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RESUMO

AVALIACAO DOS GENES DE HERPESVIRUS BOVINO TIPO 5 NO CONTROLE
DA APOPTOSE

O Alphaherpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) é um dos principais agentes responsaveis pela
meningoencefalite em bovinos no Brasil, causando perdas econémicas significativas. Sabe-se
que outros virus da familia Herpesviridae, como o Alphaherpesvirus bovino tipo 1, o
Alphaherpesvirus suino tipo 1 e o Alphaherpesvirus humano tipo 1 e 2, codificam genes
homologos ao BoHV-5, com reconhecida acdo no controle da apoptose. O objetivo deste
trabalho foi expressar o gene BoHV-5 US3 em um sistema de expressdo baseado em
baculovirus para a producdo da proteina serina/treonina quinase e avaliar sua atividade no
controle da apoptose in vitro. Um baculovirus recombinante derivado do Autographa
californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) contendo o gene US3 e uma delecéo
no gene p35 anti-apoptético de baculovirus foi construido usando o sistema Bac-to-Bac™.
Este baculovirus recombinante foi utilizado para avaliar a atividade anti-apoptotica do gene
US3 em células de inseto comparando-o com outros dois recombinantes de AcCMNPV. Um
virus contendo uma copia funcional do gene anti-apoptético p35 de ACMNPV e outro
AcCMNPV p35 knockout com o gene iap-3 anti-apoptotico do virus Anticarsia gemmatalis
multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV). Descobrimos que o nivel de caspase (indicador
de apoptose) foi maior nas células de inseto infectadas com o virus recombinante contendo o
gene US3 do que nas células infectadas com os recombinantes ACMNPV com o0s genes p35 e
iap-3. Além disso, o gene iap-3 AgMNPV foi capaz de substituir eficientemente o gene p35
no controle da apoptose durante a infeccdo de células de insetos pelo recombinante ACMNPV
contendo o gene iap-3. Estes resultados indicam que o gene da proteina quinase BoHV-5 US3
ndo é capaz de bloquear a apoptose em células de inseto induzidas pela infeccdo de um
ACMNPV p35 knockout.

Palavras-chave: Alfaherpesvirus bovino tipo 5, US3, apoptose.
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ABSTRACT

EVALUATION OF BOVINE TYPE 5 HERPESVIRUS GENES IN THE CONTROL
OF APOPTOSIS

Bovine alphaherpesvirus type 5 (BoHV-5) is one of the main agents responsible for
meningoencephalitis in bovines in Brazil, causing significant economic losses. It is known
that other viruses of the Herpesviridae family such as Bovine alphaherpesvirus type 1, Swine
alphaherpesvirus type 1 and the Human alphaherpesvirus types 1 and 2 encode genes
homologous to BoHV-5, with recognized action in the control of apoptosis. The objective of
this work was to express the BoHV-5 US3 gene in a baculovirus based expression system for
the production of the serine/threonine kinase protein and to evaluate its activity in the control
of apoptosis in vitro. A recombinant baculovirus derived from the Autographa californica
multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPYV) containing the US3 gene and a deletion in the
baculovirus anti-apoptotic gene p35 gene was constructed using the Bac-to-Bac™ system.
This recombinant baculovirus was used to evaluate the anti-apoptotic activity of the US3 gene
in insect cells comparing with two other ACMNPV recombinants. One containing a functional
copy of the AcCMNPV anti-apoptotic p35 gene and an ACMNPV p35 knockout virus with the
anti-apoptotic iap-3 gene from Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV). We found that the caspase level (indicator of apoptosis) was higher in insect
cells infected with the US3-contanining recombinant virus than in cells infected with the
ACMNPV recombinants containing the p35 and iap-3 genes. Moreover, the AGQMNPV iap-3
gene was able to efficiently substitute the p35 gene in the control of apoptosis during
infection of insect cells by the ACMNPV recombinant containing the iap-3 gene. These results
indicate that the BoHV-5 US3 protein kinase gene is not able to block apoptosis in insect cells
induced by the infection of a p35 knockout ACMNPV.

Key words: Alphaherpesvirus Bovine 5, US3, apoptosis.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ACMNPV: Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
AcMNPVAp35: Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus com delecdo do gene
p35

AcMNPVAp35.1AP3: Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus com dele¢éo do
gene p35 e adicionado do gene IAP3 de AgQMNPV

AcMNPVAp35.US3: Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus com delecdo do
gene p35 e adicionado do gene US3 de BoHV-5

AgMNPV: Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus

BICPO: “bovine infected cell protein”

BIR: Repeat Baculovirus IAP

BoHV-1: Alfaherpesvirus bovino tipo 1

BoHV-5: Alfaherpesvirus bovino tipo 5

bp: “base pair” ou pares de base

C-terminal: extremidade carboxi-terminal

DMSO: dimetilsulfoxido

DNA: &cido desoxirribonucléico

EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético

ELISA: “enzyme linked immunosorbent assay”

EMEM: meio minimo essencial de “Eagle”

Fig.: figura

g: glicoproteina, por exemplo, gB: glicoproteina B

GC: guanina + citosina

GenBank: banco de dados do NCBI (“National Center for Biotechnology Information™)
HHV-1: Alfaherpesvirus humano tipo 1

HHV-2: Alfaherpesvirus humano tipo 2

h.p.i.: horas pos infec¢édo

IAP: Inibidor de apoptose

IBR: Rinotraqueite infecciosa bovina

ICTVdb: banco de dados do “International Committee of Taxonomy of Viruses”
IF: imunofluorescéncia

IPV: vulvovaginite pustular infecciosa

IRs: sequéncia repetida interna

Kb: kilobases

LTP: “latency-related products”

M: marcador

MDBK: células renais de bovino “Madin-Darby”

mg: miligrama

MgCl,: cloreto de magnésio

Min.: minutos

Mix: mistura dos reagentes para o teste de PCR

mL: mililitros

mM: milimolar

ng: nanogramas

N-terminal: regido amino-terminal

°C : graus Celsius

p.: pagina

pb: pares de bases

PCR: reacéo em cadeia da polimerase



PF: oligonucleotideo “forward”
pH: potencial de hidrogénio id6nico
PR: oligonucleotideo “reverse”
PRV: Virus da pseudoraiva

%: porcentagem

RNA: &cido ribonucleico

SDS: dodecil sulfato de sodio
SFB: soro fetal bovino

SNC: sistema nervoso central
Tab.: tabela

Taqg polimerase: enzima extraida da bactéria Thermus aquaticus
TE: tampéo Tris-EDTA

UL.: regido unica longa

US: regido Unica curta

UV: luz ultravioleta

pg: micrograma

uL: microlitro

UM: micromolar

v.: volume

WT: “wild type” ou tipo selvagem
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1. INTRODUCAO

As doencas causadas por alfaherpesvirus acometem diversas espécies de animais como
mamiferos, aves e répteis. S80 amplamente disseminadas e possuem como principais
caracteristicas um ciclo de replicacdo curto e capacidade de realizar laténcia no sistema
nervoso de seus hospedeiros (Davidson, et al., 2009; Thiry, et al., 2006). Dentro da pecuaria
brasileira podemos citar como principais doencas causadas por estes virus presentes no
rebanho a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e a meningoencefalite ndo supurativa. Ambas
as doencas possuem como agentes etiologicos, respectivamente, os alfaherpesvirus bovino
tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) que geram anualmente prejuizos aos produtores (Ackermann
and Engels, 2006).

O BoHV-5 € responsavel por causar principalmente meningoencefalite ndo supurativa
em bovinos jovens, doenca respiratéria e, com menor frequéncia, abortos (Del Médico Zajac,
2010). O BoHV-5 é antigenicamente semelhante ao BoHV-1, agente responsavel pela IBR,
vulvuvaginite pustular infecciosa (IPV), balalanopostite e abortos em bovinos (Delhon, et al.
2003; Thiry, et al. 2006). Apesar de ambos serem neurotrépicos, apenas ocasionalmente o

BoHV-1 esta associado a forma neuroldgica da doenca (Rissi et al., 2007; Blume et al.,2018).

Os animais infectados por BoHV-5 podem apresentar diversos sinais clinicos
neuroldgicos, tais como: andar em circulos, andar cambaleante, opistdtono, tremores
musculares, ranger de dentes, cegueira, incoordenacdo, sialorréia, ataxia e, com menor
frequéncia, doencas reprodutivas (Rissi et al., 2007.; Blume et al., 2018.; Favier et al., 2012).
Sua morbidade ¢ baixa. Contudo, a letalidade geralmente é alta (Rissi et al., 2007). O estresse
associado ao desmame, mudancas alimentares ou de ambiente, transporte, aglomerac6es ou
vacinacOes, podem prejudicar o sistema imunoldgico dos animais, predispondo-os a infec¢do
ou a reativacdo do virus (Elias et al., 2004).

Um maior nimero de estudos ja foi realizado com o BoHV-1, havendo um crescente
conhecimento sobre as caracteristicas virais e as principais funcdes de cada gene. Entretanto,
comparando essas informacdes obtidas as do seu homologo, BoHV-5, responsavel por gerar
quadros neuroldgicos e geralmente fatais, pouco se conhece sobre a biologia, viruléncia e
mecanismos de acdo desse patogeno. Alguns genes de diferentes alfaherpesvirus como o US3
tém recebido atencdo de pesquisadores por serem conhecidamente capazes de regular a morte
celular em seus hospedeiros (Yu & He, 2016; Cartier et al., 2003; Barry & McFadden , 1998;

Deruelle, et al., 2007; Deruelle & Favoreel., 2011). Em humanos, alguns alfaherpesvirus,



como o Alfaherpesvirus humano tipo 1 (HHV-1) e o Alfaherpesvirus suino tipo 1 (SHV-1),
esse gene ja foi bem estudado e detalhado demonstrando que é capaz de regular a via
intrinseca da apoptose celular (Yu & He,2016; Deruelle et al.,2007; Deruelle & Favoreel,
2011).

Para a expressdao do gene US3 de BoHV-5, escolnemos um modelo de expressdo
baseado em baculovirus (BEV). Os baculovirus sdo virus de inseto, especificamente de
lagartas, que sdo empregados amplamente para a producgdo de proteinas heterélogas devido a
sua caracteristica biolégica que permite a producdo de elevada quantidade de proteinas
(Ribeiro et al., 2015; Luckow, V. A., 1988). Alem disso, também sdo usados como
bioinseticidas no controle de pragas e recentemente ainda tém sido utilizados na terapia
génica como um delivery por conseguir ingressar em células de mamiferos. Diversos estudos
relacionados a expressdo de genes pertinentes a agricultura e de importancia médica séo
realizados com o modelo de vetores baseados em baculovirus, ja havendo sido utilizado para
a expressao de outras proteinas de alfaherpesvirus e em estudos relacionados a apoptose
(Luckow, V.A.,1998; Brzozowska et al., 2010; Munger & Roizman, 2001).



2. OBJETIVOS
Objetivo geral:

O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade anti-apoptética do gene “unique short” 3
(US3) do BoHV-5, utilizando-se um vetor baseado em baculovirus como modelo de
expressdo de genes heter6logos.

Objetivo especifico:

Clonar o gene US3 de BoHV-5 (amostra EVI188/95) em um vetor de expressao de
proteinas baseado em baculovirus e medir a sua influéncia no controle da apoptose em células

de inseto.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Alfaherpesvirus bovino 5

O BoHV-5 foi primeiramente descrito e caracterizado por French E.L, em 1962, na
Austrélia, em casos de meningoencefalite ndo supurativa esporadica em bovinos relatados por
Johnston, et al. (1962). Inicialmente, foi classificado como um tipo de BoHV-1. Metzler, et al.
(1986) utilizou ensaios de restricdo enzimatica do DNA, testes de reacdo cruzada e
reatividade a anticorpos monoclonais em amostras de virus causadores de meningoencefalite
bovina de casos ocorridos na Austrdlia e na Argentina com cepas ja identificadas e
classificadas de BoHV-1 (tipos 1 e 2). Assim, classificou o virus neurovirulento como um
terceiro tipo (BoHV-1 tipo 3). Entretanto, em 1992, o BoHV-5 foi reconhecido e
reclassificado pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICVT) como uma espécie
distinta de virus (Roizman, 1992; Del Médico Zajac, et al., 2010).

A doenca ocasionada por BoHV-5 ndo tem carater sazonal ou predilecdo por raca ou
sexo (Elias et al., 2004). A transmissdo do virus ocorre principalmente por contato direto ou
indireto entre bovinos por aerossois, saliva, sémen e outras secre¢des (Rissi et al., 2007). O
agente penetra no organismo principalmente pela cavidade nasal, orofaringe, olhos, trato
genital e por lesdes de pele (Engels & Ackermann, 1996). Esse é transportado de células
epiteliais para células do sistema nervoso periférico (bulbo olfatorio, ganglio trigémeo) por
via axonal retrégada até o encéfalo (ponte, bulbo olfatério) onde pode migrar para outras
regides do encéfalo, como cerebelo e talamo, alcancando o cortex cerebral (Franco & Roehe,
2007). Apos a infecgdo, o virus pode iniciar o ciclo litico ou entrar em laténcia. O periodo de
incubacéo é de 10 a 15 dias, no qual, ap6s excessiva replicacdo viral durante o ciclo litico, a célula
hospedeira sofre lise para a liberacdo das progénies virais e se iniciam dessa forma os sinais
clinicos observados. A apresentacdo neuroldgica da doenca no Brasil tem sido observada em
forma de surtos ou de casos individuais, de forma espontanea ou experimental, apresentando alta
letalidade e morbidade variavel (Rissi et al., 2007; Elias et al., 2004).

Sinais clinicos neuroldgicos, principalmente em animais jovens, podem ser sugestivos
da infeccdo de BoHV-5. Os principais sinais clinicos neuroldgicos observados durante a
infeccdo sdo: convulsbes, movimentos de pedalagem, opistétono, decubito, andar em circulos,
cegueira, incoordenacdo, depressdo, anorexia (Rissi et al., 2007; Del Médico Zajac et al.,
2010; Elias et al., 2004). Sinais clinicos respiratérios como descarga nasal, conjuntivite,

anorexia também podem ocorrer, assim como abortos (Rissi et al., 2007; Favier et al., 2012).



De maneira semelhante, ja foram relatados casos de meningoencefalite ndo supurativa
causados por BoHV-1 (Blume et al., 2018; Silva et al., 2007; Favier et al., 2012).

Como achados macroscopicos de necropsia podem ser notadas areas de maldcia,
congestdo e hemorragia multifocais com achatamento das circunvolugdes. Entretanto, lesdes
macroscopicas no sistema nervoso central nem sempre ocorrem na infeccdo por BoHV-5
(Elias et al., 2004). Pode haver também acometimento do sistema respiratorio com possivel
broncopneumonia e congestdo nasal. Na microscopia podem ser observados meningite nao
supurativa necrosante, neuroniofagia, necrose do cortex cerebral, degeneracdo e corpusculos
de inclusdo intranucleares eosinofilicos (Del Médico Zajac et al., 2010; Elias et al., 2004).

Diferentes técnicas laboratoriais podem ser utilizadas para a confirmacdo de casos,
como técnicas sorologicas (ELISA, imunoperoxidade, virus neutralizacdo) moleculares (PCR,
nested PCR, restricdo enzimaética), isolamento viral, imunohistoquimica e histopatologia
(Rissi et al., 2007; Campos et al., 2009). Técnicas soroldgicas apresentam limitacGes devido a
semelhanca génica com o BoHV-1 e até mesmo com o Alfaherpesvirus bubalino tipo 1

(BuHV-1), ndo sendo indicados para a identificacdo do virus.

3.2. Epidemiologia e controle

A presenca de BoHV-5 ja foi confirmada em diversos paises, entretanto possui um
maior niumero de relatos na Ameérica do Sul, principalmente no Brasil e na Argentina. A razao
dessa maior ocorréncia permanece desconhecida (Rissi, et al., 2007; Dél Médico Zajac et al.;
2010). Sua prevaléncia é dificil de estimar devido & sua similaridade com o BoHV-1 e a
dificuldade de distinguir as espécies sorologicamente (Franco & Roehe, 2007). Mais
recentemente, ha relatos de casos em diversos Estados, como Goiés, Rio Grande do Sul, Mato
Grosso, Para (Blume, G.R, 2018; Santos, B.L, 2018; Rondelli L.A.S, 2017; Riet-Correa G.,
2006) entre outros. Campos et al. (2009) expde em seu estudo, com 200 animais no Estado do
Rio Grande do Sul, que 75,9% dos animais analisados apresentaram co-infecgdo com as duas
cepas virais e que 93,1% foram positivos para BoHV-5, revelando uma altissima prevaléncia
do agente.

O continente Europeu possui um historico no controle e erradicacdo de BoHV-1, com
a erradicacdo do virus em alguns paises, como Austria, Dinamarca, Finlandia, Noruega,
Suécia e Suica, nos quais 0 BoHV-1 é de notificacdo obrigatdria e sua vacinacdo é proibida
(Ackermann & Engels, 2006). A fiscalizacdo sanitaria brasileira ainda ndo possui uma

legislagdo especifica que permita o controle dos alfaherpesvirus bovinos, sendo tal
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dependente de uma acdo voluntéria do produtor (Del Médico Zajac et al., 2006). Medidas de
manejo como separacdo de animais soropositivos de negativos, eliminacdo de animais
positivos e reposicdo com animais negativos, vacinagdo, teste de sémen e embrides,
higienizacdo de equipamentos com &lcool, formaldeido ou detergentes podem diminuir a
incidéncia da doenca em propriedades e reduzir prejuizos (Ackermann & Engels, 2006; Rissi
et al., 2007; Favier et al., 2012; Franco & Roehe, 2007).

No controle da infeccdo sdo utilizadas vacinas comerciais inativadas contendo cepas
de BoHV-1 e BoHV-5 (SINDAN, 2019). Existe também uma vacina viva atenuada contra
BoHV-1, na qual a glicoproteina E foi deletada. Esta vacina induz protecdo cruzada parcial
contra BoHV-5 (Del Médico Zajac, et al. 2006; Silva et al., 2006; Spilki et al., 2007). Franco
et al. (2007) desenvolveram um BoHV-5 recombinante com delegdes dos genes gl, g e US9.
Tal virus foi testado como candidato vacinal por Campos et al. (2011). Contudo, tanto as
vacinas inativadas como as atenuadas, ndo sdo capazes de impedir a infeccdo celular, o

estabelecimento da laténcia e a excre¢do do virus no ambiente (Ackermann & Engels, 2006).

3.3. Etiologia — descric¢éo do agente

O BoHV-5 pertence a ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (ICTV, 2015). Em um estudo realizado por
andlise de restricdo enzimatica de isolados australianos, argentinos e brasileiros, o BoHV-5
foi subdividido em subtipos: BoHV-5a, BoHV-5b e BoHV-5c (D’Arce et al., 2002; Del
Médico Zajac et al., 2010).

Sua morfologia organiza-se em um virion geralmente esférico a pleomérfico, com
didmetro de 120 a 200 nm, formado por um nucleocapsideo icosaédrico de, em média, 100nm
de didmetro formado por 150 hex&meros e 12 pentdmeros, um tegumento com proteinas
dispersas e um envelope formado por glicoproteinas que se organizam em uma membrana

com proteinas associadas (Thiry et al., 2006) (Fig.1).
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Figura.1. Organizacdo morfoldgica de alfaherpesvirus de ruminantes.
Fonte: Thiry,et al. 2006. Tradug&o nossa.

3.4. Genoma do BoHV-5

O genoma completo da amostra SV507/99 de BoHV-5 foi primeiramente sequenciado
por Delhon et al. em 2003. Ele é constituido por DNA dupla fita linear ndo segmentado, com
138.390 bp e 75% de seu contetdo formado por bases G+C que codificam 72 genes e possui
aproximadamente 82% de identidade proteica com BoHV-1. Seu genoma é dividido em duas
sequéncias classificadas como unica longa (U.), com 104.054 bp e Unica curta (do inglés
unique short ou US) com 9.548 bp. Essa ultima uma sequéncia flanqueada por regibes
repetidas inseridas de forma invertida: regido interna repetida (IR) e regido terminal repetida
(TR), codificando 12.109 bp cada (Fig. 2, baseada no genoma de BoHV-1). A replicacdo do
genoma gera quantidades equimolares das duas principais formas do isémero, que difere por
uma relativa orientacdo dos segmentos US. Com esse arranjo o BoHV-5 é classificado como
um genoma de herpesvirus tipo D (Roitzman et al., 2007). Dos 72 genes codificados, 68 se
localizam na regido Unica longa e curta, enquanto dois genes (BICP4 e BICP22) se iniciam e

estdo completamente localizados nas regides repetidas (Delhon et al., 2003).
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Figura 2. — Organizagdo do genoma de BoHV-1 incluindo as duas sequéncias Unicas, uma longa (UL) e uma
curta (US). Esta dltima é flanqueada por duas sequéncias repetidas e invertidas (uma interna, IR; e outra
terminal, TR). A replicacdo do genoma gera quantidades equimolares das duas principais formas do isdmero,
que difere por uma relativa orientacdo dos segmentos US e UL (setas horizontais preenchidas); o segmento UL é
predominantemente observado em uma Gnica orientacdo, mas pode aparecer raramente invertido (seta horizontal
tracejada). A localizacdo dos 10 genes que codificam glicoproteinas é indicada pelas cabecas de seta. Adaptado
de Thiry et al. (2006).

A maior similaridade dos produtos de BoHV-5 com BoHV-1 (95% de identidade entre
0s aminodacidos) é encontrada em proteinas envolvidas na replicacdo e no processamento do
DNA viral (UL5, UL15, UL29, UL39), estando os genes UL14 e UL48 relacionados ao
tegumento e o UL19 ao capsideo. Com menor identidade com o BoHV-1 encontram-se 0s
genes: UL49, UL44, UL24, UL11, UL3.5, UL3, ULO.7, LR e BICPOQ (Delhon et al., 2003).

3.4.1 Ciclo replicativo

O ciclo replicativo do BoHV-5 ainda ndo esta completamente descrito. Os ciclos
explicados a seguir baseiam-se em modelos fundamentados principalmente na replicacdo dos
virus da subfamilia Alphaherpesvirinae. Dois ciclos replicativos podem ser reconhecidos
nessa subfamilia: (i) ciclo litico ou infeccdo aguda; (ii) infeccdo latente. O ciclo litico ocorre
principalmente em células permissivas nos locais de penetracdo do virus no hospedeiro como
células do tecido epitelial e inicialmente também em neurbnios. Durante esse periodo, 0s
genes para a producdo de progénies virais, como 0s genes immediate early (IE), early (E) e
genes tardios, late (L) sdo expressos em cascata (Silvestro & Bratanich, 2016). Os produtos
dos genes IE estdo envolvidos em fungdes iniciais da infec¢do viral, como a regulacdo da
expressao dos demais genes virais. As principais proteinas produzidas na fase IE sdo as BICP
(bovine infected cell protein) bICPO, bICP4, bICP22 e a proteina cir (KOPPEL et al., 1997).

A infeccdo latente ocorre quando o virus entra em contato com celulas
semipermissivas do hospedeiro como neur6nios e ao ter sua atividade de expressdo suprimida

pela célula, o DNA viral se circulariza de forma epissomal no ndcleo. Durante esse periodo a



expressdo génica é completamente paralisada com exce¢do do gene LR ou LAT em HHV-1,
podendo o virus ser detectado por PCR ou por hibridizacdo in situ (Silvestro & Bratanich,
2016). Periodos de estresse ou uso de terapias com glicocorticoides permitem que a laténcia
viral seja suprimida e 0 DNA viral passe a ser expresso pela maquinaria celular. O mecanismo
de laténcia € uma caracteristica chave da biologia dos herpesvirus e permite a esses
permanecerem em células linfoides ou neurdnios de seus hospedeiros por toda a vida,

evitando o sistema imunolégico (Engels & Ackermann, 1996).

3.4.2 Adsorcao, fusdo e penetragdo

Mais detalhadamente, o ciclo replicativo se inicia com a particula viral entrando em
contato com a membrana plasmatica da célula alvo por meio de receptores celulares. Os
herpesvirus fazem uso de moléculas de glicosaminoglicano, como o sulfato de heparina. Essa
primeira interacdo entre célula (sulfato de heparina) e virion é realizada pela glicoproteina C
(9C). Essa glicoproteina é codificada pelo gene UL44 e € expressa em grandes quantidades no
envelope viral e na membrana de células infectadas (Franco & Roehe, 2007; Delhon et al.,
2003; Engels & Ackermann,1996).

Em seguida, acontece a penetracdo viral por fusdo do envelope com a membrana
celular. Posteriormente, ocorre a liberacdo do nucleocapsideo viral com o tegumento no
citoplasma. Durante esse processo, hd uma atuagdo conjunta das glicoproteinas gB e gD e 0

heterodimero formado pelas glicoproteinas gH e gL (Engels & Ackermann,1996).

3.4.3 Transporte e penetracdo nuclear

O transporte do nucleocapsideo até as proximidades dos poros nucleares acontece pelo
auxilio dos microfilamentos celulares. Algumas proteinas do tegumento permanecem no
citoplasma, enguanto outras migram em direcdo ao nucleo. Ao entrar em contato com a
membrana nuclear, ocorre a desintegracdo do nucleocapsideo e a liberagdo do DNA viral no
ndcleo celular (Franco, A.C & Roehe, 2007).

3.4.4 Expressdo génica e replicacdo do genoma

Apos a entrada no ndcleo celular, o DNA viral se circulariza e com o auxilio de fatores
celulares, virais e da RNA polimerase Il celular, inicia-se a transcricdo do genoma viral. Os
RNAs mensageiros sdo transportados para o citoplasma onde codificam proteinas envolvidas
na regulacdo do ciclo viral (alfa), na replicacdo do DNA viral (beta) e na morfogénese de

novos virions (gama) (Franco & Roehe, 2007).



Para a producdo das proteinas alfa € necesséria a presenca da proteina viral 16 (VP16),
presente no tegumento. Em HHV-1 a VP16 possui a fungéo de ativar os genes IE que irdo
produzir as proteinas ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 e ICP47, as quais estdo relacionadas a
transcricdo de genes Early. Os genes Beta estdo relacionados a producdo de enzimas, e
proteinas acessorias para a replicacdo viral, enquanto os genes tardios (Late) sdo envolvidos
na producdo de proteinas que participam na producdo de novos virions. Apés a entrada no
nucleo, o DNA viral pode ou néo se circularizar durante a replicacdo (Franco & Roehe, 2007).
Esse processo ocorre de forma bidirecional, pelo mecanismo de circulo rolante e produz DNA
concatemérico (cadeias de genomas recém-formadas ligadas uma as outras) (Jacob et al.,
1979).

3.4.5 Morfogénese, maturacao e egresso

A morfogénese consiste na montagem das particulas viricas recém formadas,
transformando-as em particulas infectivas. O processo se inicia no nucleo onde o DNA
replicado é empacotado e encaixado no capsideo que é formado principalmente pelas
proteinas produzidas pelos genes UL33; UL32; UL28; UL25; UL15; UL 26.5 (Delhon et al.,
2003; Franco & Roehe, 2007; Kawaguchi et al., 2018). Antes de chegar ao citoplasma, essa
particula deve passar pela membrana nuclear interna, havendo uma interrupcdo das
laminacBes da membrana, interrompendo a membrana nuclear externa também, até que o
nucleocapsideo “brote” no citoplasma (Kawaguchi et al., 2018). Nesse local, associa-se a
proteinas do tegumento. Essa particula ainda ndo acabada pode ser empacotada pelo reticulo
endoplasmatico e pelo complexo de Golgi e receber o envelope viral. Pode também egressar
da célula em forma de vesiculas ou pode adquirir seu envelope ao migrar para a periferia da
célula e se fusionar com a membrana plasmatica e liberar as particulas virais da célula
(Kawaguchi, et al., 2018).
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Figura 3 : Ciclo replicativo litico dos alfaherpesvirus: (1) Penetragdo por fusdo do envelope com a
membrana plasmatica. (2) Transporte do nucleocapsideo até os poros nucleares. (3) Desnudamento e liberacao
do genoma no interior do ndcleo. (4) Transcrigdo dos genes alfa. (5) Traducdo das proteinas alfa. (6) Transcri¢ao
dos genes beta. (7) Tradugdo das proteinas beta (8) Replicacdo do genoma. (9) Transcri¢do dos genes gama. (10)
Traducdo das proteinas gama. (11) Inicio da morfogénese. (12) Aquisigdo do envelope por brotamento através da
membrana nuclear. (13) Aquisicdo do envelope no aparelho de Golgi. (14) e (15) Transporte dos virions em

vesiculas até a superficie celular. (16) Liberagdo por exocitose. Fonte: Franco & Roehe, 2007.

3.4.6 Laténcia

Os virus podem estabelecer diferentes estratégias para evadirem do sistema imune,
replicarem em maior quantidade ou mesmo conservarem-se no hospedeiro (Barry &
McFadden, 1998). Os herpesvirus possuem a caracteristica de serem capazes de permanecer
no hospedeiro apds infeccdo aguda por tempo indeterminado. Os principais locais de laténcia
sdo células altamente diferenciadas como neurdnios presentes em ganglios nervosos
periféricos e células linfoides, enquanto que no ciclo litico, as células epiteliais sdo as mais
infectadas (Engels & Ackermann,1996).
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O mecanismo de laténcia consiste da principal forma do microrganismo permanecer
na populacdo hospedeira. O virus pode ser reativado naturalmente em situacfes de estresse,
terapia com glicocorticoides e ser re-excretado no ambiente, favorecendo a contaminacédo de
novos animais (Rissi et al., 2007). Em bovinos, os locais de laténcia dos alfaherpesvirus
incluem o géanglio do nervo trigmeo, cortex telenceféalico, mesencéfalo, ponte, cerebelo,
medula e, menos frequentemente, o bulbo olfatério (Vogel et al., 2003).

Durante a fase de laténcia, contrariamente ao ciclo litico, apenas o gene LAT (HHV-1)
ou LR (BoHV-1) é transcrito, produzindo os produtos relacionados a laténcia (LTP — “latent
transcript products”). O gene relacionado a laténcia (LR) é assim denominado por ser
possivelmente o Unico gene a ser transcrito em neurénios infectados durante a fase de laténcia
e ser importante durante a reativacdo viral (Jones & Chowdhury, 2008). Esse gene esta
localizado na regido interna repetida (IR) e é constituido pela presenca de duas open read
frame 1 (ORF1) e 2 (ORF2) (Delhon, et al., 2003).

Uma das funcbes do gene LR em BoHV-1 ou o seu homélogo LAT de HHV-1 é a
inibicdo da apoptose em neurénios com a finalidade de proteger essas células durante o
periodo de laténcia (Peng et al., 2004, Ciacci-Zanella et al., 1999). Durante a infeccdo latente
de BoHV-1 o DNA viral pode ser detectado por PCR em células infectadas. Entretanto,
apenas o transcrito do gene LR é detectado, sendo transcrito no sentido oposto ao gene IE
BICPO (Jones & Chowdhury, 2008; Silvestro & Bratanich, 2006).

A maioria das funcgdes essenciais desempenhadas pelo gene LR sdo codificadas pela
ORF2, responsavel por modular componentes da sinalizagdo do ciclo celular. Ao se comparar
a similaridade das sequéncias das ORFs de BoHV-5, a ORF1 apresenta 66% e a ORF2 82%
de identidade com as ORFs semelhantes de BoHV-1. Sendo a ORF1 um dos genes com
menor semelhanca entre o homélogo BoHV-1 (Delhon, el al. 2003). Essa regido em BoHV-5,
diferente do BoHV-1, apresenta-se interrompida quatro vezes, resultando uma leitura de
frames de a — d. Nessas diferencas entre as sequéncias de homologos possivelmente ha uma
alteracdo na funcionalidade das proteinas (Silvestro & Bratanich, 2006).

Terapias com corticosteroides, estresse ou imunodepressao podem iniciar a reativacao
da laténcia. Durante esse periodo pode ser observado maior producéo de genes virais, reducdo
dréstica da expressdo do gene LR e presenca de virus infectivos nas cavidades nasais ou
oculares (Jones & Chowdhury, 2008).
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3.4.7 Gene US3

O gene US3 recebe essa designacdo por ser o terceiro gene no segmento da regido
curta do genoma dos alfaherpesvirus (US). Ele é responsavel pela codificacdo da proteina
serina / threonina quinase ou proteina quinase, com uma quantidade de aminoéacidos variavel
de acordo com a espécie viral (Barry & McFadden, 1998; Deruelle & Favoreel, 2011). Essa
proteina estad presente na subfamilia Alphaherpesvirinae em todos os seus membros e é
formada por um dominio de quinase (280-300 aminoacidos) contendo um dominio de ligagédo
de ATP e um sitio ativo catalitico (Deruelle & Favoreel, 2011). A cepa de BoHV-5 SV507/99
contém um gene US3 com 1335 pares de bases e codifica uma proteina com 444 aminoacidos.

Ja se tem conhecimento que a proteina quinase do HHV-1, HHV-2 e SHV-1 é uma
proteina multifuncional que atua na fosforilacao de substratos celulares virais e celulares. Esta
envolvida em diferentes processos virais como na evasao do sistema imunoldgico, replicacdo
do DNA viral, egresso da particula viral do nucleo, remodelamento do citoesqueleto de actina
e também em mecanismos relacionados a inibi¢do da apoptose. Essas funcionalidades podem
estar ausentes ou com atividade reduzida dependendo da espécie de alfaherpesvirus (Deruelle
& Favoreel, 2011; Kawaguchi et al., 2018).

No contexto de apoptose, sabe-se que o gene US3 de HHV-1 é capaz de fosforilar
diretamente a proteina da familia de BCL-2 pré-apoptética BAD (Ser-112, Ser-136, Ser-155)
inibindo a via intrinseca de apoptose (Kato et al., 2005; Cartier et al.,2003; Munger &
Roizman, 2001; Kawaguchi et al., 2018). Cartier et al. (2003) ao avaliar o HHV-1 selvagem e
o mutante HHV-1 US3 deletado em células HEp-2 (células de carcinoma laringo epidermdide
humano), observou que o virus selvagem foi capaz de fosforilar a proteina BAD e prevenir a
ativacdo de caspases 9 e 3, além de inibir apoptose causada por estimulos externos como
tratamento com sorbitol. Enquanto o mutante US3 deletado apresentou concentracdes de
caspases 3 e 9 maiores que as do controle. No estudo os autores salientaram que a expressao
do gene US3 sozinho néo foi capaz de impedir a fragmentagédo do DNA celular e tdo pouco de
desativar as caspases 3 e 9 em células HEp-2 tratadas com sorbitol. Além disso, foi observado
que apds super-expressar esse gene, as funcbes foram mantidas, justificando entdo que
possivelmente a atividade anti-apoptotica do gene possa ser dose dependente.

Duroelle et al. (2010) infectou células de testiculo suino (ST) e HEp-2 com um
SHV-1 selvagem e um SHV-1 mutante US3 deletado (US3null) e observou que o mutante
US3null apresentou titulos virais menores que o selvagem em ambas as células. Além disso,
demonstrou, mediante a imunomarcacao de caspase 3 ativada, niveis de caspase elevados para

0 mutante. Anteriormente, em 2007, 0 mesmo autor realizou um estudo com uma metodologia
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diferente ao inserir um ponto de mutagdo no sitio de ligagdo de ATP na sequéncia da proteina
quinase US3 de SHV-1, demonstrando que esse sitio é importante para a atividade anti-
apoptotica.

Takashima et al. (1999) demonstrou em seu estudo que o gene US3 de BoHV-1 nédo
é essencial para o crescimento in vitro em células MDBK ao comparar o crescimento do virus
selvagem com o mutante US3 deletado, que, entretanto, replicou-se mais lentamente. Ainda,
observou que o virus BoHV-1 selvagem foi capaz de inibir a apoptose causada pelo
tratamento com sorbitol, de forma mais lenta, impedindo a fragmentacdo do DNA celular.
Além disso, demonstrou que apés a infec¢do com o seu mutante US3 deletado, as células ndo
apresentaram morfologia apopt6tica nem sofreram degradacdo do seu material genético. Esses
resultados indicam que o gene US3 ndo esta diretamente envolvido na atividade anti-
apoptotica relacionada ao virus.

Em 2011, Ladelfa et al., realizou o primeiro estudo avaliando a atividade anti
apoptdtica do gene US3 de BoHV-5 e possiveis desorganizacfes causadas no citoesqueleto
celular. Os autores utilizaram como metodologia a transfeccdo do gene US3 selvagem e a
transfeccdo do gene US3 com a proteina quinase inativada em células Vero (células de rim de
macaco-verde africano) e ST. Para avaliacdo anti-apoptética do gene foi utilizada marcacédo
por imunofluorescéncia para caspase-3 ativa. Posteriormente, as células ST foram tratadas
com estaurosporina para a inducdo da morte celular. Como resultado, entre as células nédo
infectadas (Mock) foi observado mais de 80% de atividade de caspase 3. O BoHV-5 US3
selvagem, SHV-1 US3 selvagem (usado para comparacdo) e o BoHV-5 US3 quinase
inativada demonstraram, respectivamente, 63%, 56% e 80% de atividade de caspase-3. Esses
dados ndo indicam uma completa atividade anti-apoptdtica, mas sugerem que 0 gene possa
estar envolvido na prevencdo da apoptose por estimulos externos em células infectadas.

Outra funcdo conhecida do gene US3 é o rearranjo drastico do citoesqueleto na
célula hospedeira. Essa reorganizacdo causa um arredondamento celular devido ao estresse
das fibras e com frequéncia, a formacdo de projecdes celulares. Essas projecdes podem conter
actina e microttbulos, estando possivelmente envolvida na disseminacéo viral célula-a-célula
(Deruelle & Favoreel, 2011). Brzozowska et al., (2010) também observaram marcado
rearranjo do citoesqueleto e projec6es celulares contendo microtibulos ao expressar 0 gene
US3 de BoHV-1, utilizando o sistema de vetores baseados em baculovirus em diferentes tipos
celulares (Vero, células do esdfago bovino - KOP, células de rim suino - SK6 e células
traqueais bovinas embrionarias - EBTr). Mutantes do gene US3 que continham alteracfes de

aminoacidos em suas sequéncias ndo demonstraram alteragcdes morfoldgicas.
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Deruelle & Favoreel (2011) realizaram um estudo comparativo entre a similaridade
de sequéncias de aminoécidos codificados pelos genes US3 ortologos de diferentes espécies
virais e observaram que a semelhanca entre aminoacidos é variavel, mas que ha pouca
diferenca entre os dominios de quinase. A sequéncia de aminoacidos da proteina US3 quinase
de BoHV-5 apresenta 81% de similaridade com BoHV-1, 41% com SHV-1 e apenas 31%
com HHV-1 e HHV-2, o que pode estar relacionado as diferencas funcionais dessa proteina

entre os virus.

3.5 Apoptose

A palavra apoptose foi proposta por Kerr, Wyllie e Currie em 1972 e significa “0
cair”, como o cair de folhas em uma arvore, ou seja, a eliminacdo de algo ndo mais necessario
(Kerr et al.,1972). Apoptose ou morte celular programada é um processo celular que tem
como objetivo a eliminacdo de celulas ndo mais Uteis, anormais ou em excesso para 0
organismo. Essa eliminacdo segue um mecanismo altamente complexo e sofisticado que gera
um padrdo morfologico caracteristico que é regulado por diversos fatores como genes,
enzimas e estimulos diversos. Quando seu controle ndo € realizado corretamente pela célula
ou quando ocorre uma infecgdo por um agente infeccioso capaz de regular a apoptose, podem
ocorrer desequilibrios, infec¢fes mais intensas ou a formagdo de neoplasias, por exemplo,
(D’arcy, M.S. 2019).

A apoptose se opde a outro processo celular, a necrose, que do grego significa
“matar”. Nesse segundo processo ocorre a morte acidental, passiva e de maneira abrupta,
onde as células incham e estouram extravasando seu conteudo celular entre os tecidos
adjacentes. A necrose é geralmente desencadeada por dois principais fatores: interferéncia no
suprimento de energia e dano direto a membrana plasmatica da célula (Elmore, S., 2007).

Durante o processo de apoptose, modificacGes celulares sdo reguladas e padrdes
morfologicos podem ser visualizados, como o desprendimento da matriz extracelular,
enrugamento/“embolhamento” da membrana plasmatica, condensacdo da cromatina, quebra
do citoesqueleto e formacdo de corpos apoptoticos com organelas pouco afetadas (Raff,
M.,1998; Elmore, S. 2007). Durante esse mecanismo celular de “fragmentar” a célula em
porcdes menores (corpos apoptoticos), ocorre também a mudanca na organizacdo da
membrana plasmatica, acontecendo a externalizagéo da fosfatidil serina 1, havendo entédo uma
alteracdo na sua estrutura onde células como macréfagos as reconhecem e as fagocitam sem

gue ocorra um processo inflamatério (Suzanne, M. 2013).
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A apoptose € iniciada pela ativagdo de um grupo de cisteinas proteases, ou também
conhecidas como caspases. Essas sdo produzidas nas células na forma inativa e sdo ativadas
quando ocorre uma quebra proteolitica (EImore, S. 2007). Essas enzimas podem ser ativadas e
desencadeadas por duas diferentes vias de estimulos: a via extrinseca e a via intrinseca. A
primeira via consiste da ativacdo de caspases devido a um fator como falta de nutrientes,
choque térmico, drogas ou dano externo. Por outro lado, a via intrinseca, esta relacionada ao
detrimento interno, ou seja, ao dano direto ao DNA ou em suas organelas, como por exemplo:
hipdxia, estresse oxidativo, radiacdo, toxinas, virus, entre outros. Independentemente da via,
assim que um dano celular é detectado ocorre a sinalizacdo, ativando pro-caspases e caspases
iniciadoras que, em seguida, ativam caspases executoras (3, 6, 7), capazes principalmente de
desorganizar o citoesqueleto, romper a membrana nuclear, ativar endonucleases, fragmentar o
DNA celular e causar a morte celular (D’arcy, M.S. 2019).

A via intrinseca envolve uma variedade de estimulos e ocorre quando hé dano celular
e a permeabilidade do poro da membrana mitocondrial € alterada liberando fatores
mitocondriais pro-apoptéticos como o citrocromo ¢ e proteina Smac/Diablo (D’arcy, M.S.
2019). O citocromo c, presente na respiracdo mitocondrial, quando liberado no citoplasma
ativa a proteina adaptadora com fator de ativacdo de apoptose 1 (apafl) que se oligomeriza
formando o apoptossomo que se liga a prdé-caspase 9 e a ativa em caspase 9, ativando as
caspases executoras. Essa permeabilidade no poro mitocondrial pode ser controlada por
proteinas pré-apoptéticas ou anti-apoptoticas, todas pertencentes a familia das proteinas Bcl 2
(D’arcy, M.S. 2019). As proteinas BAX e BAK, séo geralmente ativadas quando ndo sdo
detectados fatores de crescimento, hormonios, citocinas ou sinais de sobrevivéncia e entéo,
essas permitem a abertura dos poros mitocondriais para a ativacdo da apoptose pela via
intrinseca. Ainda dentro da mesma familia, outras proteinas como a prépria Bcl2 e a Bel X,
tém o papel de impedir a apoptose inibindo as proprias proteinas Bcl2 pro-apoptética. Esses
mecanismos de regulacdo entre as proteinas ira depender do estimulo recebido pela célula
(Raff, M., 1998; D’arcy, M.S. 2019).

A ativacdo da via extrinseca é desencadeada por fatores externos. Na superficie celular
estdo presentes proteinas transmembranas que possuem um dominio fora da membrana
citoplasmatica, um dominio transmembrana e dominios intracelulares no citoplasma. Essas
proteinas recebem o nome de FAS (CD95), ligantes ou dominios de morte e sdo ativadas
guando proteinas extracelulares ligantes como as presentes no linfocito citotdxico se
conectam a elas e sinalizam a célula o estimulo para a realizacdo da apoptose (Raff, M. 1998;

Elmore, S. 2007). Ap0s essa ligacdo, ocorre a formagdo do complexo de sinalizagdo indutora
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da morte (do inglés death inducing signaling complex ou DISC), que consiste na juncao de
proteinas adaptadoras e de pré-caspases que serdo ativadas em caspases iniciadoras (8 e 10) e
logo ativardo as executoras. Para esse mecanismo de ativacdo de morte celular, existem
proteinas como as FLIP e proteinas semelhantes as pré-caspases sem sitio de ativacdo, que
podem competir ou bloquear esses estimulos externos quando inadequados (Elmore, S. 2007).
O mecanismo de ativagdo da via extrinseca pode ainda nédo ser o suficiente para a ativacéo da
apoptose, podendo a via intrinseca ser ativada adicionalmente e, ambas, desencadearem

estimulos para a ativacdo da apoptose na célula.

3.6 Baculovirus, caracteristicas gerais:

Os baculovirus sdo virus espécie-especificos de invertebrados pertencentes a familia
Baculoviridae. Sdo virus amplamente utilizados e estudados devido as suas aplicabilidades na
agricultura como controle bioldgico de insetos-pragas e principalmente como ferramenta de
expressao de genes heterdlogos dentro de laboratérios de pesquisa, além de serem
empregados como vetores em terapias génicas (Castro et al., 2005; Kost et al. 2005; Clem, R.
J, 2001).

Esses virus de inseto possuem as caracteristicas de serem envelopados, com
nucleocapsideo em formato de bastonete e formados por material genético de DNA dupla fita
circular e genomas entre 80-180 kb, capazes de codificar entre 90 e 181 genes em suas duas
fitas (Ayres et al., 1994; Ribeiro et al., 2015). Sua principal caracteristica € sua capacidade de
gerar dois fendtipos durante o ciclo viral: os virus brotados (BV) e os virus derivados de
oclusdo (ODV) (Carpes et al., 2005).

O primeiro fenétipo € responsavel pela disseminacdo das progénies virais célula-a-
célula. O segundo fendtipo sdo particulas virais revestidas por proteinas que formam uma
estrutura cristalina (poliedrina ou granulina) dentro do nucleo das células hospedeiras. Esses
cristais ao se acumularem no nucleo destroem a célula e apds a morte de seu hospedeiro
permanecem nos tecidos em decomposicdo de seus hospedeiros. Outras larvas ingerem esses
cristais presentes no ambiente e em folhas. No intestino médio, sob pH alcalino do suco
gastrico, esses cristais se dissolvem liberando particulas viricas que, em contato com as
células intestinais, sdo adsorvidos em sua membrana e penetram no citoplasma onde sdo
englobados por endossomos e, com o auxilio de microtibulos e filamentos de actina, seu
nucleocapsideo é direcionado ao nucleo, reiniciando o ciclo (Carpes et al., 2005; Luckow,
V.A.,1988; Qin et al., 2019).
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A familia Baculoviridae é formada por quatro géneros distintos (Alphabaculovirus,
Betabaculovirus, Gamabaculovirus e Deltabaculovirus) que abrangem principalmente virus
de lagartas, mosquitos, moscas e crustaceos. A espécie mais estudada e considerada como
prototipo dessa familia € a do Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(ACMNPV) pertencente ao género Alphabaculovirus (ICTV, 2019; Ribeiro et al., 2015).

Como modelos aplicados desses virus podemos citar 0 uso do baculovirus Anticarsia
gemmetalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) como um bioinseticida de pragas que
tem sido utilizado aproximadamente em um milhdo de hectares anualmente no Brasil no
controle da lagarta da soja (Anticarsia gemmetalis) com a finalidade de reduzir o uso
excessivo de defensivos agricolas quimicos (Moscardi, F., 1999). Outro produto
fundamentado no uso de baculovirus é o sistema de expressdao baseado em vetores de
baculovirus (baculovirus expression. vectors - BEV). Esse sistema é baseado em duas
estratégias de manipulacdo do genoma do baculovirus ACMNPV: recombina¢do homologa ou
transposicao sitio especifica. Esse sistema é capaz de expressar grandes quantidades de
proteinas (fusionadas ou ndo fusionadas) de eucariotos e procariotos em células de inseto
devido a presenca de fortes promotores génicos, como o gene da proteina fibrosa p10 e o gene
da proteina poliedrina (polh) (Ribeiro et al., 2015; Luckow, V.A, 1988). Outra vantagem
desse sistema é a especificidade desse virus em infectar células de inseto, o0 que o torna uma
ferramenta de expressdo segura (pouco patogénica) para mamiferos e plantas. Como exemplo
de proteinas de herpesvirus ja expressas em sistema BEV podemos citar as proteinas
polimerase, helicase e nuclease alcalina de HHV-1 (Grady, et al. 2014), glicoproteina E do
SHV-1 (Dambros et al., 2007; Serena et al., 2013) e a proteina serina / treonina quinase de
BoHV-1 (Brzozowska et al., 2010).

Baseado nos estudos de Ciccarone et al. (1997) e Luckow et al. (1993) foi criado um
modelo comercial para a producdo de baculovirus recombinantes. O Sistema de expressdo
Bac-to-Bac™ ¢ fundamentado na transposicdo de um plasmideo doador (pFastBac™)
contendo um multiplo sitio de clonagem e a presenca do promotor da poliedrina dentro do
transposon Tn7 com as regiGes de transposicdo Tn7R/Tn7L. Nesse sitio de clonagem €
inserido 0 gene de interesse com o0 uso de enzimas de restricdo. Apds isso é realizada a
transposicdo do plasmideo para uma Eschericha coli modificada contendo o genoma de
AcMNPV (bacmideo) modificado (DH10Bac™) com auxilio da enzima transposase presente
em um plasmideo auxiliar (Fig. 4). Posteriormente, 0 DNA desse plasmideo contendo o DNA
de AcCMNPV adicionado do gene de interesse € transfectado em células de inseto com o uso

de um lipossomo cationico.
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Figura 4. Esquema demonstrando o sistema Bac-to-Bac™ e suas etapas. Inicialmente o gene
de interesse é clonado em sitio multiplo de clonagem dentro de um plasmideo doador
especifico contendo o transposon Tn7. Esse plasmideo é transformado em uma Eschericha
coli recombinante contendo o genoma completo do AcMNPV (bacmideo) e com o auxilio de
um plasmideo auxiliar ocorre a transposicdo sitio-especifica entre o gene de interesse e 0
bacmideo. Apos essa insercdo o DNA plasmideal dessa bactéria é extraido por uma lise
alcalina (mini-prep) e transfectado em células de inseto utilizando-se um lipossomo catidnico.
O DNA viral entra nas células e inicia o ciclo replicativo do baculovirus, gerando virus
brotados e oclusos. Os virus recombinantes brotados sdo coletados e se é realizada a
amplificacdo do virus recombinante de interesse. Fonte: Bac-to-Bac™. Baculovirus

expression system (ThermoFisher, Waltham, MA, USA).
3.6.1 Baculovirus no controle da morte celular programada.

Dentro do contexto de morte celular programada e apoptose, os baculovirus possuem
relevada importéncia devido a presenca de diferentes genes com reconhecida atividade anti-

apoptotica em seus genomas e ao seu histérico na descoberta dos genes IAPs (Inibidores de
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apoptose) (Clem, R.J, 2001). Nesse conjunto historico, foi gracas a observagdo da atividade
anti-apoptotica do gene p35 do AcCMNPV pelos pesquisadores do laboratério da Dra. Lois
Miller, em 1991, que se encontraram 0s genes IAPs e foi possivel o aprofundamento dos
mecanismos de regulacdo da morte celular por virus e pela propria célula hospedeira (Clem,
R.J, 2015).

Entre os genes supressores de apoptose nos baculovirus podemos citar o gene p35
presente no ACMPNV, capaz de produzir uma proteina de 35 Kda. Essa proteina atua no fim
da cascata de caspases, como substrato das caspases, inibindo caspases efetoras e também
caspase-1 em linhagem de Spodoptera furgiperda (Clem, R.J. 2001). Sua proteina, ao ser
clivada por alguma dessas caspases, gera um complexo irreversivel, impedindo que as
modificacdes celulares pro-apoptdticas se iniciem e que ocorra a ativacdo de demais caspases.
Tal gene ja foi testado em diversos modelos como nematodeo (C. elegans), inseto, mamifero
e em diferentes linhagens celulares apresentando sempre o mesmo fenétipo supressor de
apoptose. Até hoje, genes com atuacdo semelhante ndo foram relatos (Clem, R.J. 2015., Barry
& McFadden,1998).

Os genes 1APs, sdo genes presentes em baculovirus e em diversos outros organismos,
incluindo células de mamiferos. S&o capazes de suprimir a apoptose celular e também de
modula-la de acordo com o estimulo recebido. Sua descoberta ocorreu primeiramente nos
baculovirus Orgyia pseudotsugata multiple nucleopolyhedroviruse (OpNMPV) e Cydia
pomonella granulovirus (CpNMPV). Esses genes recebem essa classificacdo devido a
semelhanca entre as sequéncias presentes neles. Para um gene ser considerado um IAP é
necessario que possua uma ou duas sequéncias BIR (Repeat baculovirus 1AP) na posicéo
amino terminal e uma sequéncia de Ringer Finger na extremidade carboxi-terminal (Barry &
McFadden,1998). Os genes IAPs de baculovirus sdo classificados dentro de 6 diferentes
grupos (1-6) de acordo com o tamanho do seu produto, a quantidade e posi¢do da sequéncia

BIR e também pelo seu hospedeiro (Fig. 5).
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Figura 5: Diagrama generalizado ilustrando os dominios presentes nas seis diferentes
linhagens de IAPs de baculovirus, assim como o Sf-IAP de S. frugiperda e Drosophila
DIAPL. Dominios BIR1 sdo mostrados em amarelo, dominio BIR2 em verde e os dominios de
RING em laranja. O dominio BIR homdlogo de IAP-4 é mostrado em cinza e sdo pouco
conservados. A faixa aproximada de tamanho (em aminoacidos) de cada linhagem € mostrada

a direita. Fonte: Clem, R.J, 2015, traducdo nossa.

Os mecanismos de inibicdo de apoptose utilizados pelas IAPs ainda nédo sao
completamente esclarecidos, sabendo-se que esses podem variar. Existem genes I1APs sem
atividade supressora significativa de apoptose como os IAP-1 e IAP-2 presentes no
AcMNPV, sendo ainda desconhecida a funcdo desses genes nesse virus. Conhecidamente ja é
reconhecida e explicada a funcdo anti-apoptotica dos genes IAP-3 presente nos Alpha e
Betabaculovirus. Esse grupo inibe a atividade de caspases iniciadoras, bloqueando assim o
restante da cascata de caspase. Clem, R.J (2015) afirma que com exce¢do do grupo IAP-3, as
IAPs inibem a apoptose ndo apenas bloqueando a via de caspase, mas também ubiquitinando
proteinas pré-apoptoticas e inibindo fatores mitocondriais.
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Abstract

Bovine alphaherpesvirus type 5 (BoHV-5) is one of the main agents responsible for
meningoencephalitis in bovines in Brazil, causing significant economic losses. It is known
that other viruses of the Herpesviridae family such as Bovine alphaherpesvirus type 1, Swine
alphaherpesvirus type 1 and the Human alphaherpesvirus types 1 and 2 encode genes
homologous to BoHV-5, with recognized action in the control of apoptosis. The objective of
this work was to express the BoHV-5 US3 gene in a baculovirus based expression system for
the production of the serine/threonine kinase protein and to evaluate its activity in the control
of apoptosis in vitro. A recombinant baculovirus derived from the Autographa californica
multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) containing the US3 gene and a deletion in the
baculovirus anti-apoptotic gene p35 gene was constructed using the Bac-to-Bac™ system.
This recombinant baculovirus was used to evaluate the anti-apoptotic activity of the US3 gene
in insect cells comparing with two other ACMNPV recombinants. One containing a functional
copy of the AcCMNPV anti-apoptotic p35 gene and an ACMNPV p35 knockout virus with the
anti-apoptotic iap-3 gene from Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV). We found that the caspase level (indicator of apoptosis) was higher in insect
cells infected with the US3-contanining recombinant virus than in cells infected with the
AcCMNPV recombinants containing the p35 and iap-3 genes. Moreover, the AQMNPYV iap-3
gene was able to efficiently substitute the p35 gene in the control of apoptosis during
infection of insect cells by the ACMNPV recombinant containing the iap-3 gene. These results
indicate that the BoHV-5 US3 protein kinase gene is not able to block apoptosis in insect cells

induced by the infection of a p35 knockout ACMNPV.

Key words: Bovine alphaherpesvirus 5, US3, apoptosis.
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1. Introduction

Bovine alphaherpesvirus 5 (BoHV-5) is a pathogen causing mainly meningoencephalitis
in young cattle, and occasionally respiratory and reproductive disease. BoHV-5 belongs to the
family Herpesviridae and is very similar to Bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1) (French,
E.L., 1962; Del Médico Zajac et al., 2010). Like other herpesviruses, BoHV-5 has evolved
strategies to escape from the immune system and remain in the host for its entire lifespan
(Griffin et al., 2010). These viruses efficiently invade the peripheral nervous system and
establish lifelong latency in neurons present in peripheral ganglia (Jones, C. 1998; Ciacci-

Zanella et al. 1999).

The serine/threonine kinase protein encoded by US3 gene has recognized anti-apoptotic
activity and is produced by Alphaherpesvirinae subfamily members, such as Human
alphaherpesvirus 1 (HHV-1), Human alphaherpesvirus 2 (HHV-2), Suid alphaherpesvirus 1
and Gallid alphaherpesvirus 2 (Deruelle et al., 2011; Kato et al., 2005; Murata et al.,2002;
Deruelle et al., 2007; Schumacher et al., 2008). Virally encoded kinases are able to
phosphorylate viral and cellular substrates. In HHV-1, some studies have shown that US3 is
able to phosphorylate the pro-apoptotic proteins Bad (Bcl-2-antagonist of cell death) and Bid
(BH3 interacting-domain death agonist) to block their function in promoting apoptosis
(Munger and Roizman, 2001; Cartier et al., 2003a; Cartier et al., 2003b). These functionalities
may be absent or reduced depending on the alphaherpesvirus species (Deruelle and Favoreel,

2011; Kato and Kawaguchi, 2018).

A few studies have been carried out with respect to the BoHV-1 and BoHV-5 US3 gene
(Takashima et al., 1999; Ladelfa et al., 2011; Brzozowska et al.,2018). Takashima et al.
(1999) in their work with wild-type BoHV-1 and BoHV-1 US3 mutants did not observe
apoptosis in any of the cells infected with the wt virus and with US3 mutants when these cells

were treated with sorbitol. Demonstrating that the gene US3 has no direct effect in apoptosis.
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In a more recent study involving the BoHV-1 US3 gene Brzozowska et al., (2018) have
demonstrated with more modern and sensitive techniques that the protein kinase of US3 is
able to inhibit apoptosis triggered by viral infection and by external stimuli (sorbitol or
staurosporine). They linked the presence of US3 with the phosphorylation of BAD, a pro-
apoptotic protein. Similar data were observed for HHV-1 and SHV-1 (Cartier et al., 2003a;
Duroelle et al., 2007). Ladelfa et al. (2011) carried out a similar study with the BoHV-5 US3
gene, concluding that the US3 gene shows resistance to apoptosis and is capable of inducing
modifications in the cytoskeleton. The aim of the present work was to test the anti-apoptosis
activity of the BoHV-5 US3 in insect cells using a recombinant baculovirus containing the

US3 gene and with a deletion in the p35 gene (baculovirus anti apoptotic gene).

2. Materials and methods
2.1 Virus and cell culture

CRIB cell (Flores and Donis, 1995) were cultured in Eagle's minimal essential
medium supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics for virus replication.
The BoHV-5 strain EVI 88/95 (Salvador et al., 1998) was used for US3 gene amplification.
The insect cells Trichoplusia ni (TN5B), Spodoptera frugiperda (Sf-21) and Spodoptera
frugiperda 9 Easy Titration (Sf9-ET) were cultured for the replication of recombinant and
control baculoviruses at 27° C in TC-100 medium (Vitrocell, Campinas, SP, Brazil)
supplemented with 10% FBS (ThermoFisher) (for details about cells and virus used in this

study see Table 1 in supplementary material).

2.2 BoHV-5 US3 gene cloning

BoHV-5 US3 gene was amplified by PCR from viral DNA (BoHV-5 EV188/95 strain)
and cloned into pFastBac™1 (ThermoFisher) donor plasmid. First, amplification was carried

out with forward primer 6xHis-US3F: 5’-
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GGATCCATGCACCATCACCATCACCATGGAGCGCGCGGLCGGAGLCGGLTGGLE-3”

and reverse primer US3R: 5’-AAGCTTTTACCCCAAGGCCGCGCTGAAGGCGG-3’,
which introduced the recognition sites for BamHI, 6xHisTag, and HindlIll, respectively. The
BoHV-5 US3 PCR product of 1335 bp in length was amplified with 5 ul of 10X PCR Buffer,
1 mM MgCl,, 3% DMSO, 10 uM of each primer, 200 uM dNTPs, 5 units of Taqg DNA
polymerase (ThermoFisher) and was added ultrapure water to a final volume of 50 pl. The
reaction was carried out for 35 cycles of 95°C for 30 s, 65°C for 30 s, and 72°C for 1 min 30 s
and final extension for 10 minutes at 72°C. The PCR product was visualized by UV light on
ethidium bromide-stained 0.8% agarose gel and purified with the GFX PCR Kit and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA). Following PCR, the purified
product and the donor plasmid were digested with the restriction enzymes described above,
ligated and transformed into DH10R competent cells to generate pFastBacl.US3 (Fig. 1). The
correct orientation of the US3 BoHV-5 gene into this plasmid was checked by plasmid DNA

sequencing at Macrogen (South Korea).
2.3 Recombinant virus

The pFastBac™1.US3 was then used to produce a recombinant (Us3.bacmid) via
transposition in E. coli DH10Bac cells containing the Autographa californica
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) genome with a deletion in the baculovirus antiapoptotic
gene p35 in a plasmid form called bacmid, according to the Bac-to-Bac™ system manual.
The AcCMNPV p35 knockout with BoHV-5 US3 gene (AcMNPVAp35.US3) bacmid DNA
was extracted and then was used for transfection in Sf-21 and TN5B cells. Virus titrations
were done in 96-well microtiter plates (O'Reilly et al., 1992) using Spodoptera frugiperda 9

Easy Titration (Sf9-ET) insect cells (Hopkins & Esposito, 2009).
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2.4 BoHV-5 US3 protein expression analysis

Western blot was used to detect the expression of BoHV-5 US3 in Sf-21 cells. Sf-21
(10° cells) were infected with the recombinant and wild type viruses (MOI of 1) and at 72
hours post-infection (h p.i.) the supernatant was removed, cells were washed with 1X PBS
(Phosphate Buffered Saline) and centrifuged in a microfuge (5000 x g/ 5 min). The precipitate
was separated by electrophoresis on 12% polyacrylamide denaturing gel (SDS-PAGE) and
transferred to a PVDF membrane with a semi-dry transfer cell (BioRad) following the
manufacturer’s instructions. The membrane was blocked in 1x PBS Buffer (137 mM NaCl,
2.7 mM KCI, 10 mM NayHPO4, 2 mM KH,PO,, pH 7.4) containing 3% skimmed milk
powder for 16 h at 4 °C, washed three times with PBS tween (0.05%) and incubated with
mouse monoclonal anti-hexa-histidine (anti-6xHis) antibody (Sigma), followed by incubation
with the alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse/rat or anti-rabbit secondary antibodies
(Sigma). In order to detect the recombinant BoHV-5 US3 polypeptides expressed in the Sf-21
cells, blots were developed using the NBT/BCIP (Sigma) substrate dissolved in alkaline

phosphatase buffer (NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM e Tri-HCI 100 mM — pH 9.0).

2.5 Morphological and immunofluorescence assay analysis

Sf-21 cells were infected with recombinant AcCMNPV.US3 at the MOI of 1. After 48 h
p.i., cells were fixed by incubation with 3.7% formalin at room temperature for 30 min. Cells
were washed and permeabilized by incubation with 0.1% Triton-X at room temperature for 10
min. After blocking with 3% BSA solution, the anti-6xHis-tag primary antibody was added at
a dilution of 1:1000 at 4°C for 24 h. Cells were washed and incubated with secondary
antibodies containing goat anti-rabbit 1gG-Alexa 488 (ThermoFisher) at 37°C in the dark for

1 h to detect cellular localization of BoHV-5 US3. Cells were counterstained with DAPI
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(ThermoFisher) to label the nuclei and the microscopy images were analyzed by Imagel

software.
2.6 Viral DNA quantification by quantitative real time PCR

Quantitative real time PCR (gqPCR) assay was performed to analyze the numbers of
viral genome copies. During apoptosis, cells undergo several morphological and biochemical
changes and fewer viral copies can be detected. So, the assay was conducted to assess whether
BoHV-5 US3 gene was able to inhibit apoptosis in Sf-21 cells. In this case 24 well plates
containing 2x10° cells/well were infected at a MOI of 1 in biological triplicates of the
following virus: (i) AcPG (AcMNPV with GFP) (Ardisson-Aradjo et al., 2015), (ii)
AcMNPVAp35 (AcMNPV p35 knockout) (Clem and Miller,1994), (iii) AcMNPVAp35.US3
(ACMNPV p35 knockout with BoHV-5 US3 gene) (this study), (iv) AcMNPVAp35.1AP3
[AcCMNPV p35 knockout with the Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus iap-3
gene] (unpublished data) (Table 1 in supplementary material). After 1h incubation at 27°C,
excess virus was removed by collecting the viral inoculum, washing the cells and replacing
with fresh medium which constitutes the start of infection time. Cells were monitored daily
the cell pellets were collected at 0, 24 and 48 hours post infection (h.p.i.). gPCR assays were
performed in triplicate with the DNA extracted of each sample in a Rotor-Gene Q (Qiagen®).
For this, 10 uL reaction volume containing 10ng DNA of each virus, 1 uM of each primer
(AcMNPVIELF: 5’-CCATCGCCCAGTTCGCTTA-3' and AcCMNPVIELR: 5'-
CTGTTAAGGGTTGCACACAGC-3"), 5 uL of SYBR Green Real time PCR master mix and
ultrapure water.

2.7 Assays for caspase 3/7 activities and cell viability

Sf-21 insect cells were infected at a MOI 1 with the viruses described previously or

mock-inoculated, and tested for caspase-3/7 activity and cell viability at 12, 24 and 48 hours

36



169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

p.i. in biological triplicate using a specific-substrate, luminescent and fluorescent based
commercial kit (ApoLive-Glo ™ Multiplex Assay Kit, Promega). Total fluorescent light and
luminescent light were measured in the same time points using SpectraMax M2 microplate

reader and GloMax®.

2.8 Statistical analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism Software version 7 (GraphPad Software,

Inc., San Diego, CA, USA) and presented as mean + standard deviation (SD).

3. Results

3.1 BoHV-5 US3 protein expression analysis

BoHV-5 US3 protein was expressed in the cultured Sf-21 insect cells and detected by
SDS-PAGE and Western Blot. The recombinant full-length serine/threonine kinase protein
(US3) was detected as a band between 50 and 75 kDa (Fig. 2) as expected from its theoretical

molecular mass.

3.2 Morphological and immunofluorescence assay analysis

Sf-21 insect cells exhibited various responses against baculovirus recombinants. AcPG
showed few morphological changes at 24 h.p.i. (Fig. 3A). After 48 h.p.i. the cells showed the
presence of occlusion bodies (polyhedral) in the nucleus of the cells and absence of apoptosis
(Fig. 3B). The AcMNPVAp35 infected cells showed apoptotic bodies, cell shrinkage and
disorganization of the plasma membrane at 24 h.p.i. (Fig. 3C) and multiple apoptotic bodies
and polyhedra production at 48 h.p.i. (Fig. 3D). The AcMNPVAp35.1AP3 virus induced few

morphological changes by 24 h.p.i. (Fig. 3E) and the absence of cells in apoptosis at 48 hours

37



191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

(Fig. 3F). The AcMNPVAp35.US3 induced the same morphological changes as the
AcMNPVAp35 at 24 h.p.i. (Fig. 3G). After 48 h.p.i., it was possible to observe an increase in
the number of apoptotic cells (Fig. 3H). Mock infected cells showed the same pattern at 24
h.p.i. (Fig. 31) and after 48 h.p.i. (Fig. 3J). Additionally, in cells infected with the
AcMNPVAp35.US3, more elongated cells were noted, with formation of multiple and large
cytoplasmic vacuoles and cells varying in size (Fig. 4A). To verify theses vacuoles in the Sf-
21 cells infected with the AcMNPVAp35.US3 cells were prepared for immunostaining
labelling. The BoHV-5 US3-tagged was identified by indirect immunofluorescence using the
6xHis-tag monoclonal antibody and was found in the cytoplasm, surroundings the nucleus
and the vacuole (Fig. 4B). Additionally, DAPI-stained nuclei showed nuclear fragmentation

(Fig. 4B).

3.3 Viral DNA quantification by gPCR

Recombinant  viruses (AcPG, AcMNPVAp35, AcMNPVAp35.IAP3 and
AcMNPVAp35.US3) were independently quantified using a qPCR assay in Sf-21 insect cells.
After 1 h. p. i. (time zero) the concentration of intracellular viral DNA was of 10* to 10° viral
particles (Fig. 5). The amount of viral DNA increased significantly at 24 h. p. i. for all
viruses. Copy numbers of viral DNA value ranged of 10" to 108 virus and was significantly
lower for AcMNPVAp35.US3 at 24 h.p.i., but was not significantly different among

recombinant viruses at 48 h p. i. (Fig. 5).

3.4 Assays for caspase 3/7 activities and cell viability
Caspase activity decreased overtime during AcPG and AcMNPVAp35.IAP3
infection of Sf-21 insect cells (Fig. 6A). For AcMNPVAp35 and mock-infected cells the

caspase activity increased between 12 to 24 h.p.i and decreased from 24 to 48 h.p.i. However,

38



215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

to AcMNPVAp35.US3 there was an increase of caspase activity overtime and the caspase
activity values were similar to AcMNPVAp35, significantly different from the other
recombinant viruses (Fig. 6A). Additionally, we observed that there was a significant
decrease in the viability of the Sf-21 insect cells between 12 and 24 h. p. i., but no significant

decrease in viability was detected between 24 and 48 h. p. i. (Fig. 6B).

4. Discussion

In this study, we used the baculovirus expression system to express the BoHV-5 US3
protein kinase in Sf-21 insect cells. Western blot of AcMNPVAp35.US3 revealed the
expression of a single protein band at approximately 62 kDa. A similar size has been observed
in other studies (Brzozowska et al., 2018; Takashima et al., 1999; Purves et al., 1987,
Daikoku et al., 1993). In addition, we compared the replication of three different
recombinants (AcPG, AcMNPVAp35.US3 and AcMNPVAp35.IAP3) carrying different anti-
apoptotic genes. Of the three anti-apoptotic proteins analyzed here (BoHV-5 US3, AcCMNPV
p35 and AgMNPV iap-3), AGMNPV iap-3 was found to be the most potent inhibitor of
apoptosis. Moreover, BoHV-5 US3 protein kinase showed poor blockade in apoptosis

induced during infection of Sf-21 cells with the recombinant AcMNPVAp35.US3.

Unlike other US3 protein quinases of other alphaherpesviruses ours finds related to
apoptosis differs from the data of US3 orthologs genes (Brzozoska et al., 2018; Duroelle et
al., 2007; Cartier et al., 2003a). Here, Sf-21 insect cells exhibited various responses against
the recombinants baculoviruses. During the infection, it was possible to visualize by light
microscopy the evident phenotypes of apoptosis in the ACMNPVAp35 infected cells and with
less intensity in the AcCMNPVAp35.US3 infected cells. These data are in agreement with the
phenotype presented in other studies that used the mutant AcCMNPVAp35 as a tool for the

study of apoptosis (Chejanovsky, N., 2016; Yan et al., 2010). AcPG and AcMNPVAp35.1AP3
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viruses induced few significant morphological changes during 48 hours post-infection, and no
apoptotic cells or cell death were observed, which of probably due to the effect of their

apoptosis suppressor genes p35 and iap-3 (Clem & Miller, 1994; Carpes et al., 2005).

Viral DNA quantification of the recombinant viruses was done by gPCR. It has been
used for the quantification of several viruses and it is a sensitive and accurate method for
baculovirus detection and quantification (Azhar et al., 2013). The amounts of intracellular
viral DNA by qPCR after 24 h. p. i. increased for all viruses. AcCMNPVAp35.US3 DNA
quantification after 24 h. p. i. showed a slightly difference compared to others recombinants,
probably caused by apoptosis as evidenced by an increased activation of caspases 3/7. The
iap-3 protein was able to block apoptosis efficiently, since little apoptotic cells were detected.
Although there was induction of apoptosis in insect cells infected with the AcMNPVAp35 and

AcMNPVAp35.US3 viruses, significant viral replication was detected over time.

The quantification of caspases 3/7 showed similarity between observed phenotypes in
light microcopy. The viruses ACMNPVAp35 and AcMNPVAp35.US3 showed high levels of
caspases with concomitant decreasing cell viability. The AcPG and AcMNPVAp35.1AP3
viruses presented caspases values close to those of uninfected and decreasing number of cells
with few changes in cell viability. Studies performed with the wild-type SHV-1 US3 gene, 24
h.p.i showed low effector caspase 3 and low percentage of positive cells by the TUNEL assay,
compared to their deletion mutants in the US3 gene when induced to apoptosis by either
staurosporine or sorbitol (Duroelle et al., 2007; Geenen et al., 2005). Takashima et al., (1999)
demonstrated that BoHV-1 US3 doesn’t have activity in blocking apoptosis in MDBK cells,
but no caspase activity was measured and apoptosis effects were only evaluated by DNA
degradation, a poor sensitive technique. More recently, Brzozowska et al., (2018) showed, by
TUNEL assay and flow cytometry that BoHV-1 US3 is capable to block external stimuli

apoptosis and apoptosis induced during infection. In addition, Ladelfa et al. (2011), observed

40



265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

that the BoHV-5 US3 gene is able to neutralize apoptosis induced by external stimuli
(staurosporine) in Vero and ST cells (swine testicles) transfected cells , presenting 60% of
effector caspase 3 labeled cells, while uninfected cells showed 80% of cells positive for
caspase 3 labeling. These data indicates that there is activation of caspase 3 during infection
of these cells, demonstrating the activation of the apoptotic pathway, and that the US3 gene of
BoHV-5 was not able to inhibit or drastically reduce cellular apoptosis as demonstrated for
SHV-1 or BoHV-1 (Duroelle et al., 2007; Brzozowska et al., 2018). Moreover, Duroelle et al.,
2011 performed a comparison of the amino acid identity of the serine/threonine kinase
proteins of some alphaherpesviruses with the BoHV-5 protein kinase and found only 31%
identity to HHV-1 and HHV-2, 42% with SHV-1 and 81% identity to BoHV-1. These low
identities between protein kinases possibly reflect the different efficacies in the control of

apoptosis.

The labeling of the nucleus with DAPI also demonstrates the apoptosis activity of
fragmented nuclei, a signal of apoptosis, similar to the cell nuclei observed by Murata et al.
(2002) in cells induced to apoptosis by sorbitol. Other information corroborating cellular
disorganization is the expression of the serine/threonine kinase protein mainly in the cell
cytoplasm, as described for BoHV-1 and BoHV-5 (Brzozowska et al., 2010; Ladelfa et al.,

2011).

To summarize, we showed that BoHV-5 US3 can be successful expressed in the
baculovirus system. Additionally we compared the efficiency of the activity mechanisms of
the three anti apoptotic genes and showed that they can be display different levels of activity.
Finally, we demonstrate that AQMNPV. iap-3 protein was as active in apoptosis control as the
ACMNPV p35 protein. In addition, the BoHV-5 US3 protein kinase showed poor blockage in

apoptosis in cells infected with recombinant baculovirus. Since herpesvirus is an animal virus,
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the anti-apoptotic effect of viral encoded genes could be restricted to the host tissues.
Therefore, the lack of US3 anti-apoptotic function in insect cells could be due to the lack of

the substrate for the kinase activity in insect cells.
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Figure 2. SDS-PAGE and Western Blot analysis of recombinant US3 protein Kkinase
expressed in Sf-21 cells. A) SDS-PAGE 12% of cellular extracts infected with recombinant
bacmid. 1:Broad Range Protein Molecular weight marker (Promega). 2: AcMNPVAp35.US3-
infeced insect cell extracts showing different proteins. An arrow points to a protein with
around 62 kDa. B) Western Blot with 6xHis Tag antibody of cellular extracts infected with
recombinant bacmid 1: Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (ThermoFisher). 2.

AcMNPVAp35.US3-infected insect cell extracts showing the detection of the US3 protein.
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440

441  Figure 3. Morphology analysis with Sf-21 insect cells infected with different recombinant
442  AcMNPV baculovirus (MOI = 1) and mock-infected cells. Cells were visualized under light
443  microscope at 24 and 48 h p. i. (a-b) Cells infected with AcPg. Arrow: cells presenting
444  occlusion bodies (polyhedral) in their nuclei. (c-d) Cells infected with AcMNPVAP35.
445  Arrow: Cells presenting surface blebbing and presence of apoptotic bodies. (e-f). Cells
446  infected with AcCMNPVAP35.1AP3. Arrow: cells presenting occlusion bodies (polyhedral) in
447  their nuclei. (g-h) Cells infected with AcMNPVAP35.US3. Arrow: Cells presenting surface
448  blebbing and presence of apoptotic bodies. At 48 h.p.i: presence of cytoplasm disorganization

449  and vacuoles (i-j) Sf-21 mock infected cells.
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Figure 4. Morphology analysis with Sf-21 insect cells infected with AcCAp35MNPV.US3 after
48h.p.i. A. Cells visualized under light microscope. Presence of cytoplasm disorganization
and vacuoles. B Subcellular localization of US3 protein kinase by immunostaining. Green
fluorescence corresponds to secondary antibody Alexa 488 ™ against 6x His Tag. Blue

fluorescence corresponds to nuclear staining, performed with DAPI.
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Figure 5. gPCR quantitation of intracellular viral DNA in Sf-21 insect cells infected

with different recombinant ACMNPV baculoviruses after 0, 24, 48 h. p. i. Data represent the
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460 mean (x standard deviation, SD) of independent experiments, each performed in triplicate.

461  Error bars indicate SDs. Abbreviations: Acpg: AcPG virus; P35: AcMNPVAP35 virus; Iap3:

462  AcMNPVAP35.1IAP3; US3: AcMNPVAP35.US3.
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465  Figure 6.A. Caspase 3/7 activity assay in Sf-21 insect cell after 12, 24 and 48 post-infection
466  with the recombinant ACMNPV baculoviruses (MOI 1) and mock-infected cells. B. Cell

467  viability assay in Sf-21 insect cell after 12, 24 and 48 hours post-infection with recombinant
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ACMNPV baculoviruses (MOI = 1) and mock-infected cells. Data represents the mean (z
standard deviation, SD) of independent experiments, each performed in triplicate. Error bars

indicate SDs. RLU: relative light units. FLU: fluorescence light units. Abbreviations: Acpg:

AcPG virus; P35: AcMNPVAP35  virus; lap3: AcMNPVAP35.1AP3; US3:
AcMNPVAP35.US3; MOCK: Mock infected cells.
Table 1. Supplementary material
Acronym Description Use Reference
CRIB Bovine diarrhea virus-resistant BoHV-5 EVI 88/95 Flores and
clone derived from Madin-Darby multiplication Donis, 1995
bovine kidney cells (MDBK)
Tn5B Trichoplusia ni Recombinant virus Granados et
production al., 1994,
Sf-21 Spodoptera frugiperda Recombinant virus Vaughn et
production, assays of al., 1997
caspase, Western Blot, SDS-
PAGE, gPCR, and
immunostaining.
Sf9-ET Spodoptera frugiperda 9 Easy Viral titration assay Hopkins &
Titration - cells with plasmid Esposito,
added the green fluorescent 2009
protein (GFP) gene
AcPG Autographa californica multiple An anti-apoptotic virus Ardisson-
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) control Aratjo et al.,
with GFP 2015
AcMNPVA | Autographa californica multiple An apoptotic virus control Clem and
p35 nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) Miller, 1994.
p35 Knockout
AcMNPVA ACMNPV with the p35 gene A recombinant baculovirus | unpublished
p35.1AP3 Knockout and replaced with the . . data
Anticarsia gemmatalis multiple anti-apoptotic control
g Y
nucleopolyhedrovirus IAP3 gene
AcMNPVA ACMNPV with the p35 gene Used to express US3 protein This study
p35.US3 Knockout and replaced with the i .
. : inase and evaluate their
alphaherpesvirus bovine 5 gene
US3 anti-apoptotic potencial.
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