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Vamos até a montanha onde Deus mora
-comentou um cavaleiro com seu amigo.
- Quero provar que Ele sé sabe pedir, e
nada faz para aliviar nosso fardo.

- Pois vou para demonstrar a minha fé -
disse o outro. Chegaram a noite no alto do
monte e escutaram um Voz na escuridao:
Encham seus cavalos com as pedras do
chao!

- Viu? - disse o primeiro cavaleiro.
- Depois de tanto subir, ele ainda nos faz
carregar com mais peso. Jamais
obedecerei!

O segundo cavaleiro fez o que a Voz dizia.
Quando terminaram de descer o monte, a
aurora chegou e os primeiro raios de sol
iluminaram as pedras que o cavaleiro
piedoso havia trazido: eram diamantes
purissimos.

Diz o mestre: As decisdes de Deus sao
misteriosas; mas estao sempre a nosso
favor.

(Maktub - Paulo Coelho)
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RESUMO

A febre amarela ¢ uma doenga hemorragica causada por um virus pertencente a
familia Flavivirus que ¢ transmitido aos humanos através de picada por mosquitos. O
virus possui RNA fita simples, sentido positivo, com genoma de 10.862 nucleotideos e
uma Unica fase aberta de leitura ou ORF (do inglés: "Open Reading Frame") de cerca de
10.233 nucleotideos. A ORF codifica trés proteinas estruturais (capsideo, pré-M e
envelope) e 7 ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5), sendo que
destas, a proteina do envelope ¢ uma das mais estudadas devido ao seu alto potencial
antigénico O isolamento de partes virais pode ser importante na utilizacdo de antigenos
para o desenvolvimento de novas vacinas e métodos diagnosticos. Na tentativa de isolar
partes virais e expressa-las em separado sdo utilizados diferentes sistemas de expressao
e dentre eles pode ser utilizado o sistema de expressdo baseado em Baculovirus e
células de inseto, que ¢ um dos sistemas de expressao mais popular e eficiente.
Baculovirus sdo virus de DNA circular, dupla fita, que infectam artropodes,
principalmente os insetos. Existem muitas vantagens em se usar o sistema de expressao
baseado em baculovirus e células de inseto, como altos niveis de expressdo e
modificagdes pods-traducionais, que permitem as proteinas recombinantes, serem
montadas corretamente ¢ biologicamente ativas. O gene do envelope do virus da Febre
Amarela foi isolado por técnica de RT-PCR, apresentando um tamanho de
aproximadamente 1.600 pares de base. Em seguida, foi clonado em dois diferentes
plasmideos de transferéncia: pSynXIV VI'X3 e p2100, os quais foram co-transfectados,
em células de inseto, com DNA de baculovirus recombinantes (vSynVI-gal, derivado do
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), para o pSynXIV

VI'X3 e vAgGalA2, derivado do Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus

Xiv



(AgMNPV), para o p2100. Sete dias apos a transfeccdo o sobrenadante da cultura
celular foi coletado e utilizado para purificar o virus recombinante pelo método de
diluicao seriada em placa de 96 pocos. Os virus recombinantes vSynYFE e vAgGalA2
foram, entdo, utilizados para infectar células de Trichopluisa ni em cultura (BTI-
Tn5B1-4) e lagartas de Spodoptera frugiperda (para o vSynYFE) e Anticarsia
gemmatalis (para o VAgYFE). Células de inseto infectadas com o virus vSynYFE
mostraram efeitos citopaticos manifestados pela formacdo de sincicio celular (que ¢
tipico da infeccdo por flavivirus) e a andlise desse extrato celular por SDS-PAGE
detectou a presenca de um polipeptideo de aproximadamente 50 kDa, similar ao
tamanho da proteina do envelope do virus da Febre Amarela. Entretanto, extratos de
tecido adiposo de lagartas infectadas (96 h p. i.) analisadas por SDS-PAGE ¢ western
blot detectaram um polipeptideo por volta de 70 kDa, maior do que o esperado para a

proteina do envelope da Febre Amarela.
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ABSTRACT

Yellow fever is an haemorrhagic disease caused by a virus that belongs to the
genus Flavivirus (Flaviviridae family) and is transmitted by mosquitoes. It is a positive-
sense, single-stranded, enveloped RNA virus, and its genome consists of 10,862
nucleotides coding for a single ORF of 10,233 nucleotides. This ORF encodes three
structural proteins (capsid, pre-M, and envelope) and seven non-structural proteins
(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5). Among the viral proteins, the envelope
protein is the most studied one, due to its high antigenic potencial. Isolated recombinant
viral antigens may be useful in new vaccine and/or diagnosis development. On the
purpose of isolating viral parts and expressing them separately, different heterologous
expression systems may be used and within these, the Baculovirus Expression System
in insect cells is one of the most popular and efficient. Baculoviruses have a circular,
double stranded DNA genome and infect arthropodes, mainly insects. There are many
advantages of using the baculovirus expression system such as high expression levels
and post-translational modifications that allow the expressed proteins to be correctly
folded and biologically active. The Yellow fever envelope gene was isolated by RT-
PCR (1,600 base pairs). This fragment was cloned into two different transfer vectors:
pSynXIV VI'X3 and p2100, that were co-transfected, in insect cells, with DNA from
recombinant baculoviruses vSynVI-gal, derived from Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), for the pSynXIVVI'X3 and vAgGalA2, derived
from Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), for the p2100].
Seven days after transfection, the cell culture supernatant was collected and used to
purify the recombinant virus by the end-point dilution method in 96-well plates. The

recombinant viruses, vSynYFE e vAgGalA2 were used to infect Trichopluisa ni insect
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cells (BTI-Tn5B1-4) and Spodoptera frugiperda larvae (for vSynYFE) and Anticarsia
gemmatalis larvae (for vAgYFE). Insect cells infected with vSynYFE virus showed
cytopathic effects manifested by multinucleated syncytial cells (which is typical of
Flavivirus infection) and analysis of these cells extracts by SDS-PAGE detected the
presence of a polypeptide around 50 kDa, similar to the size of the original Yellow fever
envelope protein. However, fat body extracts of infected larvae (96 h p.i.) analysed by
SDS-PAGE and Western blot detected a polypeptide around 70 kDa, different from the

predicted size of the envelope protein.
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1. INTRODUCAO

1.1. Febre amarela

A febre amarela ¢ uma doenga viral infecciosa, ndo contagiosa e que se
manifesta, em sua forma classica, na forma de uma febre hemorréagica de alta letalidade.
Ela ¢ considerada uma arbovirose (arbo, do inglés “Arthropod Borne Virus”), ou seja, a
transmissdo ¢ feita exclusivamente por picada de um vetor artropode (Chang et alli.,
1995). Muito da distribui¢ao mundial dos casos de febre amarela se deve a densidade e
distribui¢do geografica dos mosquitos vetores. O principal vetor na América do Sul € o
Haemagogus janthinomys e mosquitos pertencentes ao género Sabethes e Aedes, no
continente Africano, mosquitos pertencentes ao género Aedes (Bryant & Barrett, 2003)

(Figura 1).

1.1.1. Transmissao

Sao descritos dois ciclos basicos de transmissao da febre amarela: um urbano,
onde o mosquito Aedes aegypti € o vetor responsavel pela disseminagdo da doenga, e a
transmissdo se dd de pessoa a pessoa pela picada da fémea do mosquito contaminado,
ndo necessitando de hospedeiros amplificadores, pois o proprio homem infectado e em
fase de viremia (periodo no qual o virus pode ser isolado do sangue circulante) atua
como amplificador (Vasconcelos, 2002); e um ciclo silvestre mais complexo, que tem
como vetores mosquitos do género Haemagogus e Sabethes (América) e Aedes (Africa),
na qual a transmissdo envolve macacos como hospedeiros amplificadores da virose e

mosquitos como reservatdrio permanente do virus, pois uma vez infectados
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permanecem assim por toda a vida, o que ndo ocorre com o homem e com 0s macacos,

que uma vez infectados morrem ou curam-se, ficando imunes (Pelczar Jr. et alli, 1996;

Vasconcelos, 2003) (Figura 2).

Figura 1: Imagens dos mosquitos transmissores da febre amarela. A) Foto de um mosquito Sabethes
cyaneus. http://www .sulinet.hu/eletestudomany/archiv/1997/973 1/virulencia/virulencia.html B) Foto de
um mosquito Haemagogus janthinomys. Adaptado de Vasconcelos, 2003. C) Foto de um mosquito dedes

aegypti. http://www.bg-sentinel.com/en/stegomyia.html
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j \
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Silvestre m Urbano — de
L l Amplificagao

—/

Vetor silvestre Aedes aegypti

Figura 2: Esquema mostrando os ciclos selvagem e urbano de transmissdo da febre amarela. Adaptado de

Gubler, 2004.

Diferentes estratégias ja foram utilizadas na tentativa de erradicacdo da febre
amarela, dentre elas a diminuicdo dos indices de infestacio dos mosquitos vetores € a
prevencdo da doenca através de vacinacdo (Gubler, 2004). Entretanto, os sucessivos
métodos de controle dos mosquitos vetores ndo obtiveram sucesso, € a febre amarela
ainda se mantém presente no ciclo silvestre, de forma enzoodtica, ou seja, causando
epidemias silvestres esporadicas (Gomes et alli, 1999). O risco de reurbanizagdo da
febre amarela estd intimamente ligado a globalizagdo, juntamente com um crescimento
urbano ndo ordenado e a ocupacao de areas silvestres. Além disso, uma maior amplitude
na competéncia de mosquitos vetores de transmitirem a doenga, associada a distribui¢ao
da mesma em populagdes primatas ndo humanas, que atuam como amplificadores do
virus, geram uma situacdo que favorece o risco da febre amarela se tornar novamente

um grave problema de satde publica (Tuboi et alli, 2007).
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1.2.  Epidemiologia

A Febre amarela urbana nao ¢ relatada no Brasil desde 1942, quando ocorreu a
ultima epidemia urbana no estado do Acre, isso se deve, em especial, a utilizacdo de
uma vacina eficaz e segura, desenvolvida por Theiler e Smith em 1927 e disponibilizada
para uso desde 1937 (Chang et alli, 1995; Bryant & Barrett, 2003; Weir & Haider,
2004). O uso da vacina assegurou um controle da febre amarela, mantido pela intensa
acdo de vigilancia epidemiologica de diversas organiza¢des nacionais € internacionais.
A febre amarela ¢ uma doenca de notificacdo compulsoria internacional, e a notificagao
dos seus casos, juntamente com os casos de Coélera e Peste, sdo sujeitos ao Regulamento
Sanitario Internacional, o que permite que paises vizinhos possam adotar medidas
preventivas para conter epidemias (Vasconcelos, 2003).

A vacina da febre amarela ¢ produzida com virus vivo atenuado, linhagem
17D, cultivado em ovos embrionados de galinha, sendo que duas subcepas sao
utilizadas em sua producao: 17DD no Brasil e 17D-204 nas demais partes do mundo
(Vasconcelos, 2003; Monath, 2005). Esta vacina apresenta algumas propriedades que a
tornam bastante atraente, como a replicacao viral limitada no hospedeiro, porém, com
significante expansdo e disseminacdao viral, produzindo uma robusta e duradoura
resposta de anticorpos neutralizantes. A vacina tem baixo custo e ¢ aplicada como uma
unica dose (que deve ser reaplicada a cada dez anos), possui metodologia de producao
bem estabelecida e procedimentos de controle de qualidade, incluindo o teste de
neuroviruléncia em macacos (Bonaldo et alli, 2005).

Duas severas complicagdes clinicas devido a vacinagdo contra febre amarela
sdo reconhecidas atualmente: febre amarela associada a doenca neurotropica

(previamente conhecida como encefalite pos-vacina e agora chamada de efeitos
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adversos neurotropicos associados a vacina da febre amarela), que leva a infeccao e
lesdo das células do sistema nervoso; e febre amarela associada a doenca viscerotropica
(também denominada efeitos adversos viscerotropicos associados a vacina), que
consiste em um tropismo do virus pelo figado, rins e coracao, levando a infeccao e lesao
desses tecidos (Monath, 2005). Porém, cabe ressaltar que os casos de complicagdes sao
raros, (Vasconcelos et alli, 2001) mas por se tratar de uma vacina de virus atenuado,
deve-se evitar a vacinacdo de pacientes com imunodeficiéncia, face aos riscos de
reversdo da viruléncia em um hospedeiro com depressdo do sistema imune; gestantes,
considerando o risco de transmissdo para o feto e; pessoas com historico de alergia a
proteina do ovo, devido ao elevado risco de desenvolverem reacdo alérgica do tipo I
(choque anafilatico) (Vasconcelos, 2003).

Os primeiros casos de febre amarela datam de 1648 na Peninsula de Yucatan
no México. Porém, melhor conhecimento sobre a doenga se deve as descobertas de
Walter Reed ¢ a Comissdo de febre amarela, em Cuba, em 1900, quando foi
documentado que a doenca era causada por um agente filtravel transmitido por
mosquito. Desde entdo, diversos programas foram implementados na busca da
erradicacdo da doenga, o que resultou em um grande decréscimo do numero de
epidemias e incidéncia de febre amarela. Entretanto, a doenga re-emergiu em algumas
areas onde os programas de controle ndo foram rigorosos (Gubler, 2004).

O continente Africano ¢ o mais afetado pela febre amarela, sendo responsavel
por cerca de 90% dos casos notificados anualmente a Organizacdo Mundial da Saude e
a América do Sul ¢ responsavel pelos 10% restantes (Vasconcelos, 2003; Weir &
Haider, 2004). Felizmente, o virus nunca emergiu na Asia, onde acredita-se que os
vetores apresentem menor susceptibilidade e capacidade de transmissdo (Monath,

2001). Na América do Sul, o Brasil é responsavel por 25% dos casos reportados, onde a
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doenga ¢ mantida principalmente na regido amazonica, com surtos periddicos ou casos

esporadicos (Gubler, 2004; Vasconcelos et alli, 2004).

1.3. Yellow fever virus

O agente etiologico da febre amarela ¢ o Yellow fever virus pertencente ao
género Flavivirus, e espécie-tipo da familia Flaviviridae (Lee et alli, 2000). A familia
Flaviviridae possui trés géneros principais: Flavivirus, Pestivirus € Hepacivirus (género
ao qual pertence o virus responsavel pela Hepatite C) (Fauquet e alli, 2005). Fazem
parte do grupo dos flavivirus outros virus de importancia médica, como os quatro
sorotipos do virus da Dengue, o virus da Encefalite Japonesa, o virus do Oeste do Nilo,
(também conhecido como West Nile virus - WNV) e o virus que causa a encefalite
transmitida por carrapato (Tick-borne encephalitis virus) (Corver et alli, 2003).

O virus da febre amarela ¢ uma particula esférica (Figura 3), com 50nm de
diametro, apresenta um capsideo icosaédrico contendo uma molécula de RNA fita
simples ndo segmentado, polaridade positiva, com genoma de 10.862 nucleotideos, que
codifica o precursor de uma unica poliproteina (Galler et alli, 1997; Jones et alli, 2003;
Chambers et alli, 2005). Este genoma ¢ organizado em uma Unica fase aberta de leitura
(do inglés: Open Reading Frame - ORF), que contém 10.233 nucleotideos, que codifica
as proteinas estruturais e as proteinas ndo estruturais (Monath, 2001). Essa ORF ¢
flanqueada por duas regides ndo codificantes: a regido 5°, que possui estrutura “cap”
tipo I (m7GpppAmp) e a regido 3°, que ndo possui cauda poli-A (Bredenbeek et alli,

2003; Mutebi et alli, 2004).
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Particula viral

Proteinas do envelope

Capsideo

RNA viral

Figura 3: Particula viral. A) Esquema mostrando estrutura da particula viral de virus pertencentes ao
grupo Flavivirus. Adaptado de Strauss, 2001 B) Micrografia eletrénica mostrando multiplos virions do

virus da febre amarela (aumento de 234.000 X). Adaptado de http://www.answers.com/topic/yellow-fever

A regulagdo génica do virus esta intimamente ligada ao processamento correto
da poliproteina originada da tradugdo (Stocks & Lobigs, 1998). No caso do virus da
febre amarela, o processamento ocorre no limen do reticulo endoplasmadtico rugoso
através de proteases celulares e na face citoplasmatica da mesma organela através de
proteases virais (Wu et alli, 2005). A poliproteina, com 3.411 aminodcidos, ao ser
processada da origem a trés proteinas virais estruturais (Capsideo - C, Membrana - Pré-
M/M , Envelope - E) e a sete proteinas virais ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5) (Vasconcelos, 2003; Wu et alli, 2005) (Figura 4). Em geral, as
proteinas ndo estruturais responsaveis pela replicagdo permanecem nas células
infectadas, j& as proteinas estruturais sdo incorporadas na montagem das particulas

virais maduras (Monath, 2001).
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Estrutura do genoma do virus da febre amarela
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Figura 4: Esquema da estrutura genémica do virus da febre amarela, mostrando os genes estruturais e
ndo estruturais, as regides nao traduzidas 5’UTR e 3’UTR e a formagdo das proteinas estruturais C, prM e
E e das proteinas ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4b e NS5 apds o processamento

proteolitico. Adaptado de McMinn, 1997.

O virus da febre amarela, ao contrario do que acontece com o virus da Dengue,
apresenta um unico sorotipo (Monath, 2001). Entretanto, baseado na analise de
seqliéncia das regides pré-M/M, E e regido nao codante 3’ do genoma, foram
identificados sete gendtipos do virus da febre amarela. Cinco gendtipos sdo africanos e
dois gendtipos sao sul-americanos. No Brasil, o gen6tipo I sul-americano ¢ o mais
prevalente, apresentando apenas alguns casos isolados do genotipo II sul-americano
(von Lindern et alli, 2006).

A particula viral madura ¢ composta por 180 copias da proteina do capsideo,
que envolve o genoma de RNA formando o nucleocapsideo. Este encontra-se
envelopado por uma bicamada lipidica onde estdo ancoradas 180 copias de cada uma
das duas proteinas transmembranas, envelope (E) e membrana (M) (Corver et alli, 2003;

Op de Beeck et alli, 2004). A proteina M ¢ sintetizada como um precursor chamado pré-
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M que, uma vez clivado por uma protease celular (uma furino protease, localizada no
Complexo de Golgi), leva a dissociacao da pré-M da proteina do envelope, promovendo
a reorganizagdo da superficie do virion, permitindo assim, que as projecdes da proteina
do envelope se tornem mais evidentes, o que resulta na aquisicdo da habilidade de
inducdo de fusdo celular, aglutinagdo de eritrocitos e infecg¢do eficiente de células
susceptiveis. A clivagem de pré-M em M ¢ fundamental para a infectividade viral, pois
esta intimamente relacionada a fase de entrada do virus na célula (Keelapang et alli,
2004; Op de Beeck et alli, 2004).

Na particula viral madura, a proteina do envelope governa a ligacdo dos
flavivirus a receptores especificos celulares, que sdo responsaveis pela endocitose
mediada por receptor e direcionamento do virus a um compartimento endossomal.
Mudancgas conformacionais induzidas pelo baixo pH no interior do endossomo
permitem a fusdo do envelope viral com a membrana endossomal, e conseqiiente
liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma celular. Apos a perda do capsideo, o RNA
viral encontra-se livre para replicacdo e traducdo em proteinas (Jones et alli, 2003;
Vlaycheva et alli, 2004). As regides flanqueadoras 3’ e 5’ ndo traduzidas s3o requeridas
para a replicagdo e tradugdo do RNA viral (Corver et alli, 2003). As proteinas nao
estruturais se associam para formar o complexo de replicagdo viral, no qual diversas
funcdes enzimaticas tém sido identificadas, entre elas a fungdo de protease, RNA
polimerase RNA dependente, metiltransferase e helicase (Jones et alli, 2003). Uma vez
formada, a particula viral brota do reticulo endoplasmatico e o virus ¢ levado a

superficie celular através da via de exocitose (Pugachev et alli, 2004) (Figura 5).
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Figura 5: Esquema do ciclo de replicagdo de flavivirus. 1) Entrada do virus por endocitose mediada por
receptor. 2) Fusdo do endossomo a vesicula contendo o virus e diminuigdo do pH, induzindo a fusdo da
membrana viral & membrana do endossomo. 3) Liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma celular. 4)
Descapsidagdo e conseqiiente liberagdo do genoma viral. 5) Tradu¢do do genoma de RNA sentido
positivo em uma poliproteina. 6) Proteina pré-M (prM) e envelope (E) seguem para o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) sendo expressadas em sua membrana. 7) Proteina do capsideo ¢
direcionada para formagdo das subunidades que irdo compor o capsideo. 8) Proteinas ndo estruturais
atuam na replicagdo do RNA viral. 9) Montagem do nucleocapsideo. 10) Aquisi¢do da membrana do RER
contendo a proteina prM e E. 11) Vesicula contendo a particula viral imatura segue do RER para o
Complexo de Golgi. 12) Modificagdes pds-traducionais ocorrem no Complexo de Golgi. 13) Vesicula
contendo a particula viral imatura brota do complexo de Golgi em dire¢do & membrana celular. 14)
Maturagdo da particula viral. 15) Vesicula contendo o virus se funde a membrana celular, liberando o

virus para o exterior da célula. Figura gentilmente cedida por Maria Creuza Barros.
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1.4. Manifestacoes clinicas

O espectro da manifestacao clinica da infeccdo amarilica revela-se amplo e
variavel, abrangendo desde uma doencga febril ndo especifica, que s6 pode ser
diagnosticada por testes viroldgicos, até uma infec¢ao severa, caracterizada por faléncia
do figado e dos rins, choque e hemorragia (Vasconcelos, 2003; Monath, 2005). A
doencga pode apresentar-se de forma leve, moderada e severa (também conhecida como
classica), havendo casos de quadros assintomaticos (Vasconcelos, 2002). O periodo de
incubagdo apds a picada do mosquito infectado ¢ de 3 a 6 dias, podendo chegar a 10
dias (Monath, 2001). Na forma leve e moderada, a sintomatologia ndo ¢ caracteristica e
pode ser confundida com outras doencas infecciosas. Na forma leve apresenta,
geralmente, febricula ou febre moderada de inicio subito, que pode ou nao ser
acompanhada de cefaléia, cansaco, indisposi¢ao passageira e tontura. Nos casos
moderados, ocorre o surgimento abrupto de febre e cefaléia, acompanhados ou nao, de
nauseas com ou sem vOmito, dores musculares ¢ nas articulacdoes. Na forma severa da
doenca, os pacientes apresentam os trés sintomas classicos que caracterizam a faléncia
hepato-renal: hematémese (presenga de sangue no vOmito), ictericia (pigmentacao
amarelada da pele e da esclerdtica, do qual resulta o nome da doenca) e oliglria
(decréscimo na quantidade de urina secretada) ou anuria (débito urinario inferior a
50mL por dia) (Vasconcelos, 2003). Os sintomas aparecem de forma repentina,
inicialmente com febre elevada, calafrios, cefaléia, dores na regido lombar, dores

musculares generalizadas, nauseas, vomitos e tontura (Monath, 2005).
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1.5. Diagnostico

Nao ha dificuldades em se fazer o diagnostico clinico da febre amarela durante
uma epidemia, porém quando ocorrem casos esporadicos em moradores ou viajantes, o
diagnostico se torna mais dificil. Isso devido ao fato de que a clinica da febre amarela ¢
facilmente confundida com outras doencas como hepatite viral fulminante (por
exemplo, a causada pelo virus da hepatite E severa), leptospirose, maléria severa, febre
tifoide, febre do dengue hemorragico, febre do Vale de Rift, febre hemorragica da
Criméia e Congo e virus Ebola. Nesses casos € necessario se fazer um diagnostico
diferencial (Vasconcelos, 2002; Monath, 2005). A febre hemorragica causada pelo virus
Ebola causou panico como a infeccdo emergente mais assustadora dos ultimos anos,
mas cabe ressaltar que a febre amarela ¢ responsavel por mil vezes mais doenga e morte
que o Ebola, visto que o virus ¢ mais severo em suas injurias hepaticas (Monath, 2001).

Para detec¢do do virus da febre amarela, diferentes exames especificos podem
ser realizados utilizando diferentes métodos, entre eles viroldgicos, identificagdo de
antigenos virais € do RNA viral (Vasconcelos, 2003). Os métodos viroldgicos consistem
no isolamento do virus, que s6 pode ser feito durante a fase virémica, uma vez que os
anticorpos neutralizantes produzidos por volta do quinto dia da doenga promovem o
"clearence" viral (eliminagdo do agente viral da circulacao). O isolamento viral pode ser
feito através da inoculacdo da amostra do paciente em cérebro de camundongos recém-
nascidos, inoculagdo intratoracica de mosquitos e, inoculagdo de cultura de células
animais (Vero, BHK-21, SWI13, AP61) e de mosquito (células C6/36 de Aedes
albopictus) (Monath, 2001; Vasconcelos, 2003; Vera, 2004). Os métodos soroldgicos

consistem em detectar anticorpos através de testes laboratoriais que incluem ELISA (do
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inglés: “Enzime linked immunosorbent assay”), imunofluorescéncia, inibicado da
hemaglutinagado e neutralizagao (Monath, 2005).

O diagnostico laboratorial de rotina da febre amarela segue os mesmos
principios dos testes para deteccdo do virus da Dengue. O método de escolha para
isolamento viral € a cultura de células de mosquito C6/36, em especial pelo baixo custo
apresentado pela técnica e alta sensibilidade. Apoés inoculacdo da amostra suspeita,
obtém-se evidéncias de replicagdo viral por volta do quinto ou sétimo dia através da
observacao de efeitos citopaticos na cultura celular, em especial formagao de sincicio
(células gigantes multinucleadas originadas a partir da fusdo de membrana de células
infectadas), efeito citopatico tipico de infecgdes por flavivirus. Apods isolamento, a
amostra viral é identificada através de testes de imunofluorescéncia indireta, usando
anticorpos monoclonais ou, como alternativa, testes de fixagdo de complemento
(Vasconcelos, 2002).

O método soroldgico de escolha na rotina laboratorial de diagnostico de Febre
amarela ¢ o MAC-ELISA anti-IgM, que permite um diagnéstico rapido em uma amostra
sorologica obtida a partir do 5° dia da doenga, periodo esse que coincide com o
aparecimento dos primeiros sintomas e a procura do paciente por ajuda médica. Cabe
lembrar que a vacina anti-amarilica também induz a produgao de IgM e, para que haja
uma diferenciagdo no resultado entre um paciente vacinado e um que estd realmente
infectado pelo virus é necessario observar os antecedentes vacinais e o quadro clinico
do individuo (Vasconcelos, 2003). Por se tratar de um método colorimétrico, ¢
necessario assegurar que os titulos de anticorpos para febre amarela sejam bastante
superiores aos titulos de anticorpos para outros flavivirus, uma vez que existem reagdes
cruzadas no reconhecimento de anticorpos entre virus pertencentes a esse género

(Anténio Chaib, Laboratorio Central de Satide Publica do Distrito Federal - LACEN-
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DF, comunicagdo pessoal). Nao ha tratamento especifico para a febre amarela, deve-se
ministrar medicamentos para minimizar os sintomas da doencga, evitando uso de acido
acetil-salicilico e derivados, pois estes podem agravar os fendmenos hemorragicos
(Monath, 2001; Vasconcelos, 2003).

A detecgao do RNA viral pode ser realizada através da transcricdo do RNA em
um DNA complementar (cDNA), pela agdo de uma enzima transcriptase reversa, € a
amplificacdo deste material por PCR (do inglés: “Polimerase Chain Reaction”), técnica
essa denominada RT-PCR (do inglés “Reverse Transcriptase-Polimerase Chain
Reaction” (Drosten et alli, 2003). Porém, esta técnica apresenta custo elevado, e seu uso
na rotina laboratorial ndo esta estabelecido nem padronizado, mesmo porque sao
limitados os laboratorios que possuem estrutura e profissionais capacitados para

desenvolvé-la (Vasconcelos et alli, 2003).

1.6.  Proteina Envelope

A proteina do envelope € a principal proteina estrutural do virus e acredita-se
que tenha papel importante nas fungdes virais, atuando como um receptor de ligacao a
célula hospedeira; atividade de fusdo de membrana, passo este essencial para a infec¢ao
viral, catalisada pelo pH 4cido no interior do endossomo; € montagem do virion (Chang
et alli., 1995; Ryman et alli, 1997). E também, o antigeno viral dominante presente na
superficie do virus, responsavel pela hemaglutinagdo de eritrocitos em pH baixo,
reatividade com anticorpos neutralizantes e resposta imunoldgica do hospedeiro
(Despres et alli, 1991a; McMinn et alli, 1997). Estudos sugerem que a proteina do

envelope apresenta um importante papel na neuroviruléncia causada pelo virus, idéia

31



que pode ser reforcada pelo fato de que mutagdes nessa proteina podem levar a

alteragdes na viruléncia (Nickells & Chambers, 2003; Charlier et alli, 2004).

1.7. Baculovirus

Os baculovirus sao os principais vetores de expressao utilizados em células de
inseto. Além disso, apresentam outras aplicacdes bastante interessantes: sao
bioinseticidas virais capazes de infectar uma gama de hospedeiros artrépodes, em
especial diferentes ordens de insetos, principalmente Lepidoptera, Diptera e
Himenoptera (Federici, 1986, 1997); apresentam-se como candidatos promissores a
vetores de terapia génica, sendo capazes de promover uma infec¢do em hospedeiros
nao-artropodes sem que haja replicagdo e conseqiiente risco a biosseguranca (Ribeiro &
Crook, 1998; Tani et alli, 2003). Sua utilizacdo como bioinseticida apresenta inimeras
vantagens frente ao uso dos inseticidas quimicos. Sao de facil aplicagdo e disseminacao
no ambiente, especificos em relagdo ao hospedeiro e sua patogenicidade restrita aos

insetos garante um bom nivel de biosseguranca ambiental.

O maior programa de utilizacdo de um virus para o controle biolégico de uma
praga esté estabelecido no Brasil, no controle da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis)
O Dbaculovirus utilizado neste programa ¢ o Anticarsia gemmatalis multiple

nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) (Moscardi, 1999).
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1.8. Classificacao dos baculovirus

O AgMNPV, assim como o baculovirus mais estudado at¢ o momento, o
AcMNPV (Autografa californica multiple nucleopolyhedrovirus) pertencem a familia
Baculoviridae. Essa familia apresenta dois géneros: os Granulovirus, também
denominados de granulosis viruses (virus da granulose - GV) e os
Nucleopolyhedrovirus, também conhecidos como nuclear polyhedrosis virus (virus da
poliedrose nuclear - NPV) (Ribeiro & Crook, 1998; Van Regenmortel, et alli, 2000). O
virus AcCMNPV ¢ o espécie tipo do género e teve seu sequenciamento concluido em
1994 (Aires et alli, 1994), ja o AgMNPV, teve seu sequenciamento recentemente

concluido (Oliveira et alli., 2006).

Tanto os NPV quanto GV sdo constituidos por virus oclusos em uma oclusao
cristalina, de natureza protéica, denominada corpo de oclusdo (OB, do inglés:
“Occlusion Body”) (Murphy et alli, 1995). Nos NPV, os corpos de oclusdao, também
chamados de poliedros, variam de 0,15 a 15 pm em diametro e sao compostos
principalmente por subunidades de uma proteina denominada poliedrina, de massa
molecular por volta de 30.000 Daltons, que corresponde a cerca de 95% do conteudo
protéico do OB (Maruniak, 1986; Bilimoria, 1991). Cada poliedro contém varios
virions, que podem conter apenas um nucleocapsideo (Single nucleopolyhedrovirus —
SNPV) ou varios nucleocapsideos (multiple nucleopolyhedrovirus — MNPV) (Van
Regenmortel, et alli, 2000). Baseado em estudos comparativos de analises filogenéticas
com relagdao ao gene da poliedrina, os NPV podem ser classificados em grupo I ou Il

(Zanotto et alli, 1993).

Os GV apresentam um corpo de oclusdo denominado granulo na forma

ovicilindrica, que possui 0,3 a 0,5 um de didmetro (Crook, 1991), e é composto da
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proteina granulina, que apresenta massa molecular de aproximadamente 30.000 Daltons.
Cada granulo pode ter um ou raramente dois a trés virions. Os GV ainda sdo pouco
estudados, em especial devido a dificuldade de se estabelecer uma linhagem celular
adequada a replicacao viral (Winstanley & Crook, 1993). Poucas linhagens de células
de inseto foram descritas até o momento (Winstanley & Crook, 1993) e esse virus
apresenta uma restrita gama de hospedeiros (Dwyer & Granados, 1988; Funk &
Consigli, 1992), ao contrario dos NPV, que sdo encontrados em mais de 600 espécies
hospedeiras (Federici, 1997) e como cultura de células hospedeiras, diferentes linhagens

de células de inseto podem ser utilizadas (Miller, 1997).

1.9. Estrutura do virion

A origem do termo Baculovirus vem do latim baculum que significa bastdo, e se
refere a forma do capsideo das particulas virais desta familia (O’Reilly et alli, 1992;
Fields et alli, 2001). O genoma do baculovirus ¢ de DNA dupla fita, circular,
"supercoiled", com tamanho que varia de 80 e 200 kb (Arif, 1986). Este genoma ¢
envolto pelo capsideo protéico com forma de bastonete, que apresenta um diametro de
40-50 nm, comprimento de 200-400 nm, constituindo a unidade infectiva do virus
(nucleocapsideo) (O’Reilly et alli, 1992). Os virus oclusos no corpo de oclusdo
constituem apenas um dos fenotipos apresentados pelos baculovirus e estdo presentes na
transmissao do virus de inseto a inseto; o outro fenotipo encontra-se presente na
transmissao do virus de célula a célula e ¢ chamado virus extracelular ou BV (do inglés:
“Budded virus”). O BV e o virus derivado do corpo de oclusdo sdo genotipicamente

idénticos, mas diferem quanto a morfologia ¢ a composi¢do protéica, origem dos
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envelopes virais, modo de penetragao na célula hospedeira e infectividade (Castro et

alli, 1999) (Figura 6).

A
B
Baculovirus
Multiple nucleopolyhedrovirus - MNPV
Budded virus Virus ocluso Corpo de oclusdo
7
Peplémeros

50 nm 5pum
Escala aproximada Escala aproximada

Figura 6: Estrutura dos baculovirus do género Nucleopolyhedrovirus. A) Micrografia eletronica de
transmissdo mostrando multiplas particulas virais envelopadas (virus oclusos) no interior de um poliedro
do virus AcMNPV (Bergmann M. Ribeiro, dados ndo publicados). B) Esquema da organizagao interna do
poliedro, mostrando em vista transversal (1) e longitudinal (2) os diferentes fenotipos caracteristico dos
baculovirus, o budded virus e o virus ocluso (dentro de um corpo de oclusio). Adaptado de

http://en.wikipedia.org/wiki/Baculovirus
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1.10. Modo de infec¢ao in vivo

O virus na forma ocluida, uma vez liberado no ambiente, ¢ fonte de infeccao
para os insetos. A rota natural de infeccdo ¢ a ingestdo destes OB que, uma vez
ingeridos, seguem pelo trato intestinal da lagarta do inseto até o intestino médio, que
apresenta pH bastante alcalino (9,5 a 11,5), onde a matriz protéica do corpo de oclusdo ¢
dissolvida. Uma vez liberadas, essas particulas virais dardo inicio a infeccao
denominada primaria: os virions atravessam a membrana peritrofica e o0s
nucleocapsideos virais se fundem a membrana das microvilosidades das células
colunares epiteliais do intestino médio (Benz, 1986; Horton & Burand, 1993); O DNA
viral segue para o nucleo, onde ¢ replicado e novos nucleocapsideos sdao produzidos.
Essas novas particulas virais sdo transportadas para a regido basolateral das células
colunares do intestino médio e sdo liberadas para infectar células do sistema traqueal ou
se disseminar pela hemolinfa do inseto. Outra via alternativa ¢ o transporte da particula
viral infectante diretamente para as células do sistema traqueal e/ou hemolinfa. Essa
disseminagdo para outros tecidos caracteriza a infec¢ao secundaria e as c€lulas epiteliais
infectadas produzem o fendtipo BV, que ira infectar outras células por endocitose
mediada por receptor e fusdo de membrana mediada pela proteina gp64, sendo essa uma
estratégia de escape da particula viral do endossomo e posterior liberacio do DNA

dentro da célula (Volkman & Hom, 2000).

Apo0s 8 horas do inicio da infec¢ao, o nucleo torna-se hipertrofiado e uma série
de outras modificagdes ocorrem posteriormente, levando a manifestacdo de sintomas
tipicos da infec¢do por baculovirus, como a perda de apetite, acimulo de virus nos
nucleos das células epidermais e adiposas, levando ao clareamento da epiderme, parada

no desenvolvimento larval, diminuicdo de movimentos e a morte do inseto em poucos
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dias. (Federici, 1997; Willians & Faulkner, 1997) Ap6s a morte do inseto, este se torna
um “saco” de poliedros e quando seu tegumento se desintegra e ocorre a liberagao dos
OB no ambiente, possibilitando a disseminagdo da infeccao para outras lagartas através
da ingestao dos OB. A quantidade de OB presente em uma larva no ultimo estagio de
infec¢do, antes da morte, ¢ de até 10'° OB nos NPV e 10" OB nos GV. (Payne, 1986)

(Figura 7).

O virus AcMNPYV foi primeiramente isolado na lagarta Autografa californica, e
¢ espécie tipo do género Nucleopolyhedrovirus, além de ser considerado o principal
modelo de estudo de baculovirus. (Willians & Faulkner, 1997) O AcMNPV foi o
primeiro baculovirus a ser seqiienciado e o seu modelo de replicacdo ¢ caracterizado e
aceito como modelo para outros baculovirus. (Ayres et alli, 1994) Ja o virus AGMNPV
foi isolado em 1972 (Allen & Knell, 1977) e, a partir desse ponto, muitas linhas de
pesquisa foram desenvolvidas para definir suas principais caracteristicas e atividade. E o
tipo viral mais utilizado no Brasil como agente de biocontrole e a caracterizacdo de
genes desse baculovirus permitiu a realizagdo de andlises de filogenia que revelaram
uma semelhanca do AgMNPV com outros baculovirus (Zanotto et alli, 1993). Além
disso, o sequenciamento completo de seu genoma, que foi recentemente concluido,
permitiu que uma analise filogenética mais completa desse genoma com genomas de
outros baculovirus, que revelou sua alta identidade de seqiiéncia com o virus CfDefNPV

(Choristoneura fumiferana DEF nucleopolyhedrovirus) (Oliveira et alli, 2006).
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B) Intestino medio
C) Baculovirus nas celulas de inseta

A) Ingestio de poliedros

D) Saco de poliedros

E) Poliedros no ambiente

Figura 7: Desenho esquematico mostrando o ciclo de infecgdo in vivo de uma larva de lepidoptera
infectada por um baculovirus. Em (A) ocorre a ingestdo de poliedros pela larva do inseto e, apos ingestdo,
estes seguem pelo trato digestivo (B) até chegarem ao intestino médio, onde sdo solubilizados devido ao
alto pH e liberam as particulas virais. Com a passagem pela membrana peritrofica, o virus pode infectar
células colunares (caracterizando a infec¢do primaria) e, em seguida, partir para infectar outros tipos
celulares permitindo a disseminagdo do virus pela hemolinfa (caracterizando a infec¢do secundaria) (C).
A infecgdo se espalha, causando a morte da larva (D) e ela se torna um “saco” de poliedros que, quando

se desintegra, libera os poliedros no ambiente tornando-se fonte de infec¢@o para outras lagartas (E).
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1.11. Modo de infec¢ao in vitro: infeccao de culturas de células de inseto

Na replicagao in vitro, a produgdo de BV comega por volta de 12 a 24 horas pos-
infeccdo (h p. 1.), enquanto a producao de OB, ocorre desde a fase final de infec¢do (a
partir de 18 h p. 1.) até a morte celular por volta de 72 h p. i. Os BV dos NPVse
caracterizam pela presenca de um nucleocapsideo simples, no interior de um envelope
oriundo da membrana plasmatica, que apresenta em sua superficie projecdes
denominadas peplomeros, compostas por glicoproteinas virais, a gp64 para os NPVs do
grupo I e a proteina F para os NPVs do grupo II, que sdo responsaveis por intermediar a

endocitose do virus através de um receptor (O’Reilly et alli, 1992; Lung et alli, 2002).

A expressdo dos genes no decorrer da infecgdo com o baculovirus AcMNPV
pode ser classificada de acordo com o tempo de infec¢do. Inicialmente, o virus se
prepara para posterior replicacdo do genoma e essa fase ¢ chamada de inicial (ou
“early”). A fase em que ocorre a expressdao de genes concomitante com a replicagcdo do
DNA viral ¢ denominada tardia (ou “late’). Além disso, as fases inicial e tardia podem
ser subdivididas em fase inicial imediata (ou “immediately early’), que corresponde a
expressao de genes nas primeiras horas de infec¢do e a fase de expressao muito tardia
(ou “very late”) de genes que sdo expressos a partir de 18 h p. i. Na fase inicial sdo
expressos genes, rapidamente reconhecidos pelo complexo de transcrigdo celular (por
1Ss0 sdo expressos inicialmente), que dardo origem a proteinas que atuam como fatores
de transcricdo e a proteinas necessarias para a replicagdo do DNA viral. A expressao
desses genes ocorre a partir de 30 min p. i. até em torno de 8 h p. i. (Passareli & Miller,
1993; Xu et alli, 1995; Todd et alli, 1996; Gross & Shuman, 1998; Guarino et alli,

1998). Durante esta fase, o virus depende da célula hospedeira para posterior replicagdo
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viral, pois os genes necessarios para esta etapa dependem da RNA polimerase II do

hospedeiro para sua expressao (Lu & Miller, 1997).

ApoOs o inicio da replicagio do DNA wviral, inicia-se a fase tardia, que
compreende a producdo de proteinas essenciais para a montagem das particulas virais
extracelulares (BV). Essa fase dura até aproximadamente 24 h p. i. e ¢ nela que ocorre
interrupgdo da produgdo de proteinas celulares e grande producdo de BV. (Lu & Miller,
1997) Os genes tardios também estdo relacionados com o processo de oclusdo e com
uma producdo exacerbada da poliedrina, presente na composi¢io do OB.
Aproximadamente 72 h p. i. ocorre lise celular, indicando o estdgio maximo da fase

tardia (Jarvis et alli, 1996; Thiem et alli, 1996; Lu & Miller, 1997).

O sistema de expressao baculovirus tem como fundamento, a inser¢do de genes
heterdlogos no genoma do baculovirus sob o comando de um promotor forte, que
geralmente ¢ o promotor da poliedrina. Essas propriedades fazem com que os
baculovirus, atualmente, sejam abundantemente utilizados como vetores de expressao

em células de inseto (O’Reilly et alli, 1992).

1.12.  Baculovirus como sistema de expressao

Os baculovirus apresentam caracteristicas que os tornam vantajosos como
vetores de expressdo, tais como: producao de proteinas heterélogas em quantidades
elevadas permitindo a obten¢do, normalmente, de 10 a 100 mg por litro de cultura
chegando até a um grama da proteina de interesse por litro de cultura; facilidade de
manipulagdo em relagdo aos demais tipos de vetores de expressao (Castro et alli, 1999),

sendo essa caracteristica bastante interessante, pois torna o sistema acessivel e popular
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(Kost et alli, 2005); capacidade de inser¢ao de genes de tamanhos grandes (fato esse
favorecido pela organizacao do capsideo que permite acolher grandes DNA gendmicos)
(O’Reilly et alli, 1992). Além do mais, apresenta modificacdes pos-traducionais
semelhantes as que ocorrem em células de mamiferos, permitindo a produgdo de
proteinas biologicamente ativas. (Castro et alli, 1999)

Desde a introdugdo dos genes da [-galactosidase (Pennock et alli, 1984) e do
B-interferon (Smith et alli, 1983) em células de Spodoptera frugiperda, empregando-se
baculovirus, uma gama de proteinas ja foi expressada em células de inseto. Esse sistema
de expressao pode ser utilizado com diferentes objetivos, que variam desde avaliar as
caracteristicas funcionais até avaliar as caracteristicas estruturais de proteinas
heterdlogas, e seu uso para expressar proteinas de flavivirus tem sido bastante estudado.
Marx et alli, (2001), expressou a proteina E truncada do virus da encefalite transmitida
por carrapato (“tick-borne encephalitis” - TBE) utilizando baculovirus com a finalidade
de produzir de forma mais rapida e pratica antigenos virais recombinantes, que serao
utilizados em diagnostico. Baurmet et alli, (1998), demonstrou que é possivel expressar
proteinas estruturais do virus da hepatite C, permitindo a montagem da particula viral,
utilizando o sistema baculovirus, o que representa uma potencial descoberta para o
desenvolvimento de uma vacina. Bielefeldt-Ohmann et alli, (1997), expressou uma
molécula hibrida com duas partes truncadas do envelope dos sorotipos 2 ¢ 3 de dengue
utilizando o sistema baculovirus para avaliar uma resposta imune efetiva, o que seria de
grande interesse na confeccdo de uma possivel vacina. Despres et alli, (1991b)
caracterizou as proteinas E e NS1 do virus da febre amarela através da expressdo em
células Vero e em células de Spodoptera frugiperda, demonstrando que as proteinas
recombinantes apresentam-se bastante similares mas ndo idénticas aquelas produzidas

durante a infecg¢do pelo virus auténtico. Despres et alli, (1991a) avaliou a imunidade

41



protetora contra o virus da febre amarela em camundongos, através de imunizacao
utilizando baculovirus recombinantes com os genes E e NS1. Shiu et alli, (1991),
demonstrou que a proteina E da febre amarela expressada por um baculovirus

recombinante ¢ antigenicamente indistinguivel da proteina viral original.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho visou a expressao da proteina do envelope do virus da febre amarela
em células de inseto utilizando Baculovirus como vetor de expressao. Objetivando a
futura utilizacdo da proteina recombinante para fins de diagndstico ou mesmo a

producdo de vacinas utilizando partes virais.

2.1. ESTRATEGIAS

As estratégias baseiam-se na clonagem do gene do envelope em diferentes vetores,
seguida da constru¢do de dois baculovirus recombinantes vSynYFE e vAgYFE e
posterior analise da expressao do gene do envelope em células de inseto infectadas com
os virus recombinantes, bem como a avaliagdo da expressdo das proteinas

recombinantes por SDS-PAGE e imuno-detecgao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao do gene do Envelope

RNA total de células de cérebro de camundongo infectadas com o virus da
Febre Amarela isolado de um paciente infectado (cedidas pelo Instituto Evandro Chagas
fornecidas gentilmente por Antonio Chaib do Laboratorio Central de Saude Publica do
Distrito Federal - LACEN-DF) foi extraido, liofilizado e ressuspendido em ImL de
adgua “mili-Q” "depada", ou seja, que sofreu tratamento com dietilpirocarbonato
(DEPC), o que torna a agua livre de RNAses. O método utilizado para a extracdo foi o
do Trizol, seguindo recomendagdes do fabricante (Gibco-BRL), e uma vez obtido o
RNA, procedeu-se a realizagdo de uma RT-PCR. Para a confeccdo do cDNA (fita de
DNA complementar) utilizou-se o Kit M-MLV-RT (Invitrogen) de acordo as instrugdes
do fabricante e o oligonucleotideo YFE2460R (Figura 8) confeccionado pela Invitrogen.
(Tabela 1).

O cDNA obtido foi utilizado como molde para uma rea¢do de PCR. Foram
utilizados 5 pLL do tampao de reagdo 10 X da enzima 7ag DNA polimerase (Invitrogen),
1 pL da mistura dos quatro dNTPs (de uma solu¢do estoque 10 mM), 1 pL do
oligonucleotideo YFE2460R (de um estoque de 10 puM) utilizado para confec¢do do
cDNA, 1 pL do oligonucleotideo (de um estoque de 10 uM) YFE878F (Figura 8)
sintetizado pela Invitrogen (Tabela 1), 5 pL. do ¢cDNA diluido 2:3, 5U (unidades) da
enzima Taqg DNA polimerase (Invitrogen) e dgua “milli-Q” para um volume final de 50
uL. Foi utilizado o seguinte programa: 94°C/5 min, 35 ciclos de 94°C/1 min, 50°C/2

min, 72°C/3 min e 72°C/10 min para o término da extensao.
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Oligo YFE878F

»

1 gTgACAGATCTGACCATTGCCTACCTTGTGGGAAGCAAC

acgcaacgagtcgtgattgccctactggtcttggctgttggt
T Q RV V I A L L V L AV G

ccggcctactcagctcactgcattggaattactgacagggatttc
P AY S AHC1 G 1 T DR D F

attgagggggtgcatggaggaacttgggtttcagctaccctggag
Il E GV HGGTWV S A T L E

caagacaagtgtgtcactgttatggcccctgacaagccttcattg
Q bK CVTVMAUPDK P S L

gacatctcactagagacagtagccattgatagacctgctgaggcg
D1 S L E TV A1 DR P A E A

aggaaagtgtgttacaatgcagttctcactcatgtgaagattaat
R K v C Y NAVLTMHV K I N

gacaagtgccccagcactggagaggcccacctagctgaagagaac
D K CP STGEA AMHTLAEEN

gaaggggacaatgcgtgcaagcgcacttattctgatagaggctgg
E GDNACIKRTY S DR G W

ggcaatggctgtggcctatttgggaaagggagcattgtggcatgce
G NG CGLUFGKG S 1 V AC

gccaaattcacttgtgccaaatccatgagtttgtttgaggttgat
AK FTCAIKSMMS L F E V D

cagaccaaaattcagtatgtcatcagagcacaattgcatgtaggg
Q TK 1T QVYVI1IRATQ QTLTHVG

gccaagcaggaaaattggaataccagcattaagactctcaagttt
A K Q ENWNTS 1T K TUL K F

gatgccctgtcaggctcccaggaagtcgagttcattgggtatgga
DAL S G S QEV EF 1 GY G

aaagctacactggaatgccaggtgcaaactgcggtggactttggt
K A TLETG CU QVI QT AVTDF G

aacagttacatagctgagatggaaacagagagctggatagtggac
NS Y I A EMETE S W 1 V D

agacagtgggcccaggacttgaccctgccatggcagagtggaagt
R QWAQODTULTTLTPWO QS SG S

ggcggggtgtggagagagatgcatcatcttgtcgaatttgaacct
G G VWIREMMHUHILV E F E P

ccgcatgccgccactatcagagtactggccctgggaaaccaggaa
P HAATI1 RV L AL G N Q E

ggctccttgaaaacagctcttactggcgcaatgagggttacaaag
G S L K TALTS GAMMRYV TK
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895 gacacaaatgacaacaacctttacaaactacatggtggacatgtt
D T NDNNWLY KL HG G H V

940 tcttgcagagtgaaattgtcagctttgacactcaaggggacatcc
Ss C RV KL S AL TL K G T S

985 tacaaaatatgcactgacaaaatgttttttgtcaagaacccaact
Yy K 1 ¢ T b K M F F V KNP T

1030 gacactggccatggcactgttgtgatgcaggtgaaagtgccaaaa
D T GHGTV V MQV KV P K

1075 ggagccccctgcaggattccagtgatagtagctgatgatcttaca
G APCRI1 PV I V ADTUDILT

1120 gcggcaatcaataaaggcattttggttacagttaaccccatcgcec
A°A 1l N K G 1 L V TV NP 1 A

1165 tcaaccaatgatgatgaagtgctgattgaggtgaacccacctttt
S T NDDEV L I EV NP P F

1210 ggagacagctacattatcgttggaagaggagattcacgtctcact
G bDSsSY 1 1 V 6GRGD SR LT

1255 taccagtggcacaaagagggaagctcaataggaaagttgttcact
Y Q W H K E G S S 1 G K L F T

1300 cagaccatgaaaggcgtggaacgcctggccgtcatgggagacgtc
Q T M K 6V ERLAVMGTDV

1345 gcctgggatttcagctccgectggagggttcttcactteggttggg
AAWDF S S AGGFF T S V G

1390 aaaggaattcatacggtgtttggctctgcctttcaggggctattt
K 6 I H TV FGSAFQG L F

1435 ggcggcttgaactggataacaaaggtcatcatgggggcggtactt
G GLNWIT TIKV I MGA AV L

1480 atatgggttggcatcaacacaagaaacatgacaatgtccatgagc
Il wv 6GI NTRNMTMS M S

4—

1525 atgatcttggtaggagtgatcatgatgtttttgtctctaggagtt
M 1 LV GV I MM FL S L GV

1570 ggggcggatTaaggagATctg 1589
G A D *

<
<

Oligo YFE2460R

Figura 8: Seqiiéncia génica da regido do gene do envelope do virus da febre amarela isolado da cepa 17D
utilizada na vacina da Febre Amarela. Bases realcadas em azul: Gene do envelope. A partir dessa
seqiiencia foram desenhados os oligonucleotideos YFE878F e YFE2460R (bases realgadas em
vermelho). Os nucleotideos em negrito representam as modificagdes nos oligonucleotideos para
introdugd@o do sitio de restricdo Bg/ II, e os nucleotideos sublinhados representam o sitio de terminagéo

Taa.
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Tabela 1: Lista dos oligonucleotideos utilizados no trabalho

Oligonucleotideo

Sequéncia (5"—>3")

Utilizag&o/Localizacio

YFE878F

GTGACAGATCTGACCATTGCC

PCR; localizado a

96 nucleotideos do

comeco do gene do
envelope.

YFE2460R

CAGATCTCCTTAATCCGCCCCAACTCC

RT-PCR e PCR;
posicionado a +15
nucleotideos do
final do gene do
envelope.

polIR

CAACGCACAGAATCTAG

PCR; Posicionado a

56 nucleotideos do

sitio de terminacao
do gene da

poliedrina do virus
AcMNPV.

orf 603

ACAGCCATTGTAATGAGACG

PCR; Posicionado de
+8 a-11 bases do
inicio da orf 603 do
virus ACMNPV.

O resultado da PCR foi analisado através de eletroforese em gel de agarose

0,8% segundo protocolo descrito em Sambrook et alli, (1989). A banda com o tamanho

correspondente ao gene do envelope (1.600 pb) foi extraida do gel, eluida e purificada

utilizando-se o Kit Sephaglas (Sephaglas™ Bandprep Kit, Amersham), de acordo com

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

sequenciamento

Com o fragmento purificado de env foi realizada reagdo de ligacdo com o
plasmideo pGEM-T Easy (Kit pPGEM®-T Easy Vector Systems, Promega) (Figura 9) de
acordo com as instru¢des do fabricante. A ligacdo foi utilizada para transformacdo em
células competentes Escherichia coli DH5a (Invitrogen) utilizando o método de choque
térmico, de acordo com protocolo de transformagao bacteriana, descrito em Sambrook
et alli, (1989). A bactéria contendo o plasmideo de interesse, denominado pGEMYFE,
foi cultivada em meio L-Broth (triptona 10g/L; extrato de levedura 5g/L; NaCl 5g/L) ¢ o
DNA plasmidial foi extraido segundo protocolo de lise alcalina em pequena escala, de
acordo com Sambrook et alli, (1989).

A confirmacdo da clonagem pode ser feita através de selegdo em meio com
antibiotico (uma vez que o pGEM-T Easy possui o gene que confere resisténcia a
ampicilina e somente as bactérias transformadas crescem em meio com ampicilina),
digestdo utilizando as enzimas de restricdo Eco RI com o objetivo de liberar o
fragmento de interesse e, através de sequenciamento, utilizando seqilienciador
automatico MEGA BACE 1000 da Amersham Bioscience pertencente ao Laboratorio
de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia (UnB). O resultado do
sequenciamento foi analisado através da pesquisa de similaridades de seqiiéncias
depositadas em um banco de dados, utilizando o Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) disponivel gratuitamente no sitio da Internet www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Xmn | 2009

174 1
Sca | 1890 12707/ [Apar | 14
. Aatll | 20
f1 ori Sphl | 26
BstZ 1| 31
Ncol | 37
Amp! BstZ || 43
pGEM®-T Easy lacZ J Ngoaé ||| 38
Vector I EcoRT| 52
(3015bp)
Spel 64
EcoR | 70
Not 77
BstZ| | 77
Pst | 88
ori Sall a0
Ndel | 97
Sac | 109
BstX1 | 118
Nsi | 12?
41
T sps

Figura 9: Plasmideo pGEM-T Easy (Promega). Sitio de multiclonagem mostrado a direita; em rosa o
sitio de restrigdo Eco RI, que foi usado para confirmagdo da inser¢do do gene de interesse. Adaptado de

Technical Manual pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems da Promega

Com o objetivo de obter grande quantidade do plasmideo pGEMYFE, as
bactérias transformadas foram cultivadas em larga escala, através da inoculagcao em 500
mL de meio L-Broth (previamente descrito no item 3.2) contendo ampicilina (100
pg/mL) e incubagao a 37°C com agitagao por 16h. Apos esse periodo, as células foram
centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min em centrifuga J2-MI, rotor JA 14, Beckman. Em
seguida, as células concentradas (pellet) foram ressuspendidas em 5 mL de solugdo I,
também chamado tampdo de Lise (50 mM glicose; 25 mM Tris-HCI pH 8.0; 10 mM
EDTA). Foram adicionados 10 mL da solug¢do II (SDS alcalino composto por 0.2 N
NaOH; 1% SDS) e o sistema incubado por 10 min a temperatura ambiente. Foram
entdo, adicionado 7,5 mL da solugdo III (acetato de potassio 3 M pH 4.8) e o sistema
incubado 10 min no gelo. Posteriormente, o material foi centrifugado (centrifuga J2-MI,
rotor JA 14, Beckman) a 5.000 rpm, por 15 min. O sobrenadante foi cuidadosamente

filtrado com pano fralda e foram adicionados 13 mL (correspondente a 0,6 X o volume)
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de isopropanol. Em seguida, foi feita nova centrifugacdo a 5.000 rpm, por 15 min
(centrifuga J2-MI, rotor JA 14, Beckman). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado com 10 mL de etanol 70% gelado. A amostra foi centrifugada a 5.000 rpm, por 5
min (centrifuga J2-MI, rotor JA 14, Beckman), o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi seco a temperatura ambiente. O material foi entdo, ressuspendido em 1 mL de agua
“milli-Q”. Foi feita uma purificagdo por polietilenoglicol de acordo com protocolo
descrito em Sambrook et alli, (1989).

Foi realizada uma reagdo de digestdo com o DNA purificado do plasmideo
pGEMYFE, a enzima de restricdo utilizada foi a Eco RI (Promega), sitio presente no
plasmideo flanqueando o inserto, o protocolo seguido foi o do fabricante. A digestao foi
avaliada em eletroforese em gel de agarose 0,8%. A banda de aproximadamente 1.600
pb referente ao gene do envelope foi extraida do gel, eluida e purificadas utilizando-se o
Kit Sephaglas (Sephaglas™ Bandprep Kit Amersham), de acordo com as indica¢des do

fabricante.

3.3.  Construgdo do vetor pSynYFE

Para a construcdo do vetor pSynYFE, o inserto purificado extraido do
plasmideo pGEMYFE foi ligado ao plasmideo pSynXIV VI'X3 (Figura 10) sob o
comando de dois promotores em tandem, pX/V (que ¢ uma seqiiéncia modificada do
promotor da poliedrina) e pSyn. (Wang et alli, 1991) Este plasmideo havia sido
previamente digerido com Eco RI (Promega, seguiu-se protocolo do fabricante) e
desfosforilado por reagdo utilizando a enzima CIAP - Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase (Promega) seguindo as recomendagdes do fabricante. Para a liga¢do foi

utilizada enzima de ligacdo T4 DNA ligase (Promega) segundo protocolo do fabricante.
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Foi feita transformacdo e os clones foram selecionados pela resisténcia a ampicilina
(pSynXIV VI'X3 também possui gene que confere resisténcia a este antibiotico) e
posterior extragdo de plasmideos em larga escala, previamente descrito no item 3.2.
Para confirmar a presenga do gene do envelope da febre amarela no plasmideo, foi
realizada uma restricdo com a enzima de restricao Eco RI (Promega), pois este sitio esta
presente no plasmideo flanqueando o inserto. Protocolo seguido de acordo com as
indicagdes do fabricante. O perfil de restricao foi avaliado em eletroforese em gel de

agarose 0,8%.

A
Polylinker
784 - 820
EcoRV 925
| Espl 1196
Nael 536 Ppg{\pﬂ;ﬁg&
Asull 1676
Miul 152 = Kpnl 1739
polyhedrin SnaBl 1919
Ndel 5634 BspGl 2089
pSynXIV VI+
5847 bp
Agel 2767
pucs
AlwNI| 3986
B
-10 +1 -93

| | Pstl Sall poly A

ATAAAAAAACCTATAAATAgatcatcgaattctcgagctgcagatctgtcgacccgggaataaagagctccaATC
Xho | Bgl Il Small Sac |

Figura 10: Plasmideo pSynXIV VI'X3. A) Mapa do plasmideo pSynXIV VI'X3, mostrando sitio
multiplo de clonagem ("polylinker"), promotores (Ppolh, pSyn e pXIV) e gene da poliedrina (polyhedrin).
B) Esquema mostrando seqiiéncia e sitios de restricdo presentes no "polylinker". Em azul, sitio de

restricdo Eco RI escolhido para clonagem do gene env. Adaptado de O’Reilly et alli, (1992).
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A correta dire¢do da inser¢ao do gene no plasmideo € necessaria para posterior
expressao da proteina. Assim, para confirmar a dire¢do do inserto clonado foram feitas
duas reacdes de PCR. Em uma das reacdes foram utilizados os oligonucleotideos polR e
YFE2460R (ambos descritos na tabela 1) e na outra reacdo foram utilizados os
oligonucleotideos YFE878F e o orf603 (também descritos na tabela 1). O protocolo da
reacdo ¢ o programa utilizados foram previamente descritos no item 3.1. com algumas
alteracdes: os oligonucleotideos (anteriormente descritos) € o molde, que neste caso
foram 2 pL (50 ng) do DNA plasmidial em larga escala do pSynYFE diluido 1:10. O

resultado das PCR foi avaliado em gel de agarose 0,8%.

3.4. Construcgao do vetor p2100XIVYFE

O DNA purificado do pSynYFE foi utilizado para uma restrigdo com as
enzimas de restricdo Eco RV e Sac I, com o objetivo de retirar o cassete contendo o
gene do envelope e o promotor pX/V. Para a reagdo foram utilizados 20 uL. do DNA (5
ug) purificado, 6 pL. do tampao 10 X One for All (Pharmacia), 10 U de Eco RV
(Pharmacia), 10U de Sac I (Pharmacia) e agua “milli-Q” para um volume final de 30
uL. A amostra foi incubada a 37°C por 3 h. O perfil de restricao foi avaliada em gel de
agarose 0,8%. Para obtengdo de terminagdes abruptas do fragmento digerido, uma
reacdo de Klenow (Promega) foi conduzida com o resto da digestdao, de acordo com as
indicacdes do fabricante. Os fragmentos da digestdo foram separados por eletroforese
em gel de agarose 0,8%, o fragmento de 1.700 pb referente ao tamanho do cassete foi
extraida, eluida e purificada utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification

Kit (Amersham) seguindo as recomendagdes do fabricante.
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O plasmideo p2100 (Hallwass et alli, 2005) (Figura 11), foi digerido com a
enzima de restricdio FEco RV (Promega), segundo instru¢cdes do fabricante e
posteriormente foi realizada desfosforilagdo através de reagdo utilizando a enzima CIAP
- Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (Promega) seguindo as recomendagdes do
fabricante. Foi feita uma reacdo de ligacdo do cassete purificado com o plasmideo
p2100 desfosforilado utilizando a enzima de ligagdo T4 DNA ligase (Promega) segundo
protocolo do fabricante. O plasmideo p2100 possui gene de resisténcia a ampicilina,
dessa forma, a transformagdo e a selecdo dos clones positivos foram realizadas da
mesma maneira como foi descrito no item 3.2., assim como a extragdo de plasmideos

em larga escala.

™ Eco RV

Figura 11: Plasmideo p2100. Mapa do plasmideo p2100, mostrando poliedrina, promotor da poliedrina
(Ppolh) e os sitios de restrigdo Eco RV, Pst 1 e Sph 1. Em verde, sitio de restri¢do Eco RV escolhido para

clonagem do cassete (oriundo do plasmideo pSynYFE) contendo o gene do envelope e o promotor pX7V.

A confirmagdo da presenca do gene do envelope foi realizada através de uma
reacdo de digestdo do DNA plasmidial purificado (agora denominado p2100XIVYFE)
com a enzima de restricdo Bgl/ II, segundo protocolo do fabricante (Promega). Para

confirmar a presenga e¢ a dire¢do do cassete foi realizada uma restricio do
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p2100XVIYFE com a enzima de restri¢ao Ps¢ I (Promega) de acordo com as instrugdes
do fabricante. As restrigdes foram avaliadas através de eletroforese em gel de agarose

0,8%.

3.5.  Constru¢do dos baculovirus recombinantes vSynYFE e vAgYFE

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

27°C por 7 dias.
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A co-transfeccdo permite que, no interior das células de inseto, ocorra
recombinacdo homologa entre regides flanqueadoras do gene de interesse, no vetor de
transferéncia, e as regides homologas no genoma do virus vSynVI-gal, que flanqueiam
o gene da [-galactosidase ¢ o genoma circular. Desta forma, ap6s a recombinagao
homoéloga, somente o virus recombinante estara na forma circular e infectiva,
facilitando a purificacdo do recombinante. O virus vSynVI-gal ndo possui o gene da
poliedrina (polh), o que ndo permite a formagdo de poliedros durante a infeccao.
Quando ocorre a recombinagdo homologa entre o DNA plasmidial e o DNA viral o
virus passa a apresentar o gene polh, permitindo entdo que o virus recombinante
produza poliedros. Para isolar o virus recombinante vSynYFE, foi feita purificacdo viral
pelo método de dilui¢do em placa de 96 pogos (protocolo descrito em O’Reilly et alli,
1992), utilizando o sobrenadante das células transfectadas (apos sete dias da co-
transfec¢do). Apds esse periodo, pode ser visualizada, através de microscopia Optica, a
formacgao de poliedros e sincicios, caracteristicas essenciais que confirmam a presenca
desse virus recombinante.

Para a constru¢do do virus recombinante VAgYFE, realizou-se também co-
transfec¢do com o plasmideo p2100XVIYFE e o virus vAgGalA2. O protocolo seguido
foi 0 mesmo previamente descrito neste item, alterando-se o tipo celular, que no caso foi
UFL-AG-286 (Sieburth & Maruniak, 1988). O isolamento do virus recombinante
vAgYFE foi feito através de purificacdo pelo método de diluicdo em placa de 96 pogos,
de acordo com protocolo descrito em O’Reilly et alli, (1992). Dentro das células de
inseto, ocorreu recombinagdo homologa entre regides flanqueadoras do gene de
interesse, no vetor de transferéncia, e as regides homologas no genoma do virus

vAgGalA2, que possui o gene /ac-Z no lugar do gene polh. Sete dias pds-infeccao foi
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detectada a presenga de poliedros, visualizados por microscopia dptica, caracterizando a
presenca desse virus recombinante.

Células BTI-Tn5B1-4 (1x10° células/placa de 35 mm) foram infectadas com
os virus recombinantes purificados vSynYFE e vAgYFE para realizacdo da extracao de
DNA viral em pequena escala, segundo protocolo descrito em O’Reilly et alli, (1992).
O DNA viral purificado foi usado para uma reacdo de PCR com o objetivo de
comprovar a presenca do gene do envelope no virus recombinante. Como controle
positivo foram realizadas PCR com DNA dos plasmideos pSynYFE e p2100XVIYFE e
como controle negativo o DNA foi substituido por agua “milli-Q”. Para as reacdes de
PCR foi utilizado 1 pL. do DNA viral (20 ng) e os demais reagentes usados da mesma
forma como descrito no item 3.1., assim como o programa, que também foi o mesmo.

Os resultados das PCRs foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.6.  Andlise da expressdao da proteina Env através de SDS-PAGE e

Imuno-marcagao

Para a avaliacdo da expressdo da proteina Env, células de inseto foram
infectadas pelos baculovirus recombinantes vSynYFE. A andlise da expressdo da
proteina Env pelos baculovirus recombinantes VSYNYFE e vAgYFE foi feita pela
avaliacdo de extrato de tecido adiposo lagartas infectadas.

Células BTI-Tn5B1-4 (1x10° células/placa de 35 mm) infectadas (72 h p. i.)
com o 10 pfu/células do virus vSynYFE foram centrifugadas (centrifuga J2-MI, rotor
JA 14, Beckman) a 4000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi armazenado como estoque
e o pellet (sedimento de células) foi ressuspendido em 100 pL de tampao de fosfato

salino - PBS (136 mM NaCl, 1,4 mM KH,POy, 2,6 mM KCl, 8 mM Na2HPO,4.2H,0,
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pH 7.4). Como controle, foram utilizadas células BTI-Tn5B1-4 infectadas com os virus
vSynCAT (baculovirus contendo gene catepsina-L, Welzel, 2006), vSynNS1 (virus
contendo o gene ns/ do virus da Febre Amarela, Ramos et alli.(2002), os virus
selvagens vSynVI-gal, AcCMNPV, AgMNPV, e células nao infectadas (células BTI-
Tn5B1-4 "mock" infectadas).

Lagartas de Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis (Figura 12) no
terceiro e quarto instar, utilizadas para obtencdo de extrato de tecido adiposo, foram
gentilmente cedidas pela Dra. Rose Gomes Monnerat ¢ Dra. Maria Elita Batista de
Castro (EMBRAPA Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia). As lagartas foram, entdo,
inoculadas com aproximadamente 10-15 pL do estoque de BV (aproximadamente 10°
pfu/mL) utilizando-se uma micro-seringa de 1 mL, e alimentadas com dieta
artificial.(62,5 g de feijao, 31,2 g de levedo de cerveja, 50 g de germe de trigo, 35 g de

agar, 50 g de proteina de soja, 75 g de leite em pd, 3 g de 4cido ascorbico, 1,5 g de acido

sorbico, 2,5 g de nipagin, 3 mL de formol 40%, 5 mL de solugdo vitaminica)

Figura 12: Fotos mostrando lagartas utilizadas neste trabalho. A) Lagarta de Spodoptera frugiperda
Adaptado de http:/insects.tamu.edu/extension/youth/bug/bugl02.html B) Lagarta de Anticarsia
gemmatalis. Adaptado de http://www.viarural.com.ar/viarural.com.ar/agricultura/aa-insectos/anticarsia-

gemmatalis-01.htm
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Para extracdo do tecido adiposo, lagartas de S. frugiperda inoculadas com
vSynYFE e vSynYFNSI, A. gemmatalis inoculadas com vAgYFE e, como controle, 4.
gemmatalis inoculadas com o virus selvagem vAgGalA2 e nao inoculadas (como
"mock" infectadas) foram incubadas por 72h. Apos esse periodo, foi retirado o tecido
adiposo das lagartas e imediatamente homogeneizado em uma solugdo contendo
inibidores de proteases (PMSF 1 mM, EGTA 40 mM e EDTA 100 mM), filtrado em
seringa contendo 13 de vidro e armazenado a -80°C (O’Reilly et alli., 1992). Extrato de
tecido adiposo de lagartas de S. frugiperda infectadas com o virus recombinante
vAcDENSI (baculovirus recombinante expressando as proteinas Env e NS1 do virus do
Dengue) também foram utilizadas como controle (Barros et alli., 2006)

Todas as amostras (extrato de células e extrato de tecido adiposo) foram
aliquotadas e a elas foi adicionado tampao de amostra de proteinas (I mL de 0,5 M Tris-
HCIl, 800 uL de glicerol, 1,6 mL de SDS 10% (p/v), 400 pL de 2-mercaptoetanol, 400
pL de azul de bromofenol 1% (p/v) e 3,8 mL de dgua destilada) na proporgdo 1:1 e
incubado a 95° C por 5 min. A seguir foram avaliadas através de eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) segundo protocolo descrito em
Laemmli (1970). Foram preparados trés géis: dois para serem corados e fixados em
solugdo de 40 % de metanol e 10 % de acido acético e Comassie blue 0,1 %, por
aproximadamente 16 h e descorado em solucdo de 40 % de metanol e 10% de acido
acético por 4 h, sob leve agitacdo; outro para transferéncia das proteinas para uma
membrana de Nitrocelulose (Gibco BRL - Life Technologies), para o experimento de
imuno-detecgdo de proteinas (“western-blot™)

A transferéncia das proteinas para a membrana de Nitrocelulose foi feita com
auxilio do equipamento Trans-Blot® SD - Semi Dry Transfer Cell, para transferéncia

semi-seca (Bio-Rad) segundo as instrugdes do fabricante. Foi usado o tampao de
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transferéncia Bjerrum and Schafer-Nielsen (48 mM de Tris; 39 mM de glicina; 20 %
metanol, pH 9,2). Para verificar a presenca de amostra na membrana foi usado corante
Ponceau, que destaca a presenga de proteinas e ¢ facilmente removido apds lavagem
com agua destilada e, principalmente, ndo interfere na reacdo de imuno-marcacao. Apos
a retirada do corante, a membrana foi bloqueada com solucdo PBS 1X e 3 % de leite em
p6 desnatado, adicionado de 0,05 g de azida sodica (para evitar contaminagdo) durante
16 h a temperatura ambiente.

Ap0s esse periodo, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS/Tween (0,05 %)
com o objetivo de retirar o excesso de solugdo de bloqueio. Em seguida, a membrana foi
colocada por uma 1h em solugcdo PBS/albumina bovina (BSA) 0,5 % adicionada do
anticorpo primario policlonal anti-Dengue diluido 1:500 (Rabbit anti-Dengue Type 1, 2,
3, 4 - Biodesign). A solugdo contendo o anticorpo foi descartada e a membrana lavada 3
vezes com PBS/Tween (0,05 %). Foi entdo, colocada durante uma 1h em solugdo
PBS/BSA 0,5 % contendo o anti-IgG de coelho diluido 1:3.000 (anticorpos que
reconhecem IgGs de coelho) conjugado a enzima fosfatase alcalina (Sigma). Descartou-
se a solu¢do e a membrana foi novamente lavada 3 vezes com PBS/Tween (0,05 %).
Ap6s a lavagem a membrana ficou embebida, com agitagcdo suave, no tampao da enzima
fosfatase alcalina, que foi descartado apds 5 min. A solucdo reveladora (NBT/BCIP da
Roche), que é o substrato da fosfatase alcalina, foi adicionada a membrana e foi
removida com sucessivas lavagens com agua destilada somente apds a marcagao. O
momento de interromper a reagdo ¢ crucial para evitar marcacdo inespecifica ou

alteracdes na qualidade do resultado.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencao do gene env do virus da febre amarela

Reacdo de RT-PCR, com oligonucleotideos especificos, foi realizada com o
RNA do virus da febre amarela obtido de células de cérebro de camundongo infectadas,
de acordo com procedimento descrito em Material e Métodos. O resultado obtido foi
avaliado em eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com Brometo de Etideo,
apresentando um fragmento de aproximadamente 1.600 pb referente ao gene env,
confirmando a amplificagdo do mesmo (oligonucleotideos YFE2460R e YFES78F)

(Figura 13).

A B
1600pb
A 5000 pb —»
( A\
—
1650 pb —» <— 1600 pb
Envelope
1600ph
850 pb —»
4—

YFE2460R

Figura 13: Amplificagdo do gene do envelope do virus da febre amarela por RT-PCR. A) Esquema
mostrando posi¢do dos oligonucleotideos YFE2460R e YFE878F no gene env. B) Eletroforese em gel de
agarose 0,8% mostrando produto de amplificacdo do RT-PCR (pogo 2) utilizando os oligonucleotideos
YFE2460R e YFES878F. A seta a direita indica um fragmento de 1.600 pb referente ao tamanho do gene
env. Poco 1: Marcador DNA ladder 1Kb plus da Invitrogen, setas a esquerda mostram o tamanho de

algumas bandas do marcador.
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4.2. Clonagem do gene env no plasmideo pGEM-T Easy (Promega) e

sequenciamento

Foi realizada clonagem do fragmento obtido por RT-PCR (1.600 pb), referente
ao gene env no plasmideo pGEM-T Easy (Promega). Apds transformagdo e
amplificagcdo dos clones positivos de pPGEMYFE, o DNA plasmidial foi digerido com
Eco RI. O resultado obtido, avaliado em gel de agarose 0,8%, corado com Brometo de
Etideo, demonstrou a correta liberagdo do inserto de 1.600 pb referente ao gene env
(Figura 14). O plasmideo pGEMYFE foi utilizado para o sequenciamento do gene env
para confirmar a presenga do inserto. As extremidades do fragmento foram
seqiienciadas e a analise das seqiliéncias confirmou a clonagem do gene de interesse

(dados nao mostrados)

A B

. EcoRI

pGEMYFE 5000 pb —>

4604 bp

<— 4600 pb

3000 pb —>» <+— 3015 pb

1650 pb —> «— 1600 pb

Figura 14: Clonagem gene env no vetor pPGEM-T Easy. A) Esquema mostrando mapa do plasmideos
pGEMYFE. B) Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Poco 1: Marcador DNA ladder 1Kb plus
(Invitrogen). As setas a esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. Pogo 2: plasmideo
pGEM-T Easy sem o inserto, apresentando fragmento de 3.015 pb. Poco 3: plasmideo pGEMYFE néo
digerido, apresentando fragmento de 4.600 pb. Pogo 4: plasmideo pGEMYFE digerido com Eco RI,
apresentando duas bandas, uma de 3.015 pb referente ao plasmideo pGEM-T Easy e outra de 1.600 pb

referente ao gene env.
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4.3.  Obtengdo do vetor de transferéncia pSynYFE

Para constru¢ao do vetor pSynYFE o fragmento de 1.600 pb (gene env) obtido
apos digestao do plasmideos pGEMYFE com Eco RI, foi ligado ao plasmideo pSynXIV
VI'X3 digerido (Eco RI) e desfosforilado. A confirmagao da clonagem se deu através de
digestdo com Eco Rl e a confirmacao da dire¢do do inserto através de amplificagcdo por
PCR utilizando oligonucleotideos especificos orf 603, YFE878F, polR e YFE2460R

(Tabela 1) (Figura 15).

4.4. Obtencao do vetor p2100XIVYFE

O plasmideo pGEMYFE foi digerido com Eco RV e Sac I, e o produto da
digestdo (cassete contendo o promotor pX/V e o gene env) visto na Figura 16, foi tratado
com Klenow e ligado ao plasmideo p2100, previamente digerido com Eco RV e
desfosforilado, dando origem ao plasmideo p2100XIVYFE. A confirmacao da presenga
do cassete foi feita através de digestdo com Bg/ Il e a verificagdo da dire¢dao foi

demonstrada através de restrigdo com Pst I (Figura 17).
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Figura 15: Clonagem do gene env no vetor de transferéncia pSynXIV VI'X3. A) Esquema mostrando
mapa do plasmideo pSynYFE, o gene env, o gene da poliedrina e os promotores pXIV , pSyn e Ppolh. B)
Esquema mostrando a posi¢do de anelamento dos oligonucleotideos orf 603, YFE878F, YFE2460R e
poIR no plasmideo pSynYFE. C) Eletroforese em gel de agarose 0,8%, mostrando no pogo 1: Marcador
DNA ladder 1Kb plus (Invitrogen). As setas a esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do
marcador. Pogo 2: plasmideo pSynXIV VI'X3 linearizado, sem o inserto, apresentando tamanho de 5.837
pb. Pogo 3: plasmideo pSynYFE digerido com Eco RI, apresentando duas bandas, uma de 5.837 pb
referente ao plasmideo e outra de 1.600 pb referente ao gene env. D) Eletroforese em gel de agarose 0,8%
para confirmar dire¢do do gene env no vetor de transferéncia. Poco 1: Marcador DNA ladder 1Kb plus
(Invitrogen). As setas a esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. Poco 2: PCR
utilizando oligonucleotideos poIR e YFE2460R, evidenciando uma banda esperada de 2.500 pb. Pogo 3:

PCR utilizando oligonucleotideos orf 603 e YFE878F, evidenciando uma banda esperada de 1.700 pb.
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Figura 16: Obtengédo do cassete contendo o promotor pXIV e o gene env. Eletroforese em gel de agarose
0,8%. Pogo 1: Marcador Lambda Hind III/Eco RI (Promega). Poco 2: Plasmideo pSynYFE digerido com
Eco RV e Sac 1 contendo duas bandas, uma de 5.737 pb referente ao plasmideo e outra de 1.700 pb

referente ao cassete pXIV-env.
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Figura 17: Clonagem do cassete contendo o promotor pX7V e o gene env no vetor de transferéncia p2100.
A) Esquema mostrando mapa do plasmideo p2100XIVYFE, o gene env, o gene da poliedrina e os
promotores pXIV e Ppolh. B) Esquema mostrando a posigdo dos sitios de restricdo Pst I ¢ Bgl 11 no
plasmideo p2100XIVYFE. C) Eletroforese em gel de agarose 0,8% para confirmar a presenga do gene
env. Poco 1: Marcador DNA ladder 1Kb plus (Invitrogen). As setas a esquerda mostram o tamanho de
algumas bandas do marcador. Pogo 2: Plasmideo p2100XIVYFE digerido com Bg/ II contendo duas
bandas, uma de 5.100 pb referente ao plasmideo e outra de 1.600 pb referente ao gene env. D)
Eletroforese em gel de agarose 0,8% para confirmar a direcdo do inserto. Pogo 1: Marcador (DNA do
fago lambda da Promega digerido com Pst I) As setas a esquerda mostram o tamanho de algumas bandas
do marcador. Pogo 2: p2100XIVYFE digerido com Pst 1, liberando quatro fragmentos de 530, 700, 2.700
e, 2.870 pb, que confirmam a dire¢ao do inserto de acordo com a presenca de sitios para Pst I no

plasmideo (ver esquema em B).
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4.5.  Obtengdo dos baculovirus recombinantes vSynYFE e vAgYFE

O vetor pSynYFE, que contém o gene do envelope foi co-transfectado com o DNA do
virus vSynVI-gal em células BTI-Tn5B1-4, permitindo que ocorresse, no interior das
células, a recombinacdo homologa entre regides do plasmideo vetor e o genoma do
virus. ApoOs a recombinagao o gene env foi colocado sob o comando do promotor pX7V
(promotor da poliedrina modificado, Wang et alli, 1991) o que permite que o virus
recombinante vSynYFE seja expresso paralelamente com a expressdo da poliedrina.
(Figura 18) Posteriormente, o virus foi isolado através da observagdo por microscopia
optica de OB, nas células infectadas com o sobrenadante da co-tranfeccdo e das
dilui¢cdes em placa de 96 pocos (O’Reilly et alli, 1992). Também foi possivel visualizar
por microscopia Optica o efeito citopatico caracteristico da febre amarela: a formagao de
sincicios (Figura 19).

O vetor p2100XIVYFE, que contém tanto o gene env quanto o gene da
poliedrina (polh), foi co-transfectado com o DNA do virus vAgGalA2 em células UFL-
AG-286. Ocorreu recombinagdo homodloga, no interior das células, entre regides do
plasmideo vetor e o genoma do virus. (Figura 20) O isolamento do virus recombinante
vAgYFE foi feito da mesma forma que para o virus recombinantes vSynYFE (descrito
anteriormente) (Figura 19).

A confirmacao da presenca do gene do envelope nos virus recombinantes
vSynYFE e vAgYFE foi realizada através de reagdo de PCR com o DNA dos virus

utilizando os oligonucleotideos YFE2460R ¢ YFES878F. (Figura 21)
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Figura 18: Esquema de construgéo do virus recombinante vSynYFE. O esquema mostra o 16cus do gene

da poliedrina no plasmideo pSynYFE e a mesma regido (contendo o lac-Z) no virus vSynVI-gal. O
plasmideo pSynYFE, que contém o gene do envelope do virus da febre amarela, foi co-transfectado
juntamente com o DNA do virus vSynVI-gal, para a constru¢do do virus recombinante vSynYFE. Os
genes da poliedrina, envelope e lac-Z estdo indicados na figura, assim como os promotores pXIV, pSyn ¢

Ppolh que controlam a expressdo desses genes.
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Figura 19: Analise dos efeitos citopaticos de células de inseto infectadas com diferentes baculovirus.
Microscopia optica das células BTI-Tn5B1-4 infectadas (96 h p. i.) com o virus vSynYFE. (A), a seta
indica células infectadas apresentando poliedros no nucleo e a formacdo de sincicios, efeito citopatico
caracteristico da Febre Amarela. B) Células BTI-Tn5B1-4 infectadas (96 h p. i) com o virus
vSynYFNSI, a seta indica células infectadas apresentando poliedros no nicleo. C) Células BTI-Tn5B1-4
infectadas (96 h p. i.) com o virus VAgYFE, a seta indica células infectadas apresentando poliedros no
nucleo. D) Células BTI-Tn5B1-4 infectadas (96 h p. i.) com o selvagem AgMNPV, a seta indica células
infectadas apresentando poliedros no nucleo. E) Células BTI-Tn5B1-4 nado infectadas (“mock™). F)
Células BTI-Tn5B1-4 infectadas (96 h p. i.) com o virus vSynVI-gal, este virus ndo produz poliedros

devido a presenga do gene da -galactosidase em substitui¢ao ao gene da poliedrina.
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Figura 20: Esquema de constru¢do do virus recombinante vVAZYFE. O esquema mostra o 16cus do gene
da poliedrina no plasmideo p2100XVIYFE e a mesma regido (contendo lac-Z) no virus vAgGalA2. O
plasmideo p2100XVIYFE, que contém o gene do envelope do virus da febre amarela, foi co-transfectado
juntamente com o DNA do virus vAgGalA2, para a construgdo do virus recombinante vAgYFE. Os genes
da poliedrina, envelope e lac-Z estdo indicados na figura, assim como os promotores pX/V e Ppolh que

controlam a expressdo desses genes.
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Figura 21: Confirmagéo da presenga do gene env nos virus recombinantes vSynYFE e vAgYFE. A)
Esquema mostrando posi¢do dos oligonucleotideos YFE2460R e YFE878F no gene env. B) Eletroforese
em gel de agarose 0,8%. Pogo 1: Analise do produto de PCR com o DNA do BV de vSynYFE utilizando
os oligonucleotideos YFE2460R ¢ YFE878F. A seta a direita indica a banda de 1.600 pb referente ao
gene env. Pogo 2: Marcador DNA ladder 1Kb plus (Invitrogen). As setas a esquerda mostram o tamanho
de algumas bandas do marcador. C) Pogo 1: Marcador (DNA do fago lambda da Promega digerido com
Pst 1). As setas a esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. Pogo 2: Analise do
produto de PCR com o DNA do BV de vAgYFE utilizando os oligonucleotideos YFE2460R ¢
YFE878F. Poco 3: Como controle positivo PCR com plasmideo pSynYFE utilizando os
oligonucleotideos YFE2460R e YFE878F. Pogo 4: Como controle positivo PCR com plasmideo
p2100XIVYFE utilizando os oligonucleotideos YFE2460R e YFE878F. Pogo 5: Controle negativo, PCR
utilizando os oligonucleotideos YFE2460R ¢ YFE878F e o DNA foi substituido por agua “milli-Q”. A

seta a direita indica a banda de 1.600 pb referente ao gene env.
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4.6.  Andlise da expressdao da proteina Env através de SDS-PAGE e

Imuno-marcacgao.

Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas (96 h p. i) com o virus
recombinante vSynYFE foi utilizado para realizagdo de eletroforese em gel desnaturante
de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), para analisar a expressdo da proteina Env do
virus da Febre Amarela. Foram usados extratos celulares como controle de células BTI-
Tn5B1-4 infectadas com o virus recombinante vSynCAT (que contém o gene catepsina-
L), os virus selvagens vSynVI-gal, AcMNPV, AgMNPV, e células "mock" infectadas
(células BTI-Tn5B1-4 nao infectadas). O gel foi corado com solugdo de Comassie blue
(descrito em Material ¢ Métodos) que permitiu a visualizagdo da proteina de interesse
de aproximadamente 55 kDa, referente a proteina Env. (Figura 22)

Para avaliar a expressdo de proteinas, extrato de tecido adiposo de lagartas de
Spodoptera frugiperda, infectadas com os virus recombinantes vSynYFE e vSynYFNS1
(Ramos et alli., 2002), e lagartas de Anticarsia gemmatalis infectadas com o virus
recombinante VAgZYFE, com 72 h p. i, foi utilizado para realizagdo de dois géis
desnaturantes de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), um que foi corado e outro que foi
utilizado para transferéncia das proteinas para uma membrana de Nitrocelulose para o
experimento de imuno-detec¢do. Como controle, foi utilizado o extrato de tecido
adiposo de lagartas A. gemmatalis infectadas com o virus vAgGalA2 e ndo inoculadas
(como "mock" infectadas) e lagartas de S. frugiperda infectadas com o virus
vAcDENSI (que contém os genes env e ns/ do virus da Dengue fusionados). O gel
corado em solugdo de Comassie blue (descrito em Material ¢ Métodos) ¢ a membrana

podem ser vistos na Figura 23.
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Figura 22: Analise da expressdo da proteina recombinante Env do virus da febre amarela em células de

kTM

inseto. Gel desnaturante de poliacrilamida a 12% mostrando no pogo 1: Marcador BenchMar Pre-

Stained Protein Ladder da Invitrogen. Pogo 2: Extrato de células BTI-Tn5B1-4 nao infectadas (mock).
Pogo 3: Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com o virus ACMNPV. Pogo 4: Extrato de células
BTI-Tn5B1-4 infectadas com o virus vSynVI-gal. Pogo 5: Extrato de células BTI-Tn5B1-4
infectadas com o virus AGMNPV. Pogos 6, 7 e 8: Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com o

virus vSynCAT. Pogo 9: Extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com o virus vSynYFE. A seta a

direita indica a presenga de uma banda de aproximadamente 55 kDa, referente, provavelmente, a proteina

Env.
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Figura 23: Analise da expressdo da proteina recombinante Env e NS1 do virus da febre amarela no tecido
adiposo de insetos infectados com baculovirus recombinantes. A) Gel de poliacrilamida desnaturante a
12%, mostrando no pogo 1: Marcador Protein MW Marker (14-116 kDa) Jena Bioscience; Pogos 2, 3,4 ¢
5: Extrato de tecido adiposo de larvas 4. gemmatalis infectadas com o virus vVAgYFE. Pogo 6: Extrato de
tecido adiposo de larvas A. gemmatalis infectadas com o virus vAgGalA2. Pogo 7: Extrato de tecido
adiposo de larvas 4. gemmatalis "mock" infectadas. Poco 8: Extrato de tecido adiposo de larvas S.
frugiperda infectadas com o virus vSynYFE. Po¢o 9: Extrato de tecido adiposo de larvas S. frugiperda
infectadas com o virus vSynYFNSI1. Pogo 10: Extrato de tecido adiposo de larvas S. frugiperda infectadas
com o virus VAcDENSI, gentilmente cedido por Maria Creuza do Espirito Santo Barros. As setas
indicam o tamanho de algumas bandas do marcador. B) Membrana de nitrocelulose marcada com
anticorpo anti-Dengue. A ordem das amostras nos pocos ¢ igual ao que foi descrito para A. A seta indica

a marcagdo por anticorpo na altura de 70 kDa.
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A imuno-detec¢do das proteinas transferidas para a membrana de
Nitrocelulose com o anticorpo Anti-Dengue, revelou a presenga de bandas de 70 kDa
para as amostras de extrato de tecido adiposo de lagartas 4. gemmatalis infectadas com
o virus vVAgYFE, e extrato de tecido adiposo de lagartas S. frugiperda infectadas com os

virus vSynYFNS1 e vAcDENSI. (Figura 23)
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5. DISCUSSAO

Atualmente, os casos de febre amarela sdo esporadicos e a maioria dos surtos
se refere a febre amarela selvagem, principalmente devido a utilizacdo de uma vacina
bastante eficiente, produzida com virus atenuado, que data de 1937 (Chang et alli,
1995). Entretanto, alguns casos de Febre Amarela urbana vém sendo relatados na Africa
e o risco de reaparecimento da doenga, como uma epidemia, ¢ elevado. A vacina, por
ser de virus atenuado, apresenta alguns problemas tanto por ndo ser indicada para
pacientes imunodeprimidos quanto por levar, em alguns casos isolados, ao
desenvolvimento da doenga em pessoas saudaveis (Vasconcelos, 2003). O diagndstico
da Febre Amarela ainda depende de métodos dispendiosos e demorados, o que se torna
um problema na conten¢do de uma possivel epidemia, dada sua semelhanca antigénica
com outros flavivirus e a ocorréncia de reacdes cruzadas (de Paula & Fonseca, 2004). A
utilizacdo de proteinas recombinantes de partes antigénicas virais pode ser de grande
utilidade tanto no aumento da biosseguranga com relagdo a vacinas quanto no
direcionamento e especificidade de um diagndstico mais rapido e preciso. Na produgao
de proteinas recombinantes sao utilizados diferentes sistemas de expressdo, entre os

quais se destaca o baculovirus.

Os baculovirus foram originalmente utilizados como biopesticidas e muitas
estratégias foram utilizadas para torna-los mais patogénicos contra os insetos praga,
como por exemplo, a delecdo de um gene viral (Pinedo et alli, 2003) ou inser¢do de
genes que codificam toxinas inseticidas no genoma dos baculovirus (Aguiar et alli,
2006). Centenas de outros trabalhos relatam a inser¢ao de genes heter6logos no genoma
de baculovirus, o que serviu como base para a utilizacdo destes virus ndo s6 como

biopesticida, mas também como vetor de expressao (Jarvis, 1997).
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A expressao de genes heterdlogos em células de inseto, usando baculovirus
como sistema de expressdo, tornou-se importante na area da saude e acredita-se que o
baculovirus possa ser usado inclusive para terapia génica. (Tani et alli, 2003). Em se
tratando de diagndsticos, baculovirus em células de inseto tém sido utilizados na
expressao de proteinas que se comportam antigenicamente como o agente etiologico de
interesse. Perelygina et alli, (2005) expressou diferentes glicoproteinas do virus da
herpes B de macacos utilizando baculovirus. As glicoproteinas recombinantes foram
utilizadas como antigeno em testes diagnosticos, cuja importancia estd na minimizagao
de risco ocupacional humano no trato com macacos, o que vém se tornando mais
comum, pois macacos tém sido bastante utilizados como cobaias, em especial em estudo
sobre a AIDS. O diagnéstico precoce permite um tratamento antiviral de bloqueio da
infecgao.

Schleiss & Jensen (2003), descrevem que, no estudo dos efeitos congénitos do
citomegalovirus (CMV), a glicoproteina B tem um papel chave, pois o seu bloqueio por
anticorpos neutralizantes confere uma protecdo bastante eficaz contra a infeccdo e
conseqiientes danos. Essa proteina foi clonada em baculovirus, expressada em células
de inseto e usada para testes em modelos animais e avaliagdo de reagcdes imunoldgicas.
A proteina recombinante foi capaz de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes,
simulando o que ocorreria com o virus intacto. Isso pode ser util para confeccdo de
vacinas contra CMV.

Outro exemplo de aplicacdo de baculovirus seria o do desenvolvimento de
vacinas recombinantes para o virus da gripe. A funcionalidade de vacinas de VLP
(viral-like-particles, particulas semelhantes ao virus) para virus da gripe vem sendo
testada e os resultados s3o bastante promissores. Quan et alli, (2007) descrevem

baculovirus recombinantes contendo genes antigénicos do virus da gripe HIN1 e estes
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sao capazes de promover reagdes imunologicas de protecdo em camundongos
inoculados intranasalmente. Outro exemplo de aplicacio de baculovirus ¢ o
desenvolvimento de uma vacina experimental para o virus H5N1, o virus da gripe
aviaria ou ainda para o coronavirus causador de SARS, uma sindrome respiratéria
aguda severa. O desenvolvimento da vacina recombinante seria rapido, levando por
volta de 8 semanas incluindo o tempo para identificagdo, sequenciamento ¢ clonagem
do gene de interesse (normalmente a fabricacdo da vacina tradicional em ovos
embrionados pode levar muitos meses), € a rapidez na confec¢ao da vacina € pega chave
no combate a disseminagdo dos virus de gripe, uma vez que esses possuem uma alta
capacidade de mutagdo. (http://www.tamu.edu/summerslab/baculovirus.html)

Neste trabalho, duas espécies de baculovirus, AcMNPV ¢ AgMNPV, foram
utilizados para expressao da proteina do envelope do virus da Febre Amarela em
células de inseto. O baculovirus AcMNPV ¢é o mais estudado, sendo considerado
prototipo dos baculovirus, e encontra-se completamente seqiienciado desde 1994 (Ayres
et alli, 1994) e tem sido usado como vetor de expressao desde a década de 80 (Smith et
alli, 1983). Desde entdo, diferentes proteinas com os mais variados objetivos foram
expressas utilizando este baculovirus, entretanto, sua utilizagdo para fins comerciais ¢
limitada devido a existéncia de uma patente americana (US Patent No. 4,745,051)

O AgMNPV ¢ o baculovirus mais utilizado como biopesticida, tendo seu
maior programa de controle de pragas estabelecido no Brasil. (Castro et alli, 1999), e
seu sequenciamento foi recentemente concluido (Oliveira et alli, 2006). Apesar de seu
uso como vetor de expressdo ser mais recente que o do AcMNPV, alguns trabalhos ja
relatam seu uso para a produgdo de proteinas heterdlogas. Hallwass et alli, (2005)
descreve a construgdo de quatro baculovirus recombinantes, cada qual contendo uma

proteina heterdloga diferente: vAg2100NS), contém a proteina NSy do TSWV (Tomato
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spotted wilt virus), vAg2100egfp contém o gene egfp (enhanced green fluorescent
protein), vAg2100GarMb contendo o gene da capa protéica do virus do alho (Garlic
mite-borne filamentous virus) e vAg21000piap-3 com o gene iap-3 (um gene inibidor
de apoptose) do baculovirus OpMNPV (Orgyia pseudotsugata multiple
nucleopolyhedrovirus). Ribeiro et alli, (2001) construiram um baculovirus AgMNPV
recombinante contendo o gene da B-galactosidase sob o comando do promotor da
poliedrina. A expressdo de [-galactosidase atingiu altos niveis e, além disso, a enzima
recombinante foi biologicamente ativa em um ensaio para [-galactosidase.

Diferentes proteinas do virus da Febre Amarela ja foram expressadas em
células de inseto, com o intuito de testar a antigenicidade de proteinas que pudessem
oferecer o mesmo padrao de reagdo antigénica do que o virus intacto. O gene NS1, por
exemplo, foi expresso em células de inseto de Spodoptera frugiperda por Després et
alli, (1991b) e a estrutura da proteina recombinante analisada foi bastante similar a
produzida na infeccdo in vivo, mas ndo a forma de secrecdo desta para o meio
extracelular. Shiu et alli, (1991) demonstraram que a proteina do envelope, expressada
em baculovirus recombinantes contendo o gene do envelope, apresentou-se
antigenicamente indistinguivel da proteina do virus da febre amarela 17D utilizada na
vacina. Dessa forma, a glicoproteina do envelope, presente na face mais externa do
virus, se destaca dentre as demais, devido ao seu alto grau de antigenicidade e potencial
uso em vacinas e diagnostico na substitui¢do do virus, motivo pelo qual essa proteina
foi escolhida para a realizag@o deste trabalho.

Apesar da grande importancia da proteina do envelope, vale lembrar que as
pesquisas feitas com os genes ndo estruturais também sdo de grande valia, em especial
por estudarem as etapas do processamento da poliproteina e como estas sdo essenciais

para a funcionalidade viral. O correto processamento de NS2B e NS3 ¢ fundamental
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para a clivagem de uma grande parte das outras proteinas virais (Lin et alli., 1993) e o
conhecimento de quais proteinas sdo essenciais para o virus e quais poderiam ser
substituidas por outras proteinas de interesse deu origem a utilizacao do virus da Febre
Amarela como um vetor de expressao. Essa linha de pesquisa utiliza a cepa vacinal 17D
da Febre Amarela como vetor de expressdo de proteinas de outros flavivirus, com o
objetivo de vacinas quiméricas, como no caso da Chimerivax. ChimeriVaxTM ¢
constituida por um virus recombinante vivo atenuado, construido a partir da cepa 17D
do virus da febre amarela, na qual o gene do envelope ¢ substituido pelos genes
correspondentes de outros flavivirus. (Monath, et alli, 2002)

Neste trabalho, foi feita a construgdo e purificagdo dos baculovirus
recombinantes vSynYFE e vAgYFE. Para isso foram utilizados os plasmideos de
transferéncia pSynXIV VI'X3 (Wang et alli, 1991) e p2100 (Hallwass et alli, 2005)
respectivamente. O gene do envelope foi clonado sob o comando do promotor pXIV,
que ¢ um promotor da poliedrina de AcMNPV modificado. Apesar de ser um promotor
de AcMNPV, o cassete promotor pXIV e gene do envelope foi clonado no genoma do
AgMNPV, o que pode ter uma relagdo com o nivel de expressdo da proteina neste
baculovirus, que ndo foi possivel detectar por SDS-PAGE.

A presenca do gene do envelope nos virus recombinantes foi confirmada por
reacdo de PCR. No caso de vSynYFE foi observada a formagao de sincicios celulares, o
que corresponde a um efeito citopatico tipico de flavivirus (Vasconcelos, 2002). O
interessante a ser observado ¢ que o baculovirus recombinante vSynYFE permitiu a
formagao de sincicio mesmo em pH 6,2, o que ndo ocorreu com os baculovirus
AcMNPV e vSynVI-gal nem com o baculovirus recombinante vSynYFNS1. Entretanto,
o recombinante VAZYFE s6 demonstrou capacidade de fusionar membranas em pH 5,

porém na mesma propor¢ao de formacdo de sincicios quando utilizado o AgMNPV
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selvagem (dados ndo mostrados). A capacidade de fusdo de membrana do AgMNPV ¢
devida a atividade de uma glicoproteina denominada gp64, presente nos baculovirus,
que esta relacionada a entrada do BV nas células de inseto via endocitose. (Blissard &
Weinz, 1992) Um dos motivos do recombinante VAgYFE nao ter apresentado formacao
de sincicio de maneira semelhante ao que aconteceu com vSynYFE pode ser devido a

auséncia de expressao ou a baixa expressdo da proteina.

Extrato de células de inseto infectadas com o virus recombinante vSynYFE
foram avaliadas pela técnica de SDS-PAGE ¢ foi observado uma banda de 55 kDa
correspondente ao tamanho esperado para a proteina do envelope. Lagartas foram
infectadas com os virus recombinantes vSynYFE, vSynNS1, vAgYFE ¢ vAcDENSI ¢ o
tecido adiposo dessas lagartas foi utilizado para avaliagdo da expressdo da proteina
através de SDS-PAGE e imuno-marcagdo utilizando anticorpo anti-dengue (a escolha
deste anticorpo se deu devido a auséncia de informagdes técnicas sobre o anticorpo
Anti-febre amarela disponivel). A marcagdo foi restrita somente aos virus
recombinantes contendo genes de flavivirus, mas o tamanho da proteina marcada foi
diferente do esperado, o que pode ser devido a alteracdes nas modificagdes poOs
traducionais, em especial pela proteina do envelope ser uma glicoproteina. Outra
hipdtese seria a producdo de uma proteina celular, induzida pela infeccdo pelo virus
recombinante através da presenca de genes virais codificando trans-ativadores da
transcri¢ao de genes celulares.

O diagnostico de flavivirus ainda apresenta alguns obstaculos a serem
ultrapassados, em especial no que diz respeito a reagdes cruzadas entre as duas espécies
virais mais comuns no Brasil, os virus da Febre Amarela e de Dengue. A importancia
em promover um diagndstico diferencial seguro entre essas duas doencas estd na

diferenca da evolucdo clinica: dengue apesar de muito mais comum, possui um
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prognostico bom que progride para a cura apos uma semana € mesmo quando
hemorragica o tratamento de suporte pode mostrar-se bastante eficaz; a febre amarela
encontra-se controlada em paises com programa de vacinagdao, mas clinicamente ¢
bastante agressiva, apresentando alto indice de letalidade. Casos de febre amarela sao de
notificacdao internacional obrigatoria, porém a dificuldade no diagnostico pode levar a
subnotificagdo e demora na implantagdo de medidas de emergéncia. O uso de proteinas
recombinantes como antigenos tornaria o diagnostico mais rapido e menos dispendioso,
sendo que para isso ¢ necessario estabelecer quais fragdes da proteina antigénica sdo
especificas para cada espécie e, a partir disso, aumentar a especificidade do teste.
Apesar da existéncia de uma vacina ja estabelecida para Febre Amarela, a tentativa de
obter novas vacinas que niao contenham o agente etiologico ¢ valida, considerando que
essas seriam mais seguras para pacientes imunodeprimidos e para os profissionais que

trabalham em sua confecgao.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A proteina do envelope do virus da febre amarela expressada em células de
inseto pelo baculovirus recombinante vSynYFE pdde ser detectada através de SDS-
PAGE, e demonstrou a formagao de sincicios celulares, efeito citopatico caracteristico
dos flavivius. Entretanto, ndo foi detectada a expressdo desta proteina pelo baculovirus
recombinante VAgZYFE por SDS-PAGE e a formagdo de sincicios. A presenca do
promotor pX/V no virus recombinante VAZYFE pode ser uma das razdes para a ndo
detec¢do da expressdo, visto que este ¢ um promotor do virus AcCMNPV, que pode ndo
ser reconhecido pelas proteinas regulatorias do virus AgMNPV. O ensaio de imuno-
marcagdo detectou proteinas de tamanho esperado apenas para extrato de células
infectadas com o virus vSynYFE. Entretanto, outras proteinas de tamanho maior, foram
detectadas tanto em extrato de células infectadas com o virus vSynYFE, quanto para o

virus vAgYFE.

Deste modo, visando dar continuidade ao trabalho pretende-se:

Concluir sequenciamento do gene do envelope;

e Produzir um anticorpo que seja especifico para a proteina recombinante e
verificar se este reage contra o virus da febre amarela selvagem;

e Realizar novos testes com relagdo a proteina recombinante atualmente
expressa através da infec¢do dos baculovirus recombinantes produzidos
neste trabalho (vSynYFE e vVAgYFE) em células de inseto;

e A continuidade deste trabalho podera resultar na produgdo de um

antigeno vira capaz de ser usado em testes de diagndstico para Febre
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Amarela. Além disso, foi importante e para a abertura de uma nova linha
de pesquisa em virologia humana no laboratério de Microscopia

Eletronica da UnB.
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