado inicialmente
em programas de erradicacdo da malaria (Attaran et al., 2000). A subsequente
introdugdo de inseticidas organofosforado, carbamados e piretroides na década 1960
encorajou a idéia de que pesticidas quimicos poderiam produzir amplo e eficiente
controle de insetos-peste.

A respeito desse otimismo inicial, em apenas um ano de uso do inseticida DDT
para controle de mosquito, em 1946 o primeiro caso de resisténcia ocorreu em duas
espécies do género Aedes, o maior vetor mundial de malaria (Brown, 1986). A
resisténcia do inseto a um determinado inseticida € definida pela OMS como o
“desenvolvimento da habilidade, em uma linhagem de um organismo, para tolerar doses
de produtos toxicos que se demonstravam letais para a maioria dos individuos em uma
populagdo normal (ou suscetivel) da espécie”. A resisténcia para inseticidas ja foi
observada em quase todos os principais vetores de doencas. Por exemplo, em 1992 a
OMS apontou mais de 500 espécies de insetos, incluindo os géneros Anopheles e Culex,
como portadores de resisténcia para uma ou mais classes de inseticidas quimicos
(Hemingway et al., 2002).

As causas da resisténcia sdo muitas vezes devido ao acentuado uso dos agentes
quimicos que expdem o0s insetos a uma grande pressdo de selecdo (Brogdon e
McAllister, 1998). A resisténcia aos inseticidas pode ser caracterizada por: (1) aumento
na destruicdo dos produtos toxicos resultando de elevados niveis de esterases, glutationa
S-transferases ou monooxigenases, (2) dessensibilizacdo do alvo e/ou (3) diminuicdo da
viabilidade do agente por meio de moléculas sequestrantes (Feyereisen, 1995). O
mecanismo molecular responsavel por este aumento na resisténcia foi identificado como
mutacdes pontuais em canais iénicos (como do receptor GABA, canais de sédio e o

sitio ativo para acetilcolinesterase), amplificacdo dos genes de esterases e mutacOes



causando super-regulacdo de enzimas destruidoras dos produtos tdxicos (Perera et al.,

2008).

1.3 Bioinseticidas transgénicos: uma dentre muitas possiveis solugdes

Avancos tecnoldgicos recentes tém destacado o potencial da engenharia genética
no desenvolvimento de bioinseticidas capazes de controlar eficientemente populacfes
de insetos-praga e substituir ou agir sinergicamente com inseticidas quimicos. Para
essas abordagens obterem sucesso, uma miriade de toxinas com atividades especificas
para insetos sdo requeridas. Felizmente, existe uma ampla quantidade de produtores
naturais de toxinas que as utilizam como defesa ou, principalmente como arma para
captura de presas. A peconha de aracnideos e outros invertebrados, além das toxinas
produzidas por microrganismos, podem servir de fonte para perspectivas agroquimicas e
sdo de particular interesse, pois apresentam uma alta densidade de moléculas bioativas
expressas em suas glandulas de veneno ou em compartimentos celulares (Nicholson,
2007).

Varias aplicaces utilizando toxinas inseticidas sdo atualmente empregadas. Um
exemplo desse emprego é a modificacdo genética de plantas de modo a expressarem
genes codificando toxinas inseticidas ou genes com alguma acgdo desestabilizadora.
Plantas transgénicas portando toxinas Cry da bactéria Bacillus thuringiensis foram
comercializadas pela primeira vez nos Estados Unidos em 1996. A expressdo dessas
toxinas conferia protecdo contra insetos (Shelton et al., 2000). Além de bacteriotoxinas
inseticidas, outros genes com diferentes fontes ja foram usados para construcdo de
plantas transgénicas: (1) lecitina derivada de planta foi introduzida no genoma de

Solanum tuberosum (batata, batata-inglesa ou batatinha) aumentando sua resisténcia



para a larva da mariposa Lacanobia oleracea, em 50% (Gatehouse et al., 1997); (2)
proteina inibitdria de tripsina extraida de feijdo de corda e introduzida em tabaco
(Nicotiana tabacum) conferiu resisténcia contra larvas da mariposa Heliothis virescens
(Hilder et al.,1987); (3) entenroquitinase extraida da mariposas Manduca sexta
introduzida em tabaco conferiu resisténcia contra H. virescens, pois diminuiu o dano
foliar e o crescimento das larvas (Ding et al., 1998).

Os baculovirus sdo outra ferramenta interessante no controle de insetos-praga.
Sdo utilizados para protecdo de plantagdes desde 1930 (Inceoglu et al., 2001) com alta
especificidade de hospedeiro artrpode e incapacidade de gerar infeccdo em vertebrados
ou plantas (Herniou et al., 2003). Alguns programas envolvendo estes patdgenos pelo
mundo mostraram-se efetivos contra insetos-praga como a lagarta da soja A. gemmatalis
(Moscardi, 1999), a lagarta do algoddo Helicoverpa zea (Zhang, 1994) e a mariposa
cigana Lymantria dispar (Cook et al., 2003). O sucesso deveu-se a fatores inerentes ao
virus, como especificidade de hospedeiro (insetos predadores importantes no controle
de outras pragas ndo sdo mortos pelo virus), permanéncia do virus na lavoura, baixo
custo de producdo (insetos mortos pelo virus sdo fortes agentes de propagagdo de
infeccdo por produzirem mais bioinseticidas) e facilidade na aplicagéo biocontrolador.
Todos estes fatores sO sdo possiveis porque baculovirus apresentam um ciclo de
infeccdo cujo final garante producdo de novos virus oclusos protegidos de fatores

ambientais adversos (Castro et al., 1999).

1.4 Baculovirus: virus inseticida com dois feno6tipos infectivos

Baculovirus sdo virus pertencentes a familia Baculoviridae com genoma na

forma de DNA dupla-fita, circular, super-enovelado e com tamanho variando entre 80 e



180 kpb (Rohrmann, 2011). Em forma de bastdo e envelopados (do latim, baculum,
cano, bengala, bastdo), infectam animais da Classe Insecta; fato este que permite 0s
baculovirus desempenharem importante papel ecoldgico controlando a populacao de
insetos (Inceoglu et al., 2001). Atualmente foram descritos baculovirus infectando
trés Ordens filogeneticamente relacionadas de endopterigotas (insetos
holometabdlicos): Diptera (Subordem Nematocera, 0s mosquitos), Hymenoptera
(Subordem parafilética Symphyta, algumas vespas basais semelhantes a lagartas) e
principalmente Lepidoptera (larvas de mariposas e borboletas), sugerindo uma co-
evolucdo entre virus e hospedeiros (Herniou et al., 2004; Thézé et al., 2011).
Entretanto, foram encontrados também em outras Ordens de insetos (Orthoptera,
Neuroptera, Thysanura, Trichoptera) e até outras Classes de artrépodes, porém estes
ndo foram bem caracterizados ou estudados (Rohrmann, 2011).

A forma madura de um baculovirus, o virion, apresenta dois fendtipos
infectivos com diferentes alvos de infeccdo: o primeiro fenoétipo é o virus ocluso
(ODV, do inglés ‘occluded virus’) oralmente infectivo que é responsavel pela
infeccdo primaria no inseto hospedeiro (Figura 1 A); ja& o segundo, 0 virus
extracelular ou brotado (ECV ou BV, do inglés ‘extrecellular virus’ ou ‘budded
virus’, respectivamente) ¢ responsavel pela infecgdo secundaria e sistémica (Figura 1

B) (Slack e Arif, 2007).
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Figura 1. Fenétipos baculovirais maduros produzidos num ciclo infectivo completo. Estes
fendtipos apresentam composi¢do nucleocapsidica bastante semelhante. (A) Virus ocluso
(ODV), com proteinas de superficie importantes para infeccdo per os. (B) Virus que brota da
célula (BV) ou extracelular (ECV), com regido peplomérica importante para a entrada do virus
na célula. Modificado de Slack e Arif (2007).

O primeiro fendtipo produzido, infectivo para células epiteliais do intestino
médio, esta ocluso em uma matriz protéica e cristalina (dai o0 nome do virion) composta
por um Unico tipo de polipeptideo produzido em larguissima escala (Slack e Arif, 2007).
Esta matriz contendo nucleocapsideo(s) recebe o nome de corpo de oclusdo (OB, do
inglés ‘occlusion body’) e torna o virus resistente a maioria das condi¢des ambientais
adversas que normalmente destruiriam um virion comum (Rohrmann, 2011). O corpo
de oclusdo dissolve ao entrar em contato com o suco gastrico alcalino presente no
intestino médio dos insetos-alvo (Hughes, 1950). Ao dissolver, ocorre a liberagdo de
virions no lumen do intestino e inicio do processo infeccioso (Rohrmann, 2011). O
segundo fendtipo, por sua vez é produzido depois do estabelecimento da infecgédo
primaria e tem por objetivo promover o espalhamento da infeccdo ao longo do inseto
hospedeiro. Apesar de idénticos quanto a estrutura do nucleocapsideo, BVs e ODVs

apresentam papeis claramente distintos no ciclo de infeccdo do hospedeiro; diferenca



esta que é dada pela composicdo protéica de seus envelopes (Braunagel e Summers,
2007; Wang et al., 2010).

O ciclo de infec¢do inicia-se com um inseto suscetivel se alimentando do virus
na forma de poliedro ou granulo (nomes comumente dado aos corpos de oclusédo dos
baculovirus conforme a proteina de matriz expressa). Quando o virus ingerido atinge o
intestino da lagarta, ocorre a dissolu¢do da matriz cristalina e liberagdo dos ODVs no
limen do 6rgdo. O virus agora ultrapassa a barreira de protecdo inata do inseto, a
membrana peritrofica e atinge as células colunares do intestino. Para isso, 0 virus
penetra por lesbes causadas pelo proprio alimento ou por pequenas frestas abertas na
membrana por proteinas enhancinas, metaloproteases virais que foram oclusas durante a
montagem do poliedro (Lepore et al., 1996) ou que estavam presentes na superficie do
ODV (Slavicek e Popham, 2005). Depois de atingir o epitélio colunar, o virus promove
fusdo direta com as microvilosidades das células intestinais mediada por proteinas
presentes no envelope do ODV denominadas PIF (do inglés, ‘per os infectivity factor’);
estas proteinas estdo presentes em ambas as faces do envelope, formando um complexo
fundamental para a fusdo, liberacdo de nucleocapsideos no interior no citoplasma
celular e inicio da infeccdo viral (mostradas na Figura 1 A) (Peng et al., 2010).

Os nucleocapsideos podem tomar diferentes caminhos dentro da célula epitelial
como (1) ser direcionado para o nucleo, (2) infectar células da traquéia, (3) infectar
células regenerativas anexas ao intestino e/ou (4) atingir a hemolinfa (Slack e Arif,
2007). Uma celula de inseto infectada por baculovirus apresenta uma mudanca brusca
em sua morfologia (Pombo et al., 1998), bem como em seu funcionamento (Schultz e
Friesen, 2009). Este virus é direcionado para o nucleo da celula, onde estabelece a
formacgéo de um estroma de alta sintese de MRNAs e progénie viral madura e imatura

(Guarino et al., 1992).



A expressdo de proteinas virais pode ser didaticamente dividida em trés estagios:
precoce, tardio e muito tardio (O’Reilly et al., 1991). Entre as duas primeiras fases
ocorre o desligamento da sintese de proteinas do hospedeiro e o recrutamento de toda
maquinaria celular em prol da producéo de novos virus (Schultz e Friesen, 2009). Os
genes expressos na fase precoce apresentam em seus promotores motivos que podem ser
reconhecidos pela RNA polimerase 1l do proprio hospedeiro (Hoopes e Rohrmann,
1991). A principal proteina envolvida na transregulagdo transcricional da expressdo de
genes precoces € a IE-1 que pode atuar aumentando ou diminuindo a transcricdo de
genes (Choi e Guarino, 1995; Guarino e Summers, 1986).

O objetivo da fase precoce é preparar a célula para iniciar a producdo massiva de
virus. Quando a célula inicia a replicacdo viral em regiées homdlogas (HR, do inglés
‘homologue region’), inicia-se a fase tardia. Esta fase ocorre entre 6 e 12 h pds-infeccdo
e é caracterizada principalmente pela producdo do fendtipo responsavel pela infeccéo
sistémica, os virus que brotam da célula ou extracelulares. A sequéncia promotora
apresenta motivos de ligagdo da RNA polimerase viral e ndo a do hospedeiro. Esta fase
tardia permite o espalhamento da infecgdo pelos tecidos do inseto através de virions que
brotam da célula e caem na hemolinfa (BV ou ECV). Esses virions extracelulares
apresentam uma glicoproteina (GP64) na regido peplomérica (Figura 1 B) que
reconhecem receptores celulares e iniciam o processo de endocitose adsortiva (entrada
do virus na célula, que é diferente da fusdo direta ocorrida com ODVSs). Depois de
entrar, o virus esta recoberto por um endossoma primario que € amadurecido por fusdes
com lisossomos. Com a diminui¢cdo do pH, ocorre uma mudanga conformacional na
GP64, que catalisa a fusdo da membrana do envelope com a membrana do endossoma,
promulgando assim, a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma celular (Blissard e

Wenz, 1992). Este nucleocapsideo é direcionado para o nucleo e entdo desmontado para
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iniciar a infeccdo. SO a partir das 12 h pds-infecgcdo ocorre expressao de genes relacionados a
formacéo do fendtipo ODV que est4 ocluso em uma matriz protéica. Esta fase € denominada
muito tardia e culmina na formacdo massiva de poliedros ou granulos com vasta producdo de
poliedrina ou granulina (Rohrmann, 2011).

Até 2006, a forma dos OBs dividia os baculovirus em dois géneros claramente distintos:
Nucleopolyhedrovirus (NPVs) e Granulovirus (GVs) (Ackermann e Smirnoff, 1983). Estes dois
géneros foram posteriormente reagrupados em quatro novos grupos com base ndo mais na
composicao e forma dos OBs, mas sim em analise de sequéncias de genes conservados (Jehle et
al., 2006). Os resultados convergiram tanto com o espectro de hospedeiro quanto com a antiga
classificagdo em dois géneros. Atualmente a familia Baculoviridae é dividida nos géneros
Alphabaculovirus, NPVs que infectam Lepidoptera; Betabaculovirus, GVs que infectam
Lepidoptera; Gammabaculovirus, NPVs que infectam Hymenoptera; e Deltabaculovirus, NPVs

gue infectam Diptera (Figura 2).
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Figura 2. Relacao filogenética dos quatro géneros da familia Baculoviridae. Arvore mostrando
a relacdo de proximidade filogenética com base em sequéncias génicas ou aminoacidicas e
consequente agrupamento nos quatro géneros atualmente aceitos. Estdo sendo destacados 0s
Alphabaculovirus AcCMNPV e AgMNPV (retangulos vermelhos). A arvore foi modificada de
Jehle et al. (2006); na figura original ndo ha a incursdo do virus AgMNPV. Esta incursdo foi

feita com base em Oliveira et al. (2006).

11



Os NPVs contém poliedrina como principal proteina do OB ou poliedro
(Jarvis et al., 1992). Esta estrutura apresenta 0,15 a 3 um de tamanho com muitos
ODVs oclusos na matriz. Os ODVs podem conter um unico nucleocapsideo por
envelope (SNPV, do inglés ‘single nucleopolyhedrovirus’) ou varios (MNPV, do
inglés ‘multiple nucleopolyhedrovirus’) (Figura 3 A). Além disso, os NPVs podem
ser também agrupados com base na sequéncia de aminoacidos da proteina poliedrina
em dois grupos, Grupo | (NPVs 1) e Grupo 1l (NPVs 1) (Zanotto et al., 1993). Estes
grupos divergem também quanto ao contetdo génico; por exemplo, NPVs do Grupo
| usam GP64 como proteina de fusdo em BV (Blissard e Wenz, 1992), enquanto que
NPVs do Grupo Il ndo contém GP64 e usam a proteina F como proteina de adsorcao
e posterior fusdo (Pearson e Rohrmann, 2002).

Os GVs contém granulina como principal proteina do OB ou granulo (Eason
et al., 1998) . Estes apresentam formato ovoéide de 0,13 a 0,5 um de tamanho,
semelhante a um grdo de arroz. E dentro de sua matriz protéica existe um unico
ODV com mais comumente um unico nucleocapsideo (Figura 3 B).

Entretanto baculovirus s&o microrganismos limitados, pois demoram a matar
seus hospedeiros. Tipicamente, levam dias a semanas para o inseto infectado parar
de comer e/ou morrer. Assim, diante dessa premissa, uma forma de possibilitar o
aumento da toxicidade do baculovirus ao inseto-alvo é construir virus transgénicos

que expressem toxinas recombinantes especificas para insetos.
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Figura 3. Corpos de oclusdo (OB) de Nucleopolyhedrovirus (NPVs — Poliedros, PIBs) e
Granulovirus (GV — Granulos). (A) Os poliedros, formados por uma matriz cristalina de
poliedrina podem conter um (SNPV) ou véarios (MNPV) nucleocapsideos por envelope,
formando ODVs oclusos (virions). (B) Os granulos, por sua vez, contém um tnico ODV ocluso
por matriz cristalina de granulina e este virion porta um Gnico nucleocapsideo envelopado
(modificado de Slack e Arif, 2007).

1.5 Toxinas inseticidas de aracnideos e baculovirus recombinantes

O proposito principal do veneno da maioria dos artropodes cagadores é paralisar
a sua presa natural. A maioria das aranhas, dos escorpides e de alguns acaros apresenta
como principal presa os insetos (De Lima et al., 2007). Venenos de artropodes sao
misturas quimicas complexas que apresentam componentes biologicamente ativos,
como toxinas protéicas e ndo-protéicas, enzimas, nucleotideos, lipideos, aminas

biogénicas, uma sopa de ions e outras substancias desconhecidas (Rash e Hodgson,
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2002). Essa mistura complexa é um grande reservatério de componentes com atividade
especifica para insetos (Wang et al., 2001).

Vérios estudos mostraram que as neurotoxinas purificadas de venenos de
artrépodes exibem uma forte especificidade para animais de diferentes Filos ou Classes
(Possani et al., 1999). De acordo com sua especificidade, as toxinas de artrépodes foram
classificadas em toxinas de acdo em mamiferos, de acdo em inseto e de acdo em
crustaceos, com base em sua toxicidade para camundongos, larvas/adultos de inseto ou
isdpodos, respectivamente (de la Vega e Possani, 2005).

De Lima et al. (2007) falam (em sua revisao sobre venenos de aracnideos) que a
existéncia de componentes toxicos distintos com efeito especifico em mamiferos e
insetos foi primeiro mostrado para o veneno da vidva negra Latrodectus
tredecimguttatus e mais tarde para o veneno dos escorpifes Leiurus quinquestriatus e
Androctonus australis. Os pesquisadores que mostraram essas diferentes atividades
discriminaram entre proteinas que causam letalidade em camundongo e proteinas que
afetam insetos. Sob essa Otica, uma neurotoxina especifica tem a habilidade de
modificar canais idnicos de insetos, mas ndo de vertebrados (Tedford et al., 2001).

Diante da capacidade de promover modificacdo em canais de inseto sem afetar
vertebrados, varios estudos foram feitos a fim de aumentar a viruléncia de baculovirus
com base na insercdo de genes codificantes para neurotoxinas de aracnideos no genoma
baculoviral. O ‘Medical Subject Headings’ (MeSH) define viruléncia como “o grau de
patogenicidade dentro de um grupo ou espécie de parasita indicado pela taxa de
mortalidade e/ou habilidade do organismo parasita em invadir os tecidos do
hospedeiros”. Modificagcbes como a delecdo de genes virais (delecdo do gene egt do
baculovirus ACMNPV em O’Reilly ¢ Miller, 1991 ¢ do AgMNPV em Pinedo et al.,

2003), super-expressao de genes do proprio inseto (hormdnio de eclosdo em Eldridge et
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al., 1992; esterase do horménio juvenil em Hammock et al., 1990; neuropeptideos
reguladores de feromdnios em Ma et al., 1998; hormonio diurético em Maeda, 1989;
entomoquitinase em Gopalakrishnan et al., 1995) e até insercdo de sequéncias antisense
de genes relacionados ao metabolismo do hospedeiro (gene essencial no crescimento e
desenvolvimento do inseto da familia c-myc em Lee et al., 1997) culminaram num
aumento consideravel de viruléncia e/ou reducdo na alimentacdo do inseto.

A expressdo de toxinas inseticidas, em muitos casos, promoveu 0 aumento
expressivo na viruléncia do microrganismo ao inseto hospedeiro, principalmente
neurotoxinas de aracnideos predadores naturais de insetos como aranhas, escorpides e
acaros. Expressdo da neurotoxina Tox34 presente em biblioteca de cDNA da glandula
de veneno da fémea do &caro Pyemotes tritici, por exemplo, promulgou paralisia do
inseto infectado, semelhante aos sintomas ocorridos naturalmente, quando um inseto é
picado pelo acaro (Tomalski e Miller, 1991).

Neurotoxinas de escorpifes também foram clonados no genoma de baculovirus
como a toxina Belt de Buthus eupeus (Carbonell et al., 1988). Esta neurotoxina,
diferente da Tox34, ndo aumentou a toxicidade do virus. Por outro lado, a a-toxina de
Leiurus quinquestriatus hebraeus, Lghl promulgou sintomas tipicos de intoxicagdo
(Chejanovsky et al., 1995). No caso da neurotoxina BmK IT do escorpido chinés Buthus
martensii Karsch houve aumento de 13% na velocidade de acdo (morte do inseto) do
virus recombinante (Fan et al., 2008). Outra neurotoxina usada para construcdo de
ACMNPV recombinante obtida do escorpido Androctonus australis promoveu
significante reducdo no tempo de morte de larvas infectadas (McCutchen et al., 1991).

Aranhas da subordem Aranaeomorphae, com 0s Unicos representantes de
interesse médico por provocar araneismo (picada em humanos), também foram fontes

de neurotoxinas inseticidas para aquisicdo de baculovirus recombinantes. Neurotoxinas
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das aranhas Diguetia canities, Tegenaria agrestis (Hughes et al., 1997) e Agelonopsis
aperta (Prikhod’ko et al., 1996) foram clonadas no genoma do baculovirus ACMNPV,
promovendo aumento na viruléncia do parasita celular e parada precoce na alimentacao

da larva.

1.6 Brachypelma albiceps e a toxina putativa BaTx derivada de biblioteca de cDNA

Aranhas formam um grupo de predadores de insetos muito diverso, com
aproximadamente 42.000 espécies descritas (Platnick, 2011). Muitas dessas aranhas
apresentam arsenais de toxinas invejaveis a qualquer controlador quimico de insetos,
uma vez que agem de forma sinérgica em diferentes alvos promovendo paralisia da
nutritiva presa. Analises comparativas mostram que venenos de aranhas e de escorpides
apresentam os componentes mais letais contra insetos de diferentes ordens (Corzo et al.,
2009). E, além disso, representam uma populacdo diversa e atrativa de peptideos com
potencial para descoberta de drogas ou produtos de aplicacdo biotecnoldgica (Chaim et
al., 2011).

A aranha mexicana B. albiceps (Pocock, 1903 — Figura 4), popularmente
conhecida como ‘tarantula mexicana dourada da traseira vermelha’ (nomes nao-oficiais,
do inglés ‘Mexican golden red rump’ e do espanhol ‘arafia dorada de México’) € uma
espécie pertencente a familia Theraphosidae (Aranae: Mygalomorphae). Este taxon
agrupa aranhas caranguejeiras ndo nocivas aos humanos, geralmente criadas como
animais de estimacdo. A Unica lesdo que pode ser causada é o langamento de pelos
urticantes presentes no abdémen da aranha, como autodefesa. O género € nativo de
partes da América Central e apresenta um crescimento excepcionalmente lento com

uma impressionante expectativa de vida de até 20 anos para fémeas.
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Figura 4. Brachypelma albiceps Procock, 1903. (A) Fontes: www.tarantulasdemexico.com; (B)

www.gallery.tarantulas.us.

Ao longo dos anos, esta espécie sofreu muitas modificacbes taxonémicas, sendo
primeiramente considerara uma aranha pertencente ao género Brachypelma (Pocock,
1903). Posteriormente, Smith (1995) transferiu a espécie para o género Aphonopelma
que mais tarde foi “redescoberta” e chamada de Brachypelmides ruhnaui (Schmidt,
1997). S6 ha pouco tempo, o género Brachypelmides foi invalidado e colocado como
um sinénimo menor de Brachypelma (Locht et al., 2005); assim, prevaleceu o nome
mais antigo, ficando Brachypelma albiceps.

O veneno solUvel bruto extraido desta aranha mostrou atividade inseticida
consideravel para insetos holometabolos e hemimetabolos (Gentz et al., 2009). O perfil
de HPLC de fase reversa do veneno solivel de B. albiceps ja foi anteriormente
analisado (Corzo et al., 2009). A mistura derivada da glandula de veneno foi fracionada
usando HPLC de fase reversa revelando duas principais fracbes chamadas de Bal e
Ba2. Estas fragbes foram toxicas para insetos, mas ndo para ratos. Os dois peptideos
apresentaram alto conteudo de residuos de aminoacidos basicos (principalmente lisina).
Além disso, apresentaram trés pontes dissulfeto confirmadas por espectrometria de
massa e alta similaridade com peptideos inseticidas de Theraphosidae de outras espécies
como a norte-americana Aphonopelma sp., a mexicana B. smithi e a chinesa
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Haplopelma huwenum indicando uma relagdo proxima entre elas. Ambas as toxinas néo
apresentaram toxicidade para camundongos injetados de forma intra-craniana e intra-
peritoneal nem tampouco mostraram antagonismo de conduténcia para canais de sodio-
voltagem dependentes de inseto (Para/tipE) e de mamiferos (Nav1.2 e Navl.5) clonados
em oo6citos de Xenopus leavis. Entretanto, ambos mostraram-se toxicos e letais para
grilos numa faixa de toxicidade que é caracteristica de toxinas com atividade contra
canais de sodio-voltagem dependentes. Os autores discutem esta diferenca, especulando
que as toxinas podem afetar outros canais de ions ou algum diferente subtipo de canal
de sddio voltagem-dependente.

Durante a andlise de biblioteca de cDNA da glandula de veneno da aranha B.
albiceps (dados ndo publicados), um peptideo putativo, genericamente chamado BaTx,
mostrou grande semelhanca com Bal e Ba2. Este possivel peptideo apresentava,
respectivamente, uma identidade de 95% e de 92% com os peptideos citados; e de 59%
com toxinas derivadas de uma aranha chinesa (HWTx — huwentoxina-1 e -2) como pode

ser observado na Figura 5.

ILECVFSCDIEKEG-KRPCKPKGEKKCTGGWKCKIKLCLKI BaTx
ILECVFSCDI:KEG-KPCKPKGEKKCTGGW= CKIKLCLKI
I -ECVESCDI-KEG - KPCKPKGEKKCTGGW-~CKIKLCLKI :
i1 rECVESCDIEKEG - KPCKPKGEKKC SGGWKCKIKLCLKI ©°5 (95%)
IrECVFSCDIEKEG-KPCKPKGEKKC SGGWKCKIKLCLKI AF (95%)
LFBESESCETEREE DEPCKE ERCKGEWEERENMEVEY HW (55%)

] v o
o
)
/

Figura 5. Alinhamento de toxinas da aranha B. albiceps com outras toxinas. (A) As toxinas
BA1 e BA2 foram alinhadas com a toxina putativa encontrada no cDNA da glandula de veneno
da aranha citada com toxinas derivadas de B. smithii (BS), de uma Aphonopelma sp. (AP) e da
principal representante da familia das huwentoxinas (HW). Residuos de aminoécidos

semelhantes em todas as toxinas foram destacados em azul claro.
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BaTx, Bal e Ba2 sdo toxinas que apresentam assinatura de peptideos da familia
das huwentoxinas-2 derivada da aranha chinesa Haplopelma huwenum (sinGnimo
Selenocosmia huwena) que tem a caracteristica de bloquear transmissdo neuromuscular
(Shu e Liang, 1999). Um fato controverso, uma vez que as toxinas derivadas de B.
albiceps ndo modificaram a conduténcia de canais de sddio-voltagem dependente, fato

este que torna o alvo de acdo destas toxinas bastante obscuro.

1.7 Baculovirus e outras aplicacfes

1.7.1 Baculovirus como potencial vetor para terapia génica

A terapia génica é uma ferramenta para tratamento de doencas herdadas e para
prevencdo, correcdo ou modulacdo de doencas genéticas e adquiridas por meio da
introducdo de genes codificando para proteinas terapéuticas que estdo ausentes ou
truncadas no organismo-alvo (Cavazzana-Calvo et al., 2004). Vetores que introduzem
essa correcdo podem ser classificados em virais ou ndo-virais. Os vetores virais
derivados de retrovirus, lentivirus, adenovirus e virus associados a adenovirus sdo a
melhor escolha para uma entrega génica eficiente (Robbins e Chivizzani, 1998).
Entretanto existem alguns problemas relativos a utilizagdo desses vetores virais, como a
seguranca na utilizacdo e o seu carater transiente de expressao.

Nesse palco de inseguranca na utilizacdo de vetores virais surge o baculovirus
como uma alternativa como veiculo génico cujas vantagens sdo a incapacidade
replicativa e a ndo-toxicidade para células de mamiferos (Makela et al., 2006). Em 1985
foi descoberto que baculovirus contendo um promotor adequado era capaz de transduzir

células de mamiferos (Carbonell et al., 1985). Depois disso, varias caracteristicas
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intrinsecas ao virus o tornaram alvo de estudo para terapia génica como, por exemplo, o
capsideo na forma de bastdo que permite alta capacidade transgénica (insercdo de genes
heter6logos) sem limite conhecido (Fipaldini et al., 1999; Cheshenko et al., 2001).

A entrada do baculovirus dentro de células de inseto ocorre via endocitose seguida por
fusdo induzida por baixo pH entre proteinas do envelope viral e a membrana do
endossomo no caso de BVs ou por fusdo direta mediada também por proteinas virais de
superficie no coso de ODVs, dessa forma permitindo inser¢do viral no citoplasma e
nacleo (Dee e Shuler, 1997; Peng et al., 2010). Por outro lado, 0 mecanismo de entrada
do virus em células de mamifero permanece ainda obscuro. Pesquisas iniciais in vivo de
baculovirus como veiculo génico foi feito em tecido hepatico (Hofmann e Strauss,
1998). Entretanto, a expressdo do transgene ndo foi detectada quando o vetor
baculoviral foi introduzido dentro de comundongos e ratos por uma variedade de
métodos, incluindo injecdo direta no parénquima do figado. Esta falha sugere que o
baculovirus possa ser inativado pelo sistema complemento que surge como uma potente

barreira para aplicacdo de baculovirus in vivo (Sandig et al., 1996).

1.7.2 Baculovirus: potente ferramenta para expressao heteréloga

O sistema de expressdo heteréloga baseado em infec¢do celular por baculovirus
apresenta dois componentes fundamentais para funcionamento: o virus, como vetor de
expressao contendo o gene de interesse sob o comando de um promotor forte e a célula
hospedeira que fornecerd o aparato metabdlico para promocdo da infeccdo e
conseguinte expressdo protéica (Hitchman et al., 2009). O desenvolvimento dessa

ferramenta biotecnolégica ocorreu no inicio da década de 1980, nos laboratérios dos
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pesquisadores Max Summers (Texas A & M, EUA) e Lois Miller (‘University of
Georgia’, EUA).

O Alphabaculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(ACMNPV), isolado da lagarta da alfafa Autographa californica (Lepidoptera:
Noctuidae), é a espécie-tipo da familia Baculoviridae. Esta foi a primeira espécie
utilizada para construgdo de vetores de expressao heter6logas hd mais de 20 anos por
Smith et al. (1983) para expressao de B-interferon humano.

Existem muitas caracteristicas que tornam esse sistema mais vantajoso que
outros sistemas de expressdo heter6loga, mas a principal caracteristica é o ambiente de
expressdo eucariotica. Este ambiente permite que algumas proteinas de interesse sofram
modifica¢bes pds-traducionais fundamentais para aquisicdo de conformacdo nativa.
Além disso, o sistema permite rapidez e alto nivel de expressao (presenca de promotores
fortes), producdo de mais de uma proteina simultaneamente, e custo baixo quando
comparado com animais transgénicos ou células de mamiferos transformadas (Kost et
al., 2005). As células apresentam também facil manutencdo por poderem ser cultivadas
a temperatura ambiente, em meio sem soro e sem necessidade de cAmara de CO,.

Entretanto, existem algumas limitagdes no sistema baseado em células de inseto
infectadas por baculovirus recombinantes como o carater transiente de expressao devido
a natureza litica da infeccdo (Hitchman et al., 2009). Este fato pode levar a degradacgéo
da proteina recombinante e processamento ineficiente em estagios avancados da
infeccdo. Outro carater a ser levado em conta é que as celulas de inseto promovem uma
glicosilacdo do tipo N-ligada que difere da glicosicdo em células de mamiferos. As
células de inseto sdo incapazes de produzir oligosacarideos complexos N-ligados
contendo galactose e &cido sialico como pendltimo e ultimo sacarideo adicionado,

respectivamente. Entretanto, estudos foram feitos de modo a “mamalizar” ou
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“humanizar” células de inseto (Harrison e Jarvis, 2006), conferindo caracteristicas
naturalmente inexistentes.

Diante das vantagens do sistema de expressdo baculoviral e de desvantagens
contornaveis, varios usos de carater médico e veterinario podem ser listados, como
expressdo de antigenos virais com potencial para uso em vacinas humanas e
animais. Algumas vacinas produzidas em células de inseto ja estdo disponiveis no
mercado mundial, como por exemplo, as vacinas contra a Peste Suina (BAYOVAC
CSF E2™ e PORCILIS PESTI™) baseadas na glicoproteina CSFV E2 e a vacina
humana contra cancer cervical induzido pelo HPV-16 (Cervarix - Human
papillomavirus 16) baseada em VLP (do inglés, ‘virus-like particle’) (Zheng et al.,
2004).

Outras vacinas ja estdo em situacdo de aprovacdo ou em desenvolvimento
como vacinas contra protozoarios como Plasmodium falciparum (agente causador
da malaria — Herrington et al., 1992; Daugherty et al., 1997; Liang et al., 2000),
Theileria parva (agente causador da theileriose — Kaba et al., 2003, 2004 e 2005) e
Babesia rodhaiani (causadora da babesiose — Igarashi et al., 2000); contra helmintos
como Fasciola hepatica (Reszka et al., 2005) e Schistosoma mansoni (reducéo de 29
a 39% na quantidade de vermes — Hota-Mitchell et al., 1997); e vacinas terapéuticas
contra o cancer de prostata (Provenge) (amplamente revisado em Stanbridge et al.,
2003).

Além de aplicacdo na producdo de vacinas, varias pesquisas envolvendo o
sistema de expressdo baculoviral visaram a producdo de kits de diagndstico de
proteinas recombinantes de interesse médico, como foi 0 caso da expressédo de

proteinas de capsideo (VP1 e VP2) do Human parvovirus B19 (Yoto et al., 1995);
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proteinas VPX e VP3 do birnavirus causador da doenga da bursite infecciosa (IBD,
do inglés, ‘infectious bursal disease’) (Martinez-Torrecuadrada et al., 2000); e da
proteina quimase humana, uma serino-protease com papel fisioldgico e
patofisioldgico desconhecido presente em varias doencas (Suzuki et al., 2002).
Outra aplicacdo importante do ponto vista toxinoldgico diz respeito a capacidade de
baculovirus em produzir toxinas eucariéticas funcionais para estudo sistematico de

funcdo (Volynski et al., 1999).
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2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi analisar os efeitos da toxina BaTx putativa em
células de inseto expressa durante infecgdo por virus recombinantes a fim de constatar

seu efeito na viruléncia do baculovirus e descobrir o modo de atuacao do peptideo.

Perguntas hipotéticas:

1. Baculovirus sdo capazes de produzir toxinas inseticidas biologicamente ativas da

aranha B. albiceps? Como diagnosticar a funcionalidade da toxina?

2. E possivel observar pistas do modo de agdo de toxinas inseticidas com alvo
desconhecido amplificando seu efeito ao expressa-la em células de inseto sob o

comando de um promotor forte?

3. A toxina seria ativa subtraindo-se apenas seu peptideo sinal? E quanto ao peptideo

sinal e 0 pro-peptideo?

4. Diferentes linhagens de células de inseto se comportariam da mesma forma durante

infeccdo?

5. Existiria alguma diferenca caso a toxina fosse expressa sob o comando de

promotores de fases diferentes da infeccdo viral?
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6. Peptideo sinal derivado de gene do inseto e peptideo sinal derivado de gene viral

promoveriam alguma mudanca no padréo de expressdo da toxina?

2.2 Objetivos especificos

e Construcbes de baculovirus AcCMNPV geneticamente modificados para expressdo
de diferentes versdes da toxina BaTx sob o comando de um promotor muito tardio:
VAC-SP-Pp-BaTx, VAc-Pp-BaTx, VAc-eBaTx, VAc-SP(egt)-BaTx e VAc-SP(bx)-

BaTx.

e Construcdo de vetor doador para producdo de baculovirus oralmente infectivos por

transposicao bacteriana.

e Construgdo de baculovirus ACMNPV recombinantes oralmente infectivos para
expressdo de diferentes versdes da toxina BaTx sob o comando de um promotor
hibrido ativo durante as fases tardia e muito tardia: vAc-BaTx, VAc-SP(egt)-BaTx e

VAC-SP(bx)-BaTx.

e Produgédo de virions recombinantes oralmente infectivos contendo a toxina para

avaliacdo de toxicidade em larvas de lepidoptera.

e Anadlise quantitativa e qualitativa de toxicidade induzida pela infeccdo com virus
recombinantes em diferentes linhagens celulares derivadas da lagarta do cartucho do

milho, S. frugiperda e da lagarta do repolho, Trichoplusia ni.
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e Andlise estrutural e ultraestrutural dos efeitos citopaticos de células de inseto

infectadas com recombinantes expressando a toxina.

e Construcdo de vetores de expressdo heter6loga para obtencdo da toxina BaTx
fusionada a epitopos 6xHis e GST em sistema procariético e producéo de anticorpos

policlonais em camundongos.

e Andlise de expressdo da toxina em células de inseto a nivel transcricional e

traducional.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos envolvendo expressdo de toxinas inseticidas derivadas de aracnideos em
baculovirus visaram aumentar a toxicidade do virus ao hospedeiro de modo a gerar um
controlador biolégico mais potente. Tais pesquisas se restringiram ao estudo de toxinas
moduladoras de canais voltagem-dependentes (neurotoxicas), negligenciado peptideos
inseticidas com alvos desconhecidos. Um exemplo de toxinas pouco estudadas deriva
do veneno bruto de aranhas caranguejeiras. Estas aranhas apresentam pouco ou quase
nenhum interesse médico, por ndo provocarem araneismo. Tanto o alvo quanto o
mecanismo de atuagdo, por exemplo, da toxina inseticida de caranguejeira BaTx
permanecem ndo elucidados. Usar baculovirus como ferramenta para entender o alvo de
acdo de toxinas in vitro e/ou in vivo € uma inovacdo do ponto de vista toxinoldgico,
podendo assim, ajudar a compreender estas pequenas proteinas com vasto potencial

agroecondmico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Plasmideos e bactérias

Para construcdo e propagacdo dos diferentes plasmideos usados ou construidos
neste trabalho foram utilizadas bactérias Escherichia coli das linhagem DH50 ou One
Shot® TOP10 (Invitrogen). Bactérias foram manipuladas em VECO Capela de Fluxo
Laminar.

Os plasmideos pDONR207, pDEST15 e pDEST17 foram propagados em
bactérias E. coli da linhagem DB3.1 (Invitrogen) resistentes a CcdB. Os plasmideos
apresentam o gene ccdB entre os sitios de recombinacdo (Figura 7 e 8) que codifica uma
toxina blogueadora da atividade da enzima girase bacteriana.

Para expressao procaridtica da toxina fusionada a cauda de hexa-histidina ou a
GST (glutationa-S-transferase), os plasmideos recombinantes derivados dos vetores
comerciais pDEST17 e pDEST15 (Invitroegen) foram transformados em bactérias E.
coli da linhagem BL21-Al (Invitrogen).

Os cromossomos artificiais bacterianos (BACs, do inglés ‘bacterial artificial
chromosome’) recombinantes construidos neste trabalho foram obtidos e propagados
em bactérias E. coli da linhagem DH10Bac® (Invitrogen) quimiocompentetes.

As diferentes cepas de bactérias da espécie E. coli utilizadas neste trabalho
foram tornadas quimiocompetentes ou eletrocompetentes de acordo com meétodo
disponivel em Sambrook & Russel (2001). A extracdo de plasmideos foi feitas por

método de lise alcalina também disponivel também nesta referéncia citada.
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4.2 Baculovirus e células de inseto

Foram utilizadas neste trabalho células de lepiddpteros das linhagens BTI-
Tn5B1-4 derivada de T. ni (Granados et al., 1994) (Figura 6 A), a lagarta do repolho
(do inglés, ‘cabbage looper’) e IPLB-Sf21-AE derivada de S. frugiperda (Vaughn et al.,
1977) (Figura 6 B), a lagarta do cartucho do milho (do inglés, ‘fall armyworm”).
Células eucarioticas foram manipuladas em NUAIRE™ ‘Biological Safety Cabinets’.
As células foram mantidas a temperatura ambiente (27°C — em LAB-LINE® AMBI-HI-
LOW ® ‘Chamber’) em meio TC100 (Gibco, Sigma e HIMEDIA) suplementadas ou
ndo com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Sigma e HIMEDIA) conforme o uso. Este

meio utilizado foi esterilizado por filtracédo (TPP®).

(A) BTI-Tn5B1-4 (B) IPLB-Sf21-AE

Figura 6. Células de inseto em cultura utilizadas neste trabalho. Estdo sendo mostradas culturas
de células das linhagens (A) BTI-Tn5B1-4 derivadas da lagarta do repolho (B) IPLB-Sf21-AE
derivada da lagarta do cartucho do milho. (Barra = 50 um)

As células foram empregadas como hospedeiras para propagacdo dos
baculovirus selvagem e recombinantes obtidos neste trabalho. Material plastico para
cultivo de células de inseto: TPP® (Techno Plastic Products AG, Switzerland), garrafas

de 25 cm? (10° células confluentes) e 75 cm? (entre 5x 10° e 1 x 10’ células); placas de 6
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pocos (10° células confluentes), 12 pocos (5x10* células confluentes) e 96 wells (10*
células confluentes). Cultivo de células procaridticas: Prolab® Placas de Petri

descartaveis.

4.3 Amplificacdo, clonagem e sequenciamentos da toxina BaTx

O gene da toxina genericamente denominada BaTx foi amplificado a partir de
biblioteca de cDNA da glandula de veneno da aranha B. albiceps, gentilmente cedido
pelos colaboradores Profa. Dra. Elisabeth Ferroni Nogueira Schwartz (Departamento de
Ciéncias Fisiologicas, UnB) e Prof. Dr. Gerardo Corzo (Instituto de Biotecnologia,
Universidade Nacional Autdbnoma do México) (dados ndo publicados, porém cedidos
para futura publicacdo com os dados obtidos neste trabalho) (Figura 7 A). Foram feitas
trés reaces com diferentes conjuntos de iniciadores (Figura 7 B), de modo a gerar trés
diferentes versdes da toxina contendo (1) o peptideo sinal (SP, do inglés ‘signal
peptide’), o pro-peptideo (Pp, do inglés ‘pro-peptide’) e a toxina madura (BaTx, do
inglés ‘B. albiceps’ toxin’) (fragmento SP-Pp-BaTx), (2) o pro-peptideo e a toxina

madura (fragmento Pp-BaTx) e (3) apenas a toxina madura (fragmento BaTx).
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A 1 GGTCCTGGCTGTTTTCGTAATAGCAGATTTCATTCCGCAGTATCTGAATTTCAGGAGAAT 60

61 TTCAAGCAAAAGatgagatctttgacgttggetgetgTTCTGGCATGCAGCCTGTTGTTA 120
MR S LT L EAKN AL S DTS

121 GTTTTTCACACTTCAGCAGCTgaagagecatgaageotcaggaaggeTATCTGATGAACCCC 180
v 'F R T 8§ A

181 GGTGATACTGACACCGCACTAGCAACTGTCGATGATGAARGaa ttctegaatgtgt tc'tc 240
DTN AT ANV DD ENR 1 L E C V F

241 teatgegacATTGAARARGARGGCARGCCATGCARACCCAAGGGGGAGARAARATGTACT 360
S ¢DI&EKTESGZEKTPCRKTPIZ KSGETEKTIKTCT

361 GGTGGATGGAAAtgtaagatcaagttgtgtotgaagatttaaTATGAAAATGCTGTCATC 420
G N EKCEKE I X L.¢guxT*

421 ACTACGAGAAAACTCACCATAACATCCACACGAAGAGCTATTCTAGTGATGCTGTTGGAA 480
481 ATATATTAACATGATAGCCAGAAATGTTGTTTGAATTCTATTATGTTTCTGAACTAATet 540
541 ttaataaaatcgtttcaatctttchRAAAAAR

B | EcoRY/BamHUATG/SP{egt) |

di-)F4
BamHl AI(J lﬁl;il-fl ’Voll Hirxiﬁi
r P .

R2 R1

— = -}5 an )

EcoRlBanHl/ ATGY SP(bx)

Figura 7. Regido do cDNA que contém a toxina BaTx da caranguejeira B. albiceps. (A)
Sequéncia nucleotidica obtida a partir do sequenciamento de cDNA da glandula de
veneno da aranha B. albiceps. Esta sendo mostrada a sequéncia aminoacidica da toxina
putativa tipo-Bal/2, genericamente chamada neste trabalho de BaTx. Sequéncias em
letras minGsculas e destacadas em negrito apresentam regides utilizadas para a
confeccdo de primers. (B) Esquema da ORF putativa da toxina. Os primers F1, F2, F3, F4,
F5, R1 e R2 estdo ancorados em suas respectivas regides de pareamento. Além disso, estdo
representadas sequéncias ndo-paredveis adicionadas pelos iniciadores: sitio de restricdo para
BamHI, Hindlll, EcoRI e Notl, codon de iniciagdo de traducdo (ATG) quando necessério,
peptideo sinal de secre¢do do gene egt do baculovirus AgMNPV, denominado SP(egt) e o
peptideo sinal de secrecdo do gene da bombyxina de Bombyx mori, denominado SP(bx).

Com base na sequéncia do cDNA, trés primers ‘Forwards’ (F1, F2 ¢ F3 — Tabela
1) foram construidos contendo sitio de restricdo para a enzima BamHI e um primer

‘Reverse’ (R1 — Tabela 1) contendo sitio de restricdo para a enzima Hindlll (Figura 7
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B). Nos primers F foi adicionado, além dos sitios de restricdo, o codon de iniciacdo de

traducdo (ATG) na posi¢ao 5’ quando este fora necessario (caso apenas dos iniciadores

F2 e F3).

Tabela 1. Nome e sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados neste trabalho.

Primer Sequéncia (5°>3’)

F1 CGGATCCATGAGATCTTTGACGTTGGCTGCTG

F2 CGGATCCATGGAAGAGCATGAAGCTCAGGAAGGC

F3 CGGATCCATGATTCTCGAATGTGTTTTCTCATGCGAC

F4 GAATTCGGATCCATGATTTTTATTTTACTAACAACGCTTTTAGCAGT
AAGCGGAGCAAAAACCGCAAATATTCTCGAATGTGTTTTCTCA

F5 GAATTCGGATCCATGAAGATCCTCCTTGCTATTGCCCTTATGCTTAG
CACCGTGATGTGGGTGAGCACCATTCTCGAATGTGTTTTCTCA

R1 AAGCTTGAAAGATTGAAACGATTTTATTAAAG

R2 GCGGCCGCAAGCTTTTAAATCTTCAGACACAACTTGATCTTACA

pSyn (MCS) Ff GCGGCCGCGAATTCGATGATCTATTTATAGG

pSyn (Ac-PH) R
attB-BaTx-Fi
attB-BaTx-Ri}

P35 F*
P35 R*
M13 F**

M13 R 2*%**

GTCGACCTGTAAATCAACAACGCACAGAATCTAGCGC

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGATTCTCGAATGTGTTTTCTCAT

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAAATCTTCAGACACAACTTGATC

ATGTGTGTAATTTTTCCGGTAGAAATCG

TTATTTAATTGTGTTTAATATTACA

GTTTTCCCAGTCACGAC

GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

ftUsados para construcdo do vetor pFastBacl® modificado para produc@o de baculovirus oclusdo positiva via

transposigdo; § primers usados para inserir regido de recombinagdo in vitro usada em tecnologia Gateway
(Invitrogen); * primer usado para confirmar presenca de DNA viral; **primer indicado para confirmagdo de
transposicao via bac-to-bac pelo fabricante; *** este primer é diferente do recomendado pelo fabricante; uma vez que
0 recomendado gera muitas bandas inespecificas.
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As reacOes continham 10 ng do cDNA, 1X do tampé&o da enzima, 1 U da enzima
GoTaq DNA polimerase (Promega) e 300 uM de dNTP. Cada uma das trés reagdes
feitas apresentava F1 e R1, F2 e R1 ou F3 e R1 numa concentragao final de 0,4 uM. A
amplificacdo foi feita em termociclador ESCO ® modelo Swift maxi® ou BIO-RAD

Thermal Cycler modelo C1000™ de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Programa utilizado para amplificacdo dos trés
cassetes da toxina BaTx. Para os trés conjuntos de iniciadores

foram utilizadas a mesma temperatura de anelamento.

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacéo inicial 95°C 3 min
. Desnaturacéo 94°C 155
é Anelamento 54°C 20s
2 Extenséo 72°C 20s
Extensdo final 72°C 5 min
Estoque 12°C 0

As reacOes foram aplicadas em gel de agarose 2% submetido a eletroforese em
tampéo de corrida TBE 0,5 X (solugéo aquosa contendo 45 mM de Tris-borato e 1 mM
de EDTA), coradas em brometo de etidio (solu¢do aquosa de 0,5 pg/ml), analisadas em
luz UV (Alpha Innothech Alphalmager® Mini com software homénimo) e fotografadas
conforme descrito em Sambrook & Russel (2001). Neste trabalho foram utilizadas cuba
Owl modelos B1 e D3 ou BIO-RAD modelo Sub-Cell GT Basic e Wide Mini-Sub Cell
GT Basic, e como fonte Pharmacia LKB modelo EPS 500/400 para esta e as seguintes
eletrofeoreses. Os fragmentos observados foram cortados do gel com uma lamina e

purificados seguindo instru¢des do fabricante do ‘GFX PCR DNA and Gel Band
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Purification kit® (GE Healthcare) (todas as purificacbes posteriores relacionadas a
eluicdo de DNA de gel de agarose utilizaram o mesmo material e método supracitado).
Os fragmentos purificados foram ligados no vetor pGem®-T easy (Promega) de
acordo com instrucbes do fabricante. Este vetor permite a clonagem direta de
fragmentos de PCR amplificados com a enzima Taq DNA polimerase. Esta enzima tem
a caracteristica de adicionar no fim de cada molécula de DNA amplificada um
desoxiadenilato sobressalente. O sistema de clonagem utiliza-se dessa caracteristica ao
fornecer o vetor pGem®-T easy aberto no meio de um peptideo marcador (peptideo a
da enzima [-galactosidase) com extremidades contendo um desoxitimidilato
sobressalente (dai o termo ‘—T easy’). Estes desoxitimidilatos se pareiam com os
desoxiadenilatos presentes nas extremidades do amplicon e na presencga da enzima T4
DNA-ligase e condic¢des favoraveis (tampéo e temperatura) ocorre ligacdo do fragmento
amplificado (inserto) ao vetor. A reacao resultante foi transformada em linhagem DHS5a
(Invitrogen) de bactérias E. coli quimiocompetentes (Sambrook e Russel, 2001) e 0s
procedimentos para obtencdo de plasmideos clonados foi feito conforme instrucdo do
fabricante (incubadora a 37 °C sem agitacdo em QUIMIS® Estufa Incubadora).
Plasmideos recombinantes resultantes foram purificados (Sambrook e Russel,
2000), digeridos com BamHI e Hindlll (Promega) seguindo instrucdes do fabricante e
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% para confirmacdo de clonagem.
Todos os plasmideos foram submetidos a sequenciamento (Macrogen Inc., Coreia do
Sul) com iniciadores universais (SP6 e T7) que se anelam em regibes flanqueadora do

cassete clonado, presentes no vetor pGem®-T easy.
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4.4 Clonagem no vetor de transferéncia e construgdo de baculovirus recombinantes

vAc/occ- contendo a toxina

Os fragmentos observados em gel de agarose 1,5% a partir da digestdo de
pGem-SP-Pp-BaTx, pGem-Pp-BaTx e pGem-BaTx com enzimas BamHI e Hindlll
foram purificados do gel e clonados no vetor de transferéncia pFastBacl® (Invitrogen).
Este vetor foi comercialmente obtido e transformado por choque térmico em bactérias
quimiocompetentes da linhagem DH5a (Invitrogen) a fim amplifica-lo. As bactérias
transformadas foram entdo semeadas em meio LB-agar contendo ampicilina (100
pg/ml) e gentamicina (7 pg/ml). Coldnias que apareceram em placa foram postas para
crescer em meio LB liquido contendo os mesmos antibioticos citados e em mesma
concentracdo. O plasmideo foi extraido e digerido com enzimas BamHI e Hindlll,
corrido em gel de agarose a 0,8%, purificado do gel e utilizado em subclonagens
posteriores.

O vetor pFastBac1® foi construido por Anderson et al. (1996) (citado no manual
Bac-to-bac) e contém um promotor do baculovirus ACMNPV que permite alto nivel de
expressdo protéica em tempos tardios de infeccdo (até 1 g de proteina heter6loga por
litro de cultura — Grenwald e Heitz, 1993). Conforme pode ser observado na Figura 8, o
plasmideo pFastBacl® contém o gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina e o
cassete de expressdo flanqueado a direita e a esquerda por “bragos” Tn7 que sdo
marcadores de um transposon bacteriano. O entre-flancos contém, aléem do cassete de
expressao (promotor mais algum gene de interesse clonado no sitio para clonagens
maultiplas), o gene de resisténcia a gentamicina e um sinal de poliadenilacdo do virus
SV40, formando assim um mini-Tn7. Por esse motivo, 0 pFastBacl® pode ser

denominado plasmideo de transferéncia ou doador. Assim, para que ocorra a
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transposicao bacteriana, € necessario um DNA-doador que contenha os bracos Tn7, um
DNA alvo que contenha o sitio alvo de insercdo chamado de mini-attTn7 e a enzima

que executara o evento de transposicao.

Hindlll (4138)
|
Kpnl (.31361‘ . Tn7L
Sph1 (4330), X ‘f1 origin
Xhol (4120) N \ \ N
D, -~y | s D\
s 4117 \ (” — ,
Pstl (4 l,lnu_“ N 52,.;‘;‘/; \L’l bla promoter
Xbal (4105)__ 22 2
Notl (.;m)l)_i__,r' /Q /
Spel(4083) /i@ SV40 pA
SaoT (4081) /i PH promoter
Sall(q071) / //
N pFastBacl
Stul (40065) 6 b
4776 bp

EcoRI (4055) | ‘

BamHI (4033'1' Q\
N\

—
Gm(R) \;;(\\

<

% “' | pUC ongin

Tn7R
Figura 8. Mapa do plasmideo comercial pFastBacl® (Invitrogen). Este plasmideo apresenta
um amplo sitio maltiplo para clonagem (sitio para enzimas estdo sendo mostrados em vermelho)
posterior ao promotor da poliedrina (PH promoter). Neste esquema estdo sendo mostrados 0s
bragos homologos para transposi¢do Tn7L e R, um sinal de poli-adenilacdo (SV40 pA); gene de

resisténcia a gentamicina (Gm(R)) e ampicilina (Amp(R)); duas origens de replicacdo para

copias maltiplas (f1 e PUC) .

O sistema de expressdo baculoviral Bac-to-bac (Invitrogen) contém uma
linhagem de E. coli DH10Bac que fornece as duas moléculas necessarias para que
ocorra a transposi¢do, o0 bacmideo bMON14272 (136 kpb) e o plasmideo pMON14272

(13,2 ph).
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O bacmideo bMON14272 é a molécula alvo da transposi¢do que contém (a) uma
origem de replicagdo mini-F para baixo nimero de cépias, (b) marcador de resisténcia a
canamicina, e (c¢) segmento de DNA que codifica o peptideo LacZa, no qual o sitio para
transposicdo bacteriana miniattTn7 foi inserido (o sitio ndo interrompe a ORF do
peptideo). O bacmideo é, na verdade, o genoma do baculovirus ACMNPV (DNA dupla-
fita circular) transformado em um plasmideo gigante que se propaga em E. coli
conferindo resisténcia a canamicina e complementando uma dele¢cdo do gene LacZ
presente no cromossomo da bactéria (semelhante ao que ocorre em clonagens utilizando
0 vetor pGem®-T easy). Na presenca do peptideo a do LacZ, coldnias azuis podem ser
formadas quando um substrato cromogénico como X-gal e seu indutor artificial, IPTG
sdo adicionados ao meio de cultura. O bacmideo apresenta o fen6tipo de ndo-formacéo
de poliedros (aqui chamado de occ-, do inglés ‘negative occlusion’), umas vez que o
cassete Mini-F/LacZa (miniattTn7)/canamicina substituiu o lécus do gene da
poliedrina.

O plasmideo pMON7124, por sua vez, confere resisténcia a tetraciclina e atua
como plasmideo ‘helper’ (do inglés, ‘ajudante’), fornecendo a funcdo de transposi¢dao
Tn7 in trans (Barry, 1988) ao produzir constitutivamente uma transposase (enzima
capaz de reconhecer fragmentos de DNA flanqueados por regides homologas, excisar e
inserir este fragmento em regides especificas in trans ou in cis). Assim, quando uma
bactéria da linhagem DH10bac € transformada com o vetor pFastBacl®, ocorre a
transposicéo de todo o cassete para a regido alvo miniattTn7 presente no bMON14272
(plasmideo gigante contendo o genoma do baculovirus ACMNPV).

Os plasmideos doadores recombinantes contendo as trés diferentes estratégias da
toxina foram separadamente transformados em linhagem DH10bac (500 ng de cada

plasmideo recombinante) segundo instruces do fabricante. As células transformadas
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foram incubadas em placa de Petri contendo tetraciclina (10 pg/ml), canamicina (50
pg/ml), gentamicina (7 pg/ml), IPTG (40 pg/ml) e X-gal (100 pg/ml) a 37°C por 48 h.
Os bacmideos recombinantes (advindos de col6nias brancas) foram submetidos a
andlise por PCR para confirmar a transposicao utilizando-se iniciador especifico para o
gene da toxina (F3) e também para a regido proxima ao gene do peptideo LacZ-a,
(primers M13) ou do gene da canamicina presente no bacmideo (KL F). As reacGes
continham 10 ng dos bacmideos recombinantes, 1X do tampdo da enzima, 1 unidade da
enzima Tag DNA polymerase (Phoneutria), 300 uM de dNTP e 0,4 uM dos primers. As
reacOes foram submetidas ao programa representado na Tabela 2, mudando-se apenas a
temperatura de anelamento para 53°C e o tempo de extenséo para 1,5 min.

Seguiram-se as instrucdes do fabricante para obtencdo do virus recombinante a
partir dos trés bacmideos remanescentes da transposicdo. Uma caracteristica bastante
interessante e peculiar do baculovirus é a de que seu DNA nu é infectivo. Isso permite
que, uma vez propagado como plasmideo gigante em sistema bacteriano, o bacmideo
possa ser recuperado e transfectado em células permissivas de inseto, iniciando o ciclo
de infec¢do (Rohrmann, 2011).

A internalizacdo do DNA nu infectivo é feita por meio de transfeccdo
lipossomal. Este método consiste na associacdo prévia do DNA-alvo a lipossomos
(pequenas vesiculas formadas por bicamadas de fosfolipidios sintéticos) e posterior
incorporacdo desse sistema a cultura de células alvejada. Depois da incorporagéo (fuséo
do lipossomo a membrana celular), o DNA ¢ liberado dentro do citoplasma e por
motivos desconhecidos, é encaminhado para o nucleo, iniciando assim a infecgéo viral.

Para as transfeccOes, células DH10Bac portando bacmideos recombinantes
foram postas para crescer em meio contendo apenas canamicina (50 pg/ml) e

gentamicina (7 pg/ml). Os trés plasmideos gigantes recombinantes foram purificados
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por lise alcalina e 1ug de DNA vindo de cada bacmideo foi diluido em 100 pl de meio
de cultura TC-100 (GIBCO), para cada amostra, 5 pl de lipossomos (Cellfectin®,
Invitrogen) foi adicionados em 100 pl de meio de cultura TC-100. As duas misturas
foram incubadas por 30 min a temperatura ambiente para que o DNA se incorporasse
aos lipossomos. Apds a incubagdo, 0 meio de cultura contendo monocamada de células
de inseto (aproximadamente 10° células) da linhagem BTI-Tn5B1-4 foi removido e a
mistura acrescida de 800 pl de meio de cultura sem soro foi adicionada a placa, de
modo a recobrir toda a monocamada celular. Este sistema foi incubado a temperatura
ambiente por 4 h e depois foram adicionados 1,5 ml de meio de cultura suplementado
com 10% de soro fetal bovino. As células foram incubadas por 7 dias em estufa a
temperatura ambiente e caracteristicas infectivas foram observadas via microscopia de
luz.

Os sobrenadantes das placas contendo virus recombinantes foram utilizados
como indculo para amplificacdo do microrganismo em placas de 100 mm, contendo
células BTI-Tn5B1-4 (5 x 10° células) e para posteriores ensaios. O DNA dos trés virus
recombinantes gerados foi purificado segundo O’Reilly et al. (1992) e utilizado em

reacdo de PCR semelhante a reacdo inicial de amplificagdo mostrada na Tabela 2.

4.5 Construgdo de virus contendo a toxina BaTx fusionada a peptideos sinais para

secregédo

A toxina madura (BaTx) foi fusionada a um peptideo sinal de secrecdo a fim de
envia-lo para o reticulo endoplasmatico e promover incursio a via exocitica. E fato que
o fragmento SP-Pp-BaTx (cujo método de obtencdo foi discutido anteriormente) contém

um peptideo sinal de secrecdo natural a aranha; entretanto, ndo se pode, por exemplo,
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certificar o reconhecimento da maquinaria do inseto e correto processamento deste sinal
intra-molecular em insetos.

Diante disso, foram utilizados neste trabalho os peptideos sinais (57 pb) dos
genes UDP-glicosiltransferase de ecdisteroide (egt) do baculovirus Anticarsia
gemmatalis multiple nucleopoliedrovirus (AgMNPV) (Pinedo et al., 2003) e bombyxina
da mariposa Bombyx mori (Adachi et al., 1989).

Promoveu-se, entdo, a sintese de dois novos primers F (F4 e F5, Figura 5 e
Tabela 1) que permitiram a fusdo direta dos peptideos sinais a toxina BaTx madura por
uma unica reacdo de PCR. Além disso, estes primers adicionaram sitios de restri¢do
para as enzimas EcoRI e BamHI respectivamente. Foi também desenhado um segundo
primer R (R2, Figura 5 e Tabela 1) que excluia a regido 3’ UTR e adicionava aos
fragmentos amplificados sitios de restricdo para as enzimas Hindlll e Notl.

As reagdes continham 10 ng do cDNA, 1X do tampdo da enzima, 1 unidade da
enzima Platinum Tag DNA polymerase (Fermentas), 1,5 mM de MgCl,, 300 uM de
dNTP ¢ 0,4 puM dos primers F4/F5 e R2. As amplificacbes foram feitas em
termociclador (citado no tépico 4.3) de acordo com a Tabela 2, mudando-se apenas a
temperatura de anelamento para 65°C. Os fragmentos gerados foram ligados no vetor
pGem®-T easy (Promega) e transformado em bactérias quimiocompetentes (método
citado em 4.1) da linhagem DH5a seguindo instrugdes do fabricante. Os plasmideos
recombinantes foram submetidos a digestdo com enzimas BamHI e Hindlll (Promega)
conforme orientacOes do fabricante e sequenciamento (Macrogen Inc., Coreia do Sul).

Os fragmentos liberados pela digestdo dos plasmideos recombinantes com
BamHI e Hindlll (Promega) foram purificados e clonados no vetor comercial
pFastBacl® (Invitrogen) previamente digerido com mesmas enzimas e purificado de

gel. Os plasmideos resultantes foram purificados por lise alcalina conforme descrito em
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Sambrook & Russel (2001), confirmados por digestio com BamHI e Hindlll e
utilizados para transformar separadamente linhagem bacteriana DH10Bac
quimiocompetentes (por volta de 500 ng de cada plasmideo) conforme instrucfes do
fabricante, a fim de gerar bacmideos recombinantes semelhante ao método abordado
anteriomente. Os plasmideos gigantes transpostos foram purificados por lise alcalina e
confirmados por PCR utilizando-se 0,4 uM dos primers F3 e M13 R2 em reacéo
contendo 10 ng dos bacmideos recombinantes, 1X do tamp&o da enzima, 1 unidade da
enzima Taq DNA polymerase (Phoneutria) ¢ 300 uM de dNTP. As reacdes foram
submetidas ao programa mostrado na Tabela 2, mudando-se apenas a temperatura de
anelamento para 60°C e o tempo de extensdo para 1 min. Um micrograma de cada um
dos bacmideos confirmados foi entdo utilizado em ensaio de transfeccéo para obtencédo
dos virus recombinantes carregando duas versfes da toxina fusionada aos peptideos

sinais de secrecdo, semelhante aos trés bacmideos citados anteriormente.

4.6 Construcdo de pFastBacl® modificado e geracdo de baculovirus recombinantes

vAc/occ® por transposicio

Os virus até entdo produzidos ndo apresentam o fendtipo de infec¢do PIB (do
inglés ‘Polyhedral inclusion bodies’, sdo baculovirus occ-); isto quer dizer que nédo
podem ser utilizados em ensaio de infec¢do per os em lagartas suscetiveis. Dessa forma,
a infeccdo sO poderia ocorrer via injecdo intra-hemocélica. Para aquisicdo de virus que
produzam poliedros (aqui denominado de fendtipo occ+, do inglés ‘positive occlusion’),
foi construido um vetor pFastBac1® que continha o gene intacto da poliedrina com seu
promotor. Para tal propdsito, dois primers foram sintetizados, pSyn(MSC) F e pSyn(Ac-

PH) R (Tabela 1). Uma reacao de PCR foi feita utilizando-se estes dois iniciadores e 0
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vetor pSyn XIV VI+ X3 (Wang et al., 1991) (Figura 9) como DNA molde. Este vetor de
transferéncia é utilizado para construcdo de baculovirus ACMNPVs recombinantes
através do método de recombinacdo homologa. Com base na Figura 9, é possivel
observar que o vetor apresenta dois promotores virais hibridos (pSyn e pXIV) in tandem
dirigindo a expressdo de um gene heter6logo a ser clonado no sitio de clonagens
maltiplas, o gene da poliedrina com seu promotor e duas ORFs virais (ORF 603 e ORF

1629) flaqueando todo o cassete.

AmpR) = ORF 603
—dr L N
v ("-\:'7\.‘ Smal (1169)
Loy \'\‘ Y
?"" 4 \\\\ Sall{(1172)
~ » /o
pSyn -4 Bglll (1178)
. 'g_ Pst1(1186)
pSyn XIV VI+ X3 e\
' hol (1188)
5822 bp pXIV 1"]
j'__"‘&, EcoRI(1193)
i
A Y
ORI /'/
- N 4 Poliedrina
. .
ORF 1629

Figura 9. Plasmideo para construcdo de baculovirus recombinantes pelo ineficiente método de
recombinagdo homologa. O plasmideo apresenta um sitio multiplo de clonagem (sitio para
enzimas estdo sendo mostrados em vermelho) préximo a dois promotores virais in tandem,
pXIV e pSyn que dirigem a expressdo do gene heterdlogo e o gene da poliedrina com seu
promotor nativo, pPolh. Flanqueando este cassete existem duas ORFs virais, ORF 603 e ORF

1.629 que serdo substrato para a recombinacdo dentro da célula de inseto.

No processo de recombinagdo homdloga, assim como no processo de
transposicdo in trans explicado anteriormente, dois tipos de materiais genéticos sao
necessarios: 0 DNA alvo, neste caso o virus vSynVI-gal (Wang et al., 1991) e 0 DNA
doador, o plasmideo pSyn XIV VI+ X3 que apresenta flancos para o processo de
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recombinagdo como mostrado na figura 6. O DNA do virus transgénico vSynVIgal
(derivado do AcCMNPV) apresenta na regido alvo da recombinag&o um cassete contendo
0 gene da p-galactosidade (lac-Z) sob o comando do promotor pSyn. O fenétipo de
placa deste virus é occ’, pois 0 gene da poliedrina estd interrompido pelo cassete
anteriormente citado, e na presenca de substrato cromogénico, como o X-gal, 0 meio
fica com coloracdo azul. Apds a recombinacdo homéloga com o plasmideo pSyn XIV
VI+ X3 recombinante, o virus resultante passa a expressar um gene heterélogo de
interesse, ter o fenotipo occ” e na presenca de X-gal o meio ndo fica azul. O virus
desejado ¢ entdo purificado pelo método de ‘end point dilution’ (O’Reilly et al., 1992),
em sucessivas diluicBes, infecgdes e analise de caracteristicas da infecgdo, a fim de
enriquecimento da populagéo viral recombinante.

Para abandono deste método, propOs-se a construcdo de um vetor de
transposicdo bacteriana (pFastBacl®) contendo o gene da poliedrina intacto e
promotores para expressdo de genes heter6logos de interesse. O objetivo da PCR
utilizando os primers pSyn(MSC) F e pSyn(Ac-PH) R foi amplificar o cassete contendo
0s promotores in tandem e o gene da poliedrina com seu promotor nativo. A reagédo
continha 10 ng do plasmideo pSyn XIV VI+ X3, 1X do tampdo da enzima, 5 unidades
da enzima ‘LongAmp Taq DNA Polymerase’ (New England Biolabs), 300 uM de
dNTP ¢ 0,4 uM dos primers pSyn(MSC) F e pSyn(Ac-PH) R. O fragmento gerado
(denominado PSX) foi separado por eletroforese em gel de agarose 0,5% (Sambrook &
Russel, 2001), purificado do gel e clonado no vetor pGemT® easy conforme instrucoes
do fabricante. O plasmideo gerado foi confirmado por digestdo com a enzima EcoRI e
sequenciamento (Macrogen Inc., Coreia do Sul).

O vetor pFastBacl®, antes de ser alvo de ligacdo do cassete amplificado, foi

modificado a fim de excluir de sua sequéncia o promotor da poliedrina. O vetor foi
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digerido com a enzima Accl (Promega) conforme instrucdo do fabricante. Apo0s
digestdo, o fragmento que correspondia ao vetor sem o promotor viral foi separado em
gel de agarose a 0,8%, purificado de gel, religado (usando enzima T4 DNA ligase
(Promega) segundo instru¢cdo do fabricante) e transformado em bactérias E. coli
quimiocompetentes da linhagem One Shot® TOP10 (Invitrogen). As células
transformadas foram semeadas em meio LB-agar contendo gentamicina (7 pg/ml) e
ampicilina (100 pg/ml). A construcdo do plasmideo recombinante foi confirmada por
digestdo usando-se enzimas Bglll e EcoRI (FastDigest® — Fermentas), seguindo
instrugdes do fabricante e o vetor foi usado para transposi¢do em linhagem DH10Bac, a
fim de gerar o bacmideo recombinante “selvagem” sem caracteristica oclusiva.

Para construcdo do pFastBacl® modificado, o plasmideo pGem-PSX foi
digerido com as enzimas Spel (Promega) e Notl (FastDigest®, Fermentas) conforme
instrugcdes dos fabricantes. O fragmento liberado foi separado em gel de agarose e
clonado no vetor pFastBacl/Accl também digerido previamente com as enzimas Spel e
Notl. Este vetor recombinante foi usado para transposicdo em linhagem DH10Bac, a
fim de gerar o bacmideo recombinante com caracteristica oclusiva. Além disso, o vetor
pFastBacl/Accl também foi utilizado em transposicdo a fim de gerar bacmideo
recombinante sem caracteristica oclusiva e sem gene heter6logo. O DNA de ambos foi
extraido por lise alcalina (Sambrook & Russel, 2001) e 1 pg de cada foi utilizado para
transfeccdo em células de insetos da linhagem BTI-Tn5B via lipossomos (Cellfectin®,
Invitrogen) conforme instrucdes do fabricante. Os fenotipos occ (presenga ou auséncia
de poliedros) foram observados e fotografados em placa por microscopia de luz

invertida (Axiovert 100, Zeis).
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4.7 Construgdo de baculovirus recombinantes vAc/occ”™ expressando a toxina

Para construgdo dos virus occ® contendo diferentes estratégias da toxina, o
plasmideo pGem-BaTx foi digerido com Notl (Promega) e os plasmideos pGem-
SP(egt)-BaTx e pGem-SP(bx)-BaTx foram digeridos com EcoRIl e Notl (Promega)
segundo instrugdes dos fabricantes. Os fragmentos gerados foram purificados e
clonados (como citado para clonagens em pFastBacl) no vetor pFastBacl/Accl-PSX
previamente digerido ou com Notl e defosforilado com SAP (do inglés, ‘Shrimp
Alkaline Phosphatase, Promega) ou com EcoRI e Notl, conforme instru¢es dos
fabricantes. Os plasmideos recombinantes gerados foram purificados por lise alcalina,
confirmados por digestdo com BamHI (Promega), sequenciados utilizando-se o primer
pFastBac R (fornecido pela empresa de sequenciamento Macrogen Inc., Coreia do Sul)
e utilizados para transposi¢dao em linhagem DH10Bac.

Os bacmideos recombinantes gerados foram purificados, confirmados por PCR
utilizando-se primers F3 e KL F. A reacdo de amplificagdo para confirmar a
transposicao continha 10 ng dos bacmideos recombinantes, 1X do tamp&o da enzima, 1
unidade da enzima Taq DNA polimerase (Phoneutria), 300 uM de dNTP ¢ 0,4 uM dos
primers F3 e KL F. As reac6es foram submetidas ao programa apresentado na tabela
dois, mudando apenas a temperatura de anelamento para 60 ° C e o tempo de extensédo
para 1,5 min. Depois de confirmados, um micrograma dos bacmideos recombinantes foi
utilizado em transfeccdo em células de insetos da linhagem BTI-Tn5B via lipossomos,

semelhante a transfeccBes anteriores.
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4.8 Microscopia de células de S. frugiperda e T. ni infectadas com baculovirus

recombinantes

Monocamadas confluentes de células IPLB-Sf21-AE e BTI-Tn5B1-4
(aproximadamente 10° células) foram incubadas com meio contendo multiplicidade de
infeccdo (termo geralmente abreviado por m. o. i., do inglés, ‘multiplicity of infection’
que representa o nimero de particulas virais maduras e infectivas [= virions] para cada
célula) de 10 virus/célula por 1 h para cada um dos 10 recombinantes virais construidos
neste trabalho. O meio contendo virus foi removido e substituido por meio estéril, a fim
de se fotografar as células infectadas em cultura a 24, 48, 72 e 96 horas pos-infec¢éo (h
p.i.).

Para analise ultraestrutural de infeccdo, somente células IPLB-Sf21-AE (10°
células) foram infectadas semelhantemente ao método supracitado apenas com 0s virus
recombinantes vAc/occ- e VAc-BaTx. O processamento iniciou-se a 36 h p.i.. (1) as
células foram ressuspendidas no préprio meio de cultura; (2) foram postas em tubo tipo
Falcon de 15 ml e; (3) coletadas por centrifugacdo a 2.000 x g por 5 minutos em 4°C.
(4) As células foram lavadas por trés vezes em 1 ml de PBS 1X (pH 6,4) em tubo de
microcentrifuga e (4) fixadas em tampdo Karnovsky (2% de glutaraldeido, 2%
paraformaldeido, 0,1 M de tampdo cacodilato de sodio, pH 6,4) por 4 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, (5) as células foram lavadas em tampéo
cacodilato de sddio a 0,1M (pH 6,4) por trés vezes; e conservadas neste mesmo tampéao
a 4°C até processamento. (6) As células foram entdo sedimentadas e pés-fixadas por 30
min em solucdo de pos-fixacdo (tetroxido de 6smio a 1%, ferrocianete de potassio a
0,8% e cloreto de calcio a 5 mM em tampdo cacodilato de sodio, pH 6,4). (7) Os

sedimentos foram lavados por trés vezes em agua destilada e (8) contrastados in bloc
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por 12 h em acetato de uranila a 0,5%. (9) As células foram desidratadas em soluc¢des
contendo concentragdo crescente de acetona (30 — 100%) por 5 min em cada
concentracdo. Depois disso, (10) os sedimentos foram incluidos em resina Spurr e
emblocadas por 72 h a 60°C. Apés ultramicrotomia, as se¢des foram observadas e

fotografadas em microscopio eletronico de transmissao Jeol 1011 a 80 kV.

4.9 Ensaio de citotoxicidade para células de S. frugiperda e T. ni

Baculovirus recombinantes occ- e occ+ contendo diferentes versfes da toxina
sob o comando de diferentes promotores foram propagados em células BTI-Tn5B1-4.
Posteriormente os sobrenadantes obtidos foram titulados segundo O’Reilly et al. (1992)
em mesma linhagem e usados em ensaio de viabilidade celular.

Monocamadas confluentes de ceélulas IPLB-Sf21-AE e BTI-Tn5B1-4 em
triplicata foram incubadas com meio contendo multiplicidade de infeccdo de 10
virus/célula, por 1 h. O meio infectante foi removido e substituido por meio estéril, a
fim de se iniciar os ensaios de contagem de células mortas e de viaveis a 0, 24, 48, 72,
96 e 120 h p.i.

Para contagem de células (1) o meio de cultura foi removido, (2) foi adicionado
solugédo de azul de Trypan (Gibco) 0,4% em PBS 1X até recobrir a monocamada; e
entdo, as células permaneceram com o corante por 5 min. Posteriormente (3) o azul de
Trypan foi removido e (4) foi adicionado PBS esteéril 1X por duas vezes a monocamada
de células, primeiro para remoc¢do do excesso de corante e segundo para deixar as
células em solucdo aquosa isotonica.

Diferentes campos, no minimo quatro e no maximo seis, escolhidos

randomicamente, de cada uma das trés repeticdes foram fotografados por microscopia
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Otica. As células foram contadas e foi, entdo, calculada a porcentagem de células mortas
(coradas em azul) para cada campo. Para obtencdo do percentual de células mortas, o
namero total de células coradas em azul foi multiplicado por 100% e dividido pelo
namero total de células observadas (células coradas somadas a células ndo-coradas). Foi
calculada a média e o desvio padrdo para as porcentagens obtidas e por fim os valores
foram plotados em gréaficos de linhas usando-se o programa Microsoft Office Excel

2007 (Microsoft).

4.10 Construgdo dos vetores para expressdo bacteriana e obtencdo de anticorpos

murinos

Para clonagem e expressao da toxina BaTx em bactéria foi utilizado o sistema
Gateway® (Invitrogen). A tecnologia é baseada no sistema de recombinacdo sitio-
especifica do bacteriéfago lambda que age na integragdo do genoma do fago ao
cromossomo da bactéria hospedeira E. coli e no equilibrio de infeccéo entre os ciclos litico
e lisogénico (Ptashne, 1992). Os componentes que permitem o funcionamento do sistema de
recombinacdo lambda sdo modificados para fornecer a especificidade e a eficiéncia de
insercdo do bacteriéfago como ferramenta de clonagem molecular (Bushman et al., 1985).

Existem dois principais componentes dessa tecnologia baseados na estratégia viral:
as sequéncias de recombinacdo de DNA e as proteinas que medeiam a reacdo de
recombinacéo (fator de integragdo do hospedeiro, integrase e excicionase). A integracdo do
virus no cromossomo do hospedeiro ocorre via recombinacdo de DNA intermolecular
mediada por duas enzimas codificadas pelo invasor e um fator apropriado do hospedeiro. A
recombinagdo ocorre entre sitios de ligacao especificos att (do inlgés, ‘attachment sites’) na
molécula de DNA-alvo. No inicio do ciclo lisogénico a recombinagdo ocorre entre sitios att

do DNA hospedeiro alvo (attB) e do DNA doador viral (attP) de modo a permitir a insercao
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do virus no genoma bacteriano e conseguinte inicio do ciclo. Para esta via, o fago necessita
da enzima viral integrase e do fator de integracdo do hospedeiro e o sitio, por sua vez, serve
como regido de ligacao das proteinas de recombinacao.

Depois de ocorrer o evento, novos sitios att sdo gerados (attL e attR) e estes serdo
utilizados pelo fago para promover a remocdo de seu genoma do DNA do hospedeiro e
iniciar o ciclo litico mediante estresse fisioldgico, ambiental ou outros fatores arbitrarios
desconhecidos. O evento é catalisado pelas duas enzimas que participam do ciclo lisogénico
e mais uma enzima viral denominada excicionase.

No sistema de clonagem Gateway® os quatro sitios de ligacao especificos (att B, P,
L e R) sdo utilizados. A reacdo de recombinagdo ocorre in vitro e a selecdo € dada
positivamente mediante a presenca de gene de resisténcia no vetor alvo e por selecédo
negativa mediante adi¢ao do antibiético cloranfenicol que junto a toxina ccdB é substituida
pelo DNA de interesse.

O cDNA da glandula de veneno da aranha B. albiceps foi utilizado em reagéo de
PCR contendo: 50 ng do DNA-molde, 1X do tampé&o da enzima, 1 U da enzima Platinum
Taq DNA polimerase (Fermentas), 0,4 uM de dNTP e 0,4 uM dos primers AttB1-BaTx F e
AttB2-BaTx R (Tabela 1). Estes primers fornecem flancos attB ao amplicon gerado,
tornando-o substrato para a reacdo BP. O programa utilizado é semelhante ao da tabela 2,
mudando-se apenas a temperatura de anelamento para 55°C.

O fragmento attB-BaTx foi analisado, purificado e utilizado em reacdo BP
Clonase™ (mix de enzima contendo integrase ¢ o fator de integracdo do hospedeiro —
Invitrogen), segundo instrucdes do fabricante. Esta reacdo utilizou como alvo o plasmideo
de entrada pDONR207 que contém sitios de recombinacdo attP flanqueando o gene de
resisténcia a cloranfenicol e a toxina ccdB (Figura 10). Uma vez recombinado, este vetor

abre uma porta de entrada que permite clonar o DNA inserido por recombina¢do numa serie
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de vetores que respondam a objetivos pretendidos. A Unica restricdo é que o vetor alvo

contenha sitios especificos para recombinacédo attR.

ott31 ottB2 atfi atfi2 ol attR2
| | . Reagio? =l (CREE
PCRfla + +
nqueado pDONR207 pDONR207- Subproduto
por attB Balx

Figura 10. Esquema da reacdo BP clonase. Durante esta reagéo, os genes ccdB e de resisténcia
a cloranfenicol (oculto no esquema) flanqueados pelos sitios attP presentes no plasmideo
pDONR207 sdo substituidos pelo gene da toxina. Uma vez incorporada ao plasmideo de

entrada, a toxina forma novos sitios especificos attL ((DONR207-BaTx).

A reacdo contendo o plasmideo recombinante foi utilizada para transformar células
quimiocompetentes E. coli da linhagem One Shot® TOP10 (Invitrogen). As células
transformadas foram semeadas em meio LB sélido contendo o antibidtico gentamicina (7
pg/ml) e deixadas em estufa a 37°C por 16h. O plasmideo recombinante pPDONR207-BaTx
gerado foi purificado e confirmado por digestdo utilizando-se as enzimas Apal e Pstl
(Fermentas), conforme instrugédo do fabricante.

O plasmideo pDONR207-BaTx gerado por reacdo BP Clonase™ apresenta sitio
especifico attL, substrato para rea¢do de LR Clonase™ (Invitrogen) (Figura 11 A ¢ B). Para
esta reacdo foram utilizados os vetores de destino e expressdo pDEST15 e pDEST17 que
apresentam sitios especificos attR. As reacGes LR foram feitas segundo instrucbes do
fabricante. Assim como na reacdo BP, o mix contendo o plasmideo recombinante foi
utilizado para transformar células quimiocompetentes E. coli da linhagem One Shot®
TOP10 no caso do pDEST17 e da linhagem DH5a no caso do pDEST15. Células foram
semeadas em meio LB solido contendo ampicilina (100 pg/ml) e colonias geradas foram
crescidas a 37°C por 16h em LB liquido mais antibidtico. O vetor de expressdo pDEST17

recombinado foi purificado e confirmado por digestdo, utilizando-se as enzimas Bglll
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(Fermentas) e Hindlll (Promega) segundo instrugfes do fabricante e por sequenciamento;
enquanto o vetor de expressdo pDEST15 recombinado foi purificado e confirmado por

digestdo com EcoRI e Ncol (FastDigest®, Fermentas) segundo instru¢des dos fabricantes.

A a1 ath2 attB1 att82
Reagio LR
pOONR207- + m— pDESTIS-BaTk +
Balx
B ottt otfl2 ot otk attBl o2 P2
= &=
Reagdo LR
pDONR207- + pDESTI? — pDEST17-BaTx + Subproduto
Balx

Figura 11. Esquema da reacdo LR clonase. Durante esta reagdo clonase — mostrada na figura B,
0s genes ccdB e de resisténcia a cloranfenicol flanqueados pelos sitios attR também séo
substituidos pelo gene da toxina, que agora esta fusionada a (A) GST ou a (B) cauda de hexa-

histidina. Uma vez incorporada ao plasmideo de entrada, a toxina refaz os sitios attB.

A expressdo da toxina-quimera nos vetores construidos é dirigida pelo promotor T7
similar ao sistema de expressdo pET que usa elementos do bacteriéfago para controlar a
expressdo heterdloga. No fago T7 este promotor forte € reconhecido exclusivamente por
uma RNA polimerase codificada pelo préprio virus, a enzima T7 RNA polimerase (T7
RNAP). Assim, para que ocorra a transcricdo do gene exdgeno em sistema bacteriano é
necessario que se forneca a polimerase ao sistema. Isso s6 é possivel de duas formas: (1)
inserindo-se no genoma da bactéria a sequéncia da enzima sob o comando de um promotor
sujeito a inducdo quimica ou (2) infectando a célula com o fago.

Células de E. coli da linhagem BL21-Al (Invitrogen) quimiocompetentes foram
transformadas com os vetores pDEST15-BaTx e pDEST17-BaTx. Esta linhagem permite
que genes regulados pela T7 RNAP sejam expressos por inducdo quimica. Derivada da

linhagem BL21(Grodberg e Dunn, 1988; Studier e Moffatt, 1986), a cepa BL21-Al contém
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uma troca cromossomal do gene araB pelo gene que codifica a enzima T7 RNAP do fago
T7 dentro do operon araBAD. Assim, a expressdo da enzima é regulada pelos agucares L-
arabinose que induz a expressao a partir do PBAD e glicose que reprime a expressao basal a
partir do PBAD.

Para analise do peptideo recombinante expresso pelo vetor pDEST17-BaTx, foi
feita expressdo piloto da toxina BaTx em BL21-Al conforme instru¢@es contidas no manual
‘E. coli Expression System with Gateway Technology’ versio G, paginas 18 ¢ 19
(Invitrogen). As proteinas obtidas foram aplicadas em gel tris-tricina SDS-PAGE
(Schégger, 2006), usando-se o aparelho Mini-Protean® Cell (BioRad) segundo instrugdes
do fabricante.

Andlise da expressdo da toxina 6xHis-BaTx foi feita por imunomarcacdo usando
anticorpo primario anti-hexa-histidina monoclonal (Invitrogen) e secundario conjugado a
fosfatase alcalina. Depois de realizada tris-tricina SDS-PAGE, as proteina presentes na
matriz foram submetidas a eletroforese e transferidas para membrana de nitrocelulose
(Hybond-C pure — Amershan), segundo instru¢des do fabricante e utilizando tampéo de
transferéncia Bjerrum e Schanfer-Nielsen (48mM de Tris; 39 mM de glicina; 20% metanol,
pH 9,2). A membrana foi lavada com agua destilada sucessivas vezes para retirar o corante
e bloqueada por 30 min sob agitacao leve a 25°C em tampdao PBS/leite (5% de leite em po
desnatado diluido em PBS 1X).

Para imunomarcacao, (1) a membrana foi lavada por 15 min em tampédo PBS/Tween
(PBS 1X ; Tween 0,05%) sob agitacdo leve em Thermolyne RotoMix Type 48200 (o
tampéo foi trocado a cada 5 min). Depois da lavagem, (2) a membrana foi colocada em
contato sob agitacdo leve por 1 hora com solucéo contendo o anticorpo primario anti-hexa-
histidina de camundongo diluido em PBS/leite (PBS 1X; leite em p6 desnatado 0,5%). A
solucéo foi descartada e (3) a membrana foi lavada por 3 vezes com o tampéo PBS/Tween.

(4) A membrana foi entdo colocada em contato com o tampdo contendo anticorpo
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secundario anti-lgG de camundongo (Sigma) conjugado a fosfatase alcalina em solucéo
PBS/leite (PBS 1X; leite em pd desnatado 0,5%) por 1 hora sob agitagéo leve. (5) A solugédo
foi descartada e a membrana foi lavada por mais 3 vezes com PBS/Tween. Depois da
lavagem, (6) a membrana foi incubada com tampéo da fosfatase alcalina (NaCl 100 mM,
MgCl, 5 mM e Tri-HCI 100 Mm — pH 9.0) por 5 min sob agitacéo leve. (7) A solucéo foi
removida e a membrana foi incubada por 10-20 min em solugdo reveladora contendo
NBT/BCIP (substrato para fosfatase alcalina — SIGMA) e tampdo da fosfatase alcalina
conforme instrucdo do fabricante. (8) A reacdo foi interrompida com sucessivas lavagens
em agua destilada.

Para expressdo e andlise da toxina fusionada a proteina GST expressa pelo vetor
pDEST15-BaTx, foi feita expressdo piloto em BL21-Al. Os extratos celulares para
diferentes tempos de inducéo e para as fracfes soluveis e insolUveis foram aplicados em gel
tris-glicina SDS-PAGE 12% (Laemmli, 1970) usando-se o aparelho Mini-Protean® Cell
(BioRad) segundo instrugdes do fabricante.

Posteriormente foi feito ensaio de expressdo em escala maior para excisdo da banda
correspondente a proteina recombinante cuja expressdo aumentou mediante indu¢do com L-
arabinose. As bandas cortadas do gel foram solubilizadas em PBS 1X e utilizadas para
imunizagdo em camundongos.

Para imunizacdo, quatro camundongos albinos Balb/c foram injetados
subcutaneamente em regido dorsal com 100 pl de solugéo contendo a proteina de interesse a
um intervalo de 15 dias para cada injecdo. Em primeira imunizacdo (dia 0), solucédo
contendo proteina (componentes: proteina numa concentracdo total > 5 pg)/poli-
acrilamida/PBS) foi misturada numa proporc¢do de 1:1 com adjuvante completo de Freund
(Sigma). Para a segunda imunizagdo (dia 15) foi misturada a solucdo da proteina ao
adjuvante incompleto de Freund (Sigma) na proporcao de 1:1. A Gltima imunizacéo (dia 30)

feita apenas com a solugdo contendo a proteina. Os camundongos no dia 45 foram
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devidamente sedados e por pulsdo orbital, o sangue foi extraido, adicionado em tubo de
microcentrifuga e incubado por 2 h a 37°C. A solucdo coagulada foi centrifugada por 15
min a 2.000 x g e o plasma contendo anticorpos circulantes foi removido. O plasma foi
misturado com glicerol para uma concentracdo final de 10% e incubado a 4°C.

Os anticorpos murinos produzidos foram testados em dot-ELISA contra extratos de
bactérias induzidas a 0 e 1 h, expressando a proteina GST-BaTx. Os extratos foram
incubados com ‘Laemmili Sample Buffer’ (com modificagdes 60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2%
SDS, 5% B-mercaptoethanol) e aplicados na forma de pequenos circulos (‘dots’) em
membrana de nitrocelulose (Hybond-C puré — Amershan). A membrana foi tratada
conforme citado anteriomente em ensaio de imunomarcagdo, usando como anticorpo
primério cada um dos soros obtidos. Depois de testados por dot-ELISA os antisoros foram
usados em imunomarcacao dos extratos bacterianos imobilizados em gel para confirmacédo
de producéo de anticorpos anti- a banda excisada do gel. Extratos de bactérias induzidas a 0
e 1 h foram aplicados em gel SDS-PAGE 12%. Proteinas imobilizadas em gel de
poliacrilamida foram transferidas para membrana de nitrocelulose que foi bloqueada e
imunomarcada como descrito anteriormente, porém usando como anticorpo primario o
plasma obtido dos ratos imunizados, numa diluicdo de 1:500 em solucdo PBS/leite (PBS
1X; leite em po desnatado 0,5%). Como alternativa para o antisoro produzido a partir da
toxina fusionada a GST, um antisoro produzido contra a toxina Bal foi gentilmente cedido

pelo Dr. Gerardo Corzo (Universidade Autdnoma do México).

4.11 Anélise de expressdo da toxina BaTx a nivel transcricional e traducional em células

de inseto

Monocamada de células da linhagem IPLB-Sf21-AE foram infectadas com os

diferentes recombinantes construidos neste trabalho em placas de 12 pocos. As células
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foram infectadas sob mesma condi¢do citada no topico 4.10 do Material e Métodos.
Promoveu-se a coleta das amostras testadas a 0, 12, 24 e 36 h p. i., para extracdo de RNAs
totais produzidos antes e durante infeccdo. Nos tempos devidos de infeccdo, o sobrenadante
das células foi removido e adicionou-se 500 pl de reagente TRIzol® (Invitrogen)
diretamente a cada pogo da placa com cultura. A amostra foi homogeneizada pipetando-se
sucessivas vezes e transferida para tubo de microcentrifuga (as amostras foram incubadas a
-80°C até finalizacdo do experimento, apds finalizacdo, os tubos foram retirados do freezer
e descogelados a temperatura ambiente). Para passos posteriores o protocolo padrdo
fornecido pelo fabricante foi rigorosamente seguido.

Para reagdo de trasnscricdo reversa foi utilizada a enzima ‘Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase’ (M-MLV-RT) (Invitrogen) segundo instrucdes do
fabricante. O primer F3 foi usado para aquisicdo de cDNA. Esta enzima € empregada na
sintese da primeira fita do cDNA e usa como molde moléculas de sSRNA ou ssDNA para
sintetizar uma fita de DNA complementar a partir de um primer. Para reacdo de PCR
usando cDNAs como molde, foi feita reacdo semelhante a primeira reacdo com cDNA de
glandula de veneno, segundo tabela 2, porém com temperatura de anelamento de 60°C,
tempo de extensdo de 20 s e primers F3/R2.

Para analise pos-traducional de versdes da toxina, monocamadas confluentes de
células de S. frugiperda e de T. ni foram individualmente infectadas (multiplicidade de
infeccdo de 10 virus/célula) com baculovirus recombinantes em placas de seis pocos. As
células foram re-suspendidas no proprio meio de culturaem 1 ml de PBS 1Xa48 hp.i. A
solucdo contendo as células infectadas foi centrifugada a 2.000 x g por 5 min e o sedimento
foi lavado por trés vezes com solucdo aquosa de PBS 1X. As células, apés lavagem, foram
ressuspendidas em 50 ul de PBS 1X e por fim, foi adicionado 50 ul de ‘Laemmili Sample
Buffer’ (com modificagdes 60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 5% p-

mercaptoethanol) a cada amostra. As amostras foram aquecidas por 5 min a 100°C.
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Os extratos celulares foram duplamente aplicados em gel SDS-PAGE a 17% e
corridos a 150 V (voltagem constante) usando o aparelho Mini-Protean® Cell (BioRad)
segundo instrucdes do fabricante. Uma das repeti¢cGes dos géis foi incubada com Solucdo
Descorante (40% metal e 10% de &cido acético) por 1 h para fixacdo de proteinas ao gel. A
solucéo foi removida e o gel foi corado por 2 h em Solugdo Corante (0,1% (w/v) de azul de
Coomassie, 20% (v/v) de metanol e 10% (v/v) &cido acético); o gel foi entdo descorado e
analisado. Por outro lado, o segundo gel foi transferido para membrana de nitrocelulose
como supracitado. Membranas contendo as proteinas dos extratos de células e do
sobrenadante foram bloqueadas e imunomarcadas com antisoros murinos produzidos neste
trabalho para uma concentracdo de 1:500 e especificos construidos com base na toxina Bal

em mesma concentra(;éo.
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5. RESULTADOS
5.1 Amplificacgéo, clonagem e construcéo de virus recombinantes occ-

Neste trabalho foram propostas inicialmente trés diferentes estratégias para
amplificagéo e clonagem do gene da toxina BaTx encontrada em biblioteca de cDNA da
glandula de veneno da aranha B. albiceps. A primeira estratégia utilizando os primers
F1 e R1 gerou um fragmento de 447 pb que continha o peptideo sinal natural da toxina
(SP), o pré-peptideo (Pp) e a toxina madura (BaTx); este fragmento recebeu 0 nome de
SP-Pp-BaTx (Figura 12, Poco 2, esquema I). A segunda estratégia utilizando os primers
F2 e R1 gerou um fragmento de 381 pb que continha o pro-peptideo e a toxina madura e
foi denominado de Pp-BaTx (Figura 12, Pogo 3, esquema Il). Por Gltimo, a terceira
estratégia utilizando os primers F3 e R1 gerou fragmento de 300 pb que continha apenas

a toxina madura e foi chamado de BaTx (Figura 12, pogo 4, esquema I11).

] B l 2 3 4

1 TS0 ph

_ BaTx —
f _r F2 —B—‘Ix—— _w]_ 00 ph B u h
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Il — CLE. 4— | il

Figura 12. Amplificacdo das diferentes versdes da toxina BaTx. (A) Esquema de diferentes

versdes da toxina mostrando regifes do peptideo sinal (SP), pro-peptideo (Pp) e toxina madura
(BaTx). Nos esquemas estdo sendo mostrados os locais de anelamento dos primers F1, F2, F3 e
R1, sitios de restricdo e codon de iniciacdo adicionados pelos primers. (B) Gel de agarose a 2%:
Poco 1 — 1kb DNA ladder (Fermentas); Poco 2 — fragmento de PCR SP-Pp-BaTx de 447 pb (1)
; Poco 3 — fragmento de PCR Pp-BaTx de 381 pb (I1); 4 — fragmento de PCR BaTx de 300 pb

.

57



Os trés fragmentos obtidos foram separadamente purificados e clonados no vetor
pGem®-T easy (3.015 pb), gerando os recombinantes pGem-SP-Pp-BaTx (3.462 pb),
pGem-Pp-BaTx (3.396 pb) e pGem-BaTx (3.315 pb). Estes plasmideos recombinantes
foram confirmados por digestdo enzimatica com as enzimas BamHI e Hindlll (Figura
13 A) e por sequenciamento utilizando-se primers universais SP6 e T7. Ambos 0s

resultados confirmaram correta construgdo dos plasmideos recombinantes.

5.000 bp
3.000 bp

500 bp 500 bp

250 bp 250 bp

Figura 13. Confirmacdo de clonagem dos fragmentos SP-Pp-BaTx, Pp-BaTx e BaTx nos
vetores pGem®-T easy e pFastBacl®. (A) Digestdo de plasmideos com BamHI e Hindlll — gel
de agarose a 1,5%: Pogo 1 — 1kb DNA ladder (Fermentas); Pogo 2 — fragmentos gerados pela
digestdo do plasmideo pGem-SP-Pp-BaTx; Poco 3 — fragmentos gerados pela digestdo do
plasmideo pGem-Pp-BaTx; 4 — fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pGem-BaTx
(A). Digestdo de plasmideos com BamHI e Hindlll — gel de agarose a 1,5%: Poco 1 — 1kb DNA
ladder (Fermentas); Poco 2 — fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pFastBacl-SP-Pp-
BaTx; Poco 3 — fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pFastBacl-Pp-BaTx; 4 —

fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pFastBacl-BaTx (B).

Depois da digestdo com BamHI e Hindlll, os fragmentos foram clonados no

vetor pFastBacl® previamente digerido com mesmas enzimas, gerando assim 0S
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recombinantes pFastBacl-SP-Pp-BaTx (5.109 pb), pFastBacl-Pp-BaTx (5.043 pb) e
pFastBacl-BaTx (4.962 pb). Estes recombinantes foram também confirmados por
digestdo usando as enzimas BamHI e Hindlll (Figura 13 B).

Os plasmideos originados por subclonagem molecular foram utilizados
separadamente para transformar E. coli da linhagem DH10Bac (Invitrogem) e geraram
trés bacmideos recombinantes, bAc-SP-Pp-BaTx/occ-, bAc-Pp-BaTx/occ- e bAc-
BaTx/occ-. Estes recombinantes foram confirmados por PCR usando-se primers M13F
e R1 (fragmentos de aproximadamente 2.000 pb — Figura 14 B, pocos 2, 4 e 6).

Regides de anelamento dos primers podem ser vistas na Figura 14 A (1, 2, 3 e
4). Para confirmar a presenca de DNA viral, foi feita reagdo contendo os primers p35F e
p35R (fragmento gerado de aproximadamente 900 pb — Figura 14 B, pogos 3, 5 e 7). As
bandas observadas corresponderam aos tamanhos esperados, certificando a correta
transposicdo dos cassetes advindos dos plasmideos doadores recombinantes e a
presenca de DNA viral.

Depois de confirmados, os bacmideos recombinantes foram usados em ensaio de
transfeccdo via lipossomo em células de inseto da linhagem BTI-Tn5B1-4, a fim de
gerar baculovirus recombinantes. As células foram observadas por microscopia Optica e
caracteristicas infectivas foram observadas. Em primeiro momento observou-se que as
células pararam de se dividir; houve, alem disso, hipertrofia nuclear e perda da
integridade de forma da célula corroborando eficiente transfeccdo com DNA viral. Apos
transfeccdo, trés baculovirus recombinantes foram gerados: vAc-SP-Pp-BaTx/occ-,
VAc-Pp-BaTx/occ- e vAc-BaTx/occ-. Estes foram confirmados respectivamente com
reacdo de PCR contendo pares de primers F1/R1, F2/R1 e F3/R1 que geraram
fragmentos de 447 pb, 381 pb e 300 pb (Figura 14 C), semelhante aos fragmentos

gerados na PCR inicial (Figura 12).
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Figura 14. Confirmacao de transposi¢do para trés diferentes versdes da toxina clonadas no vetor
pFastBacl®. (A) Esquemas de regiGes flanqueadas por bracos homologos Tn7 dos vetores
doadores recombinantes pFastBacl-SP-Pp-BaTx (1), pFastBacl-Pp-BaTx (2) e pFastBacl-
BaTx (3). Estas regides foram transpostas para dentro do sitio miniattTn7 internas ao peptideo
LacZ-o por acdo da proteina transposase (4). (B) Gel de agarose a 0,8%: Poco 1 — DNA A
digerido com Pstl; Poco 2 — Fragmento de PCR de bAc-SP-Pp-BaTx/occ- com M13F e R1;
Poco 3 — Fragmento de PCR de bAc-SP-Pp-BaTx/occ- com p35F e p35R; Poco 4 — Fragmento
de PCR de bAc-Pp-BaTx/occ- com M13F e R1; Poco 5 — Fragmento de PCR de bAc-Pp-
BaTx/occ- com p35F e p35R; Pogo 6 — Fragmento de PCR de bAc-BaTx/occ- com M13F e R1;
Poco 7 — Fragmento de PCR de bAc-BaTx/occ- com p35F e p35R. (C) Gel de agarose a 1,5%:
Poco 1 — DNA A digerido com Pstl; Pogo 2 — Fragmento de usando o DNA do virus vAc-SP-
Pp-BaTx/occ- com os primers F1 e R1; Poco 3 — Fragmento de usando o DNA do virus vAc-Pp-
BaTx/occ- com os primers F2 e R1; Pogo 3 — Fragmento de usando o DNA do virus vAc-

BaTx/occ- com os primers F3 e R1.

5.2 Construcdo de recombinante occ- contendo toxina fusionada a peptideo sinal de

secregédo

Para fusionar os peptideos sinais de secrecdo dos genes egt do baculovirus

AgMNPV e do neuropeptideo bombyxina da mariposa B. mori a toxina BaTx, reagdes
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de amplificacdo em cadeia contendo os pares de primers F4/R2 e F5/R2 (mostrados na
figura 7, Materiais e Métodos) foram realizadas. As reacdes geraram bandas de 205 pb
que foram denominadas de fragmentos SP(egt)-BaTx e SP(bx)-BaTx (Figura 15 A,
poco 2 e 15 B, pogo 2). Estes fragmentos foram purificados e clonados no vetor
pGem®-T easy, gerando os plasmideos pGem-SP(egt)-BaTx e pGem-SP(bx)-BaTx
(ambos de 3.375 pb). Os plasmideo foram confirmados por digestdo com as enzimas
BamHI e Hindlll gerando bandas de 3.037 pb e de 183 pb (Figura 15 A, pogo 3 e 15 B,
poco 3). Os resultados obtidos com o0 sequenciamento mostraram que os fragmentos
gerados correspondiam a ORF putativa da toxina BaTx fusionada aos peptideos sinais
de secrec¢éo supracitados.

Os fragmentos de 183 pb gerados por digestio com BamHI e Hindlll foram
separadamente ligados ao plasmideo pFastBacl® previamente digerido com mesmas
enzimas a fim de gerar os recombinantes pFastBac1-SP(egt)-BaTx e pFastBacl-SP(bx)-
BaTx (ambos com 4.854 pb). Estes recombinantes foram confirmados por digestdo com

as enzimas BamHI e HindlIll (Figura 15 A e B, pocgos 4).
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Figura 15. Confirmag&o de clonagens dos fragmentos SP(egt)-BaTx e SP(bx)-BaTx nos vetores
pGem®-T easy e pFastBacl®. (A) Gel de agarose a 1,0%: poco 1 — Marcador de massa
molecular 1 kb DNA plus ladder (Invitrogen); po¢o 2 — fragmento SP(egt)-BaTx obtido por
PCR; poco 3 — fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pGem-SP(egt)-BaTx digerido
com BamHI e Hindlll; pogo 4 — fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pFastBacl-
SP(egt)-BaTx digerido com BamHI e Hindlll. (B) Gel de agarose a 1,5%: poco 1 — Marcador de
massa molecular 1 kb DNA plus ladder (Invitrogen); pogo 2 — fragmento SP(bx)-BaTx obtido
por PCR; poco 3 — fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pGem-SP(bx)-BaTx digerido
com BamHI e Hindlll; pogo 4 — fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pFastBacl-
SP(bx)-BaTx digerido com BamHI e HindlIIlI.

Os plasmideos pFastBacl-SP(egt)-BaTx e pFastBacl-SP(bx)-BaTx gerados
foram utilizados para transformar bactérias da linhagem DH10Bac. Apos transposicao,
foram gerados os bacmideos bAc-SP(egt)-BaTx/occ- e bAc-SP(egt)-BaTx/occ- que
foram confirmado usando-se primers F3 e KL F (Tabela 1). As amplificagcbes geraram
bandas por volta de 752 pb (Figura 16 A e B), confirmando corretas transposi¢oes. Os
bacmideos recombinantes bAc-SP(egt)-BaTx/occ- e bAc-SP(bx)-BaTx/occ- foram

separadamente utilizados em ensaio de transfeccdo com lipossomos e células da
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linhagem BTI-Tn5B1-4. Por fim, foram gerados dois baculovirus recombinante, vAc-

SP(egt)-BaTx/occ- e VAc-SP(bx)-BaTx/occ- (Figura 16, pocos 2 e 3).
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Figura 16. Confirmacéo de transposicdes do gene da toxina fusionada a diferentes sequéncias
de peptideo sinal (SP(bx)-BaTx e SP(egt)-BaTx) para o genoma do baculovirus ACMNPV. (A)
Esquemas de regides flanqueadas por bracos homologos Tn7 dos vetores doadores
recombinantes pFasBacl-SP(bx)-BaTx (1) e pFasBacl-SP(egt)-BaTx (2). Esta regido foi
transposta para dentro do sitio miniattTn7 internas ao peptideo LacZa (3). O diagrama mostra
os locais de anelamento dos primers F3 e M13R 2. SP(egt): peptideo sinal do gene egt de
AgMNPV; SP(bx): peptideo sinal do gene bombyxina de B. mori. (B) Gel de agarose a 0,8%:
poco 1 — 1kb DNA plus ladder (Fermentas); poco 2 — Fragmento gerado por PCR com primers
F3 e M13R 2 usando bAc-SP(egt)-BaTx/occ- como DNA-molde; pogo 3 — Fragmento gerado
por PCR com primers F3 e M13R 2 usando bAc-SP(bx)-BaTx/occ- como DNA-molde. (C)
Confirmagdo de virus recombianntes. Gel de agarose a 1,0%: poco 1 — 1kb DNA ladder
(Promega); poco 2 — PCR com primers F4/R2 usando DNA do virus vAc-SP(egt)-BaTx/occ-;
pogo 3 — PCR com primers F5/R2 usando DNA do virus VAc-SP(bx)-BaTx/occ-.

5.3 Obtencéo de vetor pFastBacl modificado a fim de gerar virus recombinantes occ+

Para construcdo do vetor pFastBacl modificado foi feita uma reacdo de
amplificacdo em cadeia com os primers pSyn(MSC) F e pSyn(Ac-PH) R e com o vetor

de recombinacdo homologa pSyn XIV VI+ X3 como DNA-molde. Um fragmento de
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1.102 pb foi gerado contendo os promotores virais in tandem pSyn e pXIV e o cassete
do gene da poliedrina intacto (Figura 17 B, poco 2). Este fragmento denominado PSX (a
letra P refere-se a poliedrina, o S ao promotor Syn e X ao promotor XIV) foi clonado no
vetor pGemT® easy, gerando o plasmideo pGem-PSX (Figura 17 A e B, poco 4). O

resultado do sequenciamento revelou que o inserto foi corretamente amplificado.

Notl (64)
A Norl (44) pXIv pSyn
” ol pPolh 1 2 3 4

Poliedrina

pGem-PSX

47 bp Spelingr)

3.014pb

Ne¢l (n:80)
Amp(R) 1.103 pb L W1.104pb

Figura 17. Obtencéo do fragmento PSX, para construgdo de vetor pFastBac1® modificado. (A)
Mapa do vetor pGem-PSX mostrando os sitios Notl e Spel utilizados em passos posteriores de
clonagem; o cassete de 1.102 pb (PSX, amplificado do vetor de recombinacdo homologa pSyn
XIV VI+ X3) é mostrado entre os sitios de restrigdo. O fragmento contém o promotor (pPolh) e
0 gene da poliedrina do baculovirus ACMNPV; além disso, existem dois promotores in tandem,
pSyn e pXIV; construido com o programa Vector NTI v. 11 (Invitrogen). (B) Géis de agarose a
0,8%: pogol — 1 kb DNA ladder (Fermentas); 2 — fragmento PSX gerado por PCR; pogo 3 —
DNA X digerido com Pstl; poco 4 — fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pGem-PSX

com as enzimas Spel e Notl.

Foi necessario excluir por restricdo enzimatica o promotor da poliedrina presente
no vetor comercial pFastBacl® antes de promover a ligagdo do fragmento PSX. O vetor
foi, entdo, digerido com a enzima Accl. Como pode ser observado na figura 18 A, o
promotor da poliedrina é flanqueado por sitios de Accl e depois da digestdo houve a

producéo de duas bandas, uma de 188 pb que corresponde ao promotor e outra de 4.588
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que corresponde ao vetor linear livre de promotor (Figura 18 C). Esta segunda banda
citada foi utilizada para gerar o plasmideo pFastBacl/Accl que ndo contém o promotor
viral (Figura 18 B). Para confirmag&o de clonagem, o vetor gerado foi digerido com as
enzimas EcoRI e Bglll. Na figura 18 A, é possivel observar que o sitio Gnico para
EcoRI esta presente no entre-flancos da enzima Accl; logo, quando digerido com ambas
as enzimas, apenas duas bandas deveriam ser geradas, bandas de 4.118 pb e de 470 pb.
No caso do plasmideo pFastBacl® comercial digerido com mesmas enzimas, haveria
trés e ndo apenas duas bandas: 3.269 pb, 1.037 pb e 470 pb. Ambos os resultados
podem ser vistos na figura 18 D, conforme o previsto.

O plasmideo pGem-PSX foi, entdo, digerido com Spel e Notl a fim de liberar um
fragmento de aproximadamente 1.100 pb (Figura 17 B, pogo 4) que corresponde ao
fragmento PSX. Este fragmento foi purificado e clonado no vetor pFastBacl/Accl
previamente digerido com as mesmas enzimas, gerando o vetor pFastBacl/Accl-PSX
(Figura 19 A). A clonagem foi confirmada por digestdo com as enzimas Sall e EcoRl,

gerando dois fragmentos, 4.599 e 1.087 pb (Figura 19 B, pogo 2).
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Figura 18. Confirmagdo de construgdo do plasmideo pFastBacl/Accl a partir do vetor
pFastBacl. (A) Mara do plasmideo pFastBacl® salientando os sitios para a enzima Accl que
flanqueiam o promotor viral da poliedrina, pPolh. Entre os flancos também esta presente o sitio
Unico para a enzima EcoRI também mostrado . (B) Mapa do plasmideo pFastBacl/Accl gerado
apos digestdo com enzima Accl. O fragmento obtido foi religado e transformado. Ambos o0s
mapas foram construidos no programa Vector NTI v. 11 (Invitrogen) e mostram sitios de
restricdo para Bglll. (C) Gel de agarose a 1,5%, 1: Marcador 1 kb DNA plus ladder (Fermentas);
2: fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo pFastBacl com a enzima Accl. (D) Gel de
agarose a 0,8%: 1 — DNA A digerido com Pstl; 2 — fragmentos gerados pela digestdo do
plasmideo pFastBacl com as enzimas EcoRlI e Bglll; 3 — fragmentos gerados pela digestdo do
plasmideo pFastBacl/Accl com as enzimas EcoRI e Bglll. A fotografia do gel foi separada

apenas para fins estéticos; ambas as imagens fazem parte de um mesmo gel.
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Figura 19. Mapa e confirmacdo do vetor pFastBacl® modificado que permite a construcdo de
virus ACMNPYV recombinante occ+ por transposicdo. (A) Mapa do plasmideo gerado mostrando
sitios unicos em vermelho para clonagens (EcoRlI, Notl, Xbal, Pstl, Xhol e Sphl) e o sitio para
confirmacdo de clonagem (Sall). (B) Gel de agarose 0,8%: pocol — fragmentos parciais de DNA
A digerido com Pstl; pogo 2 - pFastBacl/Accl-PSX digerido com Sall e EcoRI liberando
bandas de 4.599 pb e 1.087 pb.

Depois da transformacdo dos plasmideos pFastBacl/Accl e pFastBac1l/Accl-PSX
em DH10Bac, os bacmideos recombinantes bAc/occ- e bAc/occ+ foram isolados e
utilizados para transfeccdo com células de inseto da linhagem BTI-Tn5B1-4 a fim de
gerar os baculovirus vAc/occ- e vAc/occ+. As células foram observadas e fotografas a
48 h pos-infeccdo (h p. i.), para analise da presenca ou auséncia de poliedros. Como
controle positivo, células da mesma linhagem foram infectadas com o virus ACMNPV

selvagem e fotografadas também a 48 h p. i. (Figura 20 C).
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Figura 20. Células de inseto da linhagem BTI-Tn5B1-4 ‘mock’-infectadas (A) ou infectadas a
48 h p. i. (B, C e D) com diferentes recombinantes ou virus selvagem. Células infectadas com o
virus vAc/occ- (B); com AcMNPV (C) e vAc/occ+ (D). OBs ou poliedros sdo mostrados no

nucleo das células C e D (alguns sdo apontados por setas brancas). Barra representa 10 um.

As fotografias obtidas revelaram caracteristicas de infeccdo celular como perda
da morfologia e hipertrofia nuclear, ao comparar-se a célula fotografada em Figura 20 A
com as células fotografas em B, C e D. Alem disso, células infectadas com vAc/occ+
apresentaram poliedros no nucleo (Figura 20 D), assim como quando infectadas com o
virus selvagem AcMNPV (Figura 20 C). Da mesma forma, lagartas da espécie S.
frugiperda infectadas via intra-hemocele com virus na forma de BV, geraram poliedros
oralmente infectivos (dados ndo mostrados). Os poliedros estavam ausentes quando as
células foram infectadas com vAc/occ-, porém caracteristicas tipicas de infeccdo foram

observadas (Figura 20 B).

5.4 Clonagem da toxina de aranha no vetor pFastBacl/Accl-PSX para obtencdo de

virus recombinantes occ+

O plasmideo pGem-BaTx foi digerido com a enzima Notl e o fragmento liberado
foi purificado e clonado no vetor pFastBacl/Accl-PSX previamente digerido com Notl e

defosforilado com SAP, gerando o recombinante pFastBacl/Accl-PSX-BaTx. Para
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confirmar entrada do fragmento e direcdo de clonagem, o vetor recombinante foi
digerido com BamHI (Figura 21 A, poc¢o 2 — Fragmento de aproximadamente 500 pb).
Os plasmideos pGem-SP(egt)-BaTx e pGem-SP(bx)-BaTx foram digeridos com
as enzimas EcoRI e Notl. Os fragmentos gerados foram purificados e clonados no vetor
pFastBacl/Accl-PSX digerido previamente com ambas as enzimas, gerando 0s
plasmideos recombinantes pFastBacl/Accl-PSX-SP(egt)-BaTx e pFastBacl/Accl-PSX-
SP(bx)-BaTx. Os plasmideos foram confirmados por digestdo com BamHI (Figura 21 B

e C, ambos no poco 2) liberando ambos um fragmentos de aproximadamente 500 pb.

C

5000 pb

SO0 oh A0
5000 pb 5000 pb 3000 pb
3000 pb
3000 pb 1000 pb
1000 pb
1000 pb 500 pb
500 pb
500 pb

200 pb 200 pb

200 pb

Figura 21. Confirmacdo de clonagem de versdes da toxina no vetor pFastBacl/Accl-PSX. (A)
Gel de agarose a 1,5%: poco 1 — Marcador 1 kb DNA plus ladder (Invitrogen); poco 2 —
fragmentos de DNA gerados a partir da digestdo do plasmideo pFastBacl/Accl-PSX-BaTx com
a enzima BamHI. (B) Gel de agarose a 1,5%: poco 1 — Marcador 1 kb DNA plus ladder
(Invitrogen); pogo 2 — ragmentos de DNA gerados a partir da digestio do plasmideo
pFastBacl/Accl-PSX-SP(egt)-BaTx com a enzima BamHI. (C) Gel de agarose a 2,0%: po¢o 1 —
Marcador 1 kb DNA plus ladder (Invitrogen); poco 2 — ragmentos de DNA gerados a partir da
digestdo do plasmideo pFastBacl/Accl-PSX-SP(bx)-BaTx com a enzima BamHl.

Os plasmideos pFastBacl/Accl-PSX-BaTx, pFastBacl/Accl-PSX-SP(egt)-BaTx
e pFastBacl/Accl-PSX-SP(bx)-BaTx foram confirmados também por sequenciamento

corroborando correta construcdo. Posteriormente foram usados como substratos para
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transposicdo em bactérias DH10Bac (Figura 22 A, 1, 2, 3 e 4) a fim de gerar os
bacmideos recombinantes bAc-BaTx/occ+, bAc-SP(egt)-BaTx/occ+ e bAc-SP(bx)-
BaTx/occ+. Estes recombinantes foram confirmados por PCR usando os primers F3 e
M13 R, gerando bandas de 984 pb para bAc-BaTx/occ+ e 806 pb para bAc-SP(egt)-

BaTx/occ+ e bAc-SP(bx)-BaTx/occ+ (Figura 22 B, pogo 2, 3 e 4).
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Figura 22. Esquema de transposi¢do e confirmacdo de recombinantes bAc-BaTx/occ+, bAc-
SP(egt)-BaTx/occ+ e bAc-SP(bx)-BaTx/occ+. (A) Regibes flanqueadas por bracos homdlogos
Tn7 dos vetores doadores recombinantes pFastBacl/Accl-PSX-BaTx (1), pFastBacl/Accl-PSX-
SP(egt)-BaTx (2) e pFastBacl/Accl-PSX-SP(bx)-BaTx (3). Estas regides foram transpostas para
dentro do sitio miniattTn7 internas ao peptideo LacZo (3) a fim de gerar baculovirus
recombinantes oralmente infectivos. O diagrama mostra os locais de anelamento dos primers F3
e M13R 2. (B) Gel de agarose a 0,8%: poco 1 — 1kb DNA plus ladder (Fermentas); pogo 2 —
Fragmento gerado por PCR com primers F3 e M13R 2 usando bAc-BaTx/occ+ como DNA-
molde; po¢o 3 — Fragmento gerado por PCR com primers F3 e M13R 2 usando bAc-SP(egt)-
BaTx/occ+ como DNA-molde; pogo 4 — Fragmento gerado por PCR com primers F3 e M13R 2
usando bAc-SP(bx)-BaTx/occ+ como DNA-molde.
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5.5 Andlise microscopica de infecgdes

Os recombinantes construidos neste trabalho foram utilizados para infectar
células derivadas das espécies de mariposa S. frugiperda e T. ni a fim de analisar
evolucdo das infeccbes bem como caracteristicas citopatologicas. Monocamadas de
células foram infectadas (m. o. i. 10) e fotografadas com 24, 48, 72 e 96 h p. i.
Caracteristicas tais como hipertrofia nuclear e mudancas morfoldgicas geradas pela

presenca das diferentes versdes da toxina foram observadas.

5.5.1 Infeccdo em células de S. frugiperda

Os virus recombinantes occ- expressando as diferentes versdes da toxina
apresentaram em até 24 h p. i caracteristicas citomorfolégicas semelhantes as do
controle vAc/occ- como delineagdo e hipertrofia do nucleo por causa do
estabelecimento da infeccédo viral (Figuras 23 a 28). Em microscopia Optica é possivel
observar que os virus VAc-BaTx/occ- e VAc-BaTx/occ+ causaram uma ampla
modificacdo citomorfoldgica caracteristica de necrose celular (Figuras 25, 30 e 33). As
células apresentaram perda de integridade da membrana citoplasmatica conforme
ocorreu evolucao da infeccdo (Figura 25 E). Essa caracteristica foi notavel em todas as
versdes da toxina, porém em tempos diferentes de infeccdo, como pode ser observado
ao comparar-se a infeccdo provocada pelos virus carregando a toxina madura (VAc-
BaTx/occ- e occ+) e 0 virus carregando a toxina com o seu pré-peptideo natural (VAc-

Pp-BaTx/occ-) (Figura 25 B e 24 B, respectivamente) a 48 h p. i.

71



Figura 23. Infeccdo de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus controle
vAc/occ-. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p.
i. Linha retangular branca mostra a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de 10 um. As células
apresentam evolucédo de infecgdo por virus selvagem (hipertrofia e perda de morfologia celular)
sem corpos de oclusdo. Barra abaixo das fotografias é de 50 um.

Figura 24. Infec¢do de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus recombinante
vAc-SP-Pp-BaTx/occ-. Este virus apresenta a o peptideo sinal, o pré-peptideo e a toxina madura
sob o0 comando do promotor forte muito tardio da poliedrina. Células foram fotografadas com
aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Setas apontam células mortas por
precocemente. A linha retangular branca mostra a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de 10

pm. A barra abaixo nas fotografias representa 50 pum.
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Figura 25. Infeccdo de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus recombinante
vAc-Pp-BaTx/occ-. Neste virus foi suprimido o peptideo sinal natural da toxina e apresenta
apenas 0 pro-peptideo fusionado a toxina madura. Células foram fotografadas com aumento de
20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Setas apontam para células mortas precocemente.
Linha retangular branca mostra a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de 10 pm. (E)
Coloracdo por azul de Trypan de células infectadas por 72 h p. i. Células ndo coradas sdo
células com integridade de membrana e azuis, células mortas. Barras pretas abaixo nas

fotografias representam 50 pm.
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Figura 26. Infeccdo de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus recombinante
vAc-BaTx/occ-. Este virus expressa a toxina em tempos muito tardios de infeccdo na forma
madura. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i.
Setas apontam para células mortas precocemente. Linha retangular branca mostra a regido
ampliada nos ‘insets’ com barra de 10 um. Barras abaixo nas fotografias representam 50 pm.
(E) Evolucao da mudanga citomorfoldgica que ocorre durante infeccdo com a toxina necrética
(barra preta representa 10 um): hipertrofia nuclear (1), pressionamento do nicleo por contetido
citoplasmatico (II), rompimento da membrana (I11) e permanéncia do envoltorio nuclear com

aspecto rugoso remanescente (1V).

Figura 27. Infeccdo de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus recombinante
VAc-SP(egt)-BaTx/occ-. Estes virus recombinantes fusionam a porgdo amino-terminal da
proteina o peptideo sinal do gene de baculovirus egt para secre¢do da toxina e esta sob o
comando de um promotor muito tardio. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24,
(B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Setas apontam para células mortas mais precocemente. Linhas
retangulares brancas mostram a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de 10 pm. Barra preta

abaixo da figura representa 50 um.
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Figura 28. Infec¢do de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus recombinante
VvAc-SP(bx)-BaTx/occ-. Estes virus recombinantes fusionam a por¢do amino-terminal da
proteina o peptideo sinal do gene de inseto bombyxina derivado da mariposa da seda B. mori
para secrecdo da toxina. Este gene estd sob o comando de um promotor forte muito tardio.
Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Linhas
retangulares brancas mostram a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de 10 pm. Setas

apontam para células em necrose. Barras pretas abaixo das figuras representam 50 pum.

Recombinantes portando os peptideos sinais de inseto (SP(bx)) e de baculovirus
(SP(egt)) retardaram claramente o processo de modificacdo citomorfologica em células
da linhagem IPLB-Sf21-AE (Figuras 26). Entretanto, ao compararem-se estas versoes
sob o comando de promotor muito tardio e sob o comando de promotor ‘late’ e muito
tardio, é possivel notar que a expressdo mais precoce da toxina fusionada a um peptideo
sinal de secrecdo garante um adiantamento na mudanga morfoldgica das células
infectadas (comparar Figuras 27 com 30). A presenca da toxina fusionada ao peptideo
sinal em tempos mais precoces de infecgdo permitiu que houvesse uma morte celular
precoce quando comparada com a presenca da toxina fusionada apenas em tempos mais

tardios de infeccéo.
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Figura 29. Infeccdo de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus controle
vAc/occ+. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p.
i. Setas mostram células com poliedros. E possivel notar que o acumulo de poliedros no nicleo
ocorre apés 48 h (identificacdo de poliedros pode ser vista na figura 20). Linha retangular
branca mostra regido ampliada nos ‘insets’ (barra de 10 pm). Barras pretas abaixo das

fotografias representam 50 pm.

Figura 30. Infeccdo de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus recombinante
vAc-BaTx/occ+. Este recombinante expressa a versao contendo a toxina madura em tempos
‘late’ e muito tardio de infeccdo. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B)
48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Barras pretas abaixo das figuras representam 50 um. Setas apontam

necrose. Linha retangular branca mostra regido ampliada nos ‘insets’ (barra de 10 pm).
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Figura 31. Infeccdo de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus recombinante
VAc-SP(egt)-BaTx/occ+. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C)
72 ¢ (D) 96 h p. i. Linha retangular branca mostra regido ampliada nos ‘insets’ (barra de 10 pum).
Setas apontam células mortas e as barras pretas abaixam das fotografias representam 50 um.

Figura 32. Infeccdo de células da linhagem IPLB-Sf21-AE com o baculovirus recombinante
vAc-SP(bx)-BaTx/occ+. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72
e (D) 96 h p. i. Linha retangular branca mostra regido ampliada nos ‘insets’ (barra de 10 um).

Setas apontam células necroticas e as barras pretas abaixo das fotografias representam 50 pum.
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Em infeccbes pelos recombinantes vAc-BaTx/occ+, VAc-SP(egt)-BaTx/occ+ e
vAc-SP(bx)-BaTx/occ+ (Figuras 30, 31 e 32), apresar de conterem o gene da poliedrina
sob 0 comando de seu promotor natural, ndo ha acimulo de poliedros no nucleo. Esta
caracteristica difere da infec¢do pelo virus controle sem toxina, vAc/occ+ (Figura 29).
Esta caracteristica ocorre ndo apenas in vitro, mas também in vivo. Quando estes
recombinantes foram usados para infec¢éo intra-hemocélica de larvas de S. frugiperda
para producdo de poliedros recombinantes e posteriores bioensaios orais, ndo houve

producdo de significativa de poliedros (Tabela 3).

Tabela 3. Poliedros e estruturas semelhantes a poliedros
produzidas em 10 g de cadaveres de larvas de S. frugiperda

infectadas com recombinantes occ+ em triplicata.

Recombinantes Poliedros D.P.
vAc/occ+ 2 x 10° +2,06 x 10°
vAc-BaTx/occ+ 66,6 + 65,06
VvAC/SP(egt)-BaTx/occ+ 28,3 + 15,6
VAC/SP(bx)-BaTx/occ+ 16,3 +8,1

As células de S. frugiperda infectadas foram consideradas mortas mediante clara
mudanga na morfologia celular (mostrado por setas na maior parte das fotografias). Esta
mudanca citomorfoldgica, permitiu que as células se corassem em azul, quando tratadas
com corante azul de Trypan, o que indica uma perda da integridade celular e, por
consequéncia, a morte (Figura 25 E). Para corroborar esta hiptese de morte por perda
de integridade e do contetdo citoplasmatico, promoveu-se analise ultraestrutural de
células infectadas com o recombinante vAc-BaTx/occ- e o controle vAc/occ- por 36
horas. As células foram coletadas e processadas para microscopia eletrdnica de

transmissao.

78



Células infectadas com virus controle apresentaram hipertrofia nuclear com
manutencdo de integridade de membranas citoplasmatica e nuclear (Figura 33 A). Foi
possivel observar nucleocapsideos virais intranucleares com o formato de bastdo (Figura
33 B). Células infectadas com o recombinante vAc-BaTx/occ- apresentaram perda de
integridade da membrana plasmatica. Foi notavel células com perda de contetdo
citoplasmatico com apenas nlcleos remanescentes. Restos de membrana plasmatica ao
redor do nucleo foram constatados. Esta caracteristica provavelmente é a responsavel
pelo aspecto rugoso observado em microscopia optica (exemplo de rugosidade pode ser

observado na Figura 26).

Figura 33. Analise ultraestrutural de células IPLB-SF21-AE infectadas com recombinantes occ-
a 36 h p.i. . (A e B) Micrografias de células infectadas com virus controle vAc/occ- sob dois
diferentes aumentos. (C e D) Micrografias de célula infectada com recombinante vAc-
BaTx/occ- sob dois aumentos. C = citoplasma; N = nlcleo; setas apontam nucleocapsideos em
forma de bastdo, tipicos de infeccdo por baculovirus.
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5.5.2 CélulasdeT. ni

Os virus recombinantes occ- expressando as diferentes versdes da toxina
apresentaram em até 24 h p. i. caracteristicas citomorfoldgicas aparentemente
semelhantes as do controle vAc/occ-, como observado com a linhagem derivada de S.
frugiperda. Caracteristica tais como delineacdo e hipertrofia do ndcleo por causa do
estabelecimento da infec¢éo viral e perda progressiva da morfologia celular (Figuras 34
a 39 podem ser comparadas com a Figura 6 A do Material e Métodos) puderam ser
vistas. A infecgdo aparentemente forgou a célula adquirir um formato mais arredondado
conforme se dava seu progresso.

Em microscopia Optica foi possivel observar que os virus vAc-BaTx/occ-, VAC-
SP(egt/bx)-BaTx/occ-, vAc-BaTx/occ+ e VAc-(SP(egt/bx)-BaTx/occ+ provocaram em
tempos tardios de infeccdo vasta mudanca citomorfoldgica caracteristica de necrose
celular (Figuras 41 a 43) como perda da integridade da membrana e do contetdo
citoplasmatico. Em células de T. ni, caracteristicas necréticas foram notaveis em todas
as versdes da toxina com excegdo do virus vAc-SP-Pp-BaTx/occ- (Figura 35). A
infeccdo, nos outros recombinantes, causou necrose celular em tempos diferentes

conforme a versdo produzida.
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Figura 34. Infec¢do de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus controle vAc/occ-.
Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Linha
retangular branca mostra a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de 10 um. As células
apresentam evolucdo de infecgdo por virus selvagem sem oclusdo positiva com clara perda da

morfologia fusiforme celular. Barra das fotografias é de 50 um.

Figura 35. Infeccdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus recombinante
vAc-SP-Pp-BaTx/occ-. Este virus apresenta o peptideo sinal, o pré-peptideo e a toxina madura
sob o comando do promotor forte muito tardio da poliedrina. Células foram fotografadas com
aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Este virus em tempo tardio de infeccdo
ndo parece promover mudangas citopatoldgicas nesta linhagem celular. A linha retangular
branca mostra a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de 10 pm. A barra das fotografias
representa 50 pm.
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Figura 36. Infeccdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus recombinante
vAc-Pp-BaTx/occ-. Neste virus foi suprimido o peptideo sinal natural da toxina e esta presente
apenas o0 pré-peptideo fusionado a toxina madura. Células foram fotografadas com aumento de
20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Setas apontam para células mortas por necrose.
Linha retangular branca mostra a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de 10 pm. Barras das

fotografias representam 50 pm.

Figura 37. Infeccdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus recombinante
vAc-BaTx/occ-. Este virus expressa a toxina madura em tempos muito tardios de infecgdo.
Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Setas
apontam para células em necrose. Linha retangular branca mostra a regido ampliada nos ‘insets’

com barra de 10 um. Barras das fotografias representam 50 pum.
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Figura 38. Infeccdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus recombinante
vAc-SP(egt)-BaTx/occ-. Este virus recombinante fusiona a regido amino-terminal da toxina o
peptideo sinal do gene de baculovirus egt para secrecdo da toxina e esta sob o comando de um
promotor muito tardio. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e
(D) 96 h p. i. Linhas retangulares brancas mostram a regido ampliada nos ‘insets’ com barra de

10 pum. Barra preta da figura representa 50 pum.

Figura 39. Infeccdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus recombinante
VvAc-SP(bx)-BaTx/occ-. Este virus recombinante fusiona a por¢do amino-terminal da toxina o
peptideo sinal do gene de inseto bombyxina para secrecdo da toxina. Este gene esta sob o
comando de um promotor forte muito tardio. Células foram fotografas com aumento de 20X a
(A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Linhas retangulares brancas mostram a regido ampliada

nos ‘insets’ com barra de 10 pm. Barras pretas abaixo nas figuras representam 50 pm.
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Diferentemente do observado para células de S. frugiperda, células de T. ni
foram mais sensiveis aos recombinantes occ- contendo a toxina fusionada ao peptideo
sinal de inseto e derivado de gene viral (comparar figura 28 e 29 com figura 38 e 39).
Em T. ni, Recombinantes portando os peptideos sinais de inseto (SP(bx)) e de
baculovirus (SP(egt)) ndo retardaram gritantemente o processo de modificagdo
citomorfoldgica. Alem disso, ndo houve uma diferenca significativa de infeccdo quando
estas versdes da toxina estavam sob o comando do promotor hibrido ativo em fases

‘late’ e muito tardio da infeccdo (comparar figura 38 e 39 com figura 42 e 43).

Figura 40. Infeccdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus controle
vAc/occ+. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h p.
i. Setas mostram células com poliedros. Acumulo de poliedros ocorre ap6s o tempo de 48 h p. i.
Linha retangular branca mostra regido ampliada nos ‘insets’ (barra de 10 pm). Barras pretas

abaixo nas fotografias representam 50 pm.
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Figura 41. Infeccdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus recombinante
vAc-BaTx/occ+. Este recombinante expressa a versao contendo a toxina madura em tempos
‘late’ e muito tardio de infeccdo. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B)
48, (C) 72 e (D) 96 h p. i. Barras pretas abaixo nas figuras representam 50 um. Linha retangular

branca mostra regido ampliada nos ‘insets’ (barra de 10 um).

Figura 42. Infeccdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus recombinante
vAc-SP(egt)-BaTx/occ+. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C)
72 ¢ (D) 96 h p. i. Linha retangular branca mostra regido ampliada nos ‘insets’ (barra de 10 um).

Barras pretas abaixo nas fotografias representam 50 um.
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Figura 43. Infecgcdo de células da linhagem BTI-Tn5B1-4 com o baculovirus recombinante
vAc-SP(bx)-BaTx/occ+. Células foram fotografas com aumento de 20X a (A) 24, (B) 48, (C) 72
e (D) 96 h p. i. Linha retangular branca mostra regido ampliada nos ‘insets’ (barra de 10 um).

Barras pretas abaixo nas fotografias representam 50 pm.

Semelhante ao que ocorreu com 0s recombinantes infectando linhagem IPLB-
Sf21-AE, ndo houve produgdo de poliedros durante infeccdo com recombinantes occ+ VAC-
BaTx/occ+, VAc-SP(egt)-BaTx/occ+ e VAc-SP(bx)-BaTx/occ+ (Figuras 41 a 43). Esta
caracteristica difere da infeccdo pelo virus controle sem toxina, vAc/occ+ (Figura 40,

setas brancas).

5.6 Ensaio de viabilidade celular em linhagem derivada de S. frugiperda e T. ni

Para ensaio de viabilidade, monocamadas de células de S. frugiperda e T. ni
foram infectadas de igual modo com virus recombinantes expressando diferentes
versdes da toxina BaTx (m. o. i. 10). Os recombinantes occ- (vAc-SP-Pp-BaTx, vAc-

Pp-BaTx, VAc-BaTx, VvAc-S(egt)-BaTx e VAc-S(bx)-BaTx) apresentavam suas
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respectivas versfes da toxina sob o comando do promotor muito tardio que
naturalmente controla o gene da poliedrina no selvagem AcCMNPV enguanto que 0s
recombinantes occt+ apresentavam suas respectivas versfes sob o comando dos
promotores in tandem pSyn e pXVI, ativos durante as fases ‘late’ e muito tardio da
infecgdo. Celulas mortas e vivas foram contadas com base na integridade da membrana
citoplasmatica, uma vez que o corante utilizado no ensaio penetra apenas em células
sem integridade, tornando-as azuis.

Durante ensaio com recombinantes occ- expressando diferentes versdes da
toxina, observou-se que em ambas as linhagens a versdo contendo a toxina madura
(VAc-BaTx/occ-) matou mais rapidamente as células infectadas quando comparadas
com as outras vers@es (curvas azuis dos gréaficos apresentados na Figura 44). Em células
IPLB-Sf21-AE, com 48 h p. i. aproximadamente 80% das células ja estavam mortas,
como contrapartida, a 24 h. p. i. ndo houve morte celular consideravel. Resultado
diferente ocorreu com células BTI-Tn5B1-4 que com 24 h. p. i. apresentava 20% de
celulas mortas, enquanto que a 48 h p. i. somente 40% havia morrido. Ambos o0s

recombinantes atingiram 100% de mortalidade a 96 h p. i.
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Figura 44. Ensaio de viabilidade celular com recombinantes occ- em duas linhagens derivadas
de inseto. Os recombinantes apresentam diferentes versdes da toxina sob o comando de um
promotor forte muito tardio. (A) Contagem de células vidveis da linhagem IPLB-Sf21-AE em
diferentes horas pos-infecgdo. (B) Contagem de células viaveis da linhagem BTI-Tn5B1-4 em
diferentes horas pds-infec¢do. Estdo sendo mostradas nos gréaficos barras de desvio padrdo. O
experimento foi feito em triplicata bioldgica, fotografando-se entr 4 a 8 campos escolhidos

aleatoriamente. Campos com baixa densidade celular foram descatados.

O recombinante contendo a ORF completa da toxina (vAc-SP-Pp-BaTx/occ-)
apresentou baixa citotoxicidade quando comparada com 0s outros baculovirus em
ambas as linhagens (curvas verdes dos graficos apresentados na figura 44). Em células
de T. ni houve uma aproximacgdo maior deste recombinante com o virus controle quanto
ao nivel de mortalidade celular causado. Foi possivel observar que a presenca do pro-
peptideo fusionado a toxina (virus vVAc-Pp-BaTx/occ-) promoveu um retardo temporal

no efeito citopatico quando comparado com infec¢do por vAc-BaTx/occ-, uma vez que

88



a 120 h p. i. havia entre 60-80% de células mortas nas duas linhagens (curvas vermelhas dos
gréficos apresentados na figura 44).

Anadlise de viabilidade de células infectadas por recombinantes occ- contendo versdes
da toxina fusionada a peptideos sinais derivados de inseto e virus (VAc-SP(bx)-BaTx/occ- e
VAC-SP(egt)-BaTx respectivamente) apresentaram diferencas significativas conforme ocorreu o
progresso da infeccdo. Células derivadas de S. frugiperda apresentaram menos sensibilidade aos
recombinantes, diferentemente do que ocorreu com células de T. ni (Gréficos apresentados na
figura 45). Esta Gltima, com 120 h p. i., apresentou mortalidade celular de aproximadamente
80%, enquanto células da linhagem IPLB-Sf21-AE, em mesmo tempo de infec¢do, apresentou
aproximadamente 40% de mortalidade. Os peptideos sinais derivados de gene de inseto ou de
gene viral ndo apresentaram diferencas significativas na mortalidade celular para os

recombinantes occ- testados.
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Figura 45. Comparacdo da viabilidade celular em diferentes linhagens infectadas por
recombinantes expressando a toxina fusionada a diferentes peptideos sinais. Células de T. ni
(Tn) e S. frugiperda foram infectadas com recombinante expressando a toxina fusionada a
peptideo sinal derivado de inseto (bx) ou a um peptideo sinal derivado de baculovirus (egt).
Ambas as versdes estavam sob o comando de um promotor forte ativo na fase muito tardio da
infeccdo. Células viaveis foram contadas com diferentes horas pés-infecgdo. Estdo sendo
mostradas barras de desvio padrdo. O experimento foi feito em triplicata bioldgica,
fotografando-se entr 4 a 8 campos escolhidos aleatoriamente. Campos com baixa densidade

celular foram descatados.
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Semelhantemente ao que ocorreu com 0s recombinantes occ-, durante infeccdo com
virus occ+ a versdo contendo toxina madura (VAc-BaTx/occ+) apresentou maior mortalidade
em tempos mais precoces de infeccdo. Até 48 h p. i., aproximadamente 80% das células em
ambas as linhagens testadas estavam mortas. Uma diferenga marcante observada entre as
linhagens (ratificada também pela infeccdo com recombinantes occ-) foi a mortalidade
significativa com 24 h p. i. em células de T. ni. Sob este aspecto, constatou-se a morte de
aproximadamente 50% da populacdo celular durante infeccdo com o virus contendo toxina

madura (curvas azuis dos Gréaficos apresentados na figura 46).
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Figura 46. Ensaio de viabilidade celular com recombinantes occ+ em duas linhagens celulares.
Os recombinantes apresentam diferentes versdes da toxina sob o comando de um hibrido ativo
na fase ‘late’ e muito tardio da infeccdo. (A) Contagem de células viéveis da linhagem IPLB-
Sf21-AE em diferentes horas pés-infeccdo. (B) Contagem de células vidveis da linhagem BTI-
Tn5B1-4 em diferentes horas pos-infecgdo. Estdo sendo mostradas barras de desvio padrdo. O
experimento foi feito em triplicata bioldgica, fotografando-se entr 4 a 8 campos escolhidos

aleatoriamente. Campos com baixa densidade celular foram descatados.
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Foi notdvel que ambas as linhagens apresentaram sensibilidade a infecgdo com
recombinantes contendo gene da toxina fusionada a SP(egt) ou SP(bx), expressos
durante fases ‘late’ ¢ muito tardio de infeccdo (curvas verdes e vermelhas dos Graficos
apresentados na Figura 46). Entretanto, apesar de sensiveis, houve diferenca na
intensidade de morte celular (comparar ponto correspondente a 96 e 120 h p.i. nas
curvas verdes e azuis dos graficos mostrados na Figura 46). Estes baculovirus portam os
genes da toxina sob o comando de promotores in tanden fortes ativos durante ambas as
fases. Outra caracteristica facilmente constatavel esta relacionada a influéncia dos
diferentes peptideos a mortalidade celular no curso da infeccdo. Em células da linhagem
IPLB-Sf21-AE ndo houve diferencga significativa de mortalidade durante, entretanto,
para células BTi-Tn5B1-4, o peptideo sinal derivado de gene de inseto promoveu
aumento na velocidade de morte celular quantificada (curva vermelha do grafico B
apresentado na Figura 46) comparado com o peptideo sinal derivado de gene viral. No
final do experimento (120 h p. i.), ambos apresentaram mesmo percentual de células

mortas.

5.7 ‘Amplicon’, plasmideos obtidos por recombinacdo e expressao bacteriana da toxina

BaTx fusionada a cauda de hexa-histidina e a GST

Neste trabalho foi utilizado o sistema Gateway® (Invitrogen) para clonagem e
expressao bacteriana da toxina BaTx da aranha B. albiceps. Depois de feita
amplificagdo com primers attB-BaTx F e attB-BaTx R (Tabela 1 e sublinhado na figura
47 A) a partir do cDNA da glandula de veneno, foi observado em gel de agarose um

fragmento de 184 pb denominado attB-BaTx (Figura 47 B, po¢o 2). O fragmento
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apresentava os sitios especificos attB1 e attB2 flanqueando a ORF da toxina madura

(Figura 47 A).

3ipd i | g 30pb
123pb

G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC ATG ATT CTC

GAA TGT GIT TTC TCA TGC GAC ATT GAA AAA GAA GGC AAG CCA T

TGC AAA CCC AAG GGG GAG AAA AAMA TGT ACT GGT GGA TGG AAR

TGT AAG ATC AAG TTG TGT CTG AAG ATT TAA GAC CCA GCT TTC "ek»

TTG TAC AAA GTG GTC CCC 250bp 184bp

Figura 47. Sequéncia nucleotidica do fragmento attB-BaTx obtido por PCR e fragmento
gerado. (A) A sequéncia apresenta as regides attB1 (31 pb) e attB2 em preto e a ORF da toxina
(123 pb) em vermelho; estas regides também podem ser vistas de forma esquematica na parte
superior da figura. A regido onde se anelam os primers attB-BaTx F e attB-BaTx R estdo sendo
mostradas pelas sublinhas vermelhas. As sublinhas pretas mostram as regides dos primers que
ndo se anelam ao cDNA da glandula de veneno da aranha. (B) Gel de agarose a 0,8%: poco 1 —

marcador 1 kb DNA ladder (Fermentas); pogo 2 — Fragmento attB-BaTx.

Depois de purificado, o fragmento de PCR attB-BaTx foi utilizado em reagéo de
recombinacdo homologa in vitro com o plasmideo de entrada pDONR207 (5.585 pb,
Figura 48 C, poco 2) cujo mapa pode ser observado na figura 48 A. O plasmideo
recombinante gerado nesta reagdo BP foi denominado pDONR207-BaTx (Figura 48 B),
apresentou tamanho de 3.496 pb (Figura 48 C, poco 4) e quando digerido com Apal e
Pstl gerou dois fragmentos, 3.156 pb e 340 pb (Figura 48 C, poco 5). Como controle, o
plasmideo pDONR207 foi também digerido com mesmas enzimas e, diferente do

recombinante, trés bandas foram geradas, 3.156 pb, 1.829 pb e 600 pb (Figura 48 C,

poco 3).
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Figura 48. Obtencdo de vetor de doacdo pDONR207-BaTx. (A) Mapa do plasmideo de
recombinacdo homologa pDONR207 utilizado em reacdo BP clonase. (B) Mapa do plasmideo
gerado apds reacdo BP, pDONR207-BaTx. Os esquemas dos plasmideos foram obtidos do
programa vector NTI v. 11 (Invitrogen). (C) Gel de agarose 0,8%: poco 1 — Marcador 1kb DNA
ladder (Fermentas); poco 2 — plasmideo pDONR207 intacto; poco 3 — fragmentos de DNA
gerados pela digestdo do plasmideo pDONR207 com as enazimas Apal e Pstl; 4: plasmideo
pDONR207-BaTx intacto; plasmideo 5 — fragmentos de DNA gerados pela digestdo do
plasmideo pPDONR207-BaTx com as enazimas Apal e Pstl.

O plasmideo pDONR207-BaTx foi utilizado em reacdo LR clonase com o
plasmideo de expressdo heterdloga, pDEST17 (6.354 pb). O vetor de expressao
bacteriana obtido foi chamado de pDEST17-BaTx. Este vetor apresenta 4.825 pb e

quando digerido com Bglll e Hindlll gerou um fragmentos de 4.027 pb e de 798 pb
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(Figura 49 C, poco 5). O plasmideo pDEST17 foi usado como controle e foi digerido
com mesmas enzimas gerando fragmentos de 4.027 pb, 1.295 pb e 1.032 pb (Figura 49
C, poco 3). O resultado do sequenciamento revelou a correta recombinagdo da toxina

BaTx e fusdo com cauda de hexa-histidina na por¢cao amino-terminal.
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Figura 49. Construcdo de vetor de expressdo bacteriano adicionando a toxina uma cauda de
hexa-histidina. (A) Mapa do plasmideo de recombinagdo homdloga pDEST17 utilizado em
reacdo LR clonase. (B) Mapa do vetor de expressdo heter6loga gerado apds reacdo LR,
pDEST17-BaTx. Os esquemas dos plasmideos foram obtidos do programa vector NTI v. 11
(Invitrogen). (C) Gel de agarose 0,8%: poco 1 — Marcador 1kb DNA ladder (Fermentas); po¢o 2
— plasmideo pDEST17 intacto; poco 3 — fragmentos de DNA gerados pela digestdo do
plasmideo pDEST17 com as enzimas Bglll e Hindlll; po¢o 4 — plasmideo pDEST17-BaTx
intacto; poco 5 — fragmentos de DNA gerados pela digestdo do plasmideo pDEST17-BaTx com

as enzimas Bglll e HindllII.
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O vetor recombinante pDEST17-BaTx foi utilizado para transformar bactérias
da linhagem BL21Al. As colbnias foram submetidas a ensaio piloto de expressao.
Quando o extrato foi aplicado em gel tris-tricina SDS-PAGE ndo houve diagndstico
preciso da banda (dado ndo mostrado). Para confirmar a presenca da proteina em gel foi
promovida a transferéncia de proteinas imobilizadas em gel para membrana de
nitrocelulose, e posterior imunomarcagdo com anticorpo primario anti-his. Entretanto
ndo houve marcacgdo (dado ndo mostrado). Em contra partida, quando submetido a ‘dot
ELISA’ houve marcacdo quando o extrato de bactérias expressando a toxina foi

imobilizado (Figura 50).

1 2 3 4 5 6
/ "' )
+ To T1 T2 T3 T4

Figura 50. ‘Dot ELISA’ de extratos de bactéria marcados com anti-His. Quadrado 1 — Controle
positivo, proteina fusionada a cauda de hexa-histidina e purificada por coluna de niquel;
quadrado 2 — BL21Al transformada com pDEST17-BaTx, tempo de inducdo de O h com L-
arabinose; quadrado 3 — tempo de inducdo de 1 h; quadrado 4 — tempo de inducdo de 2 h;

guadrado 5 —tempo de indugédo de 3 h; quadrado 6 —tempo de inducéo de 4 h.

Posteriormente, o plasmideo recombinante pDONR207-BaTx foi utilizado em
segunda reacdo LR clonase com o plasmideo de expressdo bacteriana pDEST15 (7.013
pb — Figura 51 A). O vetor obtido foi chamado de pDEST15-BaTx com tamanho de
5.484 pb (Figura 51 C, poco 4; plasmideo ndo-linearizado) e para confirmar a
recombinacdo o vetor foi digerido com as enzimas Bglll e EcoRl, produzindo dois

fragmentos, 4.768 pb e 716 pb (Figura 51, poco 5). O plasmideo pDEST15 foi também
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usado como controle apds ser digerido com mesmas enzimas gerando fragmentos de
4.768 pb, 1.483 pb, 461 pb e 301 pb (Figura 51 C, poc¢o 3; com alto conteido de DNA e
parcial degradacgdo). Este plasmideo permite a fusdo da toxina BaTx a por¢do carboxi-

terminal da proteina eucariotica soluvel GST.
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Figura 51. Construcdo de vetor de expressao bacteriano adicionando a toxina GST. (A) Mapa
do plasmideo de recombinacdo homologa pDEST15 utilizado em segunda reacdo LR clonase.
(B) Mapa do vetor de expressao heter6loga gerado apds reacdo LR, pDEST15-BaTx. Os
esquemas dos plasmideos foram obtidos do programa vector NTI v. 11 (Invitrogen). (C) Gel de
agarose 0,8%: po¢o 1 — Marcador 1kb DNA ladder (Fermentas); poco 2 — plasmideo pDEST15
intacto; poco 3 — fragmentos de DNA gerados pela digestdo do plasmideo pDEST15 com as
enzimas Bglll e EcoRlI; pogo 4 — plasmideo pDEST15-BaTx intacto; poco 5 — fragmentos de
DNA gerados pela digestdo do plasmideo pDEST15-BaTx com as enzimas Bglll e EcoRlI.
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O vetor recombinante pDEST15-BaTx foi utilizado para transformar bactérias
da linhagem BL21Al. As col6nias foram submetidas a ensaio piloto de expressao.
Extratos coletados a 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas pds-inducdo foram aplicados em gel SDS-
PAGE 12% e revelaram uma banda ausente no tempo 0 h, mas presente nos outros
tempos; sem um aumento muito significante em tempos mais tardios de inducgéo (Figura
52 A). A banda mostrou-se em tamanho coerente com o previsto in silico, de
aproximadamente 33 kDa. Além disso, promoveu-se a separacdo de fraces soltvel e
insoltvel de extratos induzidos por 1 h a fim de se checar a presenca ou auséncia da
proteina recombinante em corpos de inclusdo. As fracfes foram submetidas também a
SDS-PAGE 12% revelando que maior parte da proteina traduzida estava na fracdo

insolavel (Figura 52 B).
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Figura 52. SDS-PAGE de extratos bacterianos expressando a proteina recombinante GST-
BaTx. (A) Ensaio piloto comparando diferentes tempos de inducdo com L-arabinose: M —
‘Prestained Protein Molecular Weight Marker’ (Fermentas); pogo 1 — 0 h de indug&o; pogo 2 — 1
h de inducdo; poco 3 — 2 h de inducdo; poco 4 — 3 h de indugdo; poc¢o 5 — 4 h de indugéo; poco 5
— 5 h de inducdo. (B) Ensaio de solubilidade protéica: M — ‘Prestained Protein Molecular
Weight Marker’ (Fermentas); po¢o 1 — 0 h de indugéo; pogo 2 — 1 h de inducéo; pogo 3 — fragéo

insoltvel; poco 4 — fracdo soluvel.
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Fracdo sollvel da proteina produzida em escala maior foi aplicada em gel SDS-
PAGE e a banda de aproximadamente 33 kDa foi removida do gel, solubilizada e
utilizada para imunizacdo de camundongos. Apds imunizacdes, o sangue foi
devidamente extraido dos animais e o plasma purificado. Quatro soros murinos foram
separadamente obtidos e usados para teste de imunomarcacdo por ‘dot-ELISA’. Dos
quatro soros, dois apresentaram forte marcacao contra extrato bacteriano induzido, outro
apresentou fraca marcacdo e o ultimo ndo apresentou marcacdo aparente (dados nédo
mostrados).

Extratos bacterianos correspondentes a 0 e 1 h pds-inducdo foram duplamente
aplicados em SDS-PAGE 12%. Um dos géis corridos foi corado em solucéo contendo
azul de Comassie (Figura 53 A) e o segundo foi transferido para membrana de
nitrocelulose para imunomarcacdo com anticorpos primarios produzidos em
camundongos neste trabalho (Figura 53 B). A revelacdo da membrana mostrou um
vazamento de expressdo basal no tempo 0 h de inducdo e um aumento acentuado a 1 h

(Figura 53 A e B, pocos 1 e 2 respectivamente).
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Figura 53. SDS-PAGE de extratos bacterianos para imunomarcagdo com anticorpos murinos.
(A) Extrato a diferentes horas de indugéo: M — ‘Prestained Protein Molecular Weight Marker’
(Fermentas); poco 1 — 0 h de inducéo; pogo 2 — 1 h de indugdo. (B) Imunomarcagcdo com
antircopo murino produzido neste trabalho: M — ‘Prestained Protein Molecular Weight Marker’

(Fermentas); poco 1 — 0 h de indugéo; poco 2 — 1 h de indugéo.

98



5.8 Andlise pds-traducional de toxina BaTx

Para analise pos-traducional, extrato de células das linhagens IPLB-SF21-AE e
BTI-Tn5B1-4 infectadas em diferentes tempos por todos os recombinantes produzidos
neste trabalho foram aplicadas em gel SDS-PAGE 17% com marcador pré-corado. N&o
foi possivel identificar banda de tamanhos esperados ou diferenca significativa dos
controles virais e dos extratos de células ndo-infectados, bem como ndo foi possivel
observar bandas em gel SDS-PAGE corrido em tamp&o Tris-Tricina (ambos o0s
resultados negativos ndo s&o mostrados). Além disso, foi feita imunomarcacdo para
extrato de células de ambas as linhagens infectadas com todos 0s recombinantes em
diferentes tempos de infecgdo. Para tal propdsito, foi usado como anticorpo primario
num primeiro experimento o plasma de coelhos imunizados com toxina Ba2 derivada de
B. albiceps e num segundo experimento o plasma de camundongos imunizados com
proteina recombinante produzida neste trabalho. Ndo houve sucesso em ambas as
marcac0es, inclusive com transferéncia de proteinas imobilizadas em gel SDS-PAGE
corrido em tampdo tris-Tricina, proprio para peptideo (resultados negativos nao

mostrados).

99



6. DISCUSSAO

Baculovirus sdo parasitas celulares obrigatérios com um ciclo bifasico de vida.
Esses virus sdo utilizados como controladores bioldgicos de insetos-praga devido a sua
alta especificidade ao seu hospedeiro e seguranga bioldgica para com organismos nao-
alvo. Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, genes heter6logos puderam
ser inseridos neste sistema eucariético. A inser¢do de informagdes exdgenas no genoma
viral tem o potencial de aumentara velocidade de a¢do desses virus e consequentemente,
suas propriedades pesticidas, bem como, o surgimento de uma potente ferramenta
biotecnoldgica de expresséo.

Toxinas inseticidas estdo presentes em muitos organismos ecologicamente
relacionados com esta vasta Classe de artropodes. O veneno de aracnideos, por
exemplo, apresenta um vasto arsenal de peptideos com alta letalidade contra insetos,
além de representar um atrativo e diverso conjunto de biomoléculas com potencial para
0 descobrimento de drogas (Estrada et al., 2007). Entretanto, tanto a quantidade de
moléculas disponiveis quanto sua purificacdo dificultam o uso farmacolégico, bem
como o estudo toxinoldgico sistematico.

Neste palco, propomos a utilizacdo de baculovirus recombinantes para a
expressao de diferentes versdes do peptideo inseticida BaTx a fim de (1) melhorar a
acao do virus como bioinseticida e de (2) entender como este peptideo age em células
de inseto. A toxina BaTx foi derivada do cDNA da glandula de veneno da aranha
caranguejeira B. albiceps. Corzo et al. (2009) identificaram no extrato de veneno desta
aranha dois peptideos inseticidas muito parecidos entre si, denominados Bal e Ba2, e
incapazes de modificar canais de sodio-voltagem dependentes. Ambos os peptideos

encontrados apresentaram altissima identidade com o peptideo putativo BaTx, 0 que
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permite entender que esta provavel toxina apresenta micro-heterogeneidade com Bal e
Ba2; fato este também constatado em peptideo pertencentes a mesma familia de toxinas
a qual BaTx pertence (Shu et al., 2001). Diante disso, concluiu-se que o alvo de atuagéo
de BaTx permanece obscuro.

A ORF putativa contendo a toxina (Figura 8, de Material e Métodos) encontrada
na biblioteca de cDNA apresenta trés regides comumente encontradas em ORFs de
toxinas de aracnideos (escorpido — Alami et al., 2003; &caro — Tomalski et al., 1993),
um peptideo sinal para secrecdo (SP), um pré-peptideo (Pp) com acdo desconhecida e a
toxina madura propriamente dita (BaTx). Neste trabalho, foram propostas trés
estratégias para expressdo da toxina supracitada, o peptideo como pré-pré-toxina (SP-
Pp-BaTx), como prd-toxina (Pp-BaTx) e como toxina madura (BaTx) em células de
insetos pela infec¢do com baculovirus recombinantes.

Foram utilizados também os peptideos sinais do gene egt do baculovirus
AgMNPV (Pinedo et al., 2003) e do gene bombyxina da mariposa B. mori (Adachi et
al., 1989) em fusdo com a toxina BaTx. O EGT é uma glicosiltransferase viral secretada
em tempos precoces da infeccdo por baculovirus que regula niveis de ecdisterdide do
hospedeiro ao catalisar a transferéncia de um acucar (UDP-glicose) para o hormonio
ecdizona (O’Reilly e Miller, 1989). Esta acdo prende o inseto em sua forma larval,
impedindo que entre no estagio de pupa, alem de influenciar o comportamento da larva
durante a infeccdo (Hoover et al., 2011). Ja a Bombyxina € um neuro-horménio tipo-
insulina secretado pelo cérebro do inseto de forma constitutiva. N&o apresenta atividade
relacionada ao metabolismo de glicose, entretanto induz o desenvolvimento de larvas
para a forma adulta ao ativar glandulas pro-torécicas a sintetizarem e liberarem ecdizona

(Bayazit, 2009).
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Peptideos sinais sdo extremamente variaveis quanto ao tamanho e composicao
aminoacidica e sdo fundamentais para expressdo e processamento de proteinas
residentes em algumas organelas ou secretadas (Hegde e Bernstein, 2006). Esta
importante sequéncia efémera é formada por trés regides discretas, regido-h hidrofébica
que interage com a bicamada lipidica, flanqueada por uma regido-n (amino-terminal) e
uma regido-c (carboxi-terminal) que contém o sitio de clivagem consenso para a a¢éo da
enzima sinal-peptidase (Molhoj e Degan, 2004). Um peptideo sinal na regido amino-
terminal € responsavel por enviar proteinas ou peptideos para o Reticulo
Endoplasmatico. Em casos de expressdo heterdloga, o peptideo sinal pode permanecer
ligado a proteina, indicando um processamento inadequado. Tessier et al. (1991), por
exemplo, notaram acimulo de agregados de pré-pré-papaina no citoplasma de células
de inseto infectadas por recombinante e fusionaram a proteina a um peptideo sinal
derivado de células de inseto. A substituicdo do sinal resultou num aumento de secre¢do
da proteina. O cambio ou adequacdo de peptideo sinal a maquinaria de expressdo nao
garante o correto processamento da proteina e incursdo na via endocitica (Jarvis et al.,
1993; Ailor et al., 1999). Entretanto, aumentam a probabilidade da proteina de ser
corretamente expressa.

As cinco diferentes versdes foram obtidas por PCR, clonadas, sequenciadas e
inseridas no plasmideo doador comercial pFastBacl® que permite a construgdo de
baculovirus recombinantes por transposi¢do em sistema procariotico. Os recombinantes
produzidos continham as versdes da toxina sob o comando de um promotor viral forte e
ndo apresentavam o fenotipo viral de ocluséo, sendo chamados de occ-.

A forma viral produzida por recombinantes occ- é capaz de infectar insetos
somente via injecdo intra-hemocele. Este virion ndo € a forma desejada para analise de

eficiéncia e utilizagdo como agente de controle biologico, uma vez que nao infecta por
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via oral e nem pode ser pulverizado em plantagdes. Os varios baculovirus
recombinantes anteriormente construidos carregando genes inseticidas foram utilizados
em bioensaios orais (Carbonell et al., 1988; Tomalski e Miller, 1991; McCutchen et al.,
1991; Prikhod’ko et al., 1996; Hughes et al., 1997; Fan et al., 2008). Isso significa que
resultados obtidos com recombinantes occ- portando diferentes versdes da toxina ndo
poderiam ser comparados com os resultados obtidos com os recombinantes dos outros
trabalhos, uma vez que a via de infeccdo e a quantidade viral administradas seriam
diferentes (Hughes et al., 1997). Diante disso, recombinantes occ- foram usados para
investigar o modo de acdo da toxina em cultura de células.

Diante deste impasse, promoveu-se a modificagdo do vetor comercial
pFastBacl® para que este transpusesse junto ao gene heterdlogo da toxina, o cassete do
gene da poliedrina, via sistema bacteriano, a fim de obter-se recombinantes occ+. Para
tal propdsito, o promotor forte do vetor comercial foi excluido por digestdo, e foi
inserido um cassete contendo gene e promotor da poliedrina junto a dois promotores in
tanden para expressdo do gene da toxina. As versdes BaTx, SP(egt)-BaTx e SP(bx)-
BaTx foram clonadas neste vetor e usadas para transposicéo.

Para analise de efeitos citopaticos causados durante infeccdo com recombinantes
occ- (apresentam suas versfes com expressdo muito tardia) e occ+ (apresentam suas
versdes sob o comando de promotor tardio e muito tardio), monocamadas de células
derivadas dos lepiddpteros T. ni (linhagem BTI-Tn-5B1-4) e S. frugiperda (linhagem
IPLB-Sf21-AE) foram separadamente infectadas com inoculos contendo multiplicidade
de infecgdo de 10 virus/célula. Foram fotografadas e usadas em ensaio de viabilidade
celular.

Um fato importante e relevante aqui constatado foi que células infectadas por

recombinantes occ+ ndo apresentaram acumulo de poliedros nucleares em tempos

103



tardios de infeccdo, caracteristica observada também in vivo. Jarvis et al. (1992)
mostraram que a eficiéncia de localizagdo nuclear da poliedrina depende de sua razdo de
biossintese. Esta observacdo explica a auséncia de corpos de oclusdo nuclear durante
infeccdo com recombinantes occ+, uma vez que estes causam ampla mortalidade até 48
h p. i., momento em que ocorre massiva sintese de poliedrina e envio para o nucleo. A
morte celular prematura impede o acimulo de poliedrina, culminando na auséncia de
poliedrina nuclear e dréstica diminuicdo da producdo de OBs recombinantes pela célula
hospedeira, como pbde ser constatado na Tabela 3 em experimento in vivo. Dessa
forma, os recombinantes occ+ construidos ndo puderam ser usados em bioensaio oral;
mas puderam ser usados a titulo de comparacdo em ensaio de viabilidade celular, uma
vez que apresenta promotores ativos em fase tardia e muito tardia.

Durante o estabelecimento e inicio da infec¢do, os recombinantes occ- e occ+
apresentaram caracteristicas tipicas de infeccdo por baculovirus em cultura de célula
como hipertrofia nuclear e perda da morfologia da célula (O’Reilly e Miller, 1991)
(Figuras 23 a 42). Essas mudangas citomorfoldgicas devem-se principalmente a duas
caracteristicas importantes. A primeira caracteristica € que o virus estabelece seu
estroma de infeccdo no nacleo da célula e forca um inchago natural por causa da
restricdo de espaco e alta taxa de replicacéo viral e a segunda deve-se ao fato de que o
citoesqueleto celular sofre uma profunda reorganizacdo estrutural durante a infeccéo
(Volkman, 2007).

Os recombinantes vAc/occ- e VAc/occ+ foram usados como controle
comparativo de infeccdo para recombinantes occ- e occ+ contendo as versdes da
toxina, respectivamente. Optou-se pelo uso destes dois recombinantes como controles
de infeccdo, em detrimento do baculovirus selvagem AcCMNPV a fim de evitar

interferéncia de resultados, ou porque o selvagem apresenta o gene da poliedrina e ndo
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serviria de comparagdo para virus occ- e segundo por ndo apresentar a regido que torna
0 genoma do baculovirus um plasmideo gigante.

Durante andlise de infeccdo por microscopia e ensaio de viabilidade celular,
foram constatadas mudangas citomorfoldgicas claras nas células analisadas, bem como
mudanca na velocidade em que os recombinantes causaram a morte celular. Constatou-
se que 0s recombinantes expressando a toxina madura (vAc-BaTx/occ- e VAc-
BaTx/occ+) apresentaram maior viruléncia para cultura de ambas as linhagens testadas.
Ao analisar os graficos de viabilidade celular, foi notavel que a linhagem BTI-Tn5B,
apesar ter se apresentado mais resistente que IPLB-Sf21-AE, comeca a morrer em
tempos mais precoces da infeccéo (linhas azuis nos graficos A e B das Figuras 43 e 45).
Em tempos mais tardios da infeccdo, foi observada estrutura enrugada remanescente
durante infeccdo em ambas as linhagens, sem membrana citoplasmatica circundante.

Foi anteriormente mostrado que linhagens de células derivadas de S. frugiperda
sdo menos eficientes para producdo de proteinas recombinantes sob o comando do
promotor da poliedrina, durante infeccdo com AcMNPVs geneticamente modificados
comparadas com células derivadas de T. ni (Saarinen et al., 1999; Davis et al., 1993;
Krammer et al., 2010). Ou seja, linhagens derivadas de T. ni provavelmente
apresentaram maior mortalidade em tempos menos tardios de infecgdo (24 h p. i.) por
causa de sua eficiéncia na expressdo de proteinas recombinantes, apesar de
apresentarem maior resisténcia & morte ao comparar curvas em tempos de 48 h p. i.
(Wickham et al., 1992). Induzindo a crer que células derivadas de S. frugiperda séo
mais sensiveis a toxina, porém, menos eficientes para producdo de proteina
recombinante.

O recombinante VAc-Pp-BaTx expressa a pro-toxina em tempos muito tardios de

infeccdo, uma vez que estd sob o comando do promotor da poliedrina. A presenca da
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regido do pro-peptideo (Pp) na toxina recombinante retardou claramente sua acéo
necrética. Alguns trabalhos mostram que esta regido imatura pode influenciar o destino
da proteina (Joliffe et al., 2006), estar envolvida em inativacdo temporal ou funcionar
como uma chaperona intramolecular (Sellman e Tweten, 1997), ajudando a proteina a
tomar a conformacdo nativa (ha controvérsias quanto esta Ultima funcéo, Buczek et al.,
2004). Duas hipdteses podem explicar esse retardamento na acéo toxica do peptideo Pp-
BaTx recombinante produzido: (1) pode existir um atraso na acdo da toxina por causa
da necessidade de processamento da regido do prd-peptideo que é tempo-dependente
ou; (2) a regido do pré-peptideo permanece na toxina, porem diminui sua atividade
citotoxica.

A versdo expressa pelo recombinante vAc-SP-Pp-BaTx/occ-, a pré-pré-toxina,
ndo promulgou aumento significativo de morte celular comparada ao virus controle.
Interessante foi que, mesmo havendo uma proximidade evolutiva entre insetos e
aracnideos, nao é garantido que o peptideo sinal deste Gltimo seja reconhecido e / ou
corretamente processado pela maquinaria do inseto, fato este previamente observado
por van Beek et al. (2003). Assim, quando uma pré-pro-toxina ou uma pro-toxina €
expressa em sistema heter6logo, ndo existe a certeza de que a maquinaria de expressao
promovera correto processamento do peptideo sinal e do pro-peptideo, produzindo uma
toxina madura, uma vez que as enzimas envolvidas nos processamentos podem estar
ausentes ou reconhecer motivos dispares (Lu et al., 1996).

O ‘Committee on Cell Death’ reconhece trés tipos historicos de morte celular
distinguidos por critérios morfoldgicos (Kroemer et al., 2005). Morte celular do tipo I,
ou apoptose é definida por mudancgas caracteristicas na morfologia do ndcleo
(condensacdo e fragmentacdo de cromatina), pequenas mudangas em organelas

citoplasmaticas, diminui¢do do tamanho celular e formacéo de corpos apoptoticos sem
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que haja, contudo, perda da integridade da membrana. Morte celular do tipo I,
autofagia é caracterizada pelo acumulo massivo de vaclolos autofagicos de duas
membranas no citoplasma. A morte celular do tipo Ill, conhecida como necrose, é
definida como uma morte que ndo apresenta sinais de apoptose ou de autofagia. Esta
morte, diferente dos outros dois tipos, é desordenada e ocorre por perda de integridade
de membrana mediante estresse fisico, quimico, bioquimico ou patolégico (Golstein e
Kroemer, 2007). Assim, a morte celular causada pelos recombinantes apresentados
neste trabalho enquadra-se na morte do tipo 111, necrose.

Trés estratégias foram passiveis de comparacdo de expressao em nivel temporal.
Os recombinantes vAc-BaTx/occ-, VAc-SP(egt)-BaTx/occ- e VvAc-SP(bx)-BaTx/occ-
apresentam suas respectivas versdes sob o comando de um promotor de expressdo
muito tardia enquanto que 0s recombinantes occ+ para mesmas versdes sdo expressas
sob 0 comando de um promotor hibrido de expressao tardia e muito tardia.

A presenca da toxina em sua versdo madura (BaTx) durante as fases tardia e
muito tardia da infeccdo promoveu clara mudanca na viabilidade de células da linhagem
BTI-Tn5B1-4 quando comparada com a toxina expressa somente na fase muito tardia
(recombinante occ-) (linhas azuis nos gréaficos A e B da Figura 45). Com 24 h p. i.,
aproximadamente 50 % das celulas estavam mortas durante infeccdo com recombinante
VAc-BaTx/occ+, e somente 20% durante infeccdo com recombinante vAc-BaTx/occ-.
Esta caracteristica ndo foi observada para células de S. frugiperda, devido,
provavelmente a caracteristica de producdo de menos proteinas que a outra linhagem
testada.

Essa variacdo ocorreu também com os outros recombinantes analisados, cujas
versdes da toxina estavam fusionadas a peptideos sinais com alta probabilidade de

reconhecimento pela maquinaria do inseto (van Beek et al., 2003; Murphy et al., 1993).
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Quando células de T. ni e S. frugiperda foram infectadas por recombinantes occ-
portando as versfes fusionadas, ndo houve influéncia dos peptideos sinais na
mortalidade de células. Entretanto, o peptideo sinal da Bombyxina promoveu um
aumento de morte celular mais acentuado que o peptideo sinal do EGT quando ambos
foram fusionados a toxina BaTx e expressos durante a fase tardia e muito tardia da
infeccdo (comparar curvas vermelhas e verdes dos gréficos A e B da figura 45).
Entretanto, o padrdo de mortalidade manteve-se durante infeccdo em células da
linhagem BTI-Tn5B1-4 que em tempos mais precoces da infeccdo apresentaram
diminuicdo da viabilidade celular mais acentuado, comparado com a outra linhagem.

Apesar da morte acentuada, houve um retardo nos niveis de toxicidade para as
células infectadas com os recombinantes expressando a toxina fusionada aos diferentes
peptideos sinais (graficos A e B da Figura 44), quando comparado com o recombinante
contendo a toxina madura, semelhante ao que ocorreu com o recombinante vAc-Pp-
BaTx/occ-. Entretanto, isto ndo aconteceu quando as versdes da toxina foram expressas
na fase tardia e muito tardia de infeccdo. Em tempos tardios de infeccdo, o caos celular
provocado pela infeccdo viral dificulta a insercdo de proteinas na via endocitica; logo, a
expressao da toxina em tempos menos tardios de infeccdo, aumenta a toxicidade para
células de lepidopteros (linhas verdes e vermelhas nos graficos A e B da Figura 45)
quando comparado com recombinantes occ- expressando mesmas versoes.

Além disso, promoveu-se a expressdo da toxina em sistema procaridtico para
producéo de anticorpos policlonais. Objetivava-se analisar a expresséo, citolocalizagédo
e processamento das diferentes versdes da toxina. Entretanto, ndo foi possivel observar
presenca da toxina em extrato de células carregadas em gel de proteina nem tampouco
por imunomarcagdo com anti-soro produzido neste trabalho ou cedido. Este fato pode

ser devido ao efeito citopatico causado pelas diferentes versbes da toxina ou
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instabilidade das formas imaturas, de modo a impedir acimulo da toxina a niveis
detectaveis pela metodologia abordada, uma vez que os peptideos sdo de dificil
deteccdo em gel convencional. Assim, ndo foi possivel averiguar se a toxina sofreu ou
ndo um correto processamento quando presente nas versdes fusionadas a peptideo sinal
ou ao pro-peptideo. Por outro lado, Chejanovsky et al. (1995) avaliaram com base em
aspectos aplicativos e farmacoldgicos da infeccdo, a expressdo, secrecdo e correto
processamento da toxina LghalT fusionada ou ao peptideo sinal da bombyxina ou ao
peptideo sinal da proteina gp67. Ou seja, com base em caracteristicas manifestadas pela
toxina, creditou-se um correto processamento da proteina recombinante. Neste presente
trabalho, foi observado que durante infeccdo viral, a expressdo da toxina BaTx
fusionada aos peptideos sinais derivados de inseto (SP(bx)) e de virus (SP(egt))
promoveu necrose celular precoce. Isto leva a crer que, provavelmente ocorreu um
correto processamento da toxina mediante mudanca fenotipica em infec¢éo celular.

A expressdo heter6loga de aracnotoxinas inseticidas por baculovirus
recombinantes em células de inseto fornece importantes vantagens para ajudar a
entender o0 modo de acdo de peptideos desconhecidos: (1) o ambiente celular é
evolutivamente proximo ao ambiente de origem do peptideo (aracnideos e lepidopteros
fazem parte de um mesmo Filo); (2) é possivel amplificar a acdo da toxina, pois este
sistema dispde de promotores fortes; (3) pode-se verificar o efeito causado na propria
célula que produz a toxina; (4) pode-se promover insercdo da toxina em via endocitica
caso esta tenha como alvo, receptores ou canais presentes na superficie celular; (5)
pode-se purificar toxina secretada direto no meio de cultura para testar sua atividade.

Kourie e Shorthouse (2000) definem peptideos citotdxicos como pequenas
proteinas catidnicas que matam a célula ao interagir com bicamadas lipidicas e alterar

permeabilidade da membrana. Esta acdo ocorre por meio da formacao de novos canais
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ibnicos na membrana da célula e/ou alteracdo do funcionamento de canais pré-
existentes (Villegas e Corzo, 2005) o que geralmente modifica a transducdo de
importantes sinais e interfere na homeostase celular (Mintz et al., 1992; Mintz, 1994;
Sanguinetti et al., 1997; Catterall et al., 2007). Uma ampla variedade de moléculas
formadoras de canais pode ser encontrada em venenos de varios artropodes (Cohen e
Quistad, 1998) e mais especificamente de aranhas (Xu et al., 1989; Yan e Adams, 1998;
Silva et al., 2000).

Peptideos citotoxicos, inclusive derivados de aranhas, variam consideravelmente
quanto a estrutura primaria, entretanto estruturalmente podem estar relacionados. Estas
toxinas formadoras de poros apresentam algumas caracteristicas importantes que as
retne em trés grupos: (1) apresentam residuos de aminoacidos carregados
positivamente, criando moléculas com alfa-hélices anfipéticas (regides hidrofébicas e
hidrofilicas presentes) ou folhas-beta quando na forma ativa; (2) séo ricas em residuos
de cisteina formando de trés a quatro pontes dissulfeto que estabilizam a estrutura
secundaria; ou (3) sdo formadas apenas por folhas-beta (Kourie e Shorthouse, 2000).

Ao analisar a toxina BaTx, foi possivel observar que esta, em sua forma madura,
apresenta aproximadamente 25% de residuos bésicos de lisina (10 residuos de 39).
Além disso, contém trés folhas-beta antiparalelas estabilizadas por trés pontes dissulfeto
(estas duas caracteristicas foram mostradas para Ba2, estendidas para Bal pelos autores
e estendida para BaTx neste presente trabalho — Corzo et al., 2009). Dessa forma, a
toxina se enquadra nas caracteristicas observadas em peptideos citotoxicos, capazes de
formar poros direta ou indiretamente em células.

Cohen e Quistad (1998) testaram 0 extrato cru de varios artropodes contra
diferentes linhagens celulares, entre elas uma linhagem derivada de S. frugiperda

(IPBL-Sf9-AE — esta linhagem tem mesma origem de IPBL-Sf21-AE). Entre os varios
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organismos usados como fontes para venenos, estdo duas aranhas do género
Aphonopelma. Ambas as aranhas apresentaram atividade toxica importante contra
células de S. frugiperda e foram consideradas como produtoras de toxinas citoliticas.

Os géneros Brachypelma e Aphonopelma apresentam relacdo filogenética
proxima. Até 1997, por exemplo, B. albiceps era considerada pertencente ao género
Aphonopelma. Isso significa que talvez a aranha testada (ndo identifica em nivel de
espécie) pelos autores supracitados pode ser da espécie B. albiceps. Mais importante
que isso € que a relacdo filogenética de ambas as aranhas, tornam proximos também seu
arsenal de peptideos, bem como sua atividade. E importante observar que é muito mais
comum observar aranhas que ndo tenham peptideos citoliticos em seu veneno,
sugerindo que moléculas formadoras de poros ajam em conjunto com neurotoxinas e
tenham acgdo de despolarizar membrana em células e tecidos da presa (Villegas e Corzo,
2005).

Siemens et al. (2006) mostraram que o veneno de uma tarantula contém trés
peptideos que atuma como ‘inhibitor cysteine knot’ (ICK). Estas toxinas atuam em
receptores do tipo canais TRP (do inglés ‘transient receptor potential channels’), um
canal excitatério expresso por neur6nios sensoriais nociceptivos em mamiferos. Canais
idnicos tipo-TRP podem ser incluidos como alvos de peptideos toxicos, mostrando que
estes animais, assim como plantas (por exemplo, a pimenta) (Okumura et al., 2010),
afastam predadores atuando em canais ativadores da dor e pro-inflamatérios.

TRPs respondem a diversos estimulos e dessa forma funcionam como
integradores primarios e como mensageiros secundarios de uma variedade de
informacdes sensoriais, mediando interacdo célula-a-célula (Wood, 2003). TRP foram
identificados pela primeira vez em Drosophila (Minke, 2010) e localizados no genoma

de varios outros insetos de outras ordens, inclusive Lepidoptera (B. mori, Tribolium
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castaneum, Apis mellifera, Nasonia vitripennis, e Pediculus humanus) (Matsuura et al.,
2009).

Modalidades sensoriais de insetos sdo comparaveis com as de mamiferos.
Insetos véem, sentem, tocam, escutam, cheiram, provam, além de detectarem
temperatura, umidade, pressdo, gravidade, magnetismo e tremores. Foi mostrado que
algumas dessas modalidades sensoriais séo dependentes de canais tipo-TRP em mosca
da fruta (Walker et al., 2000; Kim et al., 2003; Gong et al., 2004; Tracey et al., 2003;
Rosenzweig et al., 2005). Assim, canais tipo-TRP sdo importantes para a homeostase de
insetos, tornando-os alvos considerdveis para atuacdo da toxina BaTx. Entretanto, se
TRPs sdo canais presentes em membrana citoplasmatica, como explicar a agdo da toxina
quando expressa na forma citoplasmatica, ou seja, sem peptideo sinal secretorio
fusionado?

A maioria dos canais i0nicos tipo-TRP exerce seus efeitos funcionais por sua
localizacdo estratégica na membrana plasmatica, onde eles agem como canais de ions.
Entretanto, estes canais sdo pouco entendidos e podem ser localizados em membranas
intracelulares de reticulo endoplasmatico, endossomos, lisossomos, autofagossomos,
mitocréndria, Golgi, ndcleo e peroxissomos (vastamente abordado em revisdo por Dong
et al., 2010). Canais TRP podem desempenhar um papel em organelas intracelulares
participando em manutencdo/estabelecimento de homeostase de ions vesicular ou
regulando trafico de membrana (Gees et al., 2010).

N&o ha relatos na literatura de uma toxina de aranha capaz de promover morte
celular quando expressa durante infec¢do baculoviral, formando possivelmente poros ao
interagir com algum receptor de inseto. Canais tipo-TRP podem ser fortes candidatos
para atuacdo da toxina BaTx, uma vez que estdo presentes na membrana plasmatica e

em membranas intracelulares. Trabalhos expressando toxinas inseticidas privilegiam
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aspectos in vivo de infecgdo, como dose letal e mudangas no comportamento da larva,
diferentemente do aspecto abordado por este trabalho. E fato que em tempos tardios de
infecgdo, baculovirus causam morte de células por necrose; entretanto, nos
recombinantes aqui construidos constatou-se um adiantamento da morte celular e este

adiantamento foi dependente da versdo expressa e do tipo de promotor testado.
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PERSPECTIVAS

Analisar em nivel transcrcional células infectadas com diferentes recombinantes
contendo versbes da toxina a fim de averiguar a presenca de transcritos em

diferentes tempos pos-infec¢éo.

Citolocalizar toxinas fusionadas ou ndo a peptideos sinais de secrecdo por
microscopia confocal. Além disso, analisar efeitos patologicos em organelas com
corantes especificos por mesma microscopia, mediante infeccdo celular com

diferentes recombinantes.

Averiguar posssivel ativacdo de vias alternativas de morte celular mediada por

caspases.

Promover bioensaios por injecdo intra-hemocélica em larvas de S. frugiperda a fim

de verificar aumento de viruléncia de recombinantes.

Promover purificagdo da toxina BaTx produzida em células de inseto para testes de

toxicicidade in vitro e in vivo.

Analisar a influéncia da presenca da toxina na replicacao e expressdo do virus.

Entender o modo de acdo da toxina BaTx e sua possivel relagdo com receptores ou

canais importantes para estabelecimento de homeostase celular.
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