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RESUMO

Os baculovirus sédo virus que infectam insetos de diferentes ordens, incluindo insetos-
praga de cultivares economicamente relevantes para o Brasil. Eles sdo amplamente utilizados
como agentes de controle biolégico ao redor do mundo e seu uso é caracterizado pela
especificidade ao hospedeiro, ndo acarretando danos a outras espécies e ao meio ambiente.
A eficiéncia da infec¢ao pelos baculovirus nas células de inseto se d4, em grande parte, pela
atuacdo de proteinas de fusédo de envelope (EFP, do inglés, Envelope Fusion Protein) que
possibilitam o acesso e espalhamento do virus por diferentes tecidos do animal. Estas
proteinas se encontram no fenétipo viral chamado virus brotado (BV, do inglés, Budded Virus),
responsavel pela infeccdo sistémica. Sao reportados dois tipos diferentes de EFPs em
baculovirus: a proteina GP64 e a proteina F. Estudos prévios com diferentes EFPs
demonstraram que a GP64 foi uma aquisicdo recente na histéria evolutiva dos baculovirus,
engquanto que a proteina F seria mais ancestral a desempenhar a funcdo de entrada do virus
nas células. Dada a sua relevancia no ciclo infectivo, o objetivo desse estudo foi realizar uma
analise funcional de proteinas de fus@o de envelope de dois baculovirus distintos: a GP64 do
Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus (CoveNPV) — um Alphabaculovirus — e a
proteina F do Diatraea saccharalis granulovirus (DisaGV) — um Betabaculovirus. Para isso,
baculovirus recombinantes foram construidos inserindo o gene destas proteinas no genoma
de um baculovirus modelo (Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus, ACMNPV)
sem o gene da sua EFP endégena (aqui denominado de gp64-null AcCMNPV). Ensaios em
cultura de células de inseto foram realizados para analisar a capacidade dessas EFPs em
recuperar a infectividade viral do gp64-null AcMNPV, bem como andlises qualitativas e
quantitativas. Os resultados obtidos indicam que a GP64 do CoveNPV é capaz de recuperar
a infectividade eficientemente, o que pode ser relacionada a proximidade evolutiva observada
para com a GP64 do AcMNPV. Por outro lado, a proteina F do DisaGV néo foi capaz de
recuperar a infectividade viral, possivelmente por esta proteina pertencer a um virus com
relagao filogenética distante do ACMNPV. Além disso, o DisaGV € o Unico virus conhecido do
género Betabaculovirus que possui, além da proteina F, o gene da proteina GP64 funcional.
Esses resultados demonstram a intercambialidade que a proteina GP64 possui entre os
alphabaculovirus do grupo | e também reforca a distancia evolutiva existente para com a
proteina F que, por sua vez, possui maior variabilidade de sequéncia de aminoacidos podendo

ser incompativel com a estrutura que um AcMNPV necessita para gerar uma progénie viral.

Palavras-chave: Baculovirus. EFP. GP64. Proteina F. CoveNPV. DisaGV.



ABSTRACT

Functional analysis of envelope fusion proteins from Alphabaculovirus and

Betabaculovirus in insect cells

Baculoviruses infect insects of many orders, including pests of economically important
crops in Brazil. They are widely used as biological control agents worldwide and their use is
characterized by host specificity, not infecting other beneficial insect species in the
environment. The efficiency of baculovirus infection in insect cells is largely due to the action
of envelope fusion proteins (EFP), which enables the access and spread of the virus through
different animal tissues. These proteins are in the virus phenotype called budded virus (BV),
responsible for systemic infections. Two kind of EFPs are functional in baculoviruses: the GP64
protein and the F protein. Previous studies with different EFPs showed that the GP64 was a
recent acquisition in the baculovirus evolutionary history, while the F protein was the more
ancestral protein to play the role of virus entry into cells. Given its relevance on the infective
cycle, the aim of this study was to perform a functional analysis of envelope fusion proteins
from two distinct baculoviruses: the GP64 from Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus
(CoveNPV) — an Alphabaculovirus — and the F protein from Diatraea saccharalis granulovirus
(DisaGV) — a Betabaculovirus. For that, recombinant baculoviruses were constructed inserting
the genes into a model baculovirus genome (Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus, AcMNPV) without its endogenous EFP (here called gp64-null
AcMNPV). Assays in insect cell cultures were performed to analyze the EFPs ability in rescuing
the viral infectivity of the gp64-null ACMNPV, as well as qualitative and quantitative analyzes.
The results indicate that CoveNPV GP64 is able to rescue the infectivity efficiently, which may
be related to the evolutionary proximity observed for the GP64 of ACMNPV. On the other hand,
the F protein from DisaGV was not able to rescue the viral infectivity, possibly for this protein
belongs to a virus with a distant phylogenetic relationship to AcMNPV. Furthermore, the
DisaGV is unique in the Betabaculovirus genus because it has, besides the F protein, a
functional GP64 protein gene. These results demonstrate the interchangeability that GP64
protein has between alphabaculoviruses from group | and also reinforces the existing
evolutionary distance to the F protein which, in turn, has more amino acid sequence variability

and may be incompatible with the structure that an ACMNPV needs to generate virus progeny.

Keywords: Baculovirus. EFP. GP64. F protein. CoveNPV. DisaGV.
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1 INTRODUCAO

1.1 Introducéo geral aos baculovirus

Os baculovirus sdo um diverso grupo de virus que infectam insetos de diversas
ordens. Eles séo caracterizados pela constituicdo de um DNA de fita dupla, circular,
superenrolado, variando entre 80 e 180 kb, codificando em torno de 90 a 180 genes,
dos quais 38 sao encontrados em todos os genomas de baculovirus. O
nucleocapsideo, que reveste o material genético do virus, remete ao formato de uma
haste, dando origem ao significado do nome baculovirus, derivado de “baculum” do
latim (ROHRMANN, 2019a).

A familia Baculoviridae esta organizada em quatro géneros, sendo eles:
Alphabaculovirus - subdividido em grupo | e Il -, Betabaculovirus, Gammabaculovirus
e Deltabaculovirus (JEHLE et al., 2006; ZANOTTO; KESSING; MARUNIAK, 1993)
(Figura 1). O grupo | dos Alphabaculovirus possui 11 genes distintos dos demais
baculovirus, dentre eles o gene da proteina GP64 que é a principal proteina de fusdo
de envelope deste grupo e também um marcador para sua caracterizacado (MIELE et
al., 2011; PEARSON; ROHRMANN, 2002). Os baculovirus do grupo Il, assim como
0os Betabaculovirus e os Deltabaculovirus, utilizam a proteina F como proteina de
fusdo de envelope, sendo reportada apenas uma excecdo no Betabaculovirus
Diatraea saccharalis granulovirus (DisaGV) que possui tanto a proteina F como
também uma proteina homoéloga & GP64 (ARDISSON-ARAUJO et al., 2016a; JIANG
et al., 2009). Os baculovirus do grupo | também codificam uma proteina homéloga a
F (Ac23) chamada “F-like”, por ndo possuir atividade fusogénica (PEARSON;
RUSSELL; ROHRMANN, 2001). Ja os baculovirus do género Gammabaculovirus néo
possuem genes homologos a gp64 ou F e nenhuma outra proteina de fusdo de
envelope descrita. Os baculovirus do género Alphabaculovirus sdo os mais bem
caracterizados até o momento, com 55 das 84 espécies reconhecidas atualmente pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), tendo como espécie tipo o
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (ACMNPV).

Os fenotipos virais possuem duas formas distintas, sendo o virus derivado de
oclusdo, do inglés “Occlusion Derived Virus” (ODV), no qual seu envelope deriva da
membrana nuclear da célula do hospedeiro; e o virus brotado, do inglés “Budded

Virus” (BV), no qual seu envelope deriva da membrana citoplasmatica. O ODV é
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protegido por um cristal proteico que pode ter o formato de poliedro, chamado
nucleopoliedrovirus (NPV) ou o formato de um granulo, chamado ganulovirus (GV).
Este cristal é responsavel por proteger os virions em diversas condi¢cdes ambientais e
ele também é chamado de corpos de oclusédo, do inglés “Occlusion Bodies” (OB). Os
poliedros podem conter ODVs organizados de forma simples, com um unico
nucleocapsideo dentro do seu envelope (single nucleopolyhedrovirus ou SNPV), como
também podem ter varios nucleocapsideos (multiple nucleopolyhedrovirus ou MNPV),
diferenciando dos granulos que possuem um unico virion ocluso no cristal proteico
(ACKERMANN; SMIRNOFF, 1983; FEDERICI, 1986; ROHRMANN, 2019a). A
diversidade na quantidade de virions contidos dentro do ODV demonstra uma
vantagem no rapido inicio da infeccdo sistémica observado para MNPV quando
comparado com SNPV (WASHBURN et al., 1999).

Seus hospedeiros estdo distribuidos em trés diferentes ordens de insetos:
Lepidoptera, HimenoOptera e Diptera. Tanto o0s baculovirus do género
Alphabaculovirus como do género Betabaculovirus infectam insetos lepiddpteros. Ja
0os Gammabaculovirus infectam insetos himendpteros especificamente da subordem
Symphyta. Os Deltabaculovirus infectam insetos dipteros. O género Betabaculovirus
possui a particularidade de ser composto por baculovirus de morfologia granular, os
granulovirus (GVs), que por sua vez sO foram reportados infectando insetos
lepidépteros. Os demais géneros da familia Baculoviridae sdo compostos por NPVs

gue foram identificados infectando diferentes ordens de invertebrados (MARTIGNONI;

IWAI, 1986).

—— Alphabaculovirus Grupo | | GP64 + F-like* 0

— _ w Nucleopoliedrovirus
0.2 (NPV)
— Betabaculovirus I Proteina F** |

) Granulovirus
Gammabaculovirus I I A Hymenoptera (GV)
— Deltabaculovirus | IW Diptens |

*CoveNPV s6 possui GP64
**DisaGV possui F + GP64
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Figura 1: Caracteristicas gerais da familia Baculoviridae em relacéo a organizacao taxonémica, inseto
hospedeiro, proteina de fusdo de envelope (EFP) do virus brotado (BV) e morfologia do corpo de
oclusédo (OB). CoveNPYV representa uma excec¢ado nos Alphabaculovirus do grupo | contendo apenas a
proteina GP64 e DisaGV é uma exceg¢édo nos Betabaculovirus contendo as proteinas F e GP64. Figura
retirada e modificada de RIBEIRO et al. (2015).

1.2 Ciclo de infeccao

O ciclo infectivo descrito para um nucleopoliedrovirus comeca quando o inseto
hospedeiro se alimenta de folhagens contaminadas com corpos de ocluséo de
baculovirus (OBs) (Figura 2). Ao atingirem o intestino médio do inseto, no qual possui
pH alcalino (9,5 a 11,5), os corpos de oclusdo séo dissolvidos liberando os ODVs que
sdo responsaveis pela infeccdo primaria. Os ODVs atravessam a membrana
peritréfica, seu envelope fusiona com a membrana das microvilosidades das células
colunares e o0s nucleocapsideos sao liberados no citoplasma celular. Os
nucleocapsideos sdo encaminhados para 0s poros nucleares, onde eles atravessam
e tém acesso a maquinaria de transcricdo da célula. Além disso, alguns virions podem
atravessar o citoplasma e alcancar a parte basolateral da célula colunar utilizando a
proteina de fusdo viral sintetizada de forma precoce e tardia. Este fato explica a
presenca de virus infectivo nos hemécitos apdés 30 minutos da infeccdo oral por
poliedro (GRANADOS; LAWLER, 1981). Etapas na transcricAo génica sao
caracterizadas tendo como base eventos que precedem a replicagdo do DNA viral,
chamada fase precoce (até 6 h.p.i.), e outra que ocorre depois da replicacdo, chamada
fase tardia (até 18 h.p.i.). Ao longo da transcricdo dos genes e da replicacdo do DNA
virais, novos nucleocapsideos sédo formados no estroma virogénico e liberados para o
citoplasma. L4, eles se fundem com a membrana celular, levando consigo varias
proteinas virais previamente processadas. Dentre elas, a de maior abundéancia séo as
proteinas de fusdo de envelope (EFPs), que possuem a capacidade de espalhar a
infeccdo de forma sistémica. Esta nova particula viral, o BV, inicia a infeccéo
secundaria via lamina basal na qual outras células e tecidos sdo infectados. Numa
fase mais tardia do ciclo de infeccdo (apos 18 h.p.i.), alguns nucleocapsideos séo
envelopados dentro do nucleo na forma de ODV e posteriormente sdo ocluidos na
matriz proteica do poliedro. Ao final do ciclo, varias células do inseto estdo repletas de
corpos de oclusdo, afetando a capacidade motora e de alimentacdo do animal,

levando-o0 a morte. O tegumento do inseto, no qual possui uma grande quantidade de
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novos OBs, libera novos virions no ambiente até que um novo ciclo se inicie em outro
animal. Os baculovirus menos caracterizados possuem algumas particularidades néo

contidas neste modelo de infeccéo previamente descrito. Alguns deles, por exemplo,

podem limitar a infec¢éo as células do intestino somente, ndo gerando uma infeccao
sistémica (RIBEIRO et al., 2015; ROHRMANN, 2019b).

Figura 2: Ciclo de infec¢@o descrito para um nucleopoliedrovirus. 1. O ciclo se inicia quando o inseto
se alimenta de folhas contaminadas com poliedros. Ao atingirem o intestino médio, os poliedros se
dissolvem devido o pH alto do ambiente. 2. Os ODVs sé&o liberados e atravessam a membrana
peritréfica, dando acesso as células colunares. O envelope do ODV fusiona com a membrana das
microvilosidades, permitindo a entrada dos nucleocapsideos dentro da célula. 3. Os nucleocapsideos
podem ir direto para a membrana plasmatica para formar os primeiros virus brotados ou podem ir até
0 nlcleo onde se inicia a transcricdo génica e a replicacdo do DNA viral. Novos nucleocapsideos sédo
produzidos e encaminhados para a membrana citoplasmatica. 4. As particulas virais brotam para fora
levando consigo proteinas de fusdo de envelope, formando assim o BV. O BV inicia a infec¢ao sistémica
acessando novos tipos de células do animal. 5. Ao fim da infeccdo, os nucleocapsideos séo

envelopados na forma de ODV e oclusos dentro de novos poliedros. 6. Apdés a morte do inseto, 0s
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novos poliedros séo liberados na natureza, permitindo que outros animais sejam infectados para um

novo ciclo comecar.

Apesar do ciclo de infeccéo dos baculovirus ser semelhante ao de outros virus
de DNA grande, ele apresenta caracteristicas distintas dentre os demais. Antes da
replicacdo do DNA ocorrer, a transcricdo de alguns genes especificos se inicia
utilizando a RNA polimerase da célula hospedeira. Nas horas iniciais da fase precoce
(chamada de fase imediata) ocorre a transcricdo de genes relacionados com a
producdo de elementos necessarios para a replicacdo acontecer. Na fase tardia, ja
com o inicio da replicagdo de DNA, uma RNA polimerase viral é sintetizada sendo
esta responsavel pela intensa transcricdo de genes virais pos-replicacao. Nesta fase,
ha uma grande producdo de proteinas que participam da montagem de novas
particulas virais. A fase mais tardia é marcada pela alta sintese de poliedrina, proteina
que constitui mais de 95% do OB. Apesar do conteldo genético dos dois fenétipos
virais (ODV e BV) serem idénticos, a constituicdo proteica de cada um difere, levando
a considerar que todo o processo de transcricdo e replicacdo dos baculovirus
acontece de forma ordenada e em cascata. Além disso, o fato de os baculovirus
utilizarem a RNA polimerase do hospedeiro mesmo sintetizando uma prépria o torna
anico entre outros virus de eucariontes que replica no ndcleo. Este mecanismo,
mesmo nao totalmente compreendido, possivelmente seja vantajoso para o curso da
infeccdo (RIBEIRO et al., 2015; ROHRMANN, 2019q).

Os baculovirus possuem genes chamados bifasicos que sdo expressos com
intensidade diferente de acordo com o momento do ciclo de infecgcdo. Em AcCMNPV
séo reportados 21 genes bifasicos com multiplas regides de regulacdo da transcricdo
(CHEN et al., 2013). Dentre eles esta o gene gp64 que é expresso de forma fraca na

fase precoce e de forma mais intensa na fase tardia (MORGADO, 2017).

1.3 Aplicac¢des no uso dos baculovirus

Os baculovirus séo amplamente utilizados como ferramentas biotecnolégicas.
A forma mais expressiva do seu uso se da no campo como um bioinsumo no controle
bioldgico de pragas, dando lugar a uma alternativa mais sustentavel no manejo de
insetos em culturas de alto valor econémico no Brasil e no mundo. O maior programa

de controle de insetos utilizando baculovirus foi desenvolvido no Brasil no inicio da
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década de 80, no combate a lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Noctuidae) com o baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV). Na América do Norte e na Europa, se destaca 0 uso
do granulovirus Cydia pomonella granulovirus (CpGV) no combate a praga Cydia
pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Tortricidae) em culturas de pera e maca.
Na China, o uso do Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPV) tem sido
essencial para controlar a lagarta do algodéo Helicoverpa armigera (Hubner, 1805)
(Lepidoptera: Noctuidae) que apresenta alta resisténcia aos inseticidas quimicos
usados para seu controle (ROHRMANN, 2019c).

Outra aplicacdo muito utilizada € na expressao de proteinas recombinantes de
interesse médico ou de pesquisa basica em sistemas baseados em baculovirus e
células de insetos, no qual possibilita a inser¢cdo de sequéncias génicas consideradas
grandes, superexpressao de genes com o uso dos promotores fortes como o da
proteina principal do OB, poliedrina (Polh), e do polipeptideo fibroso de 10 KDa (P10),
processamento proteico em célula eucariética em nimero consideravelmente elevado
e seguranca na sua manipulacdo por ser um virus especifico de insetos. Também séo
usados como vetores de entrega de genes em terapia génica e na producao de
vacinas como por exemplo, contra os virus influenza e do papiloma virus humano
(HPV) (RIBEIRO et al., 2015; ROHRMANN, 2019d).

1.4 Proteinas de Fusao de Envelope (EFPs)

Os virus envelopados entram nas células dos hospedeiros através de fuséo
direta com a membrana citoplasmatica ou por meio de endocitose mediada por
receptores. Proteinas presentes no envelope viral sédo responsaveis pela fusdo das
membranas, possibilitando a entrada do virus na célula e consequente replicacdo do
seu material genético para produgdo de novas particulas virais. Essas proteinas sédo
chamadas de proteinas de fusdo de envelope, do inglés, Envelope Fusion Protein
(EFP). Elas possuem formas diferentes de serem ativadas e, por isso, S&o
classificadas como EFP de Classe |, Il ou lll, sendo que as proteinas de fusao
presentes nos baculovirus séo de Classe | e Ill (HARRISON, 2015).

A proteina GP64 (Acl128) do baculovirus AcMNPV, um Alphabaculovirus do
grupo I, € um trimero formado por subunidades de cinco dominios, onde o0s
mondmeros se unem por ligacdes dissulfeto. Seu peptideo de fuséo esta localizado

dentro de dois loops que se encontram ao final da estrutura pos-fusdo. Ela é
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classificada como uma proteina de fuséo de Classe Il e é ativada em pH baixo sem a
necessidade de clivagem (KADLEC et al.,, 2008). Além da fusdo direta com a
membrana da superficie celular, a GP64 é capaz de proporcionar a entrada do virus
através de endocitose em células de inseto, como também em vérias linhagens de
células de mamiferos (DONG et al., 2010).

Estudos prévios ja demonstravam que a GP64 de baculovirus sozinha era
suficiente para fusionar membranas e que ela era uma proteina essencial para o
espalhamento do virus pelas células do hospedeiro durante o ciclo de infeccéo
(BLISSARD; WENZ, 1992; MONSMA; OOMENS; BLISSARD, 1996). Dada sua
relevancia, foi inesperada a constatacdo de que muitos outros baculovirus
caracterizados ap6s o AcCMNPV n&o possuiam um gene homélogo ao gp64, mas sim,
uma outra EFP chamada proteina F (IJKEL et al., 1999; KUZIO et al., 1999). Além
disso, foi visto que aqueles que expressavam a proteina GP64, também possuiam
uma F homdloga (Ac23) - a “F-like” - que apesar de ndo ser essencial para a replicacao
do virus em culturas de células, ela aumenta a mortalidade de insetos hospedeiros
infectados. Essas constatacdes reforcam a hipotese de que um baculovirus adquiriu
0 gene gp64 em um evento de recombinacéao, substituiu a funcéo de fusao da proteina
F, mas manteve este gene por possivelmente desempenhar um papel de fator de
viruléncia durante a infeccdo (LUNG; CRUZ-ALVAREZ; BLISSARD, 2003; PEARSON;
ROHRMANN, 2002).

A proteina F pertence a Classe | de proteinas de fusdo de envelope. Ela é
expressa como uma proteina precursora (Fo) de cadeia Unica trimérica que
posteriormente é clivada por uma protease celular do tipo furina, gerando duas
subunidades ligadas por uma ligagao dissulfeto. Esta clivagem gera um fragmento
com a porgao C-terminal (F1) e outro fragmento com a porc¢do N-terminal (F2). A partir
da clivagem, o peptideo de fuséo, que estéa localizado proximo ao N-terminal do novo
fragmento F1, fica exposto, gerando uma mudanca conformacional em pH baixo ou a
partir da ligacdo a receptores celulares, possibilitando a entrada do virus na
membrana alvo. Sua estrutura, organizacdo de dominios e constituicdo de
aminoacidos sédo bem distintas quando comparadas a GP64, o que explica o modo de
atuacao de cada uma delas (IJKEL et al., 2000; KADLEC et al., 2008; WESTENBERG
et al., 2002).

Apesar das diferencas significativas, as proteinas GP64 e F de baculovirus

podem ser consideradas analogas funcionais no que se refere a funcao de ataque e
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fusdo de membranas. Um estudo demonstrou que as proteinas F do Lymantria dispar
MNPV (LAMNPV), Spodoptera exigua MNPV (SeMNPV) e Helicoverpa armigera NPV
(HearNPV), Alphabaculovirus do grupo Il, conseguiram substituir a GP64 do ACMNPV
e recuperar sua infectividade (LONG et al., 2006; LUNG et al., 2002). Outros estudos
demonstraram que as proteinas F dos granulovirus Agrotis segetum GV (AgseGV),
Xestia c-nigrum GV (XecnGV), Cydia pomonella GV (CpGV) e Phthorimaea
operculella GV (PhopGV) conseguiram pseudotipar um AcCMNPV sem 0 gene gp64.
Por outro lado, o Choristoneura occidentalis GV (ChocGV) ndo conseguiu recuperar
de forma eficiente a infectividade do AcCMNPV e o Plutella xylostella GV (PIxyGV) néo
apresentou nenhum sinal de infeccdo (YIN et al., 2008, 2013). Em um cenario oposto
de substituicdo da proteina F de NPVs do grupo Il pela GP64 do AcCMNPV, o SeMNPV
ndo obteve sua infectividade recuperada, enquanto que o HearNPV pode ser
pseudotipado com baixa eficiéncia apresentando anomalias morfolégicas, mas obteve
alta eficiéncia de fusdo quando somada a F-like do AcMNPV (WANG et al., 2010,
2014; WESTENBERG,; VLAK, 2008).

1.5 EFPs e a evolugdo dos baculovirus

O cenario da historia evolutiva dos baculovirus e suas proteinas de fusdo de
envelope indica possivel aquisi¢éo, substituicdo e transferéncia de genes entre virus
de outras familias (Figura 3). Os genes gp64 ortdlogos presentes nos baculovirus e
nos ortomixovirus do género Thogotovirus apontam para uma ancestralidade comum
de acordo com a organizacdo estrutural de suas proteinas (PENG et al., 2017;
ROHRMANN, 2019¢). Ja a proteina F teve origem nos baculovirus e demonstra ter
sido posteriormente incorporada por um retrotransposon de inseto convertendo-o em
um retrovirus de inseto do género Errantivirus (ROHRMANN, 2019f;, ROHRMANN;
KARPLUS, 2001). Eventos de recombinacdo entre esses diferentes virus podem ter
mudado suas relagbes com os hospedeiros e gerado novas perspectivas evolutivas
(PEARSON; ROHRMANN, 2002).
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FAMILIA Orthomyxoviridae Baculoviridae Metaviridae
GENERO (Influenza A, B, C) (Thogotovirus)  (Alpha G1) (Alpha G2, Beta, Delta) (Errantivirus) (Retrotransposon)

PROTEi[‘lA HA/HEF GP64 GP64 + F-like F E: Nenhuma
DE FUSAO

GP64 F

Figura 3: Modelo esquemético de provaveis eventos de aquisicdo, substituicdo e transferéncia de

genes de proteinas de fusdo de envelope entre diferentes familias de virus.

Ha diversas evidéncias que sustentam a hipétese de ancestralidade da proteina
F e posterior aquisicdo da GP64 por um baculovirus ancestral (JIANG et al., 2009). O
fato de que genes da proteina F estdo distribuidos na maior parte dos baculovirus
caracterizados e que esses genes possuem menos de 40% de similaridade de
aminoacidos, ddo pistas de uma aquisicdo muito mais ancestral na familia
Baculoviridae. O maior tempo de adaptacédo da proteina F aos seus hospedeiros a
torna mais dependente de fatores intrinsecos a eles, como receptores celulares
especificos. Este fato também colabora para a evidéncia de que as proteinas F sao
mais hébeis em entrar nas células por endocitose do que por fusdo direta. Em
contraste, a proteina GP64 esta contida em um grupo restrito de baculovirus, possui
mais de 70% de conservacdo na sequéncia de aminoacidos e demonstra mais
habilidade em proporcionar fusédo direta em pH baixo, ndo dependendo de muitos
fatores ligados ao hospedeiro. Além disso, este mesmo grupo que possui GP64
também possui uma F-like, que pode ter sofrido pressao seletiva e perdido sua fungéo
de fusdo (BLISSARD; THEILMANN, 2018; PEARSON; GROTEN; ROHRMANN, 2000;
WANG et al., 2014).

Os motivos pelos quais o gene da proteina F-like ainda esta presente nos NPVs

do grupo | ainda n&o séo claros, mas ha estudos que apontam para um aumento no
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namero de virions oclusos (ODV), um possivel aumento na infectividade do BV e uma
alta na patogenicidade do virus como anteriormente citada, levantando a hipotese de
gue esta proteina pode exercer uma outra contribuicdo ao virus quando na presenca
de outra EFP (WANG et al., 2008; YU et al., 2009).

A relevancia das proteinas de fusédo de envelope no sucesso da infecgcéo pelos
baculovirus e o contexto evolutivo no qual elas estdo inseridas demonstram a
necessidade de melhor conhecer a grande variedade de sequéncias de EFPs

dispostas em bancos de dados.

1.6 Condylorrhiza vestigialis NPV (CoveNPV)

A lagarta desfolhadora Condylorrhiza vestigialis (Guenée, 1854) (Lepiddptera:
Crambidae), popularmente chamada de mariposa do alamo, é considerada a principal
praga em plantacdes de espécies arbdreas conhecidas como &lamos (familia
Salicaceae, género Populus). Culturas de alamos sdo muito expressivas na regiao Sul
do Brasil, também sendo matéria-prima para fabricacdo de produtos derivados de
madeira e candidata no uso como fonte de biocombustivel. O primeiro estudo
notificando lagartas C. vestigialis naturalmente infectadas por um baculovirus foi feito
em 2003 com amostras provenientes da regido de Sdo Mateus do Sul no estado do
Paran4, Brasil. Se trata de um nucleopoliedrovirus contendo multiplos
nucleocapsideos oclusos em uma matriz proteica em formato de poliedro,
denominado Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus (CoveNPV) (CASTRO et
al., 2003). Posteriormente, outro estudo foi publicado trazendo mais detalhes acerca
da morfologia e composi¢cdo molecular da particula viral (CASTRO et al., 2009).

Seu genoma apresenta 125.767 pb, 42% de conteddo GC e 138 possiveis
ORFs, das quais 38 s&o encontradas nos demais baculovirus. Analises filogenéticas
mostraram que o CoveNPV faz parte do grupo | dos Alphabaculovirus e que ele esta
mais intimamente relacionado com os baculovirus AgMNPV e Choristoneura
fumiferana DEF multiple nucleopolyhedrovirus (CFDEFMNPYV), tanto em relagéo aos
38 genes comuns quanto ao gene gp64 da proteina de fusdo de envelope. Um fato
curioso presente no seu genoma € a auséncia do gene ac23 comum entre 0S
Alphabaculovirus, Betabaculovirus e Deltabaculovirus (CASTRO et al., 2017). Este
gene codifica a proteina F-like no grupo | dos NPVs e, apesar de nao ser essencial
para ocorrer fusdo de membranas, ela demonstra desempenhar outros papeis

importantes durante a infeccéo viral (WANG et al., 2014).



22

Introducao

Apesar da sequéncia génica do CoveNPV estar disponivel em bancos de dados
para analise e seu uso como controle bioldgico ja estar disponivel (Baculovirus Alamo
- Bosquiroli & Santos Ltda), pouco ainda se sabe sobre sua biologia molecular, sendo

de grande importancia mais estudos para melhor caracteriza-lo.

1.7 Diatraea saccharalis GV (DisaGV)

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) do
mundo, sendo a principal matéria-prima na producéo de etanol e aclcar. Segundo o
primeiro levantamento da safra 2021/22 feito pela Companhia Nacional de
Abastecimento, estima-se que a producdo de cana-de-acucar seja de 628,1 milhdes
de toneladas (CONAB - COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2021). A
lagarta da broca-da-cana Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae), representa a maior preocupacao para os produtores de cana-de-acucar,
causando prejuizos nas safras e, consequentemente, na economia brasileira. Em
2009, lagartas de D. saccharalis infectadas por um possivel virus foram coletadas no
estado do Parand, Brasil. A confirmacao de que o agente causador da infeccédo se
tratava de um novo baculovirus veio posteriormente, sendo entdo denominado
Diatraea saccharalis granulovirus (DisaGV). O DisaGV apresenta morfologia granular,
com um unico nucleocapsideo envolto por uma matriz proteica de granulina, sendo
caracteristicas de um integrante do género Betabaculovirus. Seu genoma possui
98.392 pb, com 29.7% de conteldo de GC e 125 ORFs preditas. Analises filogenéticas
baseadas em sequéncias de aminoacidos de 37 proteinas encontradas em todos
baculovirus, demonstraram um agrupamento do DisaGV com varios granulovirus ja
caracterizados anteriormente (ARDISSON-ARAUJO et al., 2016a).

Muito além da descoberta de um novo baculovirus em uma cultura de valor
econdmico relevante, o sequenciamento do DisaGV trouxe o conhecimento de uma
excecdo muito singular: a presenca de um gene homodlogo ao gp64 em um
betabaculovirus. Além disso, também foi verificada a presenca do gene F (Ac23
homélogo) com algumas dele¢des ao longo dos reads. Sabendo que a proteina GP64
€ exclusiva do grupo | dos NPVs e que a proteina F é a EFP responsavel por mediar
a ligacdo e fusdo de membranas nos granulovirus, um evento de transferéncia
horizontal de genes pode ter ocorrido entre um alphabaculovirus do grupo | € um
betabaculovirus (ARDISSON-ARAUJO et al., 2016a; JIANG et al., 2009). A relevancia
da presenca do gene gp64 no DisaGV foi analisada em outro estudo no qual
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demonstrou que este gene inserido no ACMNPV sem sua EFP nativa, expressa uma
proteina funcional capaz de fusionar membranas e espalhar a infeccdo por novas
células (ARDISSON-ARAUJO et al., 2016b). No entanto, andlises acerca da
funcionalidade da proteina F ainda ndo foram realizadas, sendo necessarios estudos

para melhor compreender o cenario evolutivo ao qual este baculovirus esta inserido.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo elaborar uma andlise funcional das proteinas
de fusdo de envelope (EFPs) de diferentes baculovirus, sendo elas a GP64 do
Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus (CoveNPV), um Alphabaculovirus do
grupo I, e a proteina F do Diatraea saccharalis granulovirus (DisaGV), um

Betabaculovirus.

2.2 Objetivos especificos

e Construir baculovirus recombinantes inserindo o gene da proteina GP64 do
CoveNPV e da proteina F do DisaGV em um bacmideo baseado no genoma do
AcCMNPV (Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus) sem a sua
proteina GP64 enddgena (gp64-null ACMNPV);

e Avaliar a recuperagdo da infectividade viral dos baculovirus recombinantes
construidos em diferentes passagens por culturas de células de inseto;

e Comparar a quantidade de DNA viral encontrado entre os sobrenadantes de
células infectadas com os baculovirus recombinantes;

e Verificar a expressdo das proteinas de fusdo de envelope pelos baculovirus
recombinantes em extratos de células infectadas;

e Analisar as relacdes filogenéticas existentes entre as proteinas de fusdo de
envelope encontradas em baculovirus em relacdo as EFPs dos virus aqui
estudados;

e Determinar as regibes e dominios proteicos que sao relevantes para a correta

funcdo destas proteinas em comparacao a outros baculovirus.
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3 JUSTIFICATIVA

As proteinas de fusédo de envelope desempenham um papel crucial durante o
ciclo de infec¢do dos baculovirus, sem a qual seria invidvel o acesso das particulas
virais aos receptores celulares dos hospedeiros e, consequentemente, a geracao de
uma progénie viral infectiva. O grau de infectividade e especificidade dos baculovirus
sdo caracteristicas indispensaveis, sabendo que este virus € uma ferramenta de
controle biolégico muito bem estabelecida hd décadas ao redor do mundo,
representando uma alternativa de tecnologia limpa e sustentdvel na agricultura. Além
disso, os baculovirus tem sido amplamente utilizados como vetores de expressao de
proteinas heterélogas podendo ter inUmeras aplicacdes em estudos e na elaboracgéo
de produtos e servicos para a saude.

Com tamanha relevancia, se faz necessario conhecer os mecanismos de acdo
das EFPs na relacdo virus-hospedeiro, verificar a possibilidade de alcance destas
proteinas a baculovirus de outros géneros, identificar o grau de compatibilidade a nivel
molecular entre diferentes baculovirus, melhor compreender sua historia evolutiva e,
assim, elucidar novas rotas de aplicacdes biotecnolégicas no campo ou na saude.

Sabendo que existem duas proteinas de fusdo de envelope distintas na familia
Baculoviridae e que elas se agrupam de maneira a distinguir os géneros desta familia
de virus, foram escolhidas duas proteinas presentes nos dois géneros de baculovirus
mais estudados para melhor representar esse contexto taxonémico: a proteina GP64
do Alphabaculovirus CoveNPV e a proteina F do Betabaculovirus DisaGV.

Com isso, os objetivos deste trabalho foram tracados tendo como base duas
hipoteses elaboradas:

1) Primeiro, que a proteina GP64 do CoveNPV seria capaz de recuperar a
infectividade de um gp64-null ACMNPV dada a relacéo filogenética proxima
entre estes dois baculovirus;

2) Segundo, que a proteina F do DisaGV nao seria capaz de recuperar, de
forma eficiente, um gp64-null AcCMNPV por estes baculovirus possuirem

uma grande distancia evolutiva.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Virus e células

O DNA viral do CoveNPV foi obtido a partir de larvas de C. vestigialis
naturalmente infectadas, encontradas em plantacfes de alamo em Sao Mateus do
Sul, Parana, e cedido em colaboracdo com a Dra. Maria Elita Batista de Castro da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF (CASTRO et al., 2003).
O DNA viral do DisaGV foi extraido de larvas de D. saccharalis naturalmente
infectadas, encontradas em plantacées de cana-de-agUcar na regido Sudeste do
Brasil (ARDISSON-ARAUJO et al., 2016a). O baculovirus recombinante gp64-null
ACMNPV recuperado com a proteina GP64 do AcCMNPV, aqui denominado
VAcRepGP64 e utilizado como controle positivo para os ensaios, ja havia sido
construido por ARDISSON-ARAUJO et al. (2016b).

Células eletrocompetentes DH10B™ (Max Efficiency®, Invitrogen) proveniente
da espécie de bactéria Escherichia coli, foram utilizadas na geracdo de clones
contendo os genes de interesse. Para geracao dos baculovirus recombinantes, foram
utilizadas células de E. coli da linhagem DH10Bac™ (Invitrogen) que contém um
cromossomo artificial bacteriano (BAC, do inglés, Bacterial Artificial Chromosome), no
qual possui o genoma do baculovirus AcMNPV na forma de um bacmideo
(bMON14272), presente no sistema de expressdo baseado em baculovirus Bac-to-
Bac® (Invitrogen) desenvolvido por LUCKOW et al. (1993) e, posteriormente,
modificado por LUNG et al. (2002). Essa modificacdo consiste na substituicdo do gene
gp64 pelo gene de resisténcia a cloranfenicol (cat) através de recombinacéo
homologa, dando origem ao bacmideo aqui denominado de gp64-null ACMNPV.

Os virus recombinantes foram propagados em culturas de células BTI-Tn5B1-
4 (Tn5B) (GRANADOS et al., 1994) derivadas de ovario do inseto Trichoplusia ni
(Lepidoptera - Noctuidae). As células foram mantidas em meio TC-100 suplementado
com 10% de soro fetal bovino (BSA) (Vitrocell - Embriolife) a 27 °C.

4.2 Amplificagdo dos genes e clonagem no vetor de transferéncia
Para amplificar e clonar os genes das proteinas no vetor de transferéncia, foram
desenhados oligonucleotideos especificos para cada gene sintetizados pela empresa

Integrated DNA Technologies - IDT (Tabela 1). Para o gene da proteina GP64 do
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CoveNPV (CoveGP64), foram desenhados os oligonucleotideos COVE_F contendo o
sitio de restricdo Notl e COVE_R HA pA contendo o sitio de restricdo Pstl, uma
sequéncia de um peptideo marcador (Tag) derivada da proteina hemaglutinina do
virus da influenza humana (HA-tag), situada na regido C-terminal da proteina para
marcacao imunoespecifica e uma sequéncia de sinal de poliadenilagédo (poli-A). Para
0 gene da proteina F do DisaGV (DisaF), foram desenhados os oligonucleotideos
DISA_F com o sitio de restricdo Apal e DISA_R HA com o sitio de restricdo Notl e

uma sequéncia de HA-tag também na regido C-terminal da proteina.

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Nome Sequénciab — 3’

COVE_F AATGCGGCCGCATGGTGAAAATTGCTCTCTTAGTCTTGATG
CAGCTGCAGTTTATTCGCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGT

COVE_R HA pA
ATGGGTAATGACGCGTACAAAACATAA

DISA_F ATTGGGCCCATGTGGATTTTTTTGGCACTATTAC
CAGGCGGCCGCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGT

PISARHA AGGTAAGCAAATTTTTTATTTTA

GP64 F CTGTTAGAATTCGTTCCAGATAGCCATCGTGAT

pUC/M13 FWR CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
pUC/M13 REV AGCGGATAACAATTTCACACAGG
AcielFWR CCATCGCCCAGTTCTGCTTA
AcielREV CTGTTCAAGGGTTGCACAGC

Os genes das proteinas CoveGP64 e DisaF foram amplificados a partir das
amostras de DNA total dos virus selvagens por uma Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) seguindo protocolo da enzima Q5™ High Fidelity DNA polymerase (New
England BioLabs), com programa descrito na Tabela 2 e tempo de extensdo em a)
para obtencéo dos fragmentos de DNA dos genes de interesse.

Os fragmentos de DNA amplificados foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 0,7%, com solucdo tampado TBE 0,5 x, utilizando aparatos da Bio-Rad
Laboratories e marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (KASVI). As bandas
correspondentes aos fragmentos de DNA das proteinas CoveGP64 e DisaF foram

cortadas do gel de agarose, o DNA foi purificado e aluido com agua estéril de acordo
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com o protocolo do lllustra® GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare).

Tabela 2: Programas de amplificacdo para Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

utilizados neste trabalho.

Desnaturacdao inicial 94 °C, 4 min

Desnaturacéo: 94 °C, 30 s

Ciclo de extensao Anelamento: 50 °C, 30 s

(30 repeticdes) Extensao: a) 72 °C, 2 min
b) 72 °C, 3 min
c) 72 °C, 7 min
Extensao final 72 °C, 10 min
“Overnight” 12 °C

O plasmideo doador pFB-pAcgp64-pA-PG (ARDISSON-ARAUJO et al., 2016b)
(Figura 4) foi utilizado como vetor de transferéncia para possibilitar a insercao dos
genes das proteinas de interesse no genoma do gp64-null ACMNPV. Esse plasmideo
doador foi construido a partir do vetor pFastBac™1 (Invitrogen), no qual possui 0s
flancos Tn7R e Tn7L reconhecidos pela enzima transposase que promove a
transposicao da regido contida entre os flancos para o genoma do baculovirus. Além
dos genes de resisténcia a ampicilina e gentamicina ja contidos no vetor pFastBac™1,
foi adicionado o gene da poliedrina do AcCMNPV (AcPOLH) controlado pelo promotor
da poliedrina do AcMNPV (prAcPOLH), o promotor do gene gp64 do AcMNPV
(prAcGP64) para controlar o gene da proteina de fusdo de envelope (EFP) a ser
inserida e o gene egfp (enhanced green fluorescent protein) da proteina verde
fluorescente (GFP) de Aequorea victoria (Leptomedusae - Aequoreidae), controlado
pelo promotor do gene iel (immediate eary 1) do ACMNPV (prAclE1). Apos as regides
génicas, também foram adicionadas regides de sinal de poliadenilacdo do virus SV40

poli-A para controlar o processamento dos mRNAs gerados.



32

Material e Métodos
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7,570 bp

TRl e

1057

Figura 4: Mapa vetor do plasmideo doador pFB-pAcgp64-pA-PG. Plasmideo contendo flancos de
transposicdo Tn7R e Tn7L, genes de resisténcia a ampicilina e gentamicina, gene da poliedrina do
AcCMNPV (AcPOLH) controlado pelo seu respectivo promotor (prAcPOLH), o promotor do gene gp64
do AcCMNPV (prAcGP64) para controlar o gene da proteina de fusédo de envelope a ser inserida, o gene
egfp da proteina verde fluorescente (GFP) controlado pelo promotor do gene immediate early 1 do
AcMNPV (prAclEl) e regibes de sinal de poliadenilacdo (SV40 poli-A) ao final das regiées génicas.
Regido referente a transposi¢éo para o genoma do gp64-null AcCMNPV em destaque. Figura gerada no

programa Geneious v. 11.1.5 (Biomatters).

Reac0Oes de digestédo utilizando enzimas de restricdo foram elaboradas com o
DNA dos genes de interesse (inserto) como também com o plasmideo doador (vetor),
seguindo o manual Assembly of Restriction Enzyme Digestions (Promega) para cada
tipo de enzima. Para a clonagem do gene da proteina CoveGP64 no vetor pFB-
pAcgp64-pA-PG, foram realizadas digestdes duplas com as enzimas Notl e Pstl para

2 ug de inserto e 2 ug de vetor separadamente. Com isso, a regiao referente a SV40
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poli-A situada entre os promotores prAcGP64 e prAclELl foi retirada, sendo o sinal de
poliadenilag&o substituido por outro sinal de poli-A adicionada ao final do gene através
do oligonucleotideo COVE_R HA pA. Esta estratégia de clonagem foi adotada devido
a presenca de dois sitios de restricdo de Apal presentes ao longo da sequéncia de
nucleotideos do gene da proteina GP64 do CoveNPV, dificultando o uso dos sitios
Apal e Notl presentes logo apés a regido do promotor prAcGP64. As reacdes de
digestao foram conservadas a -20 °C até a sua purificacao.

Para a clonagem do gene da proteina DisaF no vetor pFB-pAcgp64-pA-PG,
foram elaboradas reacbes de digestdao para 4 pg de inserto e 4 ug de vetor,
separadamente, com a enzima de restricdo Notl e, em seguida, purificadas de acordo
com o protocolo do lllustra® GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare). Outra reacdo de digestédo foi executada com a enzima Apal, de forma
separada com o DNA purificado do inserto e do vetor anteriormente digeridos. Ao final,
todas as reacdes de digestdo para clonagem dos genes das proteinas CoveGP64 e
DisaF foram purificadas a partir de eletroforese em gel de agarose 0,7% em solucéo
tampao TBE 0,5 x, seguindo instru¢des do lllustra® GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare).

A ligacdo dos insertos com os vetores foi elaborada em uma reacgao de ligagéo
seguindo protocolo da T4 DNA ligase (Promega). A ligacao foi dialisada em membrana
hidrofébica com &agua ultrapura por 15 min. Quatro microlitros das ligac6es foram
utilizados para transformacdo de células eletrocompetentes DH10B™ seguindo
instrucdes descritas por SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS (1989), suplementadas
com 1 mL de meio SOC (do inglés, Super Optimal Broth — caldo super ideal) e
mantidas a 37 °C por uma h em agitagcéo. As transformacdes foram plaqueadas em
placas de Petri 90 x 15 mm, com 20 mL de meio LB (Luria Bertani) solido,
suplementado com os antibiéticos ampicilina (100 pg/mL) e gentamicina (7 pg/mL), e
mantidas a 37 °C por 16 h.

Para confirmagdo das colbnias obtidas, uma PCR de colbnia foi elaborada
conforme método estabelecido por BERGKESSEL & GUTHRIE (2013) e protocolo do
G2 Green Master Mix (Promega), utilizando o oligonucleotideo GP64 F (Tabela 1) que
anela na regiao 5’ do promotor do gene gp64 do ACMNPV (prAcGP64), juntamente
com o oligonucleotideo COVE_R HA pA para as colbnias correspondentes a
CoveGP64 e o oligonucleotideo DISA_R HA para as colénias de DisaF. O programa

utilizado esta descrito na Tabela 2 com tempo de extensdo em b). Os fragmentos
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obtidos na PCR de colbnia foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%
em solucdo tampédo TBE 0,5 x, com marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder
(Ludwig).

As colbnias correspondentes aos clones foram inoculadas em 20 mL de meio
LB (Luria Bertani) liquido, suplementado com 100 ug/ml de ampicilina e 7 pg/mL de
gentamicina, mantidas a 37 °C por 16 h sob agitacdo. O DNA plasmidial das bactérias
foi extraido seguindo protocolo do kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega) e conservado a -20 °C até a sua utilizacdo. Apés a obtengdo do
DNA purificado dos bacmideos, foi enviado parte do material para ser analisado
através de sequenciamento do tipo Sanger desenvolvido na empresa Macrogen
(Coréia do Sul).

4.3 Obtencéo dos baculovirus recombinantes

Através da utilizacdo do sistema de expressao de proteinas heterélogas Bac-
to-Bac® (Invitrogen), foram obtidos os baculovirus recombinantes utilizados neste
trabalho. Este sistema de expresséo se utiliza de um vetor de transferéncia, com o
gene de interesse nele clonado, para transpor a regido contida entre os flancos mini-
Tn7 (Tn7R e Tn7L) no qual possuem propriedades do transposon bacteriano Tn7.
Também constitui esse sistema as células competentes DH10Bac™, que possuem o
genoma completo do AcMNPV na forma de um plasmideo (também chamado de
bacmideo) e um outro plasmideo auxiliar chamado “helper”, responsavel por
expressar uma transposase (LUCKOW et al.,, 1993). Com a transformacédo destas
células juntamente com o vetor de transferéncia, o bacmideo recombinante é formado
a partir da transposicdo sitio-especifica entre os flancos mini-Tn7 do vetor de
transferéncia e o sitio de ligagdo mini-attTn7 presente no bacmideo (Figura 5). Com
esta ferramenta biotecnol6gica é possivel obter, em poucos dias, bacmideos
recombinantes capazes de transfectar células de inseto e expressar proteinas
heter6logas sob o comando de promotores fortes.

A primeira etapa de confirmacdo dos bacmideos recombinantes é atraves da
coloragéo das colbnias obtidas quando submetidas ao cultivo em meio LB solido
suplementado por antibiéticos e indutores a depender do vetor de transferéncia
utilizado. Isso ocorre por que o sitio de ligacdo mini-attTn7 do bacmideo esta inserido
na sequéncia do peptideo LacZa do vetor de clonagem pUC (New England Biolabs).

Conforme a transposicdo ocorre, as colbnias de bactérias permanecem com a cor



35

Material e Métodos

branca e, quando nao ocorre, obtém a coloracdo azul na presenca do substrato X-
Gal. A segunda etapa de confirmacgéo se da por uma reagédo de PCR de coldnia com
os oligonucleotideos comerciais pUC/M13 FWR e pUC/M13 REV (Tabela 1) para

analisar a presenca da regido de transposicédo nas col6nias obtidas.

Tn7R Tn7L Helper

Tn7R Tn7L

Promotor da poliedrina

Transformacgao
Mini-AttTn7
Bacmideo

U J
Célula competente DH10Bac

Transposicao e selecéo

com antibiético

4 N
Preparacao de DNA de

Helper alta massa molecular

Promotor da poliedrina l

Bacmideo Bacmideo

-~ J

Célula contendo o Bacmideo recombinante

Figura 5: Esquema representativo do sistema de expressdo de proteinas heter6logas baseado em
baculovirus Bac-to-Bac® (Invitrogen). A partir de um plasmideo doador utilizado como vetor de
expressdo, 0 gene de interesse € transposto para o genoma do AcMNPV contido dentro da célula
DH10Bac™ na forma de um plasmideo (bacmideo). Esta célula também possui o plasmideo “helper”
que expressa uma transposase que atua em uma ligacéo sitio-especifica entre os flancos mini-Tn7
(Tn7R e Tn7L) do vetor de expresséo e a regido mini-attTn7 do bacmideo, sendo este Ultimo inserido
na sequéncia do peptideo LacZa para facilitar a sele¢céo das coldnias de bactérias. Uma vez obtida a
colénia com o bacmideo recombinante, o DNA plasmidial é extraido para ser transfectado em culturas
de células de insetos para, entdo, ser expressa a proteina de interesse. Imagem retirada de RIBEIRO
et al. (2015).
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Neste trabalho foi utilizado o sistema de expressédo Bac-to-Bac® (invitrogen)
baseado no genoma de um AcMNPV no qual o gene gp64 enddgeno foi deletado e
substituido, por meio de recombinacdo homologa, pelo gene cloranfenicol
acetiltransferase (cat) que confere resisténcia a cloranfenicol (LUNG et al., 2002), aqui
denominado gp64-null ACMNPV. Nele foi inserido, por meio do plasmideo doador pFB-
pAcgp64-pA-PG, 0 gene da proteina CoveGP64 dando origem ao bacmideo (bac)
bacAcCoveGP64, e 0 gene da proteina DisaF gerando o bacmideo bacAcDisaF.
Como controle positivo, foi adotado o bacmideo recombinante denominado
bacAcRepGP64 anteriormente construido por ARDISSON-ARAUJO et al. (2016b), no
qual € um gp64-null ACMNPYV reparado novamente com a proteina GP64 do ACMNPV,
obtendo seu potencial infectivo recuperado. Como controle negativo, foi construido
um bacmideo a partir do gp64-null ACMNPV sem a insercdo de uma EFP denominado

bacAcAGP64, sendo assim, um virus sem potencial infectivo (Figura 6).

bacAcRepGP64 gen = SV40 . AcpoLH

poliA

Apal Noti Pstl

AcGP64 l :“,’I?x J:.. :“,’I:‘x =I
(TR Apal Not Pstl
bacAcAGP64 k= gen = xfg : AcPOLH ‘sn‘,’l?x J:-. g;‘:: T
s Apal Notl Pst
bacAcCoveGPe4 k= gen = V40 . AcpoLH CoveGP64 HA poliA m Syao T

i

poliA

:

Apal Notl Pstl

T-T""
) SV40 l SV40 Sv40
bacAcDisaF — :

acAchIsa gen =REIE ATt .=-l PIaFHA = poli J=-. poNs

__________________________________________________________________________

Locus
gp64
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poilh

Bacmideo
gp64-null AcCMNPV

Figura 6: Esquema representativo dos bacmideos recombinantes utilizados neste trabalho. Foi
utilizada a célula eletrocompetente DH10Bac™ (Invitrogen) com o bacmideo gp64-null AcCMNPV

baseado no genoma de um AcMNPV com o gene gp64 endégeno deletado e substituido pelo gene do



37

Material e Métodos

cloranfenicol acetiltransferase (cat). No locus do gene da poliedrina (polh), é adicionada a regido
presente entre os flancos mini-Tn7 (Tn7R e Tn7L) através de transposicdo sitio-especifica. Todos os
bacmideos recombinantes possuem o gene de resisténcia a gentamicina (gen), o gene da poliedrina
do AcMNPV (AcPOLH) controlado por seu respectivo promotor (prAcPOLH), o promotor da GP64 do
AcCMNPV (prAcGP64) para controlar a EFP inserida e o gene da proteina verde fluorescente (GFP)
controlado pelo promotor do IE1 do AcMNPV (prAclEl). Todos os genes possuem ao final uma regido
de sinal de poliadenilagédo do virus SV40 (SV40 poliA), com excecdo do gene que codifica a proteina
CoveGP64 no qual foi inserida uma calda poliA na regido 3’ do gene. Os sitios de restricao utilizados
para a clonagem dos genes das EFPs estdo demonstrados na figura. Legenda de cores: em rosa —

genes de resisténcia a antibidtico; em verde — regifes génicas; em azul — regides promotoras.

Seguindo as instru¢cdes do manual Bac-to-Bac® Baculovirus Expression
System (Invitrogen), foi elaborada a transformacdo de células DH10Bac™
eletrocompetentes com aproximadamente 200 ng de DNA dos clones do vetor de
transferéncia, inoculadas em 1 mL de meio SOC e mantidas a 37 °C por 4 h em
agitacdo. Posteriormente, as transformacdes foram inoculadas em placas de Petri
com meio LB sélido suplementado com os antibiéticos gentamicina (7 pg/mL),
cloranfenicol (7 pg/mL), tetraciclina (7 pg/mL) e canamicina (50 pg/mL), juntamente
com o indutor IPTG (40 pg/mL) e o substrato X-Gal (80 pg/mL). Apds 48 h a 37 °C,
varias col6nias brancas e uma azul foram selecionadas para elaboracdo de uma PCR
de colbnia, seguindo instrucdes de BERGKESSEL & GUTHRIE (2013), para confirmar
a transposicdo da regido de interesse. Foram incluidos na reacdo de PCR os
oligonucleotideos pUC/M13 FWR, pUC/M13 REV e GP64 F (Tabela 1), seguindo
protocolo do G2 Green Master Mix (Promega), com programa contido na Tabela 2 e
tempo de extensdo em c). As coldnias confirmadas de bacAcDisaF e de bacAcAGP64
foram inoculadas em 20 mL de meio LB liquido com os antibioticos gentamicina (7
pg/mL), cloranfenicol (7 pg/mL), tetraciclina (7 pg/mL) e canamicina (50 pg/mL),
mantidas a 37 °C, por 16 h em agita¢do. Ja a coldnia referente ao bacAcCoveGP64
foi submetida a um esgotamento pelo método “streak plate” (SANDERS, 2012) em
placa de Petri com meio LB so6lido contendo gentamicina (7 pg/mL), cloranfenicol (7
pg/mL), tetraciclina (7 pg/mL), canamicina (50 pg/mL), IPTG (40 pg/mL) e X-Gal (80
pg/mL) por 48 h, a 37 °C. Colbnias brancas e uma azul foram selecionadas e
submetidas a PCR de colbnia com 0os mesmo elementos e parametros supracitados a
fim de se obter um bacmideo recombinante sem contaminantes. A colnia obtida sem

contaminacdo foi inoculada em 20 mL de meio LB liquido suplementado com
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gentamicina (7 pg/mL), cloranfenicol (7 pg/mL), tetraciclina (7 pg/mL) e canamicina
(50 pg/mL), mantida a 37 °C, por 16 h em agitacdo. O DNA plasmidial das col6nias
confirmadas foi extraido a partir do kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega) seguindo orientacdes do fabricante.

4.4 Ensaios de transfeccgéo e infeccédo in vitro

Para avaliar a recuperacgao da infectividade do gp64-null ACMNPV pelas EFPs
dos virus testados, ensaios de transfeccéo e infeccdo foram elaborados. Para isso,
foram utilizadas placas de cultivo celular de 24 pogos com 1,88 cm?3, contendo cerca
de 1,3 x 10°células Tn5B por poco, em meio TC-100 suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Vitrocell Embriolife), com volume final de meio mais célula igual a 500 pL.
O ensaio foi realizado em triplicata, partindo de 300 ng de DNA de cada bacmideo
para a transfeccdo, seguindo as instrucbes contidas no protocolo do reagente
Cellfectin™ Il (Gibco). Este método viabiliza a entrada do DNA do bacmideo em
células de inseto por meio de lipideos catidnicos, permitindo a replicacdo do material
genético viral e a formacdo de particulas, podendo a infectividade do virus
recombinante ser testada posteriormente. Apés a transfec¢éo, as culturas de células
foram mantidas a 27 °C e observadas por sete dias em microscopio de luz e de
fluorescéncia (Axiovert 100, ZEISS) para acompanhar os sintomas decorrentes da
transfeccao celular.

Com 168 horas pos transfeccao (h.p.t.), o sobrenadante do meio de cultivo
celular, denominado de “passagem 0” (P0), foi coletado a partir de centrifugacéo com
5.000 g por 7 min. Foram utilizados 50 pL desta passagem O para infectar novas
células Tn5B, seguindo as mesmas instrucdes anteriores. As células foram mantidas
a 27 °C por 4 dias. O restante do in6culo da PO foi submetido a centrifugacéo de 5.000
g por 20 min a 4 °C para concentrar as particulas de virus brotado (BV) geradas na
transfeccao celular. O sedimento obtido foi conservado a - 20 °C até sua utilizacao.

Com 96 horas pos infeccéo (h.p.i.), as placas contendo as células infectadas
com a PO foram visualizadas em microscopio de luz e de fluorescéncia (Axiovert 100,
ZEISS). O sobrenadante celular, agora chamado de “passagem 1” (P1), foi coletado
por meio de centrifugacéo a 5.000 g por 7 min. Foram utilizados 50 L desta passagem
1 para infectar novas células seguindo mesmo materiais e instru¢des supracitados. O
indculo restante foi concentrado por centrifugacdo e conservado a - 20 °C até sua

utilizacao.
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Apébs 96 horas de infeccdo celular, as células infectadas com o inéculo P1,
foram observadas por microscopia de luz e de fluorescéncia. O sobrenadante celular,
agora denominado de “passagem 2" (P2), foi primeiramente centrifugado a 5.000 g
por 7 min para separar dos sedimentos celulares, posteriormente centrifugado a 5.000
g por 20 minutos a 4 °C para concentrar as particulas de BV e, por ultimo, armazenado

a -20 °C até sua utilizacao.

4.5 Contagem de células GFP positivas

A partir das imagens obtidas na visualizacao por microscopia de fluorescéncia
das culturas de células transfectadas e infectadas, foram selecionados trés campos
distintos para cada ensaio referente as passagens 0, 1 e 2 dos baculovirus
recombinantes gerados. Foi realizada uma contagem das células verdes provenientes
da expressao da proteina verde fluorescente (GFP) que indica a expressdo dos genes
das proteinas de interesse. Esta contagem foi feita utilizando o programa ImageJ v.
1.53 e o grafico com a analise dos dados obtidos foi elaborado no programa GraphPad

Prism v. 9.0.

4.6 Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

Para avaliar o titulo viral gerado nas passagens 0, 1 e 2 do ensaio de
transfeccao e infec¢do, uma Reagao em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR,
do inglés, quantitative Polymerase Chain Reaction) foi elaborada utlizando o
sobrenadante das células do referido ensaio, para avaliar quantitativamente a
presenca de DNA viral advindo das particulas de virus brotado (BV) para cada

baculovirus recombinante construido.

4.6.1 Elaboracao de gPCR para curva padrao

Primeiramente, uma curva padrdo foi elaborada a fim de construir uma
referéncia de concentragéo de DNA viral utilizando um plasmideo no qual possui parte
do gene iel (immediate eary 1) de AcCMNPV clonado no vetor pCR2.1-TOPO-TA™
(Invitrogen) (MORGADO et al., 2020), aqui chamado de pCR2.1-TOPO-TA_AcIE1. O
gene iel é indispensavel para a replicacdo de baculovirus e, portanto, usado como
referéncia para quantificar a presenca de DNA de baculovirus na amostra. O
plasmideo referido foi utilizado em cinco diluicdes diferentes em quadruplicata: 0,5
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ng/uL; 0,05 ng/uL; 0,005 ng/uL; 0,0005 ng/uL e 0,00005 ng/pL. Além disso, foi
adicionada uma amostra chamada NTC (“No Template Control”, do inglés, controle de
auséncia de amostra) para garantir a auséncia de contaminantes na analise.
Juntamente com os oligonucleotideos AcielFWR e AcielREV (Tabela 1) foi elaborada
uma reacdo de gPCR seguindo o protocolo do SYBR™ Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific), com programa de extenséo segundo a Tabela 3, utilizando
o termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN) e o Rotor-Gene Q Software v. 2.3.1.49

(QIAGEN) para analisar a corrida.

Tabela 3: Programa de amplificacdo para Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (qQPCR) utilizado neste trabalho.

Etapa 1 50°C,2min0s
Etapa 2 95°C,2min0s
o 1:95°C,5s
Etapa 3 (45 repeticdes) S TEOFE T30
Rampa de 60 °C para 95 °C
Melt Manter por 90 s no 1° passo

Manter por 5 s nos préximos passos

4.6.2 Elaboracéo de gPCR para DNA viral

O DNA advindo do sobrenadante celular das transfeccées e infeccdes (PO, P1
e P2) dos diferentes virus recombinantes foi extraido seguindo instru¢cdes do kit
QIAMp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), sem a execug¢éao da etapa de adicao de DNAse.
Os DNAs extraidos foram padronizados para a concentracéo de 5 ng/pL e utilizados
5 ng de DNA na reacdo de gPCR, somados os oligonucleotideos AcielFWR e
AcielREV (Tabela 1), com programa de amplificacdo contido na Tabela 3, seguindo
o protocolo do SYBR™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Os virus
VAcCRepGP64, VACAGP64, vAcCoveGP64 e vAcDisaF foram analisados quanto a
presenca de DNA de virus brotado (BV) no sobrenadante, durante as trés diferentes
passagens do virus por células (PO, P1 e P2), com reacfes em triplicata totalizando
36 reacdes, além do controle de reacdo NTC.

Os dados obtidos durante a reacdo de gPCR para todos os virus nas trés

diferentes passagens, foram analisados quanto a quantificacdo de DNA viral
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detectado em cada uma dessas passagens utilizando o programa GraphPad Prism,
v. 9,0, obtendo como referéncia a curva padrao anteriormente elaborada. O método
estatistico utilizado foi o Tukey's, um tipo de teste ANOVA onde séo feitas multiplas

comparacdes entre grupos distintos.

4.7 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para analisar a constituicdo proteica das amostras virais, foi elaborado um gel
de poliacrilamida SDS-PAGE (Dodecil Sulfato de Sédio — Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida), com gel concentrador a 5% e separador a 12%, utilizando o aparato
Mini-PROTEAN 3 System® (Bio-Rad). Apoés a corrida, o gel foi corado e fixado com
0,1% Comassie® Azul brilhante G 250 em solucdo composta por 10% de acido acético
e 40% metanol, sob agitagcdo por 2 h. Posteriormente, foi tratado com solucéo
descorante composta por 40% de metanol e 10% de &cido acético, para visualizacao
das proteinas.

Para as amostras VAcRepGP64 e vAcCoveGP64, células Tn5B foram
infectadas com MOI 5 e, posteriormente, 0s sobrenadantes celulares foram coletados
com 7 d.p.i. Os sobrenadantes foram centrifugados a 5.000 g por 20 min a 4 °C para
concentracdo dos virus brotados gerados na infeccdo e conservados a 4 °C até sua
utilizacdo. Para analisar o virus recombinante vAcDisaF, foi necessario utilizar o
sedimento celular advindo de transfecgéo para melhor avaliar a presenca da proteina
F de DisaGV, sabendo que, pela ineficicia deste virus em gerar um indculo viral viavel,
nao foi possivel utilizar um indculo advindo de infeccéo celular. Partindo de 800 ng de
DNA de bacmideo, células Tn5B em meio TC-100 suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Vitrocell Enbriolife), foram transfectadas seguindo protocolo do reagente
Cellfectin™ [l (Gibco), em placa de cultura celular de 6 pocos (9,4 cm?), com 4,0 x 10°
células. As células foram coletadas com 7 d.p.t., centrifugadas a 5.000 g por 7 min e
conservadas a -20 °C até sua utilizacdo. Também foi adicionado a esta andlise, o
sedimento de células Tn5B néo infectadas (“mock-infected”), seguindo mesmas

instrucdes de coleta anteriormente citadas, para servir de controle negativo.

4.8 Imunodetecc¢ao por Western Blot
Para verificar a expressao das proteinas de fusdo de envelope nos indculos

virais, foram elaborados ensaios de detecgéo imunoespecifica por western blot, tendo
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como base a andlise da constituicdo proteica realizada anteriormente, bem como as
amostras advindas dela. As proteinas contidas nas amostras foram separadas
novamente por eletroforese, utilizando-se de dois géis de poliacrilamida (SDS-PAGE),
com a mesma concentracdo do gel supracitado, cada um para uma imunomarcacao
distinta. Apos a corrida em cuba de eletroforese, as amostras foram transferidas para
uma membrana de PVDF (difluoreto de polivinilideno) Amersham Hybond P 0.45 (GE
Healthcare) utilizando o aparelho Trans-Blot® Turbo™ System (Bio-Rad), seguido dos
passos de imunodeteccdo com anticorpos especificos e etapas de lavagens contidos
no manual Protein Blotting Guide (Bio-Rad). A deteccéo dos anticorpos que se ligaram
as proteinas se deu a partir de quimiluminescéncia, seguindo instru¢cdes do fabricante
do reagente Novex™ AP Chemiluminescent Subtrate (Invitrogen) e a visualizacao da
deteccao foi realizada no aparelho ImageQuant LAS 4000. As imagens obtidas foram
editadas quanto a quantidade de brilho e contraste no programa ImageJ v. 1.53.

O primeiro western blot foi empregado na deteccéo das proteinas GP64 do
CoveNPV e F do DisaGV, que possuem uma HA-tag (residuos da hemaglutinina da
influenza humana) na sua regido C-terminal. Com isso, foram aplicadas no gel de
poliacrilamida as amostras de sobrenadante de células infectadas com os virus
VAcRepGP64 e vAcCoveGP64, a amostra de sedimentos de células transfectadas
com o bacmideo bacAcDisaF e o sedimento de célula Tn5B néo infectada “mock”
como controle negativo. Além destas, foi adicionada neste primeiro western blot uma
amostra de sedimento de células Tn5B 7 d.p.i. (MOl 5) com o baculovirus
recombinante BACIAP2 que expressa uma HA-tag na regido N-terminal da proteina
antiapoptotica IAP2, com cerca de 35 kDa, presente no virus recombinante ChinNPV-
UNB1, derivado do Chrysodeixes includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV). Esta
amostra, aqui denominada BACIAP2(HA+), foi utilizada como controle positivo de
presenca da HA-tag nos indculos virais e foi gentilmente cedida pelo Dr. Fabricio
Morgado. Os dados referentes a esta amostra foram apresentados no XXX Congresso
Brasileiro de Virologia ocorrido em 2019 na cidade de Cuiaba - MT (dados nao
publicados).

Para detectar a HA-tag contida nas proteinas de interesse, foi utilizado o
anticorpo primério Rabbit anti-HA polyclonal antibody (Invitrogen) na concentracao
1:2000 e o anticorpo secundario Goat anti-Rabbit IgG H+L (Invitrogen) conjugado com

fosfatase alcalina na concentrag&o 1:2000 para visualizacao da deteccéo.
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O segundo western blot teve como objetivo detectar a presenca da proteina
GP64 do AcMNPV na amostra VAcRepGP64. Além disso, a proteina GP64 do
CoveNPV também poderia ser detectada na amostra vVAcCoveGP64 pelo fato do
anticorpo monoclonal utilizado ser especifico contra uma sequéncia de aminoacidos
conservados entre as GP64 (SWKDASGWS). Para isso, foram aplicadas as amostras
de sobrenadante de células infectadas com os virus VAcRepGP64 e vAcCoveGP64,
somado ao sedimento de célula Tn5B nao infectada “mock”. Para a detec¢cédo das
proteinas, foi utilizado o anticorpo primario monoclonal Baculovirus Envelope gp64
Antibody AcV5 (eBioscience™) feito em camundongo na concentracdo 1:1000,
seguido do anticorpo secundario Goat F(ab')2 Anti-Mouse IgG - H&L (abcam)

conjugado com fosfatase alcalina na concentracao 1:3000 para visualizar a deteccéao.

4.9 Alinhamento de sequéncias de aminoéacidos

Foram construidos dois alinhamentos com as proteinas GP64 do CoveNPV e
F do DisaGV a partir de um BLAST baseado em sequéncias de aminoacidos de
proteinas (BLASTp) contidas no banco de dados de proteinas do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias com maior porcentagem de
identidade com a proteina CoveGP64 e com a proteina DisaF foram escolhidas para
elaborar um alinhamento do tipo MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation — do inglés, Comparacao de Multiplas Sequéncias a partir da Expectativa
do Log).

A partir do alinhamento de sequéncias, uma arvore filogenética foi construida
para as proteinas GP64 e outra para as proteinas F utilizando o método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean — do inglés, Método de Grupo
de Pares Nao Ponderados com Média Aritmética. Regibes e dominios proteicos
também foram preditos utilizando o servidor EMBOSS sigcleave v. 6.5.7 ou SignalP
v. 5.0 para peptideo sinal, TMHMM v. 2.0 para dominio transmembrana e ProP v. 1.0
para sitio de clivagem de furina. A anélise de sitios de glicosilacéo foi baseada nos
sitios ja preditos e confirmados para a GP64 do AcCMNPV (JARVIS et al., 1998). As
figuras geradas nestas analises foram obtidas por meio do programa Geneious V.
11.1.5 (Biomatters).
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5 RESULTADOS

5.1 Confirmacéo da clonagem no vetor de transferéncia

Os genes das proteinas de fuséo de envelope GP64 do CoveNPV (CoveGP64)
e da proteina F do DisaGV (DisaF) foram amplificados e obtidos os fragmentos de
DNA nos tamanhos de 1556 pb e 1658 pb, respectivamente, de acordo com o tamanho
esperado para cada gene juntamente com as adicbes de bases contidas nos

oligonucleotideos (Figura 7).

A) B) COVE_F
M  CoveGP64 DisaF »
— — Notl Pstl
o N
CoveGP64 HA poliA 1556 pb
_ y
2000 pb — S COVE_R HA pA
1500 pb—> |88 DISA_F
Apal Notl
— DisaF HA % 1658 pb
Pra——
DISA_R HA

Figura 7: Confirmacdo da amplificacdo dos genes das proteinas de fusdo de envelope dos virus
CoveNPV e DisaGV. A) Gel de agarose 0,7 % mostrando fragmentos de 1556 pb e 1658 pb de DNA
amplificados dos virus CoveNPV (CoveGP64) e DisaGV (DisaF), respectivamente. Marcador de peso
molecular (M) 1 Kb DNA Ladder (KASVI). O tamanho em pares de bases (pb) de dois fragmentos do
marcador estdo indicados por setas. B) Esquema representativo da amplificacdo dos genes das
proteinas com as regifes inseridas através dos oligonucleotideos representados por setas. O tamanho

em pares de bases esperado para cada produto de PCR estd demonstrado no lado direito da figura.

Os genes das proteinas foram corretamente inseridos no vetor de transferéncia
pFB-pAcgp64-pA-PG, sendo confirmados por uma PCR de colénia no qual os
fragmentos de DNA amplificados correspondem ao esperado. Foi observada a
amplificacdo de DNA em seis clones de CoveGP64 (C1, C2, C3, C4, C5 e C6) com
fragmentos em torno de 1874 pb, sendo este o tamanho indicado através de simulacdo

feita no programa Geneious v. 11.1.5 (Biomatters) (Figura 8). O clone C1 foi escolhido
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para prosseguir na geracao do baculovirus recombinante. Para DisaF, foram obtidos
cinco clones (D4, D6, D8, D9 e D10) com fragmentos de DNA em torno de 1967 pb

de acordo com simulacao feita no mesmo programa (Figura 9).

A)

2000 pb —p
1500 pb —>

B)

COVEF g

pFB-pAcgp64-CoveGP64HA-pA-PG
8,864 bp

Figura 8: Confirmacdo da clonagem da proteina GP64 do CoveNPV no vetor de transferéncia. A)
Resultado da eletroforese em gel de agarose 0,8 % da amplificagéo por PCR de coldnia dos fragmentos
contendo o gene gp64 do CoveNPV referente as colénias C (CoveGP64) 1 a 7. As colbnias C1 a C6
amplificaram o fragmento do tamanho esperado. Marcador de peso molecular (M) 1 Kb DNA Ladder

(Ludwig). O tamanho em pares de bases (pb) de dois fragmentos do marcador estédo indicados por
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setas. B) Mapa vetor desenvolvido no programa Geneious v. 11.1.5 (Biomatters) indicando a regiao
amplificada por PCR usando os oligonucleotideos GP64 F e COVE_R HA pA, no qual demonstra o

tamanho esperado de 1874 pb do fragmento de DNA.

A)
M D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
2000 pb
1500 pb
B) i, B
GPéA o L/f\ ”‘
‘}& = — ’// 8,
§ pFB-pAcgp64-DisaFHA-pA-PG £
9,205 bp

o

1,500

Figura 9: Confirmagéo da clonagem da proteina F do DisaGV no vetor de transferéncia. A) Resultado

da eletroforese em gel de agarose 0,8 % da amplificacdo por PCR de colénia dos fragmentos contendo
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0 gene F do DisaGV referente as colénias D (DisaF) 1 a 10. As colbnias D4, D6, D8, D9 e D10
amplificaram o fragmento no tamanho esperado. Marcador de peso molecular (M) 1 Kb DNA Ladder
(Ludwig). O tamanho em pares de bases (pb) de dois fragmentos do marcador estao indicados por
setas. B) Mapa vetor desenvolvido no programa Geneious v. 11.1.5 (Biomatters) indicando a regido
amplificada por PCR usando os oligonucleotideos GP64 F e DISA_R HA, no qual demonstra o tamanho

esperado de 1967 pb do fragmento de DNA.

Os clones selecionados também foram confirmados por meio de digestdo com
enzimas de restricdo. Na digestdo do clone C1 de CoveGP64 foram observados os
trés fragmentos de DNA no tamanho esperado, segundo simulacéo feita no programa
Geneious v. 11.1.5 (Biomatters) (Figura 10). Igualmente na digestao feita para os
clones obtidos de DisaF, foram observados todos os quatro fragmentos de DNA no
tamanho esperado, conforme demonstra a simulagéo (Figura 11).

A) B)

Balll

10,000 e—

8,000 ve—

5000 pb _, & 5,000 w—
5000 w—
3000 pb —»
. 4,000 —
3000 w— —
2,000 —
1,500 w—
1,000 s

500 pb —> [&

Figura 10: Confirmacé&o da clonagem do fragmento de DNA contendo o gene gp64 do CoveNPV pela
digestéo do clone C1 com a enzima de restricdo Bglll (Promega). A) Resultado da eletroforese em gel
de agarose 0,8 % do DNA plasmidial do clone C1 digerido com Bglll. Marcador de peso molecular (M)
1 Kb DNA Ladder (Ludwig). O tamanho em pares de bases (pb) de trés fragmentos do marcador estdo

indicados por setas. B) Simulacédo da digestéo feita no programa Geneious, v. 11.1.5 (Biomatters). A
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digestéo resultou em trés fragmentos de tamanho esperado como pode ser observado na simulacdo

mostrada em B.

A) B)

Hindlll
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Figura 11: Confirmacdo da clonagem do fragmento de DNA contendo o gene F do DisaGV pela
digestdo dos clones recombinantes com a enzima de restricdo Hindlll (Promega). A) Resultado da
eletroforese em gel de agarose 0,8 % do DNA plasmidial dos clones D4, D6, D8, D9 e D10 digeridos
com Hindllll. Marcador de peso molecular (M) 1 Kb DNA Ladder (Ludwig). B) Simulacao da digestao
feita no programa Geneious, v. 11.1 (Biomatters). O tamanho em pares de bases (pb) de quatro
fragmentos do marcador estdo indicados por setas. A digestdo resultou em quatro fragmentos de

tamanho esperado como pode ser observado na simulagédo mostrada em B.

5.2 Confirmagé&o da obtengéo dos baculovirus recombinantes

Os baculovirus recombinantes gerados com as proteinas de fusdo de envelope
foram confirmados por meio de PCR de colbénia. O clone C14 de CoveGP64 foi
confirmado obtendo fragmento de DNA no tamanho esperado em torno de
aproximadamente 4520 pb, porém, um fragmento de 300 bp foi também amplificado
(Figura 12A). Este fragmento diz respeito a presenca de bacmideos néo
recombinantes no qual ndo possuem 0 gene de interesse. ApOs a realizagdo do

esgotamento em placa de Petri do clone C14, foram obtidos novos clones sem a
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presenca de contaminantes (Figura 12B). Com isso, o clone C14/C2 foi selecionado
para a realizacédo dos ensaios subsequentes.

A) B)
M Ci11 C12 C13 C14 C15 () () €1 C2 C3 C4 M

5000 pb —» i T <— 5000 pb
+— 4000 pb

500 pb —, 500 pb

Figura 12: Confirmacgéo da inser¢cdo do gene gp64 do CoveNPV no genoma do baculovirus. A)
Resultado da eletroforese em gel de agarose 0,8 % da reagdo de PCR com os oligonucleotideos
pUC/M13 F, pUC/M13 R e COVE_R HA pA mais DNA de diferentes col6nias de E. coli contendo o DNA
dos baculovirus recombinantes na forma de um plasmideo (bacmideo). O clone C14 apresentou a
banda de tamanho esperado (= 4520 pb), confirmando a insergcdo do gene no bacmideo. Entretanto,
uma banda em torno de 300 pb também foi observada, indicando que havia uma mistura de colénias
com e sem o0 gene de interesse. Marcador de peso molecular (M) 1 Kb DNA Ladder (Ludwig). O
tamanho em pares de bases (pb) de trés fragmentos do marcador estdo indicados por setas. B)
Resultado da eletroforese em gel de agarose 0,8 % da reagdo de PCR com o0s oligonucleotideos
pUC/M13 F, pUC/M13 R e COVE_R HA pA mais DNA de diferentes coldnias de E. coli isoladas a partir
da colbnia C14. As colénia C2 e C3 apresentaram o tamanho esperado (= 4520 pb), confirmando a

insercdo do gene no bacmideo e ndo apresentaram o fragmento em torno de 300 pb.

A obtenc¢édo do baculovirus recombinante de DisaF foi também confirmada pela
amplificagéo de fragmento de DNA no tamanho esperado em torno de 4640 pb em
uma colonia (D1). Esta colbnia ndo apresentou a amplificacdo da banda de 300 pb
referente ao bacmideo contaminante e, por isto, ela foi selecionada para dar

prosseguimento ao trabalho (Figura 13).
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M D1 D2 D3 D4 DS ()

500 pb —>

Figura 13: Confirmacao da insercdo do gene da proteina F do DisaGV no genoma do baculovirus.
Resultado da eletroforese em gel de agarose 0,8 % da reagdo de PCR com os oligonucleotideos
pUC/M13 F, pUC/M13 R e DISA_R HA, mais DNA de diferentes colbnias de E. coli contendo o DNA
dos baculovirus recombinantes na forma de um plasmideo (bacmideo). O clone D2 apresentou a banda
de tamanho esperado (= 4640 pb), confirmando a insercao do gene no bacmideo. Marcador de peso
molecular (M) 1 Kb DNA Ladder (Ludwig). O tamanho em pares de bases (pb) de trés fragmentos do

marcador estdo indicados por setas.

5.3 Andlise da recuperacéo da infectividade pelas EFPs

A partir dos ensaios de transfeccdo e infeccao in vitro com os baculovirus
recombinantes construidos, juntamente com o0s controles positivo e negativo, a
recuperacédo da infectividade foi analisada ao longo de trés passagens virais (PO, P1
e P2). No controle positivo, é possivel verificar o padrao de infectividade esperado
para um AcMNPV que possui uma proteina GP64 funcional (Figura 14). Todas as
células apresentam sintomas de infeccdo nas trés passagens virais, como nucleo
inchado e producéo de poliedros visto no campo claro e células verdes pela expressao
da proteina verde fluorescente (GFP) quando emitida luz azul no campo de

fluorescéncia.
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Figura 14: Ensaios de transfeccdo e infeccdo com o DNA do bacmideo bacAcRepGP64 e
sobrenadante de células infectadas com o virus vAcRepGP64. A) Células Tn5B transfectadas (96 h.p.t.)
com 300 ng de bacmideo bacAcRepGP64 e analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e
fluorescéncia (GFP) B) Células Tn5B infectadas (96 h p.i.) com o sobrenadante da transfec¢cdo em A e
analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e fluorescéncia (GFP). C) Células Tn5B infectadas
(96 h p.i.) com o sobrenadante da infeccdo em B e analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e
fluorescéncia (GFP). E possivel notar a infeccao eficiente das células transfectadas e infectadas pela

coloracdo verde da proteina verde fluorescente (GFP). Barra de escala: 50 pm.

Ja no controle negativo, é possivel observar o padréo esperado para um virus
gue ndo possui, ou que possui uma proteina de fusao de envelope incapaz de acessar
as células e propagar a infeccdo (Figura 15). Na transfec¢do do controle negativo, ha
células que emitem fluorescéncia pela caracteristica desta metodologia de possibilitar
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a geracdo de particulas virais independente do acesso aos receptores celulares, pois
o DNA viral entra na célula através de lipossomos que atravessam a membrana
plasmatica. E a partir desse indculo gerado por transfeccdo que é possivel analisar a
eficiéncia das particulas virais de acessarem as células, gerarem uma progénie viral
capaz de infectar novas células, replicar seu material genético, produzirem novas
particulas virais, brotarem para fora e, finalmente, comegarem um novo ciclo de
infeccéo.
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Figura 15: Ensaios de transfec¢éo e infeccdo com o DNA do bacmideo bacAcAGP64 e sobrenadante
de células infectadas com o virus VACAGP64. A) Células Tn5B transfectadas (96 h.p.t.) com 300 ng de
bacmideo bacAcAGP64 e analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e fluorescéncia (GFP). B)
Células Tn5B infectadas (96 h p.i.) com o sobrenadante da transfeccdo em A e analisadas pela
microscopia de luz (campo claro) e fluorescéncia (GFP). C) Células Tn5B infectadas (96 h p.i.) com o

sobrenadante da infeccdo em B e analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e fluorescéncia
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(GFP). E possivel notar a presenca de infecgdo apenas nas células transfectadas pela coloragéo verde

da proteina verde fluorescente (GFP). Barra de escala: 50 um.

No ensaio correspondente ao baculovirus recombinante vAcCoveGP64, é
observada uma grande semelhanca do padrdo de infeccdo referente ao controle
positivo (Figura 16). Os efeitos citopaticos da infeccdo e a fluorescéncia estédo
presentes em todas as células. Este resultado indica a capacidade desta EFP em
recuperar a infectividade de um AcCMNPV sem o gene gp64 de forma altamente eficaz,
gerando uma progénie viral que acessa as células, se replica no nucleo, produz
poliedros repletos de particulas virais que, quando na presenca de novas células, é

capaz de iniciar um novo ciclo infectivo.
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Figura 16: Ensaios de transfeccdo e infeccdo com o DNA do bacmideo bacAcCoveGP64 e
sobrenadante de células infectadas com o virus vAcCoveGP64. A) Células Tn5B transfectadas (96
h.p.t.) com 300 ng de bacmideo vAcCoveGP64 e analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e
fluorescéncia (GFP) B) Células Tn5B infectadas (96 h p.i.) com o sobrenadante da transfeccdo em A e
analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e fluorescéncia (GFP). C) Células Tn5B infectadas
(96 h p.i.) com o sobrenadante da infeccdo em B e analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e
fluorescéncia (GFP). E possivel notar a infecgéo eficiente das células transfectadas e infectadas pela

coloracédo verde da proteina verde fluorescente (GFP). Barra de escala: 50 pum.

O ensaio referente ao virus vAcDisaF ja demonstra um padrdo de infeccao
semelhante ao obtido no controle negativo, no qual a presenca de efeitos citopaticos
e fluorescéncia sdo observados de forma mais clara no campo correspondente a
transfeccéo (Figura 17). Na primeira passagem de infec¢do (P1) ndo sédo observadas
células com forte fluorescéncia semelhante ao controle positivo, mas sim, uma
fluorescéncia muito baixa e que geralmente ndo compreende a célula como um todo.
Este resultado indica uma baixa eficiéncia da proteina F do DisaGV em recuperar a
infectividade de um gp64-null ACMNPV.
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Figura 17: Ensaios de transfecc¢do e infecgdo com o DNA do bacmideo bacAcDisaF e sobrenadante
de células infectadas com o virus vAcDisaF. A) Células Tn5B transfectadas (96 h.p.t.) com 300 ng de
bacmideo bacAcDisaF e analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e fluorescéncia (GFP). B)
Células Tn5B infectadas (96 h p.i.) com o sobrenadante da transfeccdo em A e analisadas pela
microscopia de luz (campo claro) e fluorescéncia (GFP). C) Células Tn5B infectadas (96 h p.i.) com o
sobrenadante da infecgcdo em B e analisadas pela microscopia de luz (campo claro) e fluorescéncia
(GFP). E possivel notar a presenca de infeccdo apenas nas células transfectadas e algumas células

na passagem P1 pela coloracao verde da proteina verde fluorescente (GFP). Barra de escala: 50 pm.

5.4 Quantificacdo de células GFP positivas
A partir da contagem de células verdes presentes nas trés passagens virais do
ensaio anteriormente ilustrado, a porcentagem de células GFP positivas foi calculada
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para melhor comparar a recuperacdo da infectividade obtida por cada baculovirus
recombinante (Figura 18).
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Figura 18: Analise da quantidade de células Tn5B fluorescentes nas diferentes transfeccdes e
infeccdes dos bacmideos e virus recombinantes. Porcentagem de células GFP positivas nas
passagens 0 (P0), 1 (P1) e 2 (P2) dos virus vVAcRepGP64 (azul), vVAcCAGP64 (vermelho), vAcCoveGP64
(verde) e vAcDisaF (roxo).

E possivel notar o contraste existente no nimero de células verdes visualizadas
entre as infec¢des dos virus vAcCoveGP64 e vAcDisaF, demonstrando a semelhanga
do primeiro com o controle positivo e do segundo com o controle negativo. Ao
comparar o VAcCoveGP64 com o VAcRepGP64, é constatada uma menor
variabilidade na porcentagem de células verdes presentes no ensaio. Isso é explicado
pela maior presenca de poliedros no VAcRepGP64, uma vez que a producédo de
poliedros ocorre no final do ciclo de infeccdo dos baculovirus e, conforme maior

eficiéncia do virus em se espalhar, mais rapidamente todas células estarao infectadas
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e repletas de poliedros, o que ocasiona a atenuagéo da emisséo de fluorescéncia por
parte da GFP. Com isso, apesar de todas células visualizadas em ambos os casos
estarem infectadas, no controle positivo possui mais poliedros e, portanto, mais
células estédo desintegradas e sem capacidade de continuar emitindo fluorescéncia.
Quando o vAcDisaF é comparado com o controle negativo, é possivel verificar
ja na passagem 0 (P0) sua baixa infectividade. Mesmo em uma transfeccao, onde o
virus independe da eficiéncia da EFP em fusionar a membrana celular para se replicar,
€ visto que, sem a complementacéo da atividade de fusdo de membranas, o virus nédo
consegue se espalhar e alcancar todas células do poco. O fato da passagem 1 (P1)
do vAcDisaF apresentar em torno de 1% de células GFP positivas, demonstra a
incompatibilidade desta proteina de fuséo de envelope em substituir a proteina GP64
e, apesar das células verdes indicarem infeccéo celular, o in6culo viral gerado néo é
capaz de alcancar um numero maior de células e propagar o virus, visto que na
passagem 2 (P2) um valor abaixo de 1% de fluorescéncia foi detectado. Este resultado
mostra que, conforme as poucas patrticulas virais geradas na P1 do vAcDisaF vai
passando por novas passagens de infeccdo, o numero delas vai se perdendo pela

ineficacia em entrar em novas células.

5.5 Quantificacdo de particulas virais

5.5.1 Parametros da corrida de qPCR

A amplificacdo do DNA do plasmideo utilizado na curva padrdo foi detectada
pela fluorescéncia emitida em um intervalo de ciclos esperados, com excecao de uma
das 4 repeticbes da diluicdo 0,05 ng/uL e, portanto, esta foi excluida da analise da
curva padréo (Figura 19). Nao foi detectada amplificagdo na amostra NTC (“no
template control”) que representa um controle de reacdo sem adicdo de DNA molde
(“template”), demonstrando que ndo houve contaminagdo na reacao executada. O
“Threshold” foi estabelecido em 0,057, o R? da curva padr&o obtido foi de 0,99775 e o
método de tratamento de normalizagao da fluorescéncia utilizado foi “Dynamic Tube

Normalisation”.
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Figura 19: Curva padrdo da qPCR usando oligonucleotideos para o gene ie-1 do AcMNPV e o
plasmideo pCR2.1-TOPO-TA_AclE1 como molde. Grafico de fluorescéncia normalizado da curva
padrdo. Diferentes concentracdes do plasmideo TOPO-AcMNPV-qPCR-V2-IE1 em ng/uL: 0,5 (rosa),
0,05 (azul), 0,005 (amarelo), 0,0005 (verde) e 0,00005 (vermelho). Todas as amostras foram

amplificadas nas diferentes concentracdes.

A curva de desnaturacédo (“melt’) obtida para a curva padrdo, demonstra uma
uniformidade na constituicdo nucleotidica presente nos amplicons (produto da
amplificacéo) gerados na reacéo (Figura 20). Apenas um pico de desnaturacdo dos
amplicons foi observado em torno de 78 °C para a grande maioria das diferentes
concentragdes. O Threshold estabelecido foi de 1,66955 em torno de 72,3 °C.

Figura 20: Analise da curva de desnaturagéo (“melt”) dos produtos da gPCR utilizando o plasmideo

TOPO-AcMNPV-gPCR-V2-IE1. Diferentes concentra¢des do plasmideo TOPO-AcMNPV-qPCR-V2-IE1
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em ng/uL: 0,5 (rosa), 0,05 (azul), 0,005 (amarelo), 0,0005 (verde) e 0,00005 (vermelho). Apenas um
pico de desnaturacdo dos amplicons foi observado em torno de 78 °C para as diferentes concentracdes.

Na reacdo de gPCR realizada com o DNA viral extraido do sobrenadante celular,
foi detectada a fluorescéncia advinda da amplificacdo de DNA em todas as reacdes
presentes, exceto no controle de reacdo NTC, o que demonstra a auséncia de
contaminacéo (Figura 21). Para obter a concentracdo das amostras, foram utilizados
como referéncia os dados de Threshold e R? da curva padrdo anteriormente
elaborada. O grafico de fluorescéncia foi normalizado também pelo método “Dynamic

Tube Normalisation”.

125
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Figura 21: Andlise da amplificacdo de DNA por gPCR dos diferentes virus recombinantes nas
passagens por células. Grafico de fluorescéncia normalizado da amplificagdo do DNA de virus brotado
(BV) dos virus vAcRepGP64 (azul), vVACAGP64 (vermelho), vAcCoveGP64 (verde) e vAcDisaF

(amarelo). Todas as amostras amplificaram DNA viral.

A curva de “melt” obtida para a amplificacdo do DNA dos virus brotados
demonstra um Unico pico para cada amostra, variando em torno de 77,3 °C a 78,5 °C,
0 que mostra uma proximidade muito grande na constituicdo desses fragmentos de
DNA gerados a nivel de nucleotideo (Figura 22). O Threshold estabelecido foi de
0,69273 a 73,3 °C.
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Figura 22: Analise da curva de desnaturagéo (“melt”’) dos produtos da gPCR utilizando DNA de virus
brotado (BV) dos virus vVAcRepGP64 (azul), VACAGP64 (vermelho), vAcCoveGP64 (verde) e vAcDisaF
(amarelo). A curva de “melt” obtida para a amplificagdo do DNA dos virus brotados demonstra um Unico

pico para cada amostra, variando em torno de 77,3 °C a 78,5 °C.

5.5.2 Amplificagdo do DNA viral

A partir dos dados gerados na qPCR, foi possivel estimar o niumero de
particulas virais gerado a cada passagem celular com os baculovirus recombinantes
(Figura 23).
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Figura 23: Quantificacdo da amplificacdo dos virus recombinantes nas diferentes passagens por
gPCR. Numero de copias do DNA viral dos baculovirus recombinantes (VAcRepGP64, VACAGP64,
vAcCoveGP64 e vAcDisaF) em diferentes passagens (PO, P1 e P2) nas células Tn5B. Apenas os DNAs

dos virus vVAcRepGP64 e vAcCoveGP64 aumentaram nas infecgbes P1 e P2.

No sobrenadante da passagem 0, é verificAvel a deteccdo de DNA viral em
todas as amostras, sendo que o VAcRepGP64 e vAcCoveGP64 demonstram uma
maior quantidade ja na transfeccéo, apesar de nao ser significativo (P = 0,9999). Na
passagem 1, a distingdo entre as amostras com maior e menor presenca de DNA viral
fica mais evidente, onde as amostras do DNA VACAGP64 e vAcDisaF nao superam o
namero de cem cépias de DNA, enquanto que as demais possuem mais de um milhao
de coOpias. Nesta passagem, o VAcCoveGP64 possui um numero de copias de DNA
um pouco acima do que o controle positivo, mas que ja é significante (P = 0,0362).
Comparando-se o VAcCoveGP64 com VACAGP64 e vAcDisaF, também foi observado
um numero de copias significativamente maior (P = 0,0015). Na segunda passagem
de infeccdo, os virus VACAGP64 e vAcDisaF mantém um padrdo de quantificacdo
aproximado do obtido na passagem 1, o que ndo é observado para 0s virus
VAcRepGP64 e vAcCoveGP64, pois fica mais evidente a diferenca na quantificacéo
de cépias de DNA obtida. Nesta passagem, quando comparado o VAcCoveGP64 com

as outras trés amostras separadamente, foi atingido o valor de P < 0,0001.

5.6 Analise da expresséo proteica

A partir da corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida desenvolvido para
tracar o perfil proteico das amostras derivadas de transfeccao ou infeccao celular, foi
possivel analisar as caracteristicas de cada amostra (Figura 24). Nas amostras de
sobrenadante VAcRepGP64 e vAcCoveGP64 advindas de infeccdo celular, é vista
uma grande concentracdo de proteinas na altura dentre os fragmentos de 55 e 70 kDa
do marcador de peso molecular. Estas proteinas podem ser atreladas a abundante
presenca das proteinas GP64 encontradas nos virus brotados (BVs) gerados ao longo
da infeccdo celular. A altura em que estas proteinas aparecem entdo dentro do
esperado, ja que as GP64 de baculovirus possuem peso molecular préximo de 64
kDa.
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Nas amostras de vAcDisaF e do controle negativo mock derivadas de
sedimentos de célula, € observada a presenca de diversas proteinas com pesos
moleculares distintos. Esta diversidade é esperada em uma amostra de sedimento
celular, vista a enorme variedade de proteinas encontradas nas células. Desta forma,
adotar somente este método para analisar a amostra vAcDisaF se mostra insuficiente,

pois ndo € possivel diferencia-la do controle negativo.
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Figura 24: Analise do perfil proteico de células e sobrenadantes de células infectadas por diferentes
virus recombinantes. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras de sobrenadantes de células
infectadas (i) (7 d.p.i.) pelos virus VAcRepGP64 e vAcCoveGP64; sedimento de células transfectadas
(t) (7 d.p.t.) com o bacmideo bacAcDisaF e sedimento de células Tn5B néo infectadas (mock). O
tamanho em quilodaltons (kDa) de trés fragmentos do marcador estéo indicados por setas. Marcador

de peso molecular de proteinas (M) PageRuler™ Prestained protein ladder (Thermo Fisher Scientific).

Para melhor distinguir a presenca da proteina F de DisaGV dentre as demais
proteinas encontradas nas células, bem como confirmar a deteccéo da proteina GP64
do CoveNPV e do AcMNPV no sobrenadante celular, foi elaborada uma deteccao
imunoespecifica por western blot com anticorpos policlonal anti-HA e monoclonal anti-
GP64.
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Em uma primeira analise, foi verificada a presenca das proteinas CoveGP64 e
DisaF através da deteccdo da HA-tag nelas contida (Figura 25). Foi observada a
deteccdo da GP64 do CoveNPV no tamanho esperado, com auséncia de marcacfes
inespecificas, contendo uma Unica banda com marcacéo forte semelhante ao controle
positivo BACIAP2(HA+). A amostra VAcRepGP64, ao contrario, ndo obteve uma
marcacao forte na altura de sua GP64, confirmando a auséncia de uma HA-tag em
sua constituicao.

Por outro lado, a deteccédo da proteina F do DisaGV permaneceu inconclusiva,
pois varias marcacgdes foram obtidas em diferentes tamanhos de peso molecular.
Quando comparada esta amostra com o controle negativo, mock, que também obteve
varias marcacdes, € possivel identificar bandas semelhantes em torno de 35 kDa,
podendo indicar a presenca de proteinas celulares em comum nas duas amostras. As
demais marcacoes de alto e baixo peso molecular que estdo presentes somente em
vAcDisaF, podem ser atribuidas a proteina F em diferentes estados de processamento
proteico como clivagens e glicosilacdo. Porém, ndo ha dados suficientes para conclui-
lo, sendo necessaria a adocao de novas estratégias de deteccao de proteinas em
consequéncia das limitagbes em gerar um indculo viral viavel, com quantidade de

virus brotado suficiente para elaborar mais ensaios.
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Figura 25: Imunodetecgdo das proteinas GP64 e F dos virus vAcCoveGP64 e vAcDisaF,
respectivamente. Western blot anti-HA de sobrenadante de células Tn5B infectadas (i) (7 d.p.i.) com
os virus VAcRepGP64 e vAcCoveGP64, sedimento de células transfectadas (t) (7 d.p.t.) com o
bacmideo bacAcDisaF, sedimento de células Tn5B ndo infectadas (mock) e sedimento de células
infectadas (i) (7 d.p.i.) com o baculovirus recombinante BACIAP2(HA+). O tamanho em quilodaltons
(kDa) de quatro fragmentos do marcador estéo indicados por setas. Marcador de peso molecular de

proteinas (M) PageRuler™ Prestained protein ladder (Thermo Fisher Scientific).

Em uma segunda analise utilizando o anticorpo anti-GP64, foi verificada a
presenca da proteina GP64 do AcCMNPV (AcGP64) na amostra VAcRepGP64 como
controle positivo e, ao mesmo tempo, observada a proteina CoveGP64 na amostra
vAcCoveGP64 de forma indireta (Figura 26A). A partir desse método, foi confirmada
a presenca das proteinas GP64, indicando sua correta expressao durante a infeccao
celular. Em vAcCoveGP64 € vista uma fraca marcacao na altura de sua proteina, ndo
observado no controle negativo. As duas GP64 compartilham a mesma sequéncia dos
9 aminoacidos (SWKDASGWS) referente a regido do epitopo reconhecido pelo
anticorpo AcV5 (eBioscience™) (Figura 26B), sendo uma regido muito conservada
entre as GP64 de baculovirus (MONSMA; BLISSARD, 1995). Com isso, a marcacao
na altura proximo a 64 kDa j& era esperada.
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Figura 26: Imunodetecgdo da proteina GP64 em sobrenadante de células infectadas por baculovirus
recombinantes. A) Western blot usando um anticorpo monoclonal (AcV5) anti-GP64 para as amostras
de sobrenadante de células infectadas (i) com os virus VAcRepGP64 e vAcCoveGP64 coletados 7 d p.
i. e sedimento de células Tn5B ndo infectadas (mock). O tamanho em quilodaltons (kDa) de quatro
fragmentos do marcador estdo indicados por setas. (M) marcador de peso molecular de proteinas
PageRuler™ Prestained protein ladder (Thermo Fisher Scientific). B) Alinhamento das sequéncias de
aminoacidos das proteinas GP64 dos baculovirus ACMNPV e CoveNPV feita no programa Geneious v.
11.1.5 (Biomatters), mostrando a regiéo referente ao epitopo do anticorpo monoclonal anti-GP64 AcV5
(eBioscience™).

5.7 Andlises filogenéticas

Obtendo como base o alinhamento de sequéncia de aminoacidos de proteinas
de fusdo de envelope de baculovirus representativos, uma arvore filogenética foi
construida para a proteina GP64 e outra para a proteina F. A arvore baseada em
sequéncias de diversas GP64, apresentou um grande clado (verde) que agrupa todos
os Alphabaculovirus do grupo | inseridos no alinhamento (Figura 27). Nele esta
inserida a proteina GP64 do CoveNPV que possui 72,8 % de similaridade com a
sequéncia da proteina GP64 do ACMNPV. Porém, outros dois nucleopoliedrovirus
demonstraram maior semelhanca na sequéncia de aminoacidos com a proteina
CoveGP64, sendo as proteinas GP64 do AQMNPV e do CfDEFNPV, contendo 92,4 %
e 88,3 % de similaridade, respectivamente. Além das sequéncias de aminoacidos de
Alphabaculovirus do grupo |, também foi inserida nesta analise a sequéncia da
proteina homéloga a GP64 presente no Betabaculovirus DisaGV (roxo), a Unica
descrita nesse género da familia Baculoviridae. Esta proteina ndo se agrupou com o
grupo | dos NPVs, demonstrando uma maior distancia evolutiva para com as proteinas
GP64 ja encontradas em baculovirus. Esta maior distancia € também verificada pela
similaridade na sequéncia de aminoacidos ao se comparar com a proteina AcGP64
com 73,4 % e com a CoveGP64, na qual demonstra 66,5 % de similaridade.

A segunda arvore, baseada em sequéncias de aminoacidos de proteinas F de
baculovirus, apresentou dois grandes clados, sendo um composto por sequéncias de
Alphabaculovirus do grupo Il (azul) e outro por Betabaculovirus (roxo) (Figura 28). A
proteina F do DisaGV esta inserida no clado do género Betabaculovirus e apresenta
maior similaridade com a proteina do Choristoneura fumiferana granulovirus, ChfuGV,

(38 %) e menor similaridade com a proteina do Spodoptera frugiperda granulovirus,
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SfGV, (25 %). J& dentre os nucleopoliedrovirus do grupo Il, a proteina DisaF
demonstrou maior similaridade com o Operophtera brumata nucleopolyhedrovirus,
OpbuNPV, (20,8 %) e menor similaridade com os baculovirus Hemileuca species
nucleopolyhedrovirus (HespNPV), e Perigonia lusca single nucleopolyhedrovirus
(PeluSNPV), no qual obtiveram igual porcentagem (16,7 %). Para melhor ilustrar a
representacdo de proteinas F na historia evolutiva dos baculovirus, foi inserida nesta
analise a proteina F-like do AcCMNPV (Ac23), uma proteina que ndo possui atividade
fusogénica mas que esta presente nos nucleopoliedrovirus do grupo | (verde). A
proteina F-like apresenta uma distancia filogenética considerdvel das demais
proteinas F de baculovirus, possuindo apenas 11,3 % de similaridade com a

sequéncia de aminoacidos da proteina DisaF.
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Figura 27: Arvore filogenética baseada no alinhamento das sequéncias de aminoéacidos de proteinas
GP64 de baculovirus. Em verde, baculovirus representativos do grupo | dos Alphabaculovirus, no qual
esté inserido o CoveNPV. Em roxo, o DisaGV, sendo o Unico Betabaculovirus descrito com uma
proteina homoéloga a GP64, além da proteina F também presente neste granulovirus. Alinhamento feito
segundo 0 método MUSCLE e arvore segundo o método UPGMA, utilizando o programa Geneious v.

11.1.5 (Biomatters). Os valores inseridos nos ramos se referem a substituicdo de aminodacidos por sitio.
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Figura 28: Arvore filogenética baseada no alinhamento das sequéncias de aminoéacidos de proteinas
F de baculovirus. Em verde, o ACMNPV, um Alphabaculovirus do grupo | que possui uma proteina F
defectiva (F-like), além da proteina GP64. Em azul, baculovirus representativos do grupo Il no qual

possuem como EFP a proteina F. Em roxo, Betabaculovirus representativos que possuem a proteina
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F, no qual esta incluso o DisaGV. Alinhamento feito segundo o método MUSCLE e arvore segundo o
método UPGMA, utilizando o programa Geneious v. 11.1.5 (Biomatters). Os valores inseridos nos

ramos se referem & substituicdo de aminoé&cidos por sitio.

5.8 Andlise de regibes e dominios proteicos

A partir do alinhamento de sequéncias de amino&cidos de proteinas de fusédo
de envelope de diferentes baculovirus, foi possivel predizer regides e dominios
proteicos importantes para a funcdo dessas proteinas. Para a analise da proteina
CoveGP64, foram utilizadas as sequéncias das GP64 dos alphabaculovirus ACMNPV,
Orgyia pseudotsugata MNPV (OpMNPV) e AgMNPV, como também a do
betabaculovirus DisaGV (Figura 29). O peptideo sinal (PS) foi localizado préoximo a
extremidade N-terminal das proteinas GP64 a partir da predicdo de um sitio de
clivagem. O dominio transmembrana (TM) foi localizado proximo a extremidade C-
terminal das proteinas. Ambas regides apresentaram baixa similaridade entre si, além
das diferencas nos tamanhos das sequéncias de aminoacidos. Ainda assim, €&
possivel observar alguns aminodcidos conservados nessas regioes. Ao longo de toda
regido soluvel das proteinas, entre PS e TM, a maior parte da sequéncia apresenta
alta similaridade. Nesta regido, sédo localizados os cinco sitios de glicosilacdo descritos
para a proteina AcGP64. Dentre estes cinco sitios, quatro (N-197, N-355, N-385 e N-
426) ja haviam sido confirmados como sendo utilizados pelo ACMNPV e um nao seria
utilizado (N-159) (JARVIS et al., 1998). De todos os sitios de glicosilacdo conservados
entre os Alphabaculovirus, foi observada uma substituicdo no sitio N-355, onde o
aminoacido asparagina foi substituido por glutamina, um outro amino&cido polar. Este
mesmo sitio também demonstrou uma substituicdo na GP64 do betabaculovirus
DisaGV, onde o aminoacido presente é isoleucina (ARDISSON-ARAUJO et al.,
2016b).
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Figura 30: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de proteinas F. A proteina DisaF foi alinhada
com as EFPs dos alphabaculovirus AcCMNPV (grupo 1) e LAMNPV (grupo Il) e com os betabaculovirus
AgseGV e PIxyGV utilizando o método MUSCLE. A escala de cores dos aminoacidos indicam o grau
de similaridade, sendo baixa (branca), mediana (cinza) ou alta (preta) similaridade. Regides referentes
ao peptideo sinal (PS) foram preditas com o servidor EMBOSS sigcleave v. 6.5.7 e SignalP v. 5.0
(verde), dominios transmembrana (TM) com o servidor TMHMM v. 4.1 (vermelho) e os sitios de
clivagem de furina com o servidor Prop v. 1.0 (alaranjado). Figura gerada no programa Geneious V.
11.1.5 (Biomatters).

Para melhor analisar as regifes e dominios da proteina DisaF, foi utilizada a
sequéncia da proteina F-like do AcCMNPV, a proteina F do Lymantria dispar MNPV
(LAMNPV), um Alphabaculovirus do grupo II, juntamente com as proteinas dos
granulovirus Agrotis segetum GV (AgseGV) e Plutella xylostella GV (PIxyGV) (Figura
30). O peptideo sinal foi localizado préximo a extremidade N-terminal e 0 dominio
transmembrana préximo a extremidade C-terminal das proteinas F. Estas regides e
dominios demonstraram uma maior divergéncia na similaridade das sequéncias de
aminoacidos nos e tamanhos quando comparados a GP64. Sitios de clivagem de
furina foram preditos para as proteinas do LAMNPV, AgseGV, DisaGV e dois possiveis
sitios para PIxyGV, um em seguida do outro. Como ja esperado, a F-like do ACMNPV
nao obteve sitio de furina previsto, ja que este fato esta possivelmente relacionado a
auséncia de atividade fusogénica observada em F-like, uma vez que a clivagem deste
sitio expde o peptideo de fusdo responsavel pela interagdo com as células do
hospedeiro (WESTENBERG et al., 2002). De maneira geral, a conservacao de
aminoacidos é pouco observada ao longo de toda sequéncia, demonstrando que
essas proteinas ndo possuem similaridade na sequéncia de aminoacidos, mas sim,

na conservacao de sua estrutura e forma de atuacao.
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6 DISCUSSAO

A partir da construcdo e confirmacéo dos baculovirus recombinantes contendo
as proteinas CoveGP64 e DisaF, foram elaborados ensaios a fim de testar a atividade
destas proteinas. Com os resultados obtidos, foi possivel constatar a confirmacao das
hipéteses previamente elaboradas acerca da funcionalidade dessas proteinas de
fusdo de envelope em um contexto de infec¢do in vitro. O virus vAcCoveGP64
demonstrou ter uma alta infectividade em células Tn5B, com tempo de infeccéo e
capacidade de replicagdo do seu material genético muito semelhante ao virus
VAcRepGP64 adotado como controle positivo. Por outro lado, o virus vAcDisaF
demonstrou ter uma baixa infectividade, sendo inabil em acessar as células, produzir
e espalhar novas particulas no meio, se assemelhando ao virus VACAGP64 que nao
possui proteina de fusdo. De todos ensaios elaborados para testar a infectividade dos
virus, essas caracteristicas prevaleceram.

No ensaio de transfeccdo e infeccdo de células Tn5B, ficou evidente a
capacidade da proteina CoveGP64 de substituir a AcGP64, conseguindo infectar
todas as células presentes no poco da placa, gerando efeitos citopaticos comuns para
um baculovirus, conduzindo o processo de infeccao até o final com a producédo de
poliedros sendo observada na grande maioria das células em 120 h.p.i.,, além da
fluorescéncia verde indicar infec¢édo de forma unanime entre as células. Em um estudo
prévio de complementacdo de um gp64-null ACMNPV com a proteina GP64 do
OpMNPV (NPV do grupo I) sendo expressa constitutivamente por uma linhagem de
célula Sf9 (Sf9OP64-6), foi constatada a producdo de BVs capazes de propagar a
infeccdo em células Sf9 selvagens (MONSMA; OOMENS; BLISSARD, 1996). No
estudo de substituicdo da AcGP64 pela GP64 do DisaGV, também foi observada a
recuperacédo da infectividade viral mesmo esta proteina sendo uma EFP com baixa
similaridade de aminoacidos com as demais GP64 de baculovirus, no entanto, ela
mantém uma estrutura proteica conservada (ARDISSON-ARAUJO et al., 2016b). De
forma geral, as proteinas GP64 revelam um grau de similaridade suficiente para gerar
um cenario favoravel para trocas.

Diferentemente, a proteina DisaF néo foi capaz de substituir a AcGP64. Logo
na transfeccao ja é possivel observar uma diferenca significativa para com o controle

positivo, pois as particulas virais produzidas parecem nao ter a habilidade de
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proporcionar fusdo entre as células ali presentes. Este fato é reforcado na passagem
seguinte, sendo observado pouco efeito citopatico e uma fluorescéncia muito basal
em algumas células, contudo, esta ndo compreendia a célula como um todo. Além
disso, néo foi observada a producdo de poliedros até mesmo apos as 120 h.p.i.,
indicando um processo de infecgao fraco e incompleto. Estes sinais ndo se repetem
na ultima passagem, demonstrando a incapacidade do virus vAcDisaF de gerar uma
progénie viral infectiva. Estudos anteriores feitos com diferentes proteinas F de
Alphabaculovirus do grupo Il e Betabaculovirus, foram obtidos diferentes resultados
de substituicdo da proteina AcGP64. Dentre os NPVs do grupo I, é relatado que as
proteinas F de SeMNPV, LAMNPV e HearNPV conseguiram pseudotipar um gp64-null
AcMNPV, sendo que o LAMNPV alcancou um titulo viral maior quando utilizado o
promotor do gene gp64 para controlar a expressao génica quando comparado com o
promotor da poliedrina (LONG et al., 2006; LUNG et al.,, 2002). Ja dentre os
granulovirus ha relatos de substituicdes que foram eficientes como também que ndo
foram eficientes. As proteinas F dos virus AgseGV, XecnGV, CpGV e PhopGV
conseguiram recuperar a infectividade do AcMNPV sem o gene gp64 de forma
eficiente, ao passo que a proteina do ChocGV demonstrou poucos indicios de
recuperacdo da infeccdo como o obtido com a proteina DisaF, porém, o virus
recombinante com a proteina F de PIxyGV nao expressou nenhum sinal de infeccéo
(YIN et al., 2008, 2013). Esses resultados colaboram com o entendimento que se tem
da grande divergéncia existente entre as proteinas F de baculovirus, resultado de
longos anos de especializacdo aos seus hospedeiros, dando caracteristicas
particulares a cada uma delas a ponto de dificultar cenérios de substituicdes.

Em uma outra tentativa de substituir a AcGP64 com uma proteina heterdloga,
foi demonstrado que a glicoproteina G do virus da estomatite vesicular (VSV) foi capaz
de gerar infeccao, se replicar e se propagar em culturas de células Sf9, possibilitando
também a transducao em células de mamifero (BARSOUM et al., 2008; MANGOR et
al., 2001). Estes estudos deram aos baculovirus novos horizontes de aplicacdo na
saude humana, além de reforcar a poderosa ferramenta que é a substituicdo de EFPs
para o estudo dessas proteinas.

No ensaio de contagem de células GFP positivas, foi verificada de forma
quantitativa o resultado obtido no ensaio de transfeccéo e infeccdo de células. Ao
longo das passagens do virus VAcCoveGP64, cerca de 100% das células emitiram de

forma integral a fluorescéncia verde, indicando que as particulas virais foram
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produzidas em quantidades suficientes para alcancarem todas as células e que,
somado a isso, a proteina CoveGP64 conseguiu mediar a entrada por fusdo ou
endocitose na célula Tn5B. Nas passagens com o virus vAcDisaF, a fluorescéncia
emitida obteve uma baixa porcentagem. Na transfeccéo, a fluorescéncia apresentada
ficou em torno de 10 a 15% das células. Na primeira passagem de infeccdo, apenas
1% e na segunda passagem, 0%. Este resultado fica muito proximo do controle
negativo que obteve em torno de 7% de células verdes na transfeccdo e 0% nas
passagens seguintes, levando a considerar que a proteina DisaF ndo é compativel
com a estrutura necesséaria que um AcMNPV necessita para acessar, entrar e,
consequentemente, se espalhar por células Tn5B.

Visto que nem toda particula viral produzida durante a infeccdo celular é
necessariamente infectiva, uma Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(gPCR) foi elaborada para quantificar as moléculas de DNA viral contidas no
sobrenadante celular e, a partir disso, averiguar se o numero de particulas formadas
era compativel com o grau de infeccdo observado para cada virus recombinante em
cada uma das passagens. O resultado demonstrou que, mesmo em quantidades
menores, a transfeccdo com o bacmideo bacAcDisaF produziu particulas virais que
foram liberadas para o meio extracelular, assim como com bacAcAGP64. Mas a partir
da passagem seguinte, as particulas virais contendo a proteina DisaF falharam no
processo de entrada nas células, impedindo que novas particulas virais fossem
sintetizadas através da replicacdo viral e transcricdo génica. Sem essas novas
particulas, a infeccdo ndo pdde chegar até a uUltima passagem por células. Diferindo
desse resultado, o bacmideo bacAcCoveGP64 gerou particulas virais contendo a
proteina CoveGP64 que pdde, de forma altamente eficaz, proporcionar a entrada em
todas as células, possibilitando o aumento da progénie com o uso da maquinaria de
replicacéo e transcricao celular, alcancando um namero de moléculas de DNA viral
ligeiramente maior do que o controle positivo.

Mas para melhor assegurar esses resultados, fazia-se necessario avaliar a
correta expressdo das proteinas estudadas. Uma vez que o sedimento celular é
composto por uma variedade de proteinas, o0 mais ideal seria utilizar o sobrenadante
das células infectadas com os baculovirus recombinantes. Para o vAcCoveGP64 foi
possivel fazer essa utilizacdo, j& que este virus produzia em poucos dias um indculo
viral altamente infectivo. Mas para o vVAcDisaF néo foi possivel utilizar o sobrenadante

celular de infeccao, pois o numero de particulas virais produzidas era insuficiente para
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realizar a deteccdo da proteina de fusdo. Com isso, apesar do sedimento celular
apresentar algumas desvantagens em relagcdo ao sobrenadante, ele foi utilizado para
analisar a expresséo da proteina DisaF. A constituicdo proteica esperada para cada
tipo de amostra foi observada em gel de poliacrilamida. O sobrenadante, em sua
maioria, € composto por particulas de virus brotado (BV), no qual ha uma maior
concentracdo das proteinas de fusdo de envelope, neste caso, a GP64 do CoveNPV.
Ja o sedimento celular € composto por varias proteinas de peso molecular e
concentracfes diferenciados, ndo sendo possivel distinguir a presenca e 0 peso
molecular da proteina DisaF dentre as demais.

A expressao correta da proteina CoveGP64 foi confirmada por Western Blot em
um peso molecular préximo ao da AcGP64 de 64 kDa. Este resultado indica que houve
um correto processamento e incorporacdo da proteina na particula viral do virus
vAcCoveGP64. A expressao da proteina DisaF, no entanto, permaneceu inconclusiva,
pois foram observadas marcacdes em pesos moleculares distintos e, apesar de
algumas marcacdes se assemelharem ao mock, ndo € possivel comprovar se se trata
de marcacdes inespecificas do extrato celular ou se sdo marcacdes correspondentes
a produtos de processamentos incorretos da proteina DisaF por parte do ACMNPV ou
por conta da célula Tn5B. Para elucidar essa questéo, a adocdo de outros meios para
obtencdo de um indculo viavel advindo do virus vAcDisaF é imprescindivel para
analisar a expressao proteica.

Apesar da falta de clareza da expressao da proteina DisaF, fica evidente nos
demais experimentos a sua incompatibilidade com um alphabaculovirus do grupo I,
levando a ndo recuperacao de sua infectividade. Somado a isso, o fato da proteina
CoveGP64 ter conseguido substituir a AcGP64 traz vestigios de uma tendéncia
evolutiva no cenario das proteinas de fusdo de envelope na familia Baculoviridae.
Quando analisada a arvore filogenética de proteinas GP64, é visto que a incidéncia
desta proteina se encontra nos NPVs do grupo I, além de uma excec¢ado encontrada
no betabaculovirus DisaGV. Esta exce¢do pode indicar um evento de transferéncia
horizontal de sucesso, pois, apesar da presenca da proteina F no DisaGV, a
permanéncia da GP64 representa uma contribuicdo positiva para este virus. No
entanto, ndo € possivel afirmar exatamente qual a contribuicdo de cada uma dessas
EFPs no contexto de infecgéo do DisaGV na natureza, visto que mais estudo serdo

necessarios para desvendar essa exce¢ao entre os baculovirus.
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A GP64 do CoveNPV demonstrou estar mais filogeneticamente relacionada
com as proteinas presentes nos virus AQMNPV e CfDEFNPV do que com a proteina
do AcCMNPV. Porém, este fato ndo impediu que a CoveGP64 pudesse substituir de
forma eficiente a AcGP64. Isso demonstra a grande proximidade existente entre as
GP64 do grupo |, podendo ocorrer uma substituicAo de sucesso com maior
probabilidade entre elas. Além da proximidade filogenética, as GP64 de baculovirus
demonstram uma alta similaridade a nivel de aminoacidos, chegando a mais de 90 %
de semelhanca. A conservacdo de grande parte da sequéncia, sugere um menor
tempo de variacdo contribuindo com a hipotese de aquisicdo mais recente desta
proteina pelos baculovirus (PEARSON; ROHRMANN, 2002). A baixa variagdo da
sequéncia também indica uma menor dependéncia de fatores intrinsecos as células
dos hospedeiros, reforcando uma caracteristica previamente elucidada de que a maior
atuacdo das GP64 é por meio de fusdo direta mediada por baixo pH do que por
endocitose (WANG et al., 2014). Esse fato também explica a maior facilidade da GP64
em transitar entre diferentes familias e géneros de virus e substituir proteinas com a
mesma funcédo com que a sua.

Por outro lado, a proteina F apresenta uma relacéo filogenética muito diversa
entre os baculovirus. Sua distribuicdo ocorre por toda a arvore, sendo mais incidente
do que a GP64. Sua ampla existéncia na familia Baculoviridae sugere uma presenca
anterior a da GP64, indicando ser a EFP mais ancestral nessa familia. A enorme falta
de similaridade na sequéncia de aminoacidos se reflete nas baixas porcentagens, nao
ocorrendo numeros maiores que 40%. Ao longo das sequéncias, sdo notadas timidas
regibes conservadas, podendo esta alta variabilidade ser relacionada a maior
guantidade de eventos de especiacao que gera mais especificidade aos hospedeiros.
Isso também acarreta na maior dependéncia de fatores intrinsecos as células, como
receptores de ligacdo envolvidos na entrada do virus. Essas caracteristicas da
proteina F se manifestam na via de entrada mais utilizada por ela que é a via da
endocitose (WANG et al., 2014).

Embora haja diferentes padrbes de conservacdo de aminoacidos entre as
proteinas de fusdo de baculovirus, o alinhamento de algumas sequéncias revelaram
uma manutencao na estrutura das proteinas no que se refere a regides e dominios
essenciais para a sua atividade. A regido do peptideo sinal, responsavel por
encaminhar a proteina recém sintetizada para a membrana citoplasmatica, e o

dominio transmembrana, que interage com o envelope viral, foram determinadas em
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todas as sequéncias analisadas. Sitios de glicosilacdo, importantes para um
transporte, montagem e fuséo eficientes, também foram determinados em todas as
proteinas GP64 (JARVIS et al., 1998). O sitio correspondente a posi¢cdo N-355 nao foi
estabelecido para CoveGP64, pois apresentou uma troca do aminoacido asparagina
por glutamina. No entanto, essa perda ndo parece afetar a eficiéncia da infectividade
do CoveNPV, uma vez que 0s outros sitios permanecem conservados. Os sitios de
clivagem de furina, essenciais para a exposicado do peptideo de fusdo das proteinas
F, foram encontrados para as sequéncias verificadas, fora a ja conhecida excecao da
proteina F-like do AcCMNPV que nao possui este sitio, dando a ela a incapacidade de
proporcionar fusdo de membranas (ROHRMANN; KARPLUS, 2001; WESTENBERG
et al., 2002). O fato da proteina GP64 ndo necessitar de clivagem por parte de uma
enzima do hospedeiro para realizar sua funcdo, expbe mais uma vantagem desta
proteina sobre a proteina F.

Os estudos até o momento elaborados com o intuito de compreender os
eventos de evolugdo dentro da familia Baculoviridae, indicam que, a partir da
aquisicdo do gene gp64 por um nucleopoliedrovirus ancestral do grupo Il, uma
pressao seletiva foi gerada na proteina F ja presente, fazendo com que ela perdesse
sua funcao principal de fusdo e dando origem a proteina F-like (JIANG et al., 2009).
Uma pergunta pertinente € se a proteina F do DisaGV estaria também sofrendo essa
presséao seletiva negativa por parte da GP64 também presente neste virus a ponto de
perder sua capacidade de fusdo? No entanto, para responde-la, seria necessario
compreender de fato o papel de cada uma dessas EFPs no percurso de uma infeccéo
natural em lagartas de D. saccharalis. Apesar de no presente estudo nao ter sido
verificada uma atividade fusogénica eficiente na DisaF, esta proteina apresenta um
sitio de clivagem de furina conservado, dando a ela a potencialidade de expor seu
peptideo de fuséo e proporcionar a entrada do virus na célula. Uma limitacdo deste
trabalho foi o fraco paralelismo entre ACMNPV e DisaGV, dificultando a interpretacéo
do resultado negativo da pseudotipagem de DisaF. A auséncia de sistemas in vitro de
infeccdo de granulovirus em linhagens celulares de inseto dificulta a geragdo de
recombinantes com delecdes, algo que poderia ser feito com o DisaGV, deixando-o
apenas com a DisaF ou apenas com a DisaGP64, permitindo a avaliacdo do efeito
individual de cada EFP sobre o fendétipo.

Um fato interessante de observar é a auséncia do gene ac23 no CoveNPV que

codifica a proteina F-like nos Alphabaculovirus do grupo | (CASTRO et al., 2017). A
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perda desse gene pode ter ocorrido em algum evento de recombinagéo, no qual outros
genes ausentes (gp37, v-cath e genes chiA) podem ter sido perdidos também. Apesar
da auséncia de atividade de fusao, essa proteina ja foi relacionada com o0 aumento no
namero de particulas virais oclusas no poliedro, no aumento da infectividade do BV e
também como sendo um fator de viruléncia para o inseto hospedeiro (LUNG; CRUZ-
ALVAREZ; BLISSARD, 2003; WANG et al., 2008; YU et al., 2009). Entretanto, mesmo
com essas possiveis funcdes da proteina F-like, o virus CoveNPV demonstra ter um
alto potencial infectivo, podendo indicar que o gene ac23 néo tenha uma funcao

essencial para a perpetuacao deste virus na natureza.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Como conclusdo desta dissertacdo, tem-se que a proteina GP64 do
alphabaculovirus CoveNPV foi capaz de recuperar eficientemente um ACMNPV sem
0 gene gp64 e que a proteina F do betabaculovirus DisaGV falhou na substituicdo da
proteina GP64 do AcCMNPV. Os motivos pelos quais cada uma dessas proteinas de
fusdo apresentaram resultados distintos estdo relacionados as divergéncias na
constituicdo molecular de cada uma delas. Apesar de exercerem a mesma funcao de
proporcionar fusdo de membranas, a origem e relacdo filogenética entre elas
demonstraram divergéncias evolutivas.

A proteina CoveGP64 é bastante similar a AcGP64, possuindo grande parte da
sequéncia de aminoacidos conservadas entre elas, levando o virus recombinante que
possuia a proteina GP64 do CoveNPV a proporcionar a entrada nas células de forma
muito semelhante ao que continha a GP64 do AcCMNPV. Esse padréao de infectividade
muito proximo leva a considerar que a expressdo dos genes, sintese e pos-
processamento proteico ocorreram de maneira inalterada. Essas caracteristicas
demonstram uma intima relacao filogenética observada entre os virus CoveNPV e
AcCMNPV.

Um cenério oposto foi verificado com o virus recombinante que possuia a
proteina F do DisaGV. A enorme variacdo na sequéncia de aminoacidos da proteina
DisaF em comparacao com a AcGP64 impossibilitou o virus recombinante de exercer
sua entrada de forma eficiente nas células. A funcao de fusdo pode néo ter ocorrido
pela grande diferenca observada entre as proteinas GP64 e F, que deriva na
incompatibilidade de uma proteina de fusdo de envelope de um betabaculovirus de
exercer sua funcédo de acordo com a estrutura que um Alphabaculovirus do grupo |
necessita para entrar nas células. No entanto, houve divergéncias na detec¢éo correta
da expressdo da proteina DisaF, podendo ser resultado de um processamento
proteico incorreto. A possibilidade desta proteina exercer fusdo de membranas néo é
descartada, visto a conservagdo de regides e dominios proprios de uma F funcional.
E fundamental que haja novas estratégias para esclarecer a expresséo desta proteina
F em um sistema baseado em baculovirus e sua consequente inabilidade em

recuperar sua infectividade.
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Com isso, as hipoteses previamente desenvolvidas nesta dissertagdo foram

satisfeitas, de modo a possibilitar, a partir delas, novas estratégias para a continuacéo

e aperfeicoamento do uso biotecnologico do CoveNPV no campo e na melhor

caracterizacdo do papel da proteina F na histéria do DisaGV, podendo trazer novas

descobertas sobre os caminhos que os baculovirus percorreram na aquisicdo e

substituicdo de proteinas de fusdo de envelope ao longo de sua evolugéo.

Perspectivas:

- CoveNPV

Quantificar o DNA viral do vAcCoveGP64 em sedimentos de células infectadas
a fim de comparar com a quantidade de DNA viral encontrada no sobrenadante

de células infectadas pelo mesmo virus;
Detectar a proteina GP64 do CoveNPV no virus brotado do baculovirus
recombinante vAcCoveGP64 através de imunomarcacdo com particulas de

ouro e visualizar com Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET);

Publicar os resultados obtidos da andlise funcional da proteina CoveGP64.

- DisaGV

Quantificar o DNA viral do vAcDisaF em sedimentos de células infectadas a fim
de comparar com a quantidade de DNA viral encontrada no sobrenadante de

células infectadas pelo mesmo virus;

Construir um baculovirus recombinante contendo a proteina GP64 do AcCMNPV
mais a proteina F do DisaGV a fim de produzir um in6culo viral viavel para

ensaios de deteccédo desta proteina;

Quantificar o DNA viral deste novo baculovirus recombinante no sedimento

celular, bem como no sobrenadante de células infectadas;
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Detectar a proteina DisaF através de imunomarcacdo com particulas de ouro e

visualizar com MET;
Elaborar ensaio de fusdo por expressdo transiente em células de inseto
seguida por tratamento com pH baixo para testar a capacidade fusogénica da

proteina DisaF;

Publicar os resultados obtidos da andlise funcional da proteina DisaF.
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