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RESUMO

A doenca de Aujeszky (DA) é uma enfermidade infecto-contagiosa que causa graves
prejuizos econdmicos ao produtor e a agroindustria suinicola. Com o objetivo de
desenvolver insumos e aprimorar tecnologias que sejam mais rapidas, sensiveis e
especificas de diagnostico para uso em regides livres ou em erradicacao da DA, a
glicoproteina E (gE) do virus da doenca de Aujeszky (VDA) foi amplificada, clonada
e expressada. Através da engenharia genética, um definido pedaco de DNA,
sequéncia do gene da gE, foi propagado em um organismo hospedeiro. A gE foi
amplificada pela técnica da PCR (reacdo em cadeia da polimerase), clonado no
vetor pGem®-T Easy e transformado em células competentes de Escherichia coli,
DH-5a™. O clone obtido foi subclonado no plasmideo de expressao pFastBac™1, o
qual possui o gene promotor da poliedrina. O subclone obtido foi analisado para
certificacdo de sua orientacao correta dentro do plasmideo com as endonucleases
de restrigdo BamH | e EcoR |. O clone com a orientacdo correta teve seu DNA
extraido e usado para a transposicao dentro do bacmid (baculovirus com célula
competente e plasmideo helper). As colénias com inserto gE foram selecionadas
pelo fenétipo da coldnia, a qual expressa cor branca quando clonada. As colbnias
brancas recombinantes tiveram seu DNA extraido e usado para a co-transfeccao em
células de inseto Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4). O baculovirus gE recombinante ao
ser inoculado em cultivo celular, expressou a gE recombinante, comprovado pela
técnica de Western blotting. O baculovirus gE-recombinante contendo apenas o
gene da gE do VDA sera utilizado para producdo de antigeno e de anticorpos
monoclonais, o que auxiliara no desenvolvimento de um teste de diagndstico mais
sensivel, especifico e mais seguro para o VDA, o que contribuira para o controle
desta doenca. Este teste podera ser usado em &reas livres do VDA pois empregara
produtos/insumos que contém apenas partes do agente infeccioso de interesse, sem
por em risco a regidao ou pais quanto a biosseguridade.

PALAVRAS-CHAVE: doenca de Aujeszky. glicoproteina E. clonagem. baculovirus.
recombinante. antigeno.



ABSTRACT

Aujeszky’s disease (AD) is an infect-contagious illness that causes serious
economical damages to the producer and the swine industry. Aiming to develop
mechanisms and to improve technologies that are faster, more sensitive and more
specific for diagnosis and for use in free areas or in AD’s eradication programs, the
glycoprotein E (gE) of Aujeszky’s disease virus (ADV) was amplified, cloned and
expressed. Through genetic engineering, a defined piece of DNA, or sequence of the
gE gene was propagated in an host organism. The gE was amplified by the
technigue of PCR (polimerase chain reaction), cloned in the vector pGem®-T Easy
and transformed in competent cells of Escherichia coli, DH-5a™. The clone obtained
was sub-cloned in the expression plasmid pFastBac™1, which contains the promoter
gene of the polyhedrin. The obtained subclone was analyzed inside for certification of
its correct plasmid orientation with the restriction endonucleases BamH | and EcoR |.
The clone with the correct orientation had its DNA extracted and used for
transposition inside the bacmid (baculovirus with competent cell and helper plasmid).
Colonies with inserted gE were selected by the phenotype of the colony, which
expresses white color when cloned. White recombinant colonies had their DNA
extracted and used for cotransfection in insect cells Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4).
The recombinant-gE baculovirus was inoculated in cultured cells and expressed the
recombinant gE by Western blotting. The recombinant-gE baculovirus containing only
the gE gene of the VDA will be used for antigen and monoclonal antibodies
production, which will aid in the development of a more sensitive, specific and safer
diagnostic test for the VDA, helping in this disease control. This test might be used in
VDA free regions by employing products and mechanisms which contain only pieces
of the infectious agent of interest, without any risks to the region or country regarding
their biosecurity.

Key-words: Aujeszky’s disease. glycoprotein E. cloning. baculovirus. recombinant.
antigen.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Alfa

Beta
Lambida
Graus
Porcentagem
Volts

Dalton
Glicoproteina
Molar ou molaridade (mol/l)
unidades

Mili (10°%)
Micro (1 0'6)
Nano (1 0'9)

Kilo (10%)

°C Graus Celsius ou centigrados

gx Forca da gravidade

ng Micrograma

ul

Microlitro

ml Mililitro



mM Milimolar

nm Namémetro

aa Aminoacido

pH Potencial hidrogenidnico

BV “Budded virus” (virus brota extracelular)

OB “Occlusion body” (corpo de oclusao = poliedro)

OV  “Occluded virus” (virus ocluso: corpos de onclusao poliédricos)
gD Glicoproteina D

gE Glicoproteina E

gl  Glicoproteina |

gM Glicoproteina M

% Percentagem de inibicao

IF Imunofluorescéncia

lg Imunoglobulina

UV Ultravioleta

U, “Unique Long” (regido Unica longa do genoma viral)

Us “Unique Short” (regido Unica curta do genoma viral)

IR “Internal Repeat” (regido repetida invertida interna do genoma viral)
TR “Terminal Repeat” (regido repetida invertida terminal do genoma viral)
LB Meio de crescimento bacteriano "Luria — Bertani"

PF  “Primer forward” (Iniciador sense)

PR “Primer reverso” (Iniciador reverso)

D.O. Densidade otica

cm®  Centimetro quadrado



kbp kilo pares de base

kDa kilo Déltons

gP | Glicoproteina gP | (antigo nome da gE)

APS Persulfato de amomia

PBS Tampao salina com fosfatos

LMP “Low Melting Point” (gel de agarose de baixo ponto de aquecimento)
MOI Multiplicidade de infeccao

pfu Unidade formadora de placa

PRV Virus da pseudo-raiva

VDA Virus da doenca de Aujezsky

ECP Efeito citopatico

DNA Acido desoxirribonucléico

RNA Acido ribonucléico

PCR “Polimerase Chain Reaction” (reacdo em cadeia da polimerase)
Tagq “Thermus aquaticus’

IRS Sequéncia Repetida Interna

TRS Sequéncia Repetida Terminal

Tris  Tris (hidroximetil) aminometano

pmol Picomoles

rom  Rotag¢des por minuto

gsp Quantidade suficiente para

ORF “Open Reading Frame” (fase aberta de leitura)
occ corpos de oclusdo do baculovirus

SFB Soro fetal bovino

VZV Virus da varicella-zoster
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SK-6 “Swine Kidney” (células de linhagem, fibroblastos de rim suino)
X-gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-f-D-Galactoside

HSV-1 Herpes simplex virus tipo 1

BHV-1 Herpesvirus bovino tipo 2

EHV-1 e 4 Herpesvirus eqtiino tipo 1 e 4

CIAP  “Calf Intestinal Alkaline Phosphatase” (fosfatase alcalina)
DMSO Dimetil sulféxido de sddio

EDTA Acido etilediamino tetracético

IPTG Isopropiltio-B-D-Galactoside

HSPG “Heparan Sulfate Proteoglycan”

RFLP “Restriction Fragment Lenght Polimorfism” (Analise por polimorfismo de
tamanho determinado por perfil de restricao enzimatica)

MOPS 3-[N-N\orpholino] propanesulfonic acid

dNTP Deoxinucleotideos trifosfatos

ELISA “Enzime Linked Immunosorbent Assay” (Ensaio imunoenzimatico)
TCIDso Dose infectante para 50% dos cultivos celulares

AcMNPV  Autographa californica nuclear polyhedrosis virus (baculovirus)
SDS-PAGE Saodio Duodecil Sulfato — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
pGem-gE.VDA Recombinante plasmideo de clonagem com a gE do VDA
pFastBac-gE.VDA Recombinante plasmideo de expressdo com a gk do VDA

bacmid.pFastBac-gE.VDA Recombinante virus Bacmid-plasmideo com a gE do VDA
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INTRODUGCAO

A regido Sul do Brasil, em particular o Estado de Santa Catarina, é
caracterizada por pequenas propriedades agricolas. No ano de 2005, o Estado de
SC, segundo o instituto ICEPA/SC, foi responsavel por 24,3% da producao de carne
suina no Brasil (ICEPA, 2006; www.icepa.com.br).

Entretanto, as importacées de animais tém carreado para dentro do pais
diversas enfermidades, destacando-se aquelas de etiologia viral, que demandam
grandes prejuizos econdmicos e determinam a necessidade do desenvolvimento de
metodologias de controle (DITTRICH, 2003). Coincidentemente com o incremento do
uso da préatica de confinamento na produgéo de suinos, a doenga de Aujeszky (DA)
tem sido uma das mais significativas enfermidades infecciosas, que freqientemente
afetam a producdo mundial de suinos (OSORIO, 2001).

O crescimento mundial e a modernizacao da industria suinicola nas ultimas
duas décadas evidenciam a necessidade de uma maior e mais detalhada atencao
no que diz respeito a saude dos plantéis (SESTI, 2003).

A DA é uma doenca infecto-contagiosa causada por um herpesvirus que
causa graves prejuizos econémicos ao produtor e a agroindustria. A significancia
econbmica da DA baseia-se, sobretudo, nas perdas por transtornos reprodutivos;
mortalidade, geralmente de 100%, de leitdes recém-nascidos; transtornos
respiratérios em animais da terminacdo, levando, geralmente a infeccbes
secundarias; estabelecimento de laténcia em suinos, o que dificulta seu controle. As
granjas registradas perdem a certificagdo para a venda de reprodutores e de
material genético (sémen e embrides) e a DA impde restricbes as exportacdes. A DA
esta classificada junto ao Codigo Zoosanitario da Oficina Internacional de Epizootias
(O.LE., 2006; www.oie.int/eng/maladies/en_classification.htm ), e sua notificacédo é
compulsoria.

No Brasil, o primeiro relato da DA data de 1912 (CARINI e MACIEL, 1912) em
gado bovino e, em Santa Catarina (SC) desde 1983 (ROMERO et al., 1984). Até o
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ano de 2000, existiam oficialmente em SC, cerca de 110 propriedades suinicolas
diagnosticadas infectadas e/ou que usavam vacina para controlar a DA. A vacina
para DA aprovada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
desde 1995 para uso no Brasil, € uma vacina inativada com uma dele¢éo de todo o
gene da glicoproteina E (gE) do virus da DA (VDA), o que permite identificar e
diferenciar animais infectados com virus de campo daqueles vacinados com esta
vacina, através de um teste ELISA diferencial para a glicoproteina gE, ausente na
vacina. A auséncia de programas formais de erradicacdo aumenta a incidéncia da
doenca, gastos com vacinacdes por tempo indefinido e mortes de outras espécies
domésticas que vem a se infectar. O impacto econémico anual da DA sobre a
atividade suinicola estadual foi estimado, no ano de 2001, em R$ 931.224,00
(ZANELLA, 2002). No inicio de 2001, sob a coordenagdo da Embrapa Suinos e Aves
em parceria com a Secretaria Estadual da Agricultura e do Desenvolvimento Rural
de SC, Cidasc (Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de SC),
Sindicarnes-SC (Sindicato das Industrias de Carnes e Derivados), ACCS
(Associagdo Catarinense de Criadores de Suinos) e Secretaria Estadual de Defesa
Agropecuaria do MAPA, teve inicio um programa com o objetivo de erradicar a DA
do rebanho suinicola catarinense (MORES et al., 2005).

Os testes soroldgicos de ELISA sao necessarios para monitorar, controlar ou
detectar infecgcdes suinas (TOMA et al., 1979). A efetivacdo do diagnostico
laboratorial dessas viroses através da importacdo de reagentes tem se mostrado
economicamente inviavel (DITTRICH, 2003). Para tanto, € necessario dispor de
testes para a deteccao de anticorpos contra o VDA que sejam especificos, de rapida
execucao e realizados em série (TOMA et al., 1979) visando auxiliar os programas
de controle e erradicacdo da DA em suinos.

Uma ferramenta que vem sendo atualmente empregada para se obter bons
testes de diagnéstico é a biologia molecular. Uma vantagem destas técnicas é poder
trabalhar com apenas partes ndao essenciais de microorganismos patdégenos. A
propagacdao de moléculas de &cidos nucléicos em um organismo hospedeiro
diferente através da habilidade de atravessar as barreiras naturais da espécie e de
inserir genes de qualquer organismo em um organismo hospedeiro diferente (ndo
aparentado) é uma caracteristica importante da manipulacdo genética (WOLD e
PRINROSE, 1991).
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Os baculovirus sdo atualmente as viroses de inseto mais estudadas devido a
sua utilizacdo como agente de controle biolégico e como vetor para expressao de
genes heterélogos (RIBEIRO, 2004). Através das técnicas de clonagem, é possivel
inserir partes de interesse de um DNA em um organismo hospedeiro e ligad-lo a um
vetor de expressdo. Um desses exemplos é o baculovirus recombinante, que ao ser
inoculado em cultivo celular, expressara, o produto de interesse inserido no virus
(LUCKOW et al., 1993).

Espera-se amplificar, clonar e expressar proteina recombinante do virus da DA
utilizando o sistema de baculovirus recombinante para que possa ser utilizado em
programas de controle e erradicacdo da DA em suinos. Ao utilizar somente uma
porcdo do VDA, uma glicoproteina ndo essencial ao virus da DA, obtém-se um
antigeno direcionado a anticorpos anti-VDA com grande especificidade e
sensibilidade, uma vez que este antigeno sera especifico ao anticorpo anti-viral
correspondente.

Através desta ferramenta, areas livres de determinados agentes patégenos
poderdo usar produtos/insumos oriundos da engenharia genética, que contenham
apenas partes do agente infeccioso de interesse, sem por em risco a regiao ou pais

quanto a biosseguridade, uma vez que ndao se manipulara o agente infeccioso.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O virus da doenca de Aujeszky (VDA) ou virus da pseudo-raiva (PRV) ou
herpesvirus suino 1 (POMERANZ et al., 2005) é o agente patogénico da doenca de
Aujeszky (DA), responsavel por consideraveis perdas econémicas na suinocultura
mundial. Enquanto esforgos para erradicar o VDA nos Estados Unidos e na Europa
mostram grande progresso, ainda é um problema endémico em muitos paises
(POMERANZ, 2005).

A DA é uma doenca de grande significado econdmico em suinos por causar
inUmeros sinais clinicos, incluindo transtornos reprodutivos, respiratérios e do
sistema nervoso central (KLUGE et al., 1992), causando alta mortalidade de leitdes,
com estabelecimento de infeccao latente em suinos e recorréncia viral, levando a
restricdo na movimentagdo de animais destinados a reproducdo (ROMERO et al.,
1989).

O genoma dos alfaherpesvirus codifica varios produtos, entre os quais
algumas glicoproteinas do envelope que ndo sao essenciais para replicacao do virus
em cultivo celular e in vivo (SPEAR, 1993). A base das vacinas diferenciais consiste
na inativacao ou delecao de um gene que codifica uma glicoproteina nao essencial,
e 0 uso desse virus mutante como vacina (KIT e KIT, 1991).

Segundo van Oirschot e Oei (1989), a diferenciacéo entre suinos infectados e
vacinados para a DA é muito importante para o controle da doenca em paises que
praticam a vacinacdo. Métodos para detectar anticorpos para glicoproteinas
especificas da DA podem ser comparados através da especificidade e sensibilidade.
Para examinar especificidade, sao testadas amostras de soro sanglineo de suinos
vacinados com vacina gE-negativa contra a DA, e para examinar a sensibilidade,
sao testados soro de suinos vacinados e posteriormente desafiados, porque deste
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modo, a replicacdo viral em suinos ficaria reduzida comparada com a replicacdo em
suinos nao vacinados (van OIRSCHOT e OEI, 1989).

A diferenciacdo entre vacinacao e infeccao pelo virus selvagem tem sido
realizada através de métodos sorologicos (ELIOT et al., 1989), e a engenharia
genética permitiu que um ou mais genes de glicoproteinas ndo essenciais fossem
construidos e aplicados na produgcao de vacinas (PENSAERT et al.,, 1992). Um
método simples, para uma rapida construcdo de um virus DA gE deletado (gene-
deletado), desenvolvido por Chang et al. (1996), pode ser usado para o preparo de
vacinas.

A técnica de ELISA tem sido muito utilizada para a pesquisa de anticorpos
para a DA. Entretanto, o uso macico de vacinas para a DA em rebanhos suinicolas
tem demandado a necessidade de ELISAs diferenciais. Atualmente, tem-se um
numero muito grande de referéncias documentadas sobre a técnica de ELISA
“screening” e o diferencial para glicoproteinas gE. O desenvolvimento de testes
ELISA diferencial com bons niveis de sensibilidade e especificidade tem sido
relatados (DEA et al., 2000; ELIOT et al., 1989; GUT et al., 1999; KINKER et al.,
1997; STEGEMAN et al., 1997).

Segundo Gut et al. (1999) o sucesso de um programa de controle e
erradicacao utilizando vacinas gene-deletadas para a glicoproteina gE do VDA com
testes sorolégicos diferenciais depende da habilidade do teste diferencial em
detectar, com preciséo, suinos infectados.

Antigenos recombinantes tém sido largamente utilizados no desenvolvimento
de testes de ELISA. A engenharia genética permite manipular apenas partes
antigénicas especificas, garantindo maior sensibilidade antigeno-anticorpo e
inocuidade quanto a infectividade viral (WOLD e PRINROSE, 1991).

A técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) é o resultado da
amplificagdo de uma regiao selecionada da molécula de interesse do DNA. Qualquer
regiao da molécula pode ser selecionada, contanto que as seqiéncias das bordas
da regido sejam conhecidas (ALBERTS, et al., 1999; PASSAGLIA e ZAHA, 1996).
Uma simples cépia de um gene-especifico dentro de um genoma pode ser
amplificada para alguns microgramas, partindo-se de quantidades minimas do DNA
total.

Uma técnica usada para visualizar e quantificar proteinas e DNAs é a
eletroforese em gel. Moléculas de DNA tém carga negativa, e sob uma corrente



28

elétrica as moléculas de DNA migram através do gel a uma razdo que dependera do
tamanho do DNA. Uma molécula pequena de DNA podera atravessar/passar através
do gel facilmente e, portanto migrar mais facilmente que as moléculas maiores
(WOLD e PRINROSE, 1991). Aaij e Borst (1972) mostraram que as taxas de
migracdo de moléculas de DNA sao inversamente proporcionais ao logaritmo do
peso molecular.

Ainda, segundo Wold e Prinrose (1991), a gel eletroforese ndo é somente
usada como um método analitico, ela € rotineiramente usada para purificar
fragmentos especificos de DNA. O gel é composto por acrilamida ou agarose. O uso
da agarose € conveniente para separar fragmentos de DNA que podem variar de
tamanho desde poucas centenas a 20 kb, enquanto que para fragmentos pequenos
de DNA, seja preferivel utilizar a acrilamida.

Zuckermann et al. (1988) e Whealy et al. (1993) relataram que a glicoproteina
E (gE) do VDA forma uma ligagcao complexa nao-covalente com a glicoproteina | (gl),
e que este complexo é uma entidade funcional e é importante para a correta
apresentacdo dos descontinuos epitopos imunodominantes na gE. O complexo
antigénico gE/gl é mais bem reconhecido pelo AC monoclonal (MAb) que o antigeno
gE sozinho (JACOBS et al, 1995 apud GUT et al, 1999).

Enzimas de restricdo ou endonucleases de restricdo reconhecem uma
sequiéncia de bases especificas na dupla-hélice do DNA e cortam as duas fitas da
hélice em lugares determinados. S&o enzimas indispensaveis na analise da estrutura
dos cromossomos, no sequenciamento de moléculas longas de DNA, no isolamento
de genes e na criacdo de moléculas novas de DNA que podem ser clonadas
(PASSAGLIA e ZAHA, 1996).

Segundo Passaglia e Zaha (1996), a técnica principal na tecnologia do DNA
recombinante é o isolamento e a propagacdo de moléculas idénticas de DNA em um
organismo hospedeiro. Esta técnica, clonagem molecular, se baseia em dois
estagios. Primeiro uma molécula de DNA recombinante é gerada pela ligagdo de um
inserto de DNA, oriundo da clivagem (digestdo) do DNA de interesse e de uma
molécula de DNA, denominada de vetor de clonagem. O segundo passo, se da
quando a molécula recombinante (inserto e vetor ligados) sera introduzida para
dentro de uma célula hospedeira, onde podera se replicar. O processo de introducao
de DNA em células é chamado de transformacéo.
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Plasmideos s&o moléculas de DNA circular, de fita dupla,
extracromossOmicos, que existem naturalmente em bactérias e em alguns
organismos eucariotos unicelulares, como as leveduras. Possuem capacidade de
replicacdo autbnoma e freqlientemente, transportam genes que conferem resisténcia
a antibidticos (PASSAGLIA e ZAHA, 1996), o que permite distinguir células
hospedeiras que receberam o inserto com o vetor plasmideal daquelas que nao
receberam.

Os géneros Nucleopolyedrovirus (NPV) e o Granulovirus pertencem a familia
Baculoviridae, e esta familia é muito estudada em entomologia, devido ao seu
grande potencial como bioinseticida. Os Nucleopolyedrovirus (NPV) induzem a
formacao de poliedrose nuclear (poliedros). O baculovirus produtor de poliedros, é
utilizado para co-transfecgédo de transformantes com inserto de interesse em células
de inseto (RIBEIRO et al., 1998).

Quando se tem a confirmacao da presenca do inserto de interesse na célula
hospedeira, o produto pode ser cultivado em células de inseto, através do processo
denominado de co-transfeccdo. A co-transfecgcdo ocorre quando dois ou mais
produtos sdo inoculados conjuntamente para gerar um sé produto final (PASSAGLIA
e ZAHA, 1996; O'REILLY et al., 1992).

Segundo O'Reilly et al. (1992), ap6s a co-transfeccéo, o produto € purificado
por purificacdo em placa em cultivo celular, e a glicoproteina expressada
(baculovirus em células de inserto) podera ser identificada sob varios métodos,
incluindo triagem visual, por DNA hibridizacdo, amplificacdo por PCR,
imunodeteccao e teste da atividade enzimatica (enzimas de restricao) do produto
gene expressado. Apds confirmar a identidade e pureza do produto obtido, este
podera ser utilizado como insumo para produzir outros produtos (O’'REILLY et al.,
1992) (anticorpos monoclonais, antigenos de interesse).

Esses produtos finais poderédo ser, entre outros, kits para o diagnostico da
DA. A producdo de um ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA (enzyme-linked
immunossorbent assay), que nao usara o virus da DA inteiro, e sim, somente a
glicoproteina do VDA expressada em baculovirus. O teste de ELISA usard os
monoclonais gE especificos que conferird uma melhor sensibilidade do teste (GUT et
al., 1999). Uma das vantagens do teste ELISA gE, é a ndo manipulagao do virus
inteiro da VDA, o que permitira maior biosseguridade nas regides livres e em fase de
erradicacao da DA.



30

1.2 HERPESVIRUS

Os herpesvirus tém um genoma de fita dupla de DNA, o tamanho do virion e
a estrutura (capsideo, tegumento e envelope) semelhantes e sofrem uma fase
latente em seu ciclo de vida (ROIZMAN e SEARS, 1991).

Os herpesvirus sdo membros da familia Herpesviridae e estdo amplamente
disseminados na natureza (FENNER et al., 1993). A familia herpesviridae tem uma
extraordinaria diversidade bioldgica e com base em suas propriedades biolégicas e
na organizacdo e conteudo gendmico a maioria dos herpesvirus pode ser
subdividido em trés principais subfamilias Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammabherpesvirinae (MINSON et al., 2000; ROIZMAN, 1991) e de acordo com o
Comité Internacional de Taxonomia Viral (http://www.ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/Ictv).
Essas subfamilias diferem no tipo celular onde a laténcia é estabelecida e da
duracao do seu ciclo produtivo de replicacao.

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae tém uma maior extensdo de
hospedeiros, tendem a se reproduzir rapidamente com efeitos citopaticos e produzir
particulas virais em poucas de horas e podem estabelecer laténcia no ganglio
nervosos proximos a regiao infectada (ROIZMAN, 1991) e em neurénios (KLUGE,
1992; METTENLEITER, 2000). Os membros da subfamilia Betaherpesvirinae estao
restritos a um espectro menor de hospedeiros em relacdo aos da subfamilia
Alfaherpesvirinae. Possuem um ciclo longo de replicagdo que é acompanhada
frequentemente pelo aumento das células (citomegalia) (ROIZMAN, 1991). O virus
pode se manter sob forma latente em vérios tecidos e células, inclusive glandulas
secretorias, rins, células linforeticulares e outros tecidos. Os membros da subfamilia
Gamaherpesvirinae estao limitados a familia ou ordem a que seus hospedeiros
naturais pertencem. In vitro, infectam células linfoblastoides e causa, em alguns
casos, infeccao litica em alguns tipos de células epitelidides e fibrablasticas. Os virus
desse grupo sao especificos para células T ou linfécitos B, enquanto estabelecem
laténcia em tecido linféide ou podem promover a lise das células infectadas sem
producdo de progénie viral infecciosa. A laténcia viral é freqluentemente
demonstrada em tecido linféide (ROIZMAN, 1991).

Apesar da homologia significante do VDA para os alfaherpesvirus humano e
do grande numero de hospedeiros, o VDA nao é transmitido a humanos. Os raros
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relatos de VDA humano ndo foram substanciais e refletem, provavelmente, uma
baixa reacdo cruzada de anticorpos anti-gB do HSV-1 com anticorpos anti-gB do
VDA (ROBBINS, et al., 1987).

1.3 HERPESVIRUS SUINO TIPO 1 (VDA)

O virus da doenca de Aujeszky (VDA), também denominado de virus da
pseudo-raiva (PRV), ou herpesvirus suino tipo 1 pertence a familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicelovirus  Os Alfaherpesvirus se
distinguem por seu rapido ciclo litico em cultivos celulares, neurotropismo e pela
capacidade de desenvolver laténcia em neurbnios (KLUGE et al.,, 1992;
METTENLEITER, 2000) cuja infeccéo clinica causa grandes prejuizos ao rebanho
suinicola.

Dentro da subfamilia alfaherpesvirus, quatro géneros foram determinados
com base na semelhanca da sequéncia do genoma (MINSON et al, 2000): o género
Varicellovirus (tipo espécie Varicella-zoster virus - VZV), o género Simplexvirus (tipo
espécie herpes simplex virus tipo 1 - HSV-1), o género “Viroses infecciosa tipo
laryngotracheitis” (tipo espécie virus da laringotraqueite infecciosa - ILTV) e o género
“Viroses tipo a doenca de Marek” (tipo espécie virus de doenga de Marek - MDV).
Embasado em informagdes de seqliéncias disponiveis, o VDA é agrupado no género
Varicellovirus junto com outros importantes patdégenos de animais, como o
herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) ou os herpesvirus eqtino tipo 1 e 4 (EHV-1 e
EHV-4) (BEN-PORAT e KAPLAN, 1985).

Alfaherpesvirus sado virus DNA de cadeia dupla, com envelope, e que
possuem varias propriedades biolégicas em comum. Infectam varias espécies
animais, replicam rapido e liticamente em células de cultivo e estabelecem infecgdes
latentes em ganglios do sistema nervoso periférico (ROIZMAN, 1991). Uma vez que
o VDA pode causar infec¢do latente em suinos adultos, o desenvolvimento de
sorologias marcadas que possam ser usadas para diferenciar animais vacinados dos
infectados com o virus selvagem, € uma consideracao importante no modelo de
vacina para a DA (KIT e KIT, 1991; van OIRSCHOT et al., 1990).
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1.3.1 Genoma

O genoma de VDA é constituido por uma molécula de DNA dupla-fita, com
143.461 nucleotideos (143,461Kpb), 72 ORF (“Open Reading Frame”) homdlogas
com alfaherpesvirus relacionados (KLUPP et al., 2004).

As 72 ORFs (fase aberta de leitura) codificam 70 diferentes proteinas, pois o0s
genes que codificam as proteinas IE180 e US1 sdo encontrados duas vezes. Uma
vez na sequéncia repetida interna (IRS) e uma vez na sequéncia repetida terminal
(TRS). Todo o genoma do VDA foi seqlenciado usando fragmentos de seqiéncias
provenientes de seis diferentes cepas. As cepas foram sempre sequienciadas e
identificadas, tendo como base principal, a sua homologia com o0s genes
encontrados em outros alfaherpesvirus (KLUPP et al., 2004).

O DNA viral possui uma alta taxa de nucleotideos guanina (G) e de citosina
(C) em torno de 73%. A estrutura genbmica consiste de uma seqliéncia Unica curta
(Us), flanqueada por repeticbes complementares invertidas e uma seqiiéncia Unica
longa (U.). As duas repeticdes invertidas sdo denominadas de repeticdo terminal
(RT) e interna (RI) (FENNER, 1993; METTENLEITER, 2000).

O genoma do VDA é semelhante em arranjo gendmico ao EHV-1, BHV-1 e
VZV, formado por um Unico segmento longo (UL) e uma regiao Unica curta (US). A
regiao US é flanqueada por duas seqiiéncias repetidas invertidas, resultando na
formacao de dois possiveis isdbmeros do genoma VDA com orientacdo oposta a
regiao US (KLUPP et al., 2004), conforme exemplificado na figura 1.

A seqgléncia e a disposicao de gene inteiro do genoma do VDA séao
conhecidos e um mapa da provavel organizacdo da transcricdo, bem apoiado por
dados experimentais, esta estabelecido (KLUPP et al., 2004).
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Figura 1 - Mapa da organizagado do genoma VDA. O esquema superior mostra a regido Unica longa
(UL) e a regiao unica curta (Us), as regides repetidas invertidas interna (IR) e terminal
(TR) e o desenho inferior esquematiza as posi¢cées dos fragmentos de restricdo para a
enzima BamH |. A gE esta localizada no fragmento 7 BamH | .

Fonte: Adaptado de Klupp et al. J Virol. V. 79, n. 3. 2005.

A figura 2 mostra esquema linear do DNA e a regido da gE localizada na
regiao Ug, no fragmento 7. Aproximadamente metade dos genes dos alfaherpesvirus

sado considerados como nao essenciais, isso €, sdo dispensaveis para a replicacéo
viral, pelo menos em cultura de células (METTENLEITER, 2000).
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Figura 2 - Arranjo genémico na regidao Us da gE.VDA. (A) Diagrama esquematico do genoma
VDA. (B) Mapa dos fragmentos com enzima de restricdo BamH |. Ui, regido Unica longa;
Us, regido Unica curta. Caixas abertas: sequéncia invertida repetida que delimitam a

regido Us. (C) Ampliagdo do fragmentos 7 BamH | localizado na regido US, com sitios
de clivagem importantes (B = BamH I; St = Stul; Sp = Sphl).

Fonte: Brack, A. R. J Virol. V. 74, n. 9. 2000.
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1.3.2 Capsideo

O VDA possui um capsideo icosaédrico de aproximadamente 100 nm de
didametro, composto de 162 capsémeros. O genoma do virus no capsémero é de
aproximadamente 75 nm de diametro e o capsideo é circundado por um envelope
“solto” com um didmetro de aproximadamente 150-200 nm (LARSKI, 1980). Na
figura 3 tem-se uma microfotografia de um nucleocapsideo tipico dos herpesvirus.

Figura 3 - Nucleocapsideo tipico de herpesvirus. A) microfotografia indicando a disposicdo dos
peplémeros; B) detalhe digitalizado de um penta-pepldbmero axial, cercado por hexa-
peplémeros.

Fonte: Linda Stannard, Departament of Medical Microbiology, University of Cape Town.

1.3.3 Tegumento

A camada de tegumento (Figura 4) € uma estrutura eletrondensa amorfa que
preenche o espaco entre o capsideo e a membrana do envelope de particulas
maduras de herpesvirus (ROIZMAN, 1991). Proteinas do tegumento tém papel

importante durante a entrada e a morfogénese do virion (METTENLEITER, 2002).

1.3.4 Envelope

Os virus envelopados possuem uma capa protéica envolvida por uma camada
dupla lipidica (Figura 4). O envelope contém proteinas que permitem que o virus se
ligue nas células e que auxilia a sua entrada na célula. A membrana lipidica é
adquirida quando o virus é liberado da célula por um processo de brotamento da
membrana plasmatica, levando um pouco desta membrana junto (ALBERTS et al.,
1999). No curso da passagem através da membrana nuclear da célula hospedeira o
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virus recebe seu envelope primario. O envelope determina a viruléncia do virus e o
protege contra a acao de anticorpos especificos devido a relacdo antigénica em
questao (LARSKI, 1980).

O envelope contém proteinas codificadas pelo virus, mas sdo modificadas por
adicdo de cadeias laterais de carboidrato e, entdo, denominadas de glicoproteinas
(METTENLEITER, 2000). O envelope contém protusées ou espiculas formadas por
glicoproteinas, que nos herpesvirus sdo mais curtas e em maior nimero do que
aquelas que aparecem nas superficies de outros virus envelopados (ROIZMAN,
1991). O envelope final inclui a aquisicdo de mais de 15 proteinas de tegumento e
mais de 10 de envelope (glicoproteinas) que ocorre através do brotamento dentro de
vesiculas derivadas do trans Golgi (METTENLEITER, 2006).

Figura 4 - Particula de herpesvirus. N) nucleocapsideo; T) tegumento; E) envelope; G) glicoproteinas.

Fonte: Linda Stannard, Departament of Medical Microbiology, University of Cape Town.

1.3.5 Glicoproteinas

As glicoproteinas dos herpesvirus sdo encontradas em grande quantidade em
todas as membranas de células infectadas assim como no envelope viral. Essas
proteinas de membrana desempenham fungdes vitais no processo de infecg¢ao viral,
mediando os processos de reconhecimento e adsorcao das células do hospedeiro,
penetracdo do virion, fusdo e disseminacdo do virus célula a célula em cultivos
celulares (POMERANZ, 2005). As proteinas também modulam a resposta imune e
promovem a formacdo de sincicio. Devido a sua localizacdo na superficie do

envelope viral e nas membranas das células infectadas, as glicoproteinas sao o



36

principal alvo do sistema imune do hospedeiro em resposta a infecgdo (TODD et al.,
1987).

O genoma do VDA codifica 16 proteinas de membrana. Onze proteinas de
membrana sdo modificadas por glicosilagdo N- ou O-ligado por adicao de cadeias
laterais de acucares e sdo denominadas como gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL,
gM e gN (METTENLEITER, 2000). Quatro adicionais proteinas trans-membrana que
nao sao glicosiladas (UL20, UL43, US9 e provavelmente UL24) sdo encontradas no
envelope viral (FUCHS et al., 2002; KLUPP et al., 2000). Durante a entrada, as
glicoproteinas gC, gB, gD, gH e gL sao responsaveis pela fixacdo a superficie da
célula hospedeira e a subsequiiente fusdo do envelope viral com a membrana
plasmatica (FAVOREEL et al., 1997; HAMPL, et al, 1984).

A nomenclatura padrao das glicoproteinas de envelope do VDA e do HSV foi
adaptada no ano de 1993, durante o “18" International Hespesvirus Workshop”.
Trabalhos publicados antes do ano de 1995, nominavam as glicoproteinas gB, gC,
gD, gE, gG e gl do VDA como gll, glll, gp50, gl, gX e gp63, respectivamente.

1.3.6 Ciclo de replicacdo do VDA

O ciclo de replicacao viral do VDA inicia com a ligacao entre a gC do envelope
viral e receptores sulfato de heparina proteoglicans (HSPG) na superficie celular. Os
proximos passos de entrada requerem as glicoproteinas de envelope gD, gB, gH, e
gL. Depois da fuséo do envelope do virion com a membrana celular, as proteinas do
capsideo e de tegumento sado liberadas dentro da célula. As proteinas virais de
tegumento comecam a tomar a sintese protéica da maquinaria celular hospedeira
imediatamente apo6s entrarem na célula (METTENLEITER, 2000; POMERANZ,
2005). O capsideo e proteinas internas firmemente ligadas ao tegumento séo
transportados ao longo de microtubos para o nucleo da célula (SODEIK et al., 1997).
A transcricdo dos genes virais e a conseqlente parada na sintese celular, é
regulada temporalmente, havendo trés classes de RNA mensageiro (mRNA)
denominados: “immediate early”, “early” e “late”, que sao transcritos pela RNA
polimerase II (RNApol Il) celular (FENNER et al., 1993). Na figura 5 podemos
observar a esquematizagao do ciclo de replicagdo do VDA.
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Figura 5 - Representacao esquemética do ciclo de replicacado do VDA.

Fonte: Adaptado de Pomeranz et al. MMBR. v. 69, n. 3. 2005

A proteina de tegumento VP16 localizada no ndcleo, independentemente do
capsideo, transativa a RNA polimerase Il celular transcrevendo a Unica proteina
imediatamente-cedo do VDA, a IE180 homoéloga a ICP4 do HSV. A proteina IE180
expressada no citoplasma € transportada de volta para o nucleo. No ndcleo a

proteina IE180 transativa a RNA polimerase Il para a transcricdo dos genes “early”
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(cedo). As proteinas “early” estdo envolvidas na sintese do DNA viral
(METTENLEITER, 2000; POMERANZ, 2005) que ocorre por um mecanismo circulo
rolante. O inicio da sintese de DNA sinaliza o comeco da fase “late” (recente) do
ciclo replicacao do VDA e a sintese de proteinas “late”, responsaveis pela formacao
do capsideo, insercao do DNA gendémico no capsideo, na divisdo e empacotamento
do DNA viral e envelopamento (METTENLEITER, 2000; POMERANZ, 2005).

1.3.7 Laténcia

Membros da subfamilia Alphaherpesvirinae podem estabelecer infeccbes
latentes em ganglios nervosos, onde o DNA viral pode persistir em forma epissomal
nos nucleos das células infectadas. Portanto, animais com infecgéao latente servem
de reservatoério natural para o virus durante toda a vida do animal e sao um fator
constante de risco de ocorrer uma reativacao e liberacdo viral e a consequente
disseminagao do virus para uma populacao susceptivel. A laténcia é definida como
um status no qual o DNA viral persiste, mas a infeccao viral ndo é produzida
(METTENLEITER, 2000).

Segundo Mettenleiter (2000) e Pomeranz (2005), durante a infeccdo aguda,
particulas virais do VDA replicam primeiro nos tecidos epiteliais da mucosa
orofaringeana e entao entram diretamente nos terminais nervosos do nervo sensorial
da regido infectada. Apdés a primeira replicagdo no epitélio, a progénie viral é
produzida abundantemente levando a um incremento da infeccdo primaria dos
neurdnios. Os principais sitios de laténcia do VDA séo o ganglio trigeminal, o bulbo
olfatério e tonsila. Nesses 6érgdos, o DNA viral pode ser detectado mesmo na
auséncia de uma infeccao viral produtiva, e transcritos LAT (“latency asociated
transcripts”) podem ser demonstrados por PCR (METTENLEITER, 2000). Durante a
laténcia, a expressao do gene viral fica restrita a transcricao de uma parte distinta do
genoma viral, denominada LAT.

O virus pode ser reativado e liberado de animais com infeccéao latente apos
serem submetidos a fatores estressantes. Esses fatores incluem transporte de
animais, outras enfermidades concomitantes, partos, condi¢ées precarias de criacao,
tratamento com agentes imunossupressivos (corticosteréides), sendo um dos fatores

responsaveis pela perpetuacao e transmissao do virus no rebanho (KLUGE, 1992;
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ROIZMAN, 1991). Ao final do processo de reativagao, o virion € transportado através

dos ax6nios ao local onde ocorreu a infecg¢ao original.

1.4 DETECGCAO DO AGENTE INFECCIOSO OU DE ANTICORPOS ANTI VDA

A identificacdo de antigenos virais para a DA pode ser realizado de secrecdes
ou tecidos de animais infectados por imunofluorescéncia direta, imuno-histoquimica,
isolamento do virus em cultivos celulares ou através de métodos moleculares de
diagnéstico. O isolamento viral é a técnica padrao para a deteccao do VDA
(ROMERO et al.,1986). Para sua execucao, suspensdes de tecidos ou secrecdes
sao colocadas sobre cultivos de células, as quais podem ser cultivos primarios ou
linhagens celulares continuas. Ap6s um periodo variavel de incubagao, a presenca
de virus é detectada pelo efeito citopatico (ECP) causado nas células do cultivo
(ROMERQO et al., 1986).

A PCR tem como objetivo a amplificacao de uma regidao alvo no DNA viral.
Apresenta como vantagem a possibilidade de alcancar altos indices de sensibilidade
e especificidade, além da rapidez de execucao (ALBERTS, et al., 1999; PASSAGLIA
e ZAHA, 1996; WOLD e PRINROSE, 1991). Podem ser utilizados tanto tecidos como
secrecgdes para a extracdo do DNA viral.

A analise genbmica com enzimas de restricdo € um tipo de analise voltada
para a caracterizagao gendmica de amostras virais ja isoladas. Apds a multiplicacao
viral em cultivo celular, o DNA da amostra viral € extraido e posteriormente clivado
com enzimas de restricdo. A analise dos fragmentos do DNA digerido é feita por
eletroforese em gel de agarose e revelado com brometo de etideo (GIELKENS e
BERNS, 1982).

Endonucleases de restricdo geram fragmentos de DNA a posi¢des distintas
no genoma onde determinadas sucessdes de reconhecimento de nucleotideos
acontecem (BEN-PORAT et al., 1984). O numero e tamanho do fragmento gerado
de populacoes diferentes de moléculas fornecem informacao sobre a constituicao
genética delas. Assim, se a divisdo do DNA de duas cepas diferentes de virus por
uma determinada enzima gerar fragmentos que diferem no seu nimero e tamanhos,
heterogeneidade genética entre as duas cepas existe. Estas diferencas sao lUteis em

estudos epidemioldgicos.



40

Analises do genoma de varios isolados de VDA recuperados de diferentes
casos epidemioldgicos demonstraram que seus padroes de fragmentos de restricao
sdo diferentes. As diferencas no padrdo de migracdo dos fragmentos de restricao
entre os diferentes isolados podem ser devidas a uma perda dos sitios de clivagem
(gerando fusao de fragmentos), delecédo ou insercao de sequéncias de nucleotideos
(gerando assim fragmentos maiores ou menores) ou translocacao de seqiiéncias de
uma regido do genoma para outra (mudando, assim, também o tamanho do
fragmento) (BEN-PORAT et al., 1984).

A localizacao genémica dos principais fragmentos de DNA gerados pelas
enzimas de restricdo BamH | e Kpn | foram descritas por Ben-Porat et al. (1979) e
Rixon e Ben-Porat (1979) apud Gielkens e Berns (1982), os quais publicaram o
mapa fisico dos sitios de clivagem usando uma cepa VDA originalmente
caracterizada por Kaplan (1969).

Herrmann et al. (1984), analisaram 150 isolados, obtidos de diferentes partes
do mundo. As cepas dos virus VDA usadas neste estudo podem ser claramente
agrupadas em 4 tipos principais de genoma, usando como enzima discriminatéria a
BamH I. O DNA padrdo de quatro cepas vacinais foram ligeiramente diferentes das
cepas selvagens e baseado no mapa gendmico do VDA, duas dessas cepas, as
cepas Bartha e Dessau, indicam ter uma delecao na regidao Unica curta do genoma.

Os resultados obtidos por Herrmann et al. (1984) mostraram quatro tipos
principais de genomas (grupos | a IV) e que os tipos de genoma sédo correlatos com
certas areas geograficas. Os virus do grupo | sdo similares ou idénticos com o DNA
padrao BamH | publicado (RIXON e BEN-PORAT, 1979). As cepas do grupo Il ndo
possuem o fragmento numero 2 do grupo |, mas possuem dois novos fragmentos
acima e abaixo do fragmento 4. Esses dois grupos representam virus encontrados
na Europa Central (Alemanha e Bélgica). A frequéncia do genoma tipo Il junto com
seus variantes foi de aproximadamente 75% em todos os isolados. O Grupo Il
(genoma tipo Ill) e IV (genoma tipo IV) sdo estritamente limitados aos isolados
originarios do Norte Europeu (Dinamarca e Suécia) e Tailandia, respectivamente. O
grupo Il difere ligeiramente do grupo |, quando analisado com Bam HI, mas foi bem
distinto no padrao de digestdo com BstE II. O Grupo genémico IV, porém, diferiu
amplamente na distribuicdo dos sitios de clivagem com ambas as enzimas
(HERMANN et al., 1984).
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Muitos outros estudos com endonucleases tém sido conduzidos ou para
analise do DNA apés varias passagens em cultura celular ou animais (MENGELING
et al.,, 1983; WATHEN e PIRTLE, 1984) ou para comparar DNAs de diferentes
regides ou paises (CHRISTENSEN et al., 1987; PIATTI et al., 2001; SCHAEFER et
al., 2005; TODD e McFERRAN, 1985).

No Brasil, um trabalho que analisou o perfil de restricdo com BamH | de 30
amostras isoladas do VDA, dentre os anos de 1982 a 1996, de diferentes regides do
pais, encontrou somente duas amostras com perfil genémico do grupo | (PIATTI et
al., 2001). Recentemente, Schaefer e colaboradores (2005) analisaram através da
digestdo com BamH I, 38 amostras de DNA gendmico de isolados VDA dos ultimos
20 anos (1983 a 2003) provenientes da regiao Sul do Brasil. Trinta e seis amostras
de DNA apresentaram perfil grupo Il e somente duas do grupo |.

O padrao de migracado dos primeiros trés fragmentos pode ser usado para
tipificar o genoma das cepas de VDA (Figura 6). O tipo genémico Il tem um sitio de
clivagem extra no fragmento 2 qual leva ao aparecimento de dois novos fragmentos
2a e 2b, situado abaixo do fragmento 3 (ndo mostrado). O genoma tipo Il ndo tem
um sitio de restricdo entre os fragmentos 2 e 9, com o aparecimento de um

fragmento (2 + 9) exatamente abaixo do fragmento 1.
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Figura 6 - Representagédo esquematica de tipos genémicos do VDA (I, Il e 1ll) com base na migracédo
dos trés primeiros fragmentos obtidos com BamH I.

Fonte: Piatti et al., 2001.

InUmeros testes soroldgicos laboratoriais podem ser conduzidos para detectar
anticorpos anti-VDA. Este tipo de diagnéstico pode ser realizado através de técnicas
como a imunoperoxidase, imunofluorescéncia, soroneutralizagcdo (SN) e ensaios
imunoenzimaticos. A SN é considerada a técnica padrao para deteccao de
anticorpos neutralizantes contra VDA (ROMERO et al., 1996). Entretanto, € uma

técnica trabalhosa dependente da existéncia de um estoque de virus e de cultivos
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celulares adequados. O resultado da prova é usualmente obtido em trés a cinco
dias e a SN nao permite uma diferenciacao precisa entre animais infectados com
virus de campo de animais vacinados contra o VDA.

O testes imunoenzimaticos do tipo ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) sao muito utilizados presentemente, devido a sua alta sensibilidade,
especificidade, capacidade de processamento de grande nimero de amostras,
relativa facilidade e rapidez de execucao. Os reagentes nao possuem custo elevado,
sao estaveis, faceis de preparar e, geralmente, os resultados de provas tipo ELISA,
podem ser quantificados através do uso do espectrofotdmetro (van OIRSCHOT,
1989).

Com o surgimento da cepa VDA Bartha, com uma delecao natural do gene
gE, van Oirschot e Oei (1989) desenvolveram um teste soroldégico que permitia
distinguir animais vacinados (sem anticorpos anti-gE mas com anticorpos contra
outras glicoproteinas do VDA) dos animais com anticorpos anti-gE (infectados com
virus selvagem). A partir de entdo, o conceito de “vacinas marcadas” surgiu € o
sucesso de seu uso nos programas de erradicacao contribuiu para reforcar este
conceito (METTENLEITER, 2000).

Com o advento da engenharia genética, testes de diagndstico podem ser
melhorados sob 0 aspecto de sensibilidade e especificidade e quanto a ndo difusao
de organismos patogénicos. Atualmente, varios trabalhos com organismos
recombinantes expressando proteinas virais tém sido publicados (ESHAGHI et al.,
2004; GUT et al, 1999; JARVIS et al., 2001; KIMMAN et al., 1996; MORENKOQOV et
al., 2004).

1.5 CLONAGEM E EXPRESSAO

1.5.1 Baculovirus

Os baculovirus representam um grupo de viroses patogénicas para
invertebrados, principalmente insetos. Ha relatos de infecgdes por baculovirus em
mais de 600 espécies de inseto, entretanto nenhum relato em plantas, mamiferos ou
outros vertebrados (WEIGHTMAN, 1999).
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Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae e sao reconhecidos dois
géneros: Nucleopolyhedrovirus e Granulovirus (van REGENMORTEL et al, 2000)
que sao diferenciados, quanto a sua estrutura, pelo tamanho de seus corpos de
oclusdo. Os Nucleopoliedrovirus (NPVs) produzem uma grande estrutura chamada
de poliedro, que contém muitos virions, enquanto que os Granulovirus (GVs) tém
pequenos corpos de oclusdao chamados de granulos, que geralmente contém um
unico virion (FUNK et al., 1997).

O tamanho do genoma para diferentes membros desta familia de virus pode
variar de 80 a 180 kbp, composto por um DNA circular de fita dupla (van
REGENMORTEL et al,. 2000). Segundo Ribeiro et al. (1998), o que caracteriza a
familia Baculoviridae é o nucleocapsideo helicoidal envolto por uma membrana. Esta
familia é muito importante em entomologia aplicada, pelo uso como bioinseticidas
virais, vetores de expressao de proteinas heter6logas e de terapia génica. O
capsideo em forma de bastonete, os nucleocapsideos dos baculovirus podem
acomodar, teoricamente, pode acomodar até 100.000 pares de base (pb) de DNA
adicionais, de inser¢des montadas de material genético de outros organismos
(POSSEE e ROHRMANN, 1997).

O género Nucleopolyhedrovirus (NPVs) induz a formacdo de poliedrose
nuclear (corpos de inclusdo em forma poliédrica), que contém numerosas particulas
virais no interior do poliedro (Figura 7).

A proteina principal que compde o poliedro € denominada poliedrina
(CASTRO et al., 1999; MARUNIAK, 1986), que corresponde a cerca de 95% do
conteudo protéico nos OB (“occlusion body” ou corpo de oclusdo) do baculovirus. Os
virus deste género podem conter apenas um nucleocapsideo por virion (Virus de
Poliedrose Nuclear Simples — SNPV) ou vérios nucleocapsideos por virion (Virus de
Poliedrose Nuclear Mudaltipla - MNPV). A espécie tipo do género
Nucleopolyhedrovirus é a Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(AcMNPV) com 133.894 pb (RIBEIRO et al., 1998; van REGENMORTEL et al,.
2000).
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Figura 7 - Fotografia de cultura de células BTI-Tn-5B1-4 infectadas como virus AcCMNPV. A seta
identifica ndcleos celulares cheios de poliedros.

1.5.1.1 Infecgao e replicagéo viral

Durante a replicacdo viral dos baculovirus, os virions podem assumir duas
formas bioquimica e morfologicamente distintas. Em uma delas o virion brota da
membrana citoplasmatica da célula hospedeira para o meio extracelular de forma
polarizada, sendo envelopado individualmente e € denominado “budded virus” (BV)
ou de “extracelular virus” (ECV). A outra forma é denominada “polyhedra-derived
virus” (PDV) ou de “occluded virus” (OV) e o virion adquire a membrana sintetizada
de novo no nudcleo da célula infectada, podendo ser encontrado mais de um
nucleocapsideo por virion, oclusos em cristais protéicos denominados corpos de
oclusdo (GRANADOS e WILLIAMS, 1986).

1.5.1.2 Expressao génica em baculovirus

A sintese de duas formas virais (BV -“budded virus” e OV - “occluded virus”)
durante a infeccdo celular é temporalmente regulada. Essa e tantas outras
transicdes durante o curso da infeccao sdo provavelmente reguladas pela expressao

de genes virais, onde 0s genes expressos em uma classe temporal regulam a
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expressao génica seguinte. Uma vez iniciado o processo de infecgcédo, a expressao
génica ocorre ordenadamente em cascata (O’'REILLY et al., 1992). Analogicamente
a sintese de proteinas virais, os RNA mensageiros virais também sao sintetizados
de uma maneira temporal em células infectadas (FRIESEN, 1997).

A expressdo de genes virais pode ser dividida em duas fases gerais: a
primeira (“early”), que ocorre até 7 horas pés-infeccao (hpi), antes da replicacdo do
DNA viral, e a segunda (“late”), que ocorre a partir do comec¢o ou apés a replicacao.
Durante a fase inicial da infecg¢éo, dois grupos de genes podem ser diferenciados: os
‘“immediate early” (IE) e os “delayed early” (DE). Os genes “late” também podem ser
subdivididos em genes “late” (L) e “very late” (VL), que sdo expressos a partir ou
apos o comeco da replicacdo do DNA viral (18 hpi em diante) quando ocorre a
sintese de proteinas envolvidas na oclusdo das particulas virais, como a poliedrina e
a p10, expressas em alta quantidade (O’REILLY et al., 1992; RIBEIRO et al, 1998).

A partir de 60 horas a lise celular ja pode ser observada.

1.5.1.3 Baculovirus como vetor de expressao

Os baculovirus tém sido largamente usados como vetores de expressao
génica desde 1980. Os primeiros relatos do uso de baculovirus como vetores de
expressao foram publicados por Smith et al. (1983) e Pennock et al. (1984), que
usaram o ACMNPV (O’REILLY et al., 1992).

Ribeiro e Crook (1998), relatam algumas vantagens para a utilizagdo do
sistema de expressdao de proteinas heterélogas, como por exemplo: a alta
especificidade dos baculovirus, 0 que torna o sistema seguro de ser utilizado;
existéncia de promotores fortemente ativos durante a fase tardia da infeccao (néo
interferindo no ciclo viral); altos niveis de expressao das proteinas heterdlogas;
facilidade de purificagcdo das proteinas heterblogas; capacidade para insercao de
grandes quantidades de DNA e a coexpressao de dois ou mais genes.

A expressao do gene estrangeiro é geralmente dirigida através do promotor
da poliedrina do virus Autografha californica nuclear polyhedrosis (AcNPV), o qual é
altamente transcrito durante o estagio tardio da infeccdo. O genoma circular de fita
dupla do AcNPV tem mais de 130 kpb com multiplos sitios de reconhecimento para

muitas endonucleases de restricdo. A proteina recombinante é freqlientemente
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expressada em altos niveis em larvas ou cultura de células de inseto infectadas
(LUCKOW e SUMMERS, 1988; MILLER, 1997; O’REILLY, 1992) e a proteina de
interesse é detectada por meio de varias técnicas, como a eletroforese em gel de
poliacrilamida, Western blotting, ensaios enzimaticos (RIBEIRO et al., 1998) e PCR.

A tecnologia para a construcdo de baculovirus € feita com base em
plasmideos de transferéncia (JARVIS, 1997), inserindo uma sequéncia codificando
uma proteina de interesse dentro de vetor de transferéncia. Apds a insercao do gene
de interesse no vetor plasmideal, esse é introduzido em células de inseto juntamente
com o DNA viral, e através da recombinacdo homdloga entre sequéncias virais no
vetor e o DNA viral, ocorrera troca do gene viral nao-essencial e o gene de interesse
presente no vetor. A freqiéncia de recombinantes é de 0,1%. A progénie é
usualmente selecionada por testes de placa, o qual pode levar de 4 a 6 semanas. O
clone recombinante é identificado por microscopia através do fenétipo distinto
(corpos de oclusao / occ) nas células infectadas (LUCKOW et al., 1993). Segundo
Kost et al. (2005) e Zhao et al. (2003), a selecao de virus recombinantes por testes
de placa é morosa e dificil de identificar quando se usa o fendtipo sem corpos
oclusos (sem poliedros = occ)).

Outra vantagem do sistema de expressao, baseado em baculovirus, é que
esses nao sao infecciosos a vertebrados (FEDERICI, 1997), assim, sao
considerados suficientemente seguros para manipulacdo e producao industrial de
proteinas de importancia biotecnoldgica. As aplicagdes dessas proteinas podem ser
citadas para uso na producdo de vacinas, montagem de testes de diagndstico,
analise tri-dimensional de estruturas protéicas, producao de bio-inseticidas (JARVIS,
1997; RIBEIRO et al., 1998), pesquisas bio-médicas entre outros.

Com o desenvolvimento de um método bacteriano de transposigcéo in vivo,
descrito pela primeira vez por Luckow et al. (1993) e mais tarde comercializado
como sistema “Bac-to-Bac® Baculovirus Expression Systems” (Invitrogen™),
eliminou a necessidade de fazer o isolamento de virus recombinantes por testes de
placa. Este método envolve transposicao sitio-especifica de um gene estrangeiro de
um plasmideo doador para um DNA baculovirus clonado, ou “bacmid” de tal forma
que 0 gene estrangeiro é controlado pelo promotor da poliedrina (LUCKOW et al.,
1993).
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1.5.2 Cultura de células de inseto

Com os avangos da tecnologia de cultura de células com o estabelecimento
de linhagens celulares de insetos e a andlise ultraestrutural por microscopia
eletrénica permitem estudos mais detalhados do processo de infec¢do in vitro e o
desenvolvimento de vaérias investigacbes sobre os mecanismos moleculares
envolvidos na replicagdo do baculovirus (CASTRO et al., 1999).

Uma linhagem celular de insetos foi desenvolvida por Granados et al. (1994),
denominada BTI-Tn-5B1-4 (Tn-5B1-4) (Figura 8). As células Tn5B1-4 tém morfologia
esférica e sao preparadas de ovos do lepddptero Trichoplusia ni petencente a familia
de insetos Noctuidae da ordem Lepidoptera, conhecida popularmente como lagarta
mede-palmo (Figura 9 A a D). Essas células tém como principal propriedade a alta

densidade de expressao de proteinas de baculovirus.

Figura 8 - Fotografia da monocamada de cultura celular de inseto BTI-Tn-5B1-4 (Tn-5B1-4).
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CABBAGE LOOPER
Trichopliisia ni

EGG

C. : D.

Figura 9 - Fotografias de Trichoplusia ni. a) ovo; b) larva; c) e d) adulto.

Fonte: Fotos A e C: Mau e Kessing (http://www.extento.hawaii.edu/kbase/crop/Type/trichopl.htm);
Foto B: Amaral, 2005 (http://www.olhares.com/218_trichoplusia_ni/foto340097.html);
Foto D: University of Florida Institite of Food and Agricultural Sciences
(http://creatures.ifas.ufl.edu/veg/leaf/cabbage_looper.htm)

1.5.3 Poliedrina, promotor e lacZ

Ao final do ciclo de replicacdo do baculovirus (JARVIS, 1997) o nucleo ocupa
o maior volume da célula infetada do hospedeiro e esta preenchido com poliedros. O
principal componente dos poliedros € uma proteina denominada poliedrina
(O'REILLY et al., 1992), que compreende pelo menos 25% da proteina total em
células infectadas com baculovirus durante a fase “very late” da infeccao (SMITH et
al., 1983). O desenvolvimento dos baculovirus como vetores de expressado se
fundamentou na propriedade de produzir grandes quantidades de poliedrina durante
a infeccao (JARVIS, 1997) sob o comando do promotor da poliedrina (polh), um
promotor muito forte e de tamanho pequeno (50 pb) que pode ser removido para
outros locais do genoma (O’REILLY et al., 1992).

A presenga do gene polh resulta em um fenétipo occ™, que é caracterizado

pela presenca de multiplos e grandes poliedros (corpos oclusos de poliedro) no
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nucleo de células infectadas. Se um gene ndo é essencial para a replicacdo em
cultivo celular, este gene pode ser funcionalmente inativado através da insercéo de
seqUéncias heter6logas dentro da regido codificadora usando métodos de
recombinacdo homologa (JARVIS, 1997). Geralmente sdo usadas as sequiéncias
heter6logas de um vetor de transporte carreando o gene /acZ, que se insere em uma
outra localizacdo no genoma viral durante a constru¢ao do vetor recombinante. O
gene lacZ é entdo retido no recombinante, e placas occ = serdo distinguiveis
visualmente na monocamada por sua cor azul (O’REILLY, 1992) quando incubadas
na presencga de um cromatégeno como indicador (POSSEE e ROHRMANN, 1997).

1.5.4 Plasmideos

Em decorréncia de sua simplicidade e curto tempo de gerar uma nova
progénie, a bactéria e, em especial a E. coli, ¢ um dos organismos mais estudados
em nivel celular. Genes bacterianos podem ser transferidos de uma bactéria para
outra. As células bacterianas tém trés mecanismos com os quais podem adquirir
genes de outras células da populacado bacterianas: conjugacao, transformacao e,
com a ajuda de virus, a transducao. A habilidade para tal é conferida pelos genes
contidos nos plasmideos bacterianos (ALBERTS et al.,, 1999), os quais séo
moléculas pequenas, circulares e de dupla fita de DNA que estdo separados do
cromossomo bacteriano.

A transformacdo é a capacidade das bactérias de assimilarem pequenos
fragmentos de DNA resultantes da morte e degradacdo de outras bactérias
presentes nos arredores. O DNA entra na célula vidvel e se incorpora no DNA
gendmico por recombinacdo homodloga (ALBERTS et al., 1999).

Plasmideos podem ser usados como transportadores (vetor) de um fragmento
de DNA estrangeiro a ser clonado (DNA recombinante) para dentro de um outro
organismo (transformagao em células E. coli competentes). Cada vez que a célula
se multiplica, o numero de copias da molécula de DNA recombinante também de
duplica (ALBERTS et al., 1999; LEWIN, 2000).

Fragmento de DNA de interesse a ser clonado, pode ser isolado e amplificado
pela PCR, e para facilitar a insercao deste DNA amplificado dentro de um vetor,

foram desenvolvidos métodos de clonagem usando como estratégia um plasmideo
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linear que possui, acrescido em seus dois sitios terminais de uma timidina (T)
(KNOCHE, 1999; KOBS, 1995). Existe comercialmente o vetor pGEM®-T
(Promega), um sistema conveniente para clonagem de produtos da PCR.

O Vetor pGEM®-T foi preparado através da digestao do vetor pGEM®-5Zf(+)
com EcoR V, acrescentando uma timidina (T) no 3" terminal em ambas extemidades
do vetor. Essas terminacdes 3'-T melhoram em muito a eficiéncia de ligacao de um
produto de PCR no plasmideo, evitando a recircularizagéo do vetor e provendo uma
ligacdo compativel de produtos de PCR gerado pela polimerase termoestavel (taq
DNA polimerase). Esta polimerase freqientemente adiciona uma Unica
deoxiadenosina (A), nas terminagdes 3  dos fragmentos amplificados (Manual
Técnico pGem®-T and pGem® —T Easy Vector Systems, 2003; Promega). Esses
vetores contém varios sitios de restricdo dentro da regido mdltipla de clonagem.
Esses sitios de restricdo liberam o inserto por digestdo com uma Unica enzima de
restricdo. O vetor pGem®-T Easy é flanqueado por sitios de reconhecimento duplo
para as enzimas de restricdo EcoR |, BstZ | e Not I.

Apés a clonagem dentro de vetor de transferéncia e de sua transformacéao em
células de E. coli o DNA recombinante é isolado por enzimas de restricdo e
subclonado em um vetor de expressao. Atualmente, existe disponivel no mercado
kits de clonagem que disponibilizam um plasmideo doador e células competentes
com o “bacmid” e um plasmideo helper inseridos em seu genoma (KOST et al.,
2005). Em 1993, Luckow e colaboradores desenvolveram um baculovirus
recombinante com sitio-especifico do transposon mediando a inser¢cdo de genes
estranhos ao genoma do baculovirus através da propagacdo em E. coli. Esses
conhecimentos levaram a producao do kit denominado “Bac-to-Bac® Baculovirus
Expression Systems” (Invitrogen™) (Kost, 2005). A sintese deste protocolo, consiste
em clonar o gene de interesse dentro do plasmideo doador pFastBac™
(Invitrogen™) e depois transforma-lo dentro de células competentes E. coli
DH10Bac™ (Invitrogen™), as quais contém o “bacmid” com um sitio marcado para a
mini-atfTn7 e o plasmideo helper. O elemento mini-Tn7 do plasmideo doador pode,
por transposicao, se ligar ao sitio mini-atfTn7 no “bacmid”, na presenca da enzima
transposase, fornecida pelo plasmideo helper. Colbnias bacterianas contendo o
“bacmid” recombinante sédo identificadas pela ruptura do gene da /lacZ. O DNA
recombinante de alto peso molecular é preparado de clones de colénias E. coli
selecionadas contendo o “bacmid” recombinante, e este DNA ¢é usado para
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transfectar células de inseto (Manual de Instrucdo “Bac-to-Bac® Baculovirus

Expression System”, 2002; Invitrogen™).

1.5.5 Transposicao

Genomas bacterianos contém trechos de DNA denominados elementos de
transposicao (transposons), que podem mover-se de um lugar para outro no genoma
de seus hospedeiros através da enzima transposase. Alguns transposons possuem
promotores de transcricdo e quando se posicionam préximo de um gene podem
interferir na expressao em diferentes niveis ou diferentes controles celulares. Esse
movimento cria mudancas nos genomas hospedeiros e fornece outra fonte de
variacao genética (ALBERTS et al., 1999; LEWIN, 2000).
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Figura 10 - Esquema da producao da glicoproteina gE do VDA.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 CELULAS

Para propagar e titular o virus da doenca de Aujeszky (VDA) foram utilizadas
células de linhagem Swine Kidney (SK-6 ou fibroblastos de rim de suino), cultivadas
com meio de cultura Ham F 10 (Cultilab) e meio 199 (Cultilab) suplementado com
5% de Soro Fetal Bovino (SFB; Cultilab), garamicina (sulfato de gentamicina;
Schering-Plough) concentracéao final 50 ug/ml e anfotericina B (Fungizon®; Bristol-
Myers Squibb) concentragdo final 3,5 ug/ml. As células foram multiplicadas a cada
72 horas segundo métodos usuais do laboratério de sanidade da Embrapa Suinos e
Aves, em Concérdia, SC.

2.2 AMOSTRAS DE ViRUS DA DOENCA DE AUJESZKY

Foram utilizadas amostras de herpesvirus suino pertencente ao banco de
microrganismos virais do setor de virologia do laboratério CEDISA e da Embrapa
Suinos e Aves, em Concérdia (SC), amostras estas representativas do virus da
doencga de Aujeszky (VDA), isolados de campo em Santa Catarina, identificados sob
0s numeros de protocolo 0261/83 e 006/90 (Embrapa Suinos e Aves) e 1955/02
(CEDISA). Os estoques de virus foram titulados seguindo métodos usados na rotina
nesses laboratérios (ROWE e ROMERO, 1986), sendo os titulos calculados pelo
método de Spearman e Karber (LORENZ e BOGEL, 1973).

2.3 EXTRAGAO DE DNA GENOMICO VIRAL

Cultivo celular infectado com VDA foi submetido a extracdo de DNA pelo
método da proteinase K (SAMBROOK et al, 1989). As amostras virais utilizadas
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neste estudo foram mantidas com poucas passagens in vitro (entre 5 e 10
passagens), com titulo ndo inferior a 10° TCIDso. O virus foi multiplicado em células
SK-8, cultivadas em garrafas de 150 cm? (30-40 x10° células). Quando os cultivos
celulares apresentavam cerca de 90% de efeito citopatico (ECP), o conteudo das
garrafas foi colhido e clarificado por centrifugagéo a 2.000 x g por 20 minutos a 4 °C
para separacao das células. O sobrenadante foi, entdo, recuperado em um novo
tubo e congelado a —70 °C ou imediatamente ultracentrifugado através de um
colchdo de sacarose. Para o preparo do DNA de cada uma das cepas virais, foram
utilizados dois tubos de ultracentrifuga. Cada tubo recebeu um volume de 27 ml do
sobrenadante viral e 3 ml da solucao de sacarose 25%. Apds equilibrar os tubos em
balanca, o material foi ultracentrifugado a 110.000 x g por 3 horas a 4 °C, para
concentracao dos virus presentes no sobrenadante. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e para permitir que todo o excesso de liquido saisse do tubo, este foi
posicionado invertido sobre papel toalha absorvente. O material de cada tubo,
sedimento viral, foi, entdo, ressuspendido em 100 ul de tampdo TNE (pH 7,4)
(ANEXO F). Posteriormente foi feito um ‘pool’ dos dois tubos de cada cepa viral e
transferido para um microtubo novo de 1,5 ml, totalizando 200 ul de TNE e
sedimento viral. O material foi incubado com 1 ul de proteinase K (20 mg/mi;
BioLabs) e 20 ul de SDS (dodecil sulfato de s6dio) 10% por 1 hora a 37 °C, sob
agitacao leve constante. Apds a incubacao, o material foi submetido a extracado com
200 ul de fenol (“UltraPure™ Phenol”; Invitrogen™) (pH 8.0), com a adicao de NaCl
até a concentracao final de 0,3 M (~7 ul a 5 M). O material contido no tubo foi
homogeneizado sob agitacdo leve em temperatura ambiente por 5 minutos e
centrifugado a 12.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para tubos
novos, os acidos nucléicos precipitados com a adicao de 550 ul de etanol absoluto
gelado (—20 °C) e incubado durante uma hora a —20 °C. A amostra de DNA foi
recuperada por centrifugacdo a 12.000 x g a 4 °C por 45 minutos. O etanol foi
descartado, o “pellet” lavado com etanol 70% gelado e centrifugado a 12.000 x g por
5 minutos. O etanol 70% foi desprezado, e o “pellet” de DNA viral foi desidratado a
temperatura ambiente e ressuspendido em 50 ul de tampao estéril TE-RNase (pH
8,0) (ANEXO F). O DNA foi mantido a 4 °C ou armazenado em ultracongelador a —
70 °C.
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2.3.1 Teste da qualidade e quantidade do DNA genbémico

Para testar a qualidade das amostras de DNA genémico produzido, 5 pl de
cada DNA VDA produzido foi digerido com enzima de restricdo BamH |, para uma
reacao final de 15 pl. Uma aliquota de 8 pl da digestao foi analisada por eletroforese
em gel de agarose 0,8% a 90 volts por 1 hora em cuba horizontal com tampao TAE
(ANEXO F). O gel foi corado com brometo de etideo (5 pug/ml; Sigma) (ANEXO F) e
visualizado sob luz ultravioleta (UV). Uma aliquota de 1,5 pyl do DNA VDA néao
digerido também foi incluida na eletroforese como marcador e para avaliar a
concentragdo da amostra de DNA. A medigdo da altura das bandas foi conferida
com o uso de 3,5 pl do marcador de 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen™) diluido 1:5
(ANEXO F).

2.4 REACOES EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

2.4.1 Desenho dos iniciadores da sequiéncia do gene gE do VDA

Com o objetivo de amplificar toda regido codificadora da glicoproteina E (gE)
das amostras de VDA, foram desenhados dois jogos de iniciadores (“primer”). Uma
seqUéncia da gE do virus da doenca de Aujeszky registrada no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) com numero de acesso AY249861 (HYUN et
al., 2003) (ANEXO A) foi utilizada para obter as seqiéncias de “primers”, que foram
desenhados com o auxilio do professor Dr. Bergmann Morais Ribeiro, do Laboratério
de Microscopia Eletrénica e Virologia, departamento de Biologia Celular da
Universidade de Brasilia, DF (UnB). Depois de desenhados, as seqiéncias dos
“primers” foram alinhadas e submetidas & andlise por BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Foram desenhados duas sequéncias de
iniciadores, o “primer forward” (PF) com sitio de restricdo EcoR | (GGATTC) (5'-
cacaccggggttqgaattccatgc-3') e um “primer reverso” (PR) com sitio de restricao
BamH | (GGATCC) (5'-gaccqgatcccccggtatttaage-3') correspondente a regido do
genoma do PRV 123483 a 125253, totalizando 1771 nucleotideos, referente a todo o
gene da gE adicionada de mais alguns oligonucleotideos que antecedem e finalizam
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a gE com a insergao dos sitios de restricao (ANEXO B). As sequéncias dos “primers”
foram preparadas pela XX IDT®® Integrated DNA Technologies, Inc (Dialab
Diagnostics, SA).

2.4.2 Padronizacéao do protocolo da PCR que amplificou toda a gE do VDA

A PCR foi realizada em aparelhos termocicladores e com o volume final de 50
ul por tubo, que continha 10% de tampao da enzima Taq DNA polimerase (50 mM
KCL; 20 mM Tris-HCI, pH 8,4), 40 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTPs
(deoxinucleotideo), 5% de glicerol (v/v), 50 pmoles de cada “primer”, 2,5 unidades
de Tag DNA polimerase recombinante (Invitrogen™), 100 ng do DNA viral e agua
estéril gsp 50 pl. As reacdes foram inicialmente submetidas a um passo de
desnaturacao (95 °C, 4 minutos) e anelamento (56 °C, 1:30 minutos) e, s6 entao, foi
acrescido a cada reacao a Taqg DNA polimerase e seguida de uma extensao (72 °C,
2 minutos). Apds, procedeu-se cinco ciclos de desnaturacdo (95 °C, 1 minuto);
anelamento (58 °C, 1:30 minutos) e extensao (70 °C, 2 minutos) e 30 ciclos de
desnaturacao (95 °C, 1 minuto); anelamento (60 °C, 1:30 minutos) e extensao (72
°C, 2 minutos). Apés os 30 ciclos, as reacdes foram submetidas um ciclo final de
extensdo a 72 °C por 10 minutos.

Ao final das reacdes no termociclador, uma aliquota de 8 ul foi separada de
cada reacgao de 50 ul, que foram imediatamente testadas por eletroforese em gel de
agarose 0,7% a 90 volts por 1 hora em cuba horizontal com tampao TAE. O gel foi
corado com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta (UV). A medigcédo da
altura das bandas foi conferida com o uso de 3,5 pl do marcador de 1 Kb DNA
Ladder (Invitrogen™) diluido 1:5 (ANEXO F).

As reacdes da PCR com a gE amplificada foram reunidas em um “pool” e
imediatamente purificadas para serem posteriormente clonadas com o vetor de

clonagem.

2.4.2.1 Purificacao das reacdes da PCR que amplificaram a gE do VDA
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As reacoes da PCR gE amplificadas foram purificadas utilizando o kit
“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), conforme as orientagdes
do fabricante. Um e meio microlitros de cada DNA purificado foi imediatamente
analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% como descrito anteriormente,
para verificar sua qualidade e concentracdo, para em seguida serem usados na
ligacdo com o vetor de clonagem. Meio microlitro do DNA pGem®-T Easy (Promega)
(ANEXO C) também foi analisado.

2.5 PREPARO DE CELULAS COMPETENTES

Células de Escherichia coli DH50™ (Invitrogen™) e DH10Bac™
(Invitrogen™) foram empregadas nos procedimentos de clonagem como
hospedeiras para os plasmideos usados no trabalho. Para torna-las competentes e,
portanto prontas para usa-las na transformacdo dos produtos da ligacdo vetor-

inserto, foram seguidos os seguintes procedimentos:

2.5.1 Preparo de células competentes Escherichia coli com cloreto de calcio (CaCly)
- Adaptado de Sambrook et al. (1989).

As bactérias Escherichia coli DH50™ armazenadas em glicerol a =70 °C
foram semeadas por esgotamento em meio agar Luria Bertani (LB) (ANEXO F) sem
antibiéticos e incubadas a 37 °C por aproximadamente 18 horas (durante a noite).
Foram transferidas 4 a 5 coldnias isoladas de E. coli de 1-2 mm, semeadas no dia
anterior em placa agar LB, para um tubo contendo 1 ml de meio LB liquido sem
antibiéticos, que foi homogeneizado com o “Vortex” em moderada velocidade para
dispersar bem as bactérias. O conteudo do tubo foi transferido para um frasco
Erlenmeyer de 1 litro contendo 50 ml de meio LB sem antibiético e incubado a 37 °C
por 3 horas sob agitacdo constante de 200 x rpm até que atingisse uma densidade
optica (DO), medida em espectrofotdbmetro sob o comprimento de onda de 600

nanémetros (DOgqp), de 0,4 — 0,6. Foi adicionado 50 ml de meio LB pré-aquecido a

37 °C sem antibioticos e novamente a cultura foi incubada a 37 °C sob agitacao



58

constante de 200 x rpm até que o crescimento bacteriano atingisse uma DOgoo de
0,6 (cerca de 30 minutos de incubagao).

Os cultivos de 100 ml do crescimento bacteriano foram divididos em dois
tubos de centrifuga e mantidos em banho de gelo por 10 minutos para baixar a
temperatura da cultura para 0 °C. Apoés isso, as células foram recuperadas por
centrifugacéo a 2500 x g por 10 minutos a 4 °C. Cuidadosamente, o sobrenadante
de cada tubo foi descartado e o “pellet” celular de cada tubo foi ressuspendido em
50 ml de cloreto de magnésio (Mg Cl,) 100 mM gelado (ANEXO F). Posteriormente,
as células foram novamente centrifugadas (2500 x g por 10 minutos a 4 °C). O
sobrenadante foi descartado, o “pellet” celular de cada tubo foi ressuspendido em 25
ml de Mg Cl, 100 mM gelado e as células ressuspendidas foram reunidas em um
unico tubo o qual foi novamente centrifugado, conforme ja descrito acima.
Descartou-se, entao, o sobrenadante e o “pellet” foi gentilmente ressuspendido em 5
ml de Mg Cl> 100 mM gelado e incubado em banho de gelo durante 15 minutos.
Adicionou-se, lentamente gota-a-gota, 2,5 ml de glicerol 70% estéril gelado, sob
agitacao constante do frasco em banho de gelo. As células foram envasadas em
criotubos (200 pl/criotubo) e rapidamente congeladas em nitrogénio liquido. Apds o

congelamento, as ampolas com as células foram estocadas a —70 °C.

2.5.2 Preparo de células competentes Escherichia coli com cloreto de rubidio
(RbCl») - Adaptado de Glover (1984).

As bactérias Escherichia coli DH10Bac™ armazenadas em glicerol a —70 °C
foram semeadas por esgotamento em meio agar LB sem antibiéticos e incubadas a
37 °C por aproximadamente 18 horas. O in6culo foi obtido ao utilizar uma colbénia
bem isolada da placa de agar LB acima citada em 7 ml de meio SOB (ANEXO F)
sem antibibticos, que foi incubado a 37 °C por 18 horas (durante a noite). Os 7 ml
cultivados foram utilizados como inéculo em 250 ml de meio SOB sem antibiéticos
acondicionados em um frasco Erlenmeyer de 1000 ml. A cultura foi incubada a 37 °C

sob agitacao constante de 200 x rpm até que atingisse uma densidade celular de 4 a
7 x 107 células por ml (cerca de 4 a 5 horas de incubagéo). A densidade celular foi
medida em espectrofotdbmetro sob o comprimento de onda de 600 nandmetros
(DOgnp) de 0,4 a 0,7.
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Os 250 ml do crescimento bacteriano foram divididos em tubos de centrifuga
de 50 ml e mantidos em banho de gelo por 10 minutos para baixar a temperatura da
cultura para 0 °C. Em seguida, as células foram recuperadas por centrifugacado a
1000 x g por 15 minutos a 4 °C. Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado e o
“pellet” celular de cada tubo foi ressuspendido com 4 ml da solu¢gdo RF1 (pH 5,8)
(ANEXO F) gelada, totalizando 20 ml da solugao. O volume celular ressuspendido foi
reunido em um unico tubo, o qual foi mantido em gelo por 15 minutos. Apds essa
incubagédo em gelo, as células foram novamente centrifugadas a 1000 x g a 4 °C por
15 minutos. O sobrenadante do tubo foi descartado e o “pellet” celular foi
cuidadosamente ressuspendido em 10 ml da solucdo RF2 (pH 6,8) (ANEXO F)
gelada e incubada em gelo por 15 minutos.

As células foram envasadas em criotubos (200 pl/criotubo) e rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido. Apds o rapido congelamento, as ampolas com as
células foram estocadas a —70 °C.

2.6 TRANSFORMACAO DE CELULAS COMPETENTES - CLONAGEM E
SUBCLONAGEM

Cepas de E. coli DH5a™ competentes foram transformadas para as
clonagens com os vetores pGem®-T do kit “ pGem®-T Easy Vector Systems”
(Promega) e pFastBac™1 do kit “Bac-to-Bac® Baculovirus Expression Systems”
(Invitrogen™). Foi utilizado ampicilina [50 mg/ml] (USB) no meio LB liquido e agar

LB para uma concentragao final de 100 pg/ml.

2.6.1 Clonagem do inserto gE.VDA e do vetor pGem®-T Easy

O “pool” dos produtos das reacdes da PCR (sequiéncias gE amplificadas) foi
purificado com o kit “Wizarda® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega) e
ligado ao plasmideo de clonagem pGem®-T Easy (Promega) através da enzima
T4DNA ligase (Promega). Todas as reacoes foram feitas durante 20 horas a 4 °C,
seguindo as condi¢des indicadas pelo fabricante da enzima ligase. Foram feitas ao

todo quatro ligacdes: duas ligacdées de inserto com vetor com taxa molar de 5:1 e
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2:1; uma ligacao com o DNA controle positivo do kit e uma ligacdo usando somente
o plasmideo pGem®-T Easy.

Um volume de 2,5 ul da ligagdo foi adicionado a um tubo novo estéril de
polipropileno (17 x 100 mm), devidamente identificado e mantido no gelo. Ampolas
com 200 ul de células competentes E. coli DH5a™ foram retiradas do
ultracongelador —70 °C e imediatamente acondicionadas em banho de gelo. Cem
microlitros dessas células foram passados para cada um dos tubos com a ligagéo.
Como controle das transformacgdes foram também transformadas somente células
competentes DH-50™ e plasmideo pGem®-T Easy. As transformacdes foram
mantidas em banho de gelo durante 20 minutos.

Um choque térmico durante 45 segundos em banho-maria a 42 °C foi
realizado, ao que se seguiu nova incubacao em banho de gelo durante dois minutos.
Posteriormente, foram adicionados 900 ul de meio SOC (ANEXO F) as células
transformantes contendo a ligacao e os tubos foram incubados a 37 °C sob agitagéo
constante de 200 x rpm durante 60 a 90 minutos. Apos a incubacao, 100 ul das
transformacdes inserto/vetor foram diretamente plagueadas em agar LB com
ampicilina e os demais 900 ul das células foram peletizadas sob centrifugacao a
1000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado, o ‘pellet’ ressuspendido em
200 ul de meio SOC e 100 ul foi plagueado (semeado), em duplicata, em placas
agar LB contendo ampicilina (concentracao final 100 ug/ml). As placas foram
incubadas a 37 °C por 16 a 24 horas. As transformagdes sem ligagbes, somente
com células competentes, foram plaqueadas em agar LB com e sem ampicilina. A
transformacao somente com plasmideo circular foi plagueada em agar LB com
ampicilina 100 ug/ml (ANEXO F).

2.6.1.1 Isolamento do DNA plasmideal recombinante (minipreparacéo) - Adaptado de
Sambrook et al. (1989).

Colbnias crescidas isoladamente foram selecionadas e inoculadas em 3 ml de
meio LB com ampicilina (concentracéo final 100 ug/ml) acondicionados em tubos
estéreis de polipropileno de 15 ml. A incubacéo foi conduzida a 37 °C sob agitacao
(200 x rpm) durante 18 horas. Dos tubos com crescimento bacteriano foram

separados 1,5 ml deste crescimento e acondicionados em tubos de centrifuga de 2
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ml, os quais foram centrifugados a 5000 x g por 1 minuto a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado, o “pellet” celular foi ressuspendido com 100 ul da Solucdo | (ANEXO F)
gelado e homogeneizado com “Vortex”. Acrescentou-se 200 pl da Solugao I
(ANEXO F), homogeneizou o conteudo do tubo cuidadosamente invertendo o tubo 5
a 6 vezes. Em seguida, foram adicionados 150 pl da Solucao Il (ANEXO F) gelada e
os tubos foram invertidos 3 a 5 vezes com cuidado para nao romper o lisado. Os
tubos foram incubados no gelo por 3 a 5 minutos e centrifugados a 12.000 x g por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado em tubos limpos e o DNA plasmideal
foi extraido com 220 ul de fenol re-equilibrado com TE (pH 8,0) e 220 ul de
cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados com “Vortex” por 20 segundos e
novamente centrifugados 12.000 x g por 5 minutos a 4 °C. A fase superior foi
recuperada em tubos novos estéreis e entdo precipitada com 900 ul de etanol
absoluto na temperatura ambiente. Os tubos foram homogeneizados com “Vortex”,
incubados por 2 minutos e centrifugados a 12.000 x g por 5 minutos a 4 °C. Os
“pellets” foram lavados com 1000 ul de etanol 70% gelado. Os tubos foram
homogeneizados com “Vortex” e centrifugados 12.000 x g por 5 minutos a 4 °C. O
etanol foi descartado, o “pellet” desidratado a temperatura ambiente e ressuspendido
em 50 ul de TE (pH 8,0) com RNase (USB) (20 ug/ml) (ANEXO F). As amostras de
DNA em suspenséo foram incubadas a 37 °C por 10 minutos e agitadas no “Vortex”,
para produzir uma suspensdao homogénea de DNA, incubadas em temperatura
ambiente e finalmente armazenadas a —20 °C. Uma aliquota de 4 ul foi separada
para ser testada por eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampao TAE,

conforme ja descrito anteriormente.

2.6.1.2 Analise do DNA plasmideal recombinante pGem-gE.VDA com enzimas de
restricao

As amostras de DNA eletroforisadas que apresentaram bandas no peso
molecular compativel com o esperado (~4800pb) foram digeridos com a enzima
EcoR | (Promega) para conferir se produziam duas bandas, uma com
aproximadamente 1771 pb (inserto gE.VDA) e outra com 3015 pb (vetor pGem®-T
Easy). Dois microlitros de DNA foi digerido com EcoR | para uma digestao final de

15 ul durante trés horas a 37 °C. A digestao foi analisada por eletroforese em gel de
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agarose 0,7%, conforme ja citado anteriormente, com a aplicacao de 6 ul de cada
digestdo com a enzima EcoR |. Para controle da digestdo foram também digeridos
DNAs transformante vazio (controle negativo), do pGem®-T Easy (somente 0,5 ul) e
do vetor pBlueScript® Il (Stratagene).

O cultivo bacteriano contendo o clone recombinante pGem-gE.VDA foi
propagado num volume maior de meio LB com ampicilina e depois foi armazenado

com glicerol a —70 °C.

2.6.1.2.1 Liberagéo do fragmento gE.VDA

Vinte microlitros do recombinante DNA pGem-gE.VDA foi digerido com EcoR |
para uma digestao final de 50 ul durante trés horas a 37 °C. A digestao foi analisada
por eletroforese em gel de agarose 0,7%, conforme ja citado anteriormente, com a
aplicacado de 2 ul de cada digestdao com a enzima EcoR |. Apds confirmada a total
digestdo do clone a reacédo restante foi precipitada e recuperada em gel de agarose
LMP (Low Melting Point; Invitrogen™) 1% em TAE com voltagem de 10 volts
durante 24 horas a temperatura de 4 a 8 °C. O fragmento de altura aproximada de
1,8 kb liberado foi extraido do gel, purificado com o kit “Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System” (Promega) e antes de ser subclonado, o DNA recuperado foi
analisado quanto sua qualidade e concentragédo em gel de agarose.

2.6.1.2.2 Digestao do fragmento gE.VDA com a endonuclease de restricdo Bsr | e
analise eletroforética da gE digerida

A sequéncia da gE.VDA amplificada com os dois sitios de restricdo (EcoR | e
BamH 1) clonada teve seu mapa de restricdo analisado no programa NEBcutter V2.0
(New England BiolLabs inc) (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). A enzima
Bsr | possui um sitio na sequiéncia da gE do VDA.

Uma aliquota de 5 ul da sequéncia da gE.VDA liberada apéds a clivagem com
a enzima de restricdo EcoR | foi digerida com a enzima de restricao Bsr | (sequéncia
5 ..ACTG'GN...3"; BioLabs) para uma digestao final de 15 pl durante trés horas a
65 °C. Também foram digeridos DNAs do subclone pFastBac-gE.VDA e do

pFastBac™1, que serviram como controle. Apds a digestdo uma aliquota de 2 ul da
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digestao foi testada por eletroforese, conforme ja descrito. Amostras de DNAs néo

digeridos também foram usados como controle na eletroforese.

2.6.2 Subclonagem do fragmento gE.VDA e do vetor doador pFastBac™1

2.6.2.1 Digestao do plasmideo doador pFastBac™1

O plasmideo de expressao foi linearizado por digestdo com a enzima EcoR |
para posterior clonagem com a gk do VDA.

Setecentos e cinqlienta microgramas (1,5 ul) do DNA plasmideal pFastBac™1
foi digerido com EcoR | para uma digestao final de 30 ul durante trés horas a 37 °C.
Uma aliquota de 3 ul foi separada para posterior analise. Depois da digestdo, o
plasmideo foi defosforilado com 5 unidades de fosfatase alcalina (Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase — CIAP [20 U/ul]; Invitrogen™) durante 30 minutos a 37 °C ao
que se seguiu a inativacdo da enzima CIAP por extracao organica com igual volume
de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). O DNA foi entdo precipitado com 0,1
volume de acetato de sodio 3 M e 2,5 volumes de etanol absoluto e depois
ressuspendido em 22 ul de TE (pH 8,0). Uma aliquota de 2 ul do DNA plasmideal
tratado foi separada e analisada quanto sua qualidade e concentracdo em gel de

agarose 0,8%, conforme ja anteriormente descrito.

2.6.2.2 Transformacao da gE.VDA e do vetor pFastBac ™1

O fragmento totalizando 1778 pb, resultado da digestdo do clone pGem-
gE.VDA com EcoR | foi ligado ao vetor de expressao pFastBac™1 (kit “Bac-To-Bac®
Baculovirus Expression Systems”, Invitrogen™) com 4775pb (ANEXO E).

A ligacdo do fragmento gE.VDA com o vetor de expressdo pFastBac™1,
linearizado no sitio de clonagem da enzima EcoR |, foi feita com a enzima T4DNA
ligase (Invitrogen™) durante 20 horas a 14 °C. Todas as reagdes foram feitas
seguindo condi¢des indicadas pelo fabricante da enzima ligase. Foram feitas ao todo

quatro ligacdes de 20 ul cada: trés ligacoes de inserto com vetor com taxa molar de
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16:1, 12:1 e 8:1 e uma ligacdo usando somente o plasmideo pFastBac™1, como
controle da ligacao.

Ampolas com 200 pl de células competentes E. coli DH5a™ foram retiradas
do ultracongelador —70 °C e imediatamente acondicionadas em banho de gelo. Cem
microlitros dessas células foram passados para seis tubos novos estéreis de
polipropileno (17 x 100 mm), devidamente identificados e mantidos no gelo. Foram
adicionados aos 100 ul de células competentes 3 ul de cada ligacdo. Como controle
das transformagdes foram também transformadas somente células competentes DH-
5a e plasmideo circular pFastBac™1. As transformacdes foram mantidas em banho
de gelo durante 60 minutos.

Os demais procedimentos foram realizados como descritos anteriormente.

2.6.2.2.1 Isolamento do DNA plasmideal recombinante pFastBac-gE.VDA
(Minipreparacao) - Adaptado de Sambrook et al. (1989).

Colbnias crescidas isoladamente foram selecionadas e inoculadas em 3 ml de
meio LB com ampicilina (USB) (concentragéo final 100 pug/ml) acondicionados em
tubos estéreis de polipropileno de 15 ml. A incubacdo foi conduzida a 37 °C sob
agitacao a 200 x rpm durante 18 horas. O preparo do DNA plasmideal foi conduzido
seguindo procedimentos de minipreparacao adaptado de Sambrook et al. (1989),

conforme ja descrito anteriormente.

a) Andlise do DNA plasmideal recombinante pFastBac-gE.VDA com enzimas de
restricao

As amostras de DNA analisados por eletroforese que apresentaram bandas
na altura compativel com o esperado (~6550pb) foram digeridas com EcoR | para
conferir se liberavam duas bandas, uma de aproximadamente 1778 pb (inserto
gE.VDA) e outra de 4775 pb (vetor pFastBac™1) e se inserto estava na orientacéao
correta dentro do plasmideo (sentido horario). Digestdes com a endonuclease BamH
| também foram realizadas.

Quatro microlitros de DNA foi digerido com a enzima BamH | (BioLabs) e com

a enzima EcoR | para uma digestao final de 30 ul a 37 °C durante uma e trés horas
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(BamH | e EcoR I, respectivamente). A digestao foi analisada por eletroforese em gel
de agarose 0,7%, conforme ja citado anteriormente, com a aplicacao de 6 ul de cada
digestdo. Para controle da digestdo foram também digeridos DNAs transformantes
vazios € DNA do pFastBac™1.

O crescimento bacteriano com o subclone recombinante pFastBac-gE.VDA foi
cultivado em um volume maior de meio LB com ampicilina e depois foi armazenado

com glicerol no ultracongelador a —70 °C.

2.7 TRANSPOSICAO DO DNA RECOMBINANTE pFASTBAC-ge.VDA COM O
“‘BACMID” ATRAVES DA TRANSFORMAGCAO DE CELULAS COMPETENTES
E. coli DH10BAC™

Apés a analise através da eletroforese em gel de agarose para observar a
qualidade e a concentracdo do DNA recombinante, este foi diluido (1:30) em tampao
TE (pH 8,0) e 3 ul foram usados para transformar células competentes DH10Bac™.
Como controle da transposicao, foi usado o plasmideo controle pFastBac™-Gus
diluido (1:8) em tampéao TE (pH 8,0).

Um volume de 3 ul do DNA recombinante diluido 1:30 foi adicionado a um
tubo novo estéril de polipropileno (17 x 100 mm), devidamente identificado e mantido
no gelo. Ampolas com 200 pl de células competentes DH10Bac™ foram retiradas do
ultracongelador —70 °C e imediatamente acondicionadas em banho de gelo. Cem
microlitros dessas células foram passados para cada um dos tubos com os 3 ul do
DNA recombinante. Como controle das transformacées foram também
transformadas somente células competentes DH-10Bac™ e 2 ul do pFastBac™-Gus
diluido 1:8.

As transformagbes foram mantidas em banho de gelo durante 30 minutos.
Apoés, foi realizado o choque térmico, em banho-maria a 42 °C, durante 45
segundos, ao que se seguiu nova incubacdo em banho de gelo durante dois
minutos. Posteriormente, foram adicionados 900 wl de meio SOC (ANEXO F) as
células transformantes e os tubos foram incubados a 37 °C sob agitagdo constante
de 200 x rpm durante 4 horas. Apds o periodo de incubacédo, cada transposicao foi
diluida com meio SOC 10" e 1072 (i.e., 100 ul da transposicdo em 900 pl de meio

SOC = 10", e deste para a diluicdo base 10 seguinte). Cem microlitros de cada
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diluicao foi plagueado em agar Luria (ANEXO F) com antibio6ticos e X-gal/IPTG, e em
duplicata . As placas agar Laria (ANEXO F) foram preparadas com antibiéticos (50
ug/ml de kanamicina, 7 ug/ml de gentamicina, 10 ug/ml de tetraciclina) e com X-gal
(20 pg/ml; USB) (ANEXO F) e IPTG (40 pg/ml) (ANEXO F). A transformacao
somente com células DH10Bac™ foram plaqueadas em agar Luria com e sem
antibiodticos. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas.

2.7.1 Selegao dos “bacmid” recombinantes pelo fendtipo das coldnias bacterianas

Colbnias brancas contendo o “bacmid” recombinante (subclone pFastBac-
gE.VDA dentro do “bacmid”) foram selecionadas para o isolamento do DNA
recombinante. Para confirmar o fenétipo das colénias, elas foram re-semeadas em
placa agar Luria com antibiéticos e X-gal/IPTG. As colénias que cresceram isoladas
e que confirmaram o fenétipo branco foram colhidas assepticamente e inoculadas
em 3 ml de meio LB contendo antibiéticos (kanamicina, gentamicina e tetraciclina) e
incubadas a 37 °C por 18 horas.

Uma colénia azul da transposicao (clone vazio) e uma colénia do pFastBac™-
Gus (DNA controle da transposicao e da co-transfeccao) também foram colhidas e
tiveram o DNA isolado para serem usados como controles.

2.7.1.1 Isolamento do DNA recombinante “bacmid” — Isolamento de plasmideos
grandes (>100 kb)

Transferiu-se 1,5 ml do cultivo do DNA recombinante “bacmid” para um tubo
de microcentrifuga. O “pellet” celular foi recuperado por centrifugagdo a 8000 x g por
1 minuto a 4 °C e adicionou-se 300 pl de Solucdo I-G (ANEXO F). O conteudo foi
cuidadosamente homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos.
Em seguida, foram adicionados, lentamente, 300 ul de acetato de potassio 3 M (pH
5,5) a 4 °C. Durante a adicdo do acetato gelado um espesso precipitado branco de
proteina e DNA gendmico de E. coli foi se formando. Os tubos com as amostras
foram incubados no gelo por 5 a 10 minutos e entdo centrifugados por 10 minutos a
14.000 x g. O sobrenadante recuperado, sem nenhum traco de material precipitado

branco, foi cuidadosamente transferido para tubos limpos contendo 800 ul de
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isopropanol absoluto. O material foi gentilmente misturado por inversdo cuidadosa
dos tubos (5 a 6 inversdes) e depois incubados no gelo por 5 a 10 minutos. Apds
esta incubacdo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 14.000 x g em
temperatura ambiente.

O sobrenadante dos tubos foi descartado e ao “pellet” foram adicionados 500
ul de etanol 70%. Os tubos foram invertidos varias vezes e foram novamente
centrifugados por 5 minutos a 14.000 x g em temperatura ambiente. Com muito
cuidado, o sobrenadante foi totalmente removido. Os tubos foram mantidos abertos
sobre a bancada, durante 10 minutos, para permitir que os “pellets” secassem ao ar,
para posteriormente serem cuidadosamente ressuspendidos em 40 ul de TE (pH
8,0).

Antes de ser armazenado a —-20 °C, uma aliqguota do DNA plasmideal

recombinante foi separada para ser testada em gel de agarose e PCR.

2.7.1.2 Analise do DNA recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA

2.7.1.2.1 Analise do DNA por eletroforese em gel de agarose

Cinco microlitros do DNA recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA foi testado
em gel de agarose 0,5% em tampao TAE a 23 volts durante 12 horas. O gel foi
corado com brometo de etideo (0,5 ug/ml) e as bandas visualizadas sob luz UV. A
amostra do DNA da col6nia azul da transposicao (clone vazio) e a amostra do DNA
da colénia do pFastBac™-Gus (Invitrogen™) (DNA controle da transposicao)
também foram testados como controles.

Neste mesmo gel de agarose foi analisado, também, a concentracdo dos

DNAs para posterior uso na co-transfeccao.

2.7.1.2.2 Analise do DNA por PCR

O DNA recombinante bacmid-gE.VDA foi testado em reagdes de PCR usando
os mesmos “primers” (PF.gE sitio EcoR | e PR.gE sitio BamH |) e as mesmas

condicOes utilizados para amplificar a glicoproteina g do VDA. Também foram
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testados DNA do pFastBac™-Gus e o DNA de uma colénia azul (clone vazio, sem

inserto) previamente co-transfectada como controle negativo.

2.8 CO-TRANSFECCAO DE CELULAS DE INSETO COM O RECOMBINANTE
BACMID.pFASTBAC-gE.VDA

2.8.1 Preparo de placas de 35 mm com células de inseto

Células de Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4) em cultura (GRANADOS et al.,
1994) foram usadas neste experimento. As células foram mantidas em meio TC-100
(Gibco-BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab) e
incubadas a 27 °C.

Uma garrafa de 25 cm? contendo células de inseto BTI-Tn5B1-4 com 4 dias
de cultivo foram ressuspendidas em aproximadamente 6,5 ml de meio. Placas de 35
mm de didmetro receberam 1,5 ml de meio TC-100, suplementado com 10% SFB e
0,5 ml (6x10° células) da suspensdo celular foi adicionada a cada placa previamente
guarnecida com meio. As células foram cuidadosamente homogeneizadas (rotacdes
manuais suaves da placa) e mantidas a 27 °C por 3 a 4 horas, para a formacao da

monocamada de células.

2.8.2 Preparo do DNA recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA

Cinco microlitros do DNA recombinante “bacmid” foram diluidos em 250 ul de
meio TC-100 sem soro, acondicionado em pocos identificados de uma microplaca de
24 pocos. Também foram preparados um DNA recombinante “bacmid” vazio (da
colénia azul da transposi¢édo) e um DNA do “bacmid” pFastBac™-Gus (controle da
transposicao).

Cinquenta microlitros de lipofectina (CellFECTIN®, Invitrogen™) foram
diluidos em 3,5 ml de meio TC-100 sem soro. Em seguida, 250 pl dessa mistura foi
cuidadosamente misturada a solucao contendo o DNA recombinante no poco da

microplaca e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente.
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2.8.3 Co-transfeccdo em células de inseto do DNA recombinante bacmid.pFastBac-
gE.VDA com lipofectina

Retirou-se o meio de cultura das células, adicionou-se 500 ul da mistura de
DNA recombinante com lipossomos e as microplacas foram incubadas em
temperatura ambiente por 3 horas. ApOs esse periodo, a mistura foi retirada,
substituida por 2 ml de meio TC-100 contendo 10% SFB e incubadas a 27 °C, por
cinco dias. Células com o “bacmid” recombinante apresentaram ECP (efeito
citopatico), porém com fenétipo sem a formacdo de poliedros (occ-) no nucleo da
célula hospedeira, uma vez que o gene da poliedrina esta deletado no “bacmid” do
kit “Bac-to-Bac® Baculovirus Expression Systems”. Ao final do periodo de
incubacdo o sobrenadante e as células co-transfectadas foram ressuspendidos,
colhidos em dois microtubos de 1,5 ml e centrifugados a 2500 x g por 10 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante contendo os virus (BV - “budded virus”)
recombinantes (subclone pFastBac-gE.VDA dentro do “bacmid” co-transfectado em
células de inseto) foram recuperados em tubos novos e armazenados ao abrigo da
luz a 4 °C. O “pellet” celular foi lavado duas vezes com 1 ml de PBS (pH 7,2) sob

centrifugacédo a 2500 x g por 5 minutos e armazenados no ultracongelador a —70 °C.

2.8.3.1 Isolamento do DNA recombinante das co-transfeccoes

Um mililitro do sobrenadante viral recombinante recuperado por centrifugagao
foi centrifugado a 14.000 x g por 15 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” viral foi ressuspendido com 100 wl de
tampao “Virus Disruption” (ANEXO F). Foram adicionados 2,5 pl de proteinase K (20
mg/ml), resultando em uma concentracao final de 500 ug/ml. A mistura foi incubada
a 37 °C durante a noite (~18 horas). Ao término da digestdao, o DNA foi purificado por
extracdo sequencial. Na primeira extracao, foi adicionado aos 100 ul da digestao, 50
ul de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e na segunda extragdo foi
adicionado 50 ul de cloroformio. Ap6s a homogeneizacdo do conteudo dos tubos a
fase superior foi recuperada por centrifugacao a 14.000 x g por 5 minutos. O DNA foi
precipitado com a adigdo de 9 ul (1/10 do volume inicial) de acetato de sodio 3 M

(pH 5,2). O conteudo foi homogeneizado por inversédo do tubo (5 a 6 vezes) e foram
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adicionados 180 ul de etanol absoluto a temperatura ambiente (duas vezes o volume
inicial). O precipitado foi mantido a —20 °C por 18 horas e em seguida foi
centrifugado a 14.000 x g por 10 minutos. O “pellet” foi lavado com 400 pul de etanol
70% e novamente centrifugado por 2 minutos a 14.000 x g. O etanol foi descartado e
o tubo foi mantido aberto sobre bancada por aproximadamente 10 minutos para

secar ao ar. O “pellet” foi entdo ressuspendido com 20 ul de agua Mill-Q estéril.

2.8.3.1.1 Analise do DNA do virus recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA por PCR

O DNA extraido do sobrenadante da co-transfecgao foi analisado em reacoes
de PCR com os oligonucleotideos desenhados para amplificar toda a gE do VDA. As
reacdes de PCR foram feitas sob as mesmas condi¢cdes utilizados para amplificar a
glicoproteina gE do VDA. Também foram testados o DNA bacmid-Gus e o DNA de
um clone vazio (bacmid-colénia vazia azul) que foram co-transfectados como

controle negativo.

2.8.4 Infeccdo de culturas celulares de inseto com virus recombinante
bacmid.pFastBac-gE.VDA para avaliacao dos niveis de expressdo e tempo
de infeccao

Células de inseto BTI-Tn5B1-4 (6x105) foram semeadas em 2 ml de meio TC-

100 suplementado com 10% SFB em microplacas de 35 mm de diametro. As células
foram incubadas a 27 °C para a formagao da monocamada celular por 24 horas. Em
seguida, as células foram inoculadas com 10 pfu (unidade formadora de placa)
/célula de virus recombinante das co-transfec¢des. O in6culo foi adicionado as
células e mantido por 2 horas, sendo homogeneizado a cada 15 a 20 minutos. Apds
o periodo de incubacédo o in6culo foi retirado, hora zero pds inoculo, as células
receberam, 2 ml de meio com 10% SFB e foram incubadas a 27 °C. A partir da hora
zero, realizou-se as colheitas das células as 12, 24, 48, 72 e 96 hpi. Apds cada
colheita as células foram recuperadas por centrifugacao a 500 x g por 10 minutos,
lavadas com PBS, conforme ja descrito anteriormente e congeladas a —70°C. Ao
final de todas as colheitas, os “pellets” celulares foram preparados para serem
aplicados em gel de SDS-PAGE para determinar em qual momento a glicoproteina
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de interesse € expressa em maior quantidade e quando as células infectadas
expressando a glicoproteina devem ser colhidas.

Também foram infectadas células de inseto com virus tipo selvagem
AcMNPV, recombinante bacmid-Gus e bacmid-clone vazio (colénia azul). Células
BTI-Tn5B1-4 ndo infectadas também foram incubadas (mock).

2.8.5 Preparo das amostras de células co-transfectadas e infectadas com
recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA

O “pellet” celular de co-transfeccoes e de infeccoes com recombinantes
bacmid.pFastBac-gE.VDA lavados em PBS, conforme ja descrito anteriormente, e
armazenados em —70 °C, foram ressuspendidos em um volume de PBS (pH 7,2)
conforme a concentragao celular do “pellet”. Uma aliquota do ressuspendido celular
foi misturada com igual volume de tampao de amostra de proteina (Tampéo
Redutor) (ANEXO F) e o material foi aquecido a 95 °C por 5 minutos para
desnaturacao das proteinas. Imediatamente as amostras sdo mantidas em banho de
gelo até o momento de sua aplicacéo no gel de SDS-PAGE.

O material celular das infec¢goes em células de inseto com virus recombinante
foram colhidos com diferentes horas pés-infec¢ao (hpi).

Como controle, também foram preparados “pellets” celulares infectados com
virus tipo selvagem AcCMNPV, recombinante bacmid-gus e bacmid-clone vazio
(colénia azul). Células BTI-Tn5B1-4 nao infectadas também foram preparadas
(mock).

29 ANALISE DA EXPRESSAO DA GLICOPROTEINA E (gE) POR
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) EM
CONDICOES DESNATURANTES

O padrao protéico resultante da expressdo do virus recombinante
bacmid.pFasBac-gE.VDA foi avaliado segundo Laemmli (1970) para analise de
proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE). Amostras de células previamente preparadas com tampéao
redutor foram devidamente identificadas e posteriormente aplicas no gel de SDS-
PAGE.
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2.9.1 Preparo dos géis de poliacrilamida

A concentracdo de poliacrilamida utilizada foi de 4% para o gel de
empilhamento (concentrador) e de 12% para o gel de separador, em tampao de
corrida (ANEXO F). Os géis foram preparados conforme Laemmli (1970).

2.9.2 Condicoes de corrida dos géis de poliacrilamida

As amostras celulares foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE usando-se ou o “Mini-Protean Il Eletrophoresis Cell” (Bio-
Rad®) e a eletroforese foi realizada a 120 volts (amperagem livre) por 20 minutos
(até passar pelo gel concentrador) e em seguida a 130 volts (amperagem livre) por
mais 90 minutos; ou utilizando-se o “Hoefer® MiniVE Vertical Eletrophoresis System”
(Hoefer) e a eletroforese foi realizada a 30 miliamperes (mA) e voltagem livre por 45
minutos (até passar pelo gel concentrador) e em seguida a 50 mA por mais 3 a 4
horas, com voltagem livre. Dez microlitros de cada amostra preparada com tampao
redutor foram aplicadas no gel. Foi incluido no teste como padrdo de monitoramento
da eletroforese um marcador de alto peso molecular. Como marcadores foram
utilizados o “BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder” (6 a 180 kDa) (Invitrogen™)
ou o “High Molecular Weight Standard Mixture” (29 a 205 kDa ) (SDS-6H; Sigma®)

2.9.3 Revelacgao dos géis

O gel foi corado e fixado em solu¢gdo Comassie blue/fixadores (ANEXO F) por
18 horas, sob leve agitacdo e descorado em solugdo Descorante (ANEXO F) por
aproximadamente 2 horas, sob leve agitacao.

2.10 ANALISE DA EXPRESSAO DA GLICOPROTEINA gE POR WESTERN
BLOTTING

As células BTI-Tn5B1-4 infectadas com virus recombinante foram
centrifugadas a 500 x g por 10 minutos e lavadas duas vezes com PBS (pH 7,2),
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conforme ja descrito anteriormente. Uma aliquota da amostra ressuspendida em
PBS foi aquecida a 95 °C por 5 minutos com tampao desnaturante de amostra e em
seguida as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE a 12%, conforme Laemmli (1970). Apos a eletroforese o gel foi utilizado
para transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose, para realizar

a imunodetecgao (“Western blotting”).

2.10.1 Transferéncia do gel poliacrilamida para membrana de nitrocelulose

Apés a eletroforese, uma tira do gel, que correspondente ao marcador de alto
peso molecular, foi recortada deste e corada com azul de Coomassie, conforme ja
descrito. O marcador foi incluido no gel como padrdao de monitoramento da
eletroforese. O restante do gel de proteinas foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose (Osmonics), usando-se os aparatos de transferéncia “MiniVE® Blotter
System” (Hoefer®). A transferéncia do gel foi realizada a 100 volts e miliamperagem
livre por 60 minutos. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada com proteina
(soro albumina bovina) e armazenada a —20 °C ou foi imediatamente lavada para
posterior imunodetecgao.

Também foi utilizada membrana de nitrocelulose (Schleicher), usando-se os
aparatos de transferéncia da Bio-Rad®, o “Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell”,

de acordo com o protocolo do fabricante.

2.10.2 “Western blotting”

Apoés a transferéncia a membrana foi bloqueada com 3% de soro albumina
bovina (BSA) em PBS por 60 minutos e armazenada a —20 °C ou imediatamente
lavada. A membrana foi lavada trés vezes, durante 15 minutos, com PBS-T20 0,05%
(ANEXO F). A membrana foi, ou ndo, cortada em tiras (canaletas) ou partes maiores,
dependendo do material celular recombinante transferido para a membrana ou do
soro sanglineo e da diluicdo deste. Depois de lavada, a membrana foi incubada
durante 90 minutos em temperatura ambiente ou a noite (~18 horas) a 4 °C com o
primeiro anticorpo sob agitagdo leve (~70 rpm). As membranas ou tiras foram
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incubadas com o primeiro anticorpo diluido em PBS-BSA 1%. Foram utilizados soro
suino anti-gE.VDA (ldexx), soro suino SPF (Embrapa) e soro suino positivo
policlonal para anticorpos contra o virus da doenca de Aujeszky (infeccdo de campo;
Cedisa). Em seguida a membrana foi lavada com PBS-T20 0,05% conforme ja
descrito e em seguida incubada durante 1 a 2 horas com o segundo anticorpo,
conjugado peroxidase (HRP) IgG anti-suino 0,5 mg (KPL) diluido 1: 3500 a 1: 7000
em PBS-BSA 1%, sob agitacao leve (~70 rpm). Apos esta incubagdo a membrana foi
lavada conforme ja descrito com PBS-T20 0,05% e incubada com solugéo
reveladora tampao DAB (cromatégeno 3 - 3’ diaminobenzidine; Sigma®) (ANEXO F)
sob agitacado leve durante 10 a 20 minutos (até o aparecimento das bandas). A
reacao foi entdo blogueada com PBS-T20 0,05%.

2.11 PRODUCAO DE ESTOQUES VIRAIS

O virus foi amplificado em cultivo de células de inseto Trichoplusia ni BTI-
Tn5B1-4, mantidas em meio TC-100 (GIBCO-BRL), suplementadas com 10% de
SFB e mantidas a 27 °C (GRANADOS et al., 1994).

2.11.1 Producao de proteina heterbloga secretada em células de inseto

A propagacao de virus recombinante em células BTI-Tn5B1-4 foi realizada
usando uma MOI de 10 virus por célula com o virus de interesse. O inéculo foi
mantido por 2 horas, sendo homogeneizado sobre as células a cada 15 a 20
minutos. Apds o periodo de incubacgao o indculo foi retirado, as células receberam, 2
ml de meio novo com 10% SFB e foram incubadas a 27 °C durante 96 horas. Ao
final do periodo de incubacgao as células foram recuperadas por centrifugacéo a 500
x g por 10 minutos, lavadas com PBS, e congeladas a —70°C. As células inoculadas
foram preparadas, conforme ja descrito, e foram aplicadas em um gel de SDS-PAGE
(e alguns géis foram transferidos para membrana de nitrocelulose para a realizacéo
do “Western blotting”) para determinar se estavam expressando a glicoproteina gE

do VDA e em qual quantidade.
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2.11.2 Producgéo de estoque do virus recombinante

O baculovirus selvagem Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(AcMNPYV), o virus recombinantes bacmid.pFastBac-gE.VDA, o virus recombinante
vazio (controle negativo) o bacmid-colénia azul e o virus recombinante (controle da
transposicdo e da co-transfeccdo) bacmid-pFastBac-Gus (produzidos neste
experimento) foram propagados em células BTI-Tn5B1-4 (2x106/ garrafa 25 cm2),
infectadas com 1 pfu por célula com cada um dos virus acima citados. Apds isso, 0
sobrenadante foi colhido, centrifugado a 500 x g por 15 minutos, recuperado em
frascos limpos e armazenado a 4 °C ao abrigo da luz.



3. RESULTADOS

3.1 PRODUGAO DE DNA GENOMICO

A qualidade e a concentracdo dos DNAs produzidos foram analisados em gel
de agarose. Na figura 11 podemos observar amostras do DNA gen6émico do VDA

nao digerido e na figura 12 o DNA digerido com a enzima BamH |.

3054 pb

Figura 11 — DNA gendmico do virus da doenga de Aujeszky. Pog¢o 1) Marcador 1kb DNA Ladder
(Invitrogen™); Pogos 2, 3 e 4) Amostras de DNA genémico do VDA.

7126 pb

5090 pb
3054 pb

1636 pb

Figura 12 — DNA gendmico do VDA clivado com BamH I. Pogo 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogos
2 a 5) DNAs digeridos com BamH |.
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3.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Foram testados 8 ul de cada reacéo de PCR gE.VDA de 50 pl por eletroforese
em gel de agarose 0,7%. A medicdo da altura das bandas foi conferida com o uso do
marcador de 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen) diluido 1:5. A reacdo de PCR com os
“primers” Sense (PF) e antisense (PR) gE com sitios de restricao amplificou um
fragmento de 1771 pb correspondente ao tamanho da g do VDA (Figura 13 A e B).

2036 pb
1636 pb
2036 pb
1636 pb
506,
517 pb

Figura 13 — Gel de agarose 0,7% de PCR gE.VDA. Figura A: Pogo) Marcador 1 kb DNA Ladder;
Pocgos 2 a 5) quatro reagdes de PCR da gE.VDA com amplificagdo da gE.VDA. Figura
B: Pocos 1 a 4) quatro reagbes de PCR da gE.VDA com amplificagdo da gE.VDA. As
regides amplificadas tém altura de aproximadamente 1,8 kb.

3.2.1 Purificacao e analise da gE.VDA amplificada pela PCR

Reacdes de PCR com a gE do VDA amplificada foram reunidas em “pool”,
precipitadas, recuperadas em gel de agarose LMP 1% e o DNA gE foi extraido com
fenol. A figura 14 mostra um gel de agarose 0,8% para analisar qualidade e
concentracdo das amostras de DNA gE do VDA purificadas com kit “Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System” (Promega) e vetor pGem®-T Easy (Promega), para

serem posteriormente clonados.
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21.226 pb
2036 pb pGem-T
3015 pb
1904 pb gE
1771 pb
1636 pb

Figura 14 — Teste da qualidade e concentracdo do DNA gE.VDA precipitado, recuperado em gel LMP
e purificado e do vetor pGem®-T Easy. Poco 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogo 2)
Marcador Lambda DNA EcoR | + Hind Il (Promega); Pocos 3 a 6) Extracdo do DNA gE:
“pool” de reagdes de PCRs que obtiveram amplificacdo do gene gE.VDA; Pogco 7) DNA
pGem®-T Easy.

3.3 CLONAGEM E SUBCLONAGEM DA GLICOPROTEINA E (gE) DO VIRUS DA
DOENCA DE AUJESZKY (VDA)

3.3.1 Clonagem do gene gE.VDA amplificado ao vetor pGem®-T Easy

O produto de 1771 pb da sequiéncia completa da gk do VDA amplificado com
dois sitios de restricdo (EcoR | e BamH 1) pela técnica de PCR foi purificado e
clonado no vetor de clonagem pGem®-T Easy (Promega) através da T4DNA ligase
(Promega), O produto da ligacéo foi transformado em células competentes E. coli
DH5a (Invitrogen), originando o plasmideo pGem-gE.VDA, com aproximadamente
4,787 kb (Figuras 15 e 16).

3.3.1.1 Andlise dos DNA da minipreparacéo da clonagem pGem-gE.VDA e digestao
dos clones com enzimas de restricao

Nas figuras 15 e 16 as amostras de DNA preparadas por minipreparacao
resultantes da clonagem da gE.VDA com o pGem®-T Easy. A amostra de DNA
recombinante com a gE.VDA inserida no vetor apresenta altura maior (~4,787 kb)
que os demais DNAs testados (recombinantes vazios).
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1636 pb

Figura 15 - DNAs da minipreparagéo da clonagem pGem-T Easy com a gE do VDA. Pogo 1) marcador
1 kb DNA Ladder; Pogo 2) DNA pGem®-T Easy; Pogos 3, 4 e 6 a 12) DNAs
recombinantes vazios; Po¢o 5) DNA recombinante pGem—gE.VDA (clone no detalhe).

4072 pb

clone

1636 pb

Figura 16 - DNAs minipreparacdo da clonagem pGem®-T Easy com a gE do VDA. Poco 1) DNA
pGem®-T Easy; Pocos 3 a 7 e 9) DNAs recombinantes vazios; Poco 8) DNA
recombinante pGem-gE.VDA (clone).

3.3.1.2 Analise dos clones com enzima de restricao EcoR |
O gene completo da gE do VDA com 1734 pb foi amplificado por PCR com

os dois sitios para EcoR | e BamH | (provenientes dos “primers”) adicionado mais 37
pb durante a amplificagcdo da gE.VDA. Este fragmento de 1771 pb foi clonado na
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regidao de clonagem mdltipla do pGem®-T Easy, que é flanqueado pelos promotores
da RNA polimerase T7 e SP6. Apés a insercao do fragmento gE.VDA (1771 pb) no
plasmideo (3015 pb) temos um recombinante de 4786 pb. Os clones recombinantes
foram digeridos com EcoR | que cortou o clone em seus sitios para a EcoR | (dois
sitios do vetor e um sitio na gE.VDA amplificada). Com a clivagem ocorreu o corte
de 21 pb entre o sitio Eco Rl vetor (T7) até o sitio EcoR | no inicio da gE.VDA (8 pb
do vetor e 13 pb do inserto). Outro corte ocorreu no sitio para EcoR | localizado na
regiao de clonagem SP6 do vetor, o qual apds a clonagem, esta ligado ao final do
inserto gE.VDA. Neste corte sao acrescidos 14 pb do plasmideo aos 1758 pb da
gE.VDA. Como resultado das digestdes com EcoR |, podemos observar no desenho
esquematico um fragmento de 2993 pb (vetor), 1772 pb (inserto gE) e mais 21
oligonucleotideos (8 pb do plasmideo e 13 pb do inserto), que foram liberados
através da digestao do clone nos trés sitios para EcoR | com a enzima EcoR I. O
fragmento de 21 pb liberados ndo pode ser visualizado no gel de agarose.

Na figura 17 o DNA plasmideal transformante pGem-gE.VDA isolado, foi
digerido com EcoR | e liberou o inserto gE.VDA de aproximadamente 1772 pb, o
vetor pGem®-T Easy de 2993 pb e um pequeno fragmento de 21 pb, que nao pode
ser visualizado em gel de agarose. Também foram digeridos o plasmideo
pBlueScript® Il (Stratagene) com 3000 pb, o vetor pGem®-T Easy vazio e um clone
recombinante vazio (Figura 17).

1 2 3 4 5

2993 pb

1636 pb 1772 pb

Figura 17 - Digestdo de DNAs plasmideal transformantes com EcoR |. Poco 1) Marcador 1 kb DNA
Ladder; Poco 2) DNA pGem-T Easy (3015 pb); Poco 3) DNA pBlueScript Il (3000 pb);
Pogo 4) DNA clone vazio (controle negativo); Pogo 5) DNA clone pGem-gE.VDA.
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3.3.1.2.1 Anadlise do DNA gE.VDA liberado com EcoR |, recuperado em LMP e
purificado

Ap06s identificar os clones transformantes através da digestao do clone pGem-
gE.VDA com a enzima de restricao EcoR | (Figura —17), uma quantidade maior de
DNA foi produzida para subclonar com o plasmideo de expressao pFastBac1 com
4775 pb. Na figura 18 temos a digestdo de uma quantia maior de DNA recombinante
com EcoR | em gel de agarose LMP 1% (corrida de 18 horas a 13 v). O fragmento
da gE.VDA foi recuperado do gel LMP e seu DNA foi extraido com fenol (Figura 18).

3054 pb pGem-T Easy

2036 pb gE.VDA

Figura 18 — Gel de agarose LMP 1% de digestdo com EcoR | para recuperar gE do clone pGem-
gE.VDA. Pogo 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogos 2 e 3) Digestdo DNA pGem-
gE.VDA clone T2-5; Pogo 4) Digestao DNA pGem-gE.VDA clone T2c-33.

Um e meio microlitros dos DNAs gE.VDA recuperados em gel de agarose
LMP e purificados foram analisados quanto sua qualidade e concentragdo em gel de
agarose. Um e meio microlitros do vetor de expressdo pFastBac™1 digerido com
EcoR | também foi testado (Figura 19).

2036 pb 4775 pb

1636 pb

Figura 19 — Teste da qualidade e da quantidade de DNA gE.VDA recuperado do gel de agarose LMP
e purificado. Pogo 1) marcador de 1 kb DNA Ladder; Pogo 2 e 3) DNA gE clone T2-5;
Pogco 4) DNA gE clone T2c¢-33; Pogo 5) DNA pFastBac1 digerido com EcoR |I.
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3.3.1.2.2 Digestao do fragmento gE.VDA com a enzima de restrigdo Bsr |

O DNA gE recuperado do gel LPM foi clivado com enzima de restricdo Bsr | e
a amostra foi aplicada em gel de agarose conforme ja descrito. Foram também
incluidos na digestao um clone pFastBac-gE.VDA e o pFastBac™1. A digestao do
DNA gE.VDA liberou dois fragmentos de aproximadamente 950 pb e 820 pb (Figura
20). As amostras de DNA digeridas liberaram fragmentos com tamanho compativel
aos simulado pelo programa NEBcutter (Figura 21). Este programa mostra os sitios
de todas as enzimas de restricdo que cortam a sequéncia gE.

O objetivo da analise foi conferir o sitio de restricado da gE purificada com o
sitio da glicoproteina E (gE) do VDA. Toda a sequéncia da gE amplificada com os
dois sitios de restricao (1772 pb) foi submetida BLAST (ncbi) e depois analisada pelo
NEBcutter V2.0 (Figura 21).

950 pb
820 pb

Figura 20 — Digestdo de DNA com a enzima Bsr | em gel de agarose 2%. Pog¢o 1) Marcador 1 kb DNA
Ladder; Poco 3) DNA gE.VDA; Poco 4) DNA gE.VDA digerido com Bsr |; Pogo 5) DNA
clone pFastBac-gE; Pogco 6) Clone pFastBac-gE digerido; DNA pFastBac™1; Poco 8)
pFastBac™1 digerido.

a) Simulacao do mapa de restricdo com o programa NEBcutter V2.0 e da digestao
do fragmento gE.VDA com a endonuclease de restricao Bsr |

- O fragmento completo da gE com 1734 pares de base submetido ao
programa NEB (ANEXO D), apresentou todos os sitios de enzimas de
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restricdo, 577 aminoacidos (aa), GC=74% e AT=26%. O sitio para a Bsr | esta

localizado na altura de aproximadamente 800 pb.

- Na figura 21 é apresentado o mapa de restricdo da glicoproteina gE com os
dois “primers” com sitios das enzimas de restrigdo EcoR | e BamH |, resultou
em 1772 pb. Simulacdo junto ao programa NEBcutter V2.0 (BiolLabs)
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). O sitio para a Bsr | esta
localizado na altura de aproximadamente 820 pb.

579 aa A

*BsmBI “Bsu3cl Epulal ApaLl EstF3I EamHI
#ALWNI B=zaxl Earl *Agel #Bt=CI Mzel
TapG0al BFuAl Sapl ¥Azcl ¥FokI *#B=pEl
Apol B=pil Mholl BarGlL *Aatll
EcoRI *BzaBl MN=pl +7ral
#5exAl #PshA L
#B=tEII Tthiiil
¥Ahdl PFIFI

Figura 21 - Simulagdo mapa de restricdo da glicoproteina gE com os dois “primers” com sitios de
restricdo EcoR | e BamH | (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). No detalhe altura
do sitio da Bsr | no DNA gE com sitios de restricao.

O programa NEBcutter V2.0 mostra que a g do VDA com 1734 pb tem sitio
para a enzima Bsr | na altura de 800 pb, o que foi confirmado na clivagem do DNA
gE recuperado do gel, com 1772 pb (Figura 20).

3.3.2. Subclonagem do gene gE.VDA ao vetor pFastBac™1

Para a subclonagem do gene gE.VDA, foi utilizado um plasmideo de
expressao que possui em seu “cassette” de expressdo um gene Gm' (resisténcia a
gentamicina), um promotor especifico do baculovirus (poliedrina), um sitio multiplo
de clonagem e um sinal de parada SV40 (simian virus 40) poly(A) inserido entre o
braco (R) e esquerdo (L) do Tn7 (transposon). No ANEXO E podemos observar o

desenho esquematico do plasmideo pFastBac™1.
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Para a subclonagem do gene gE.VDA, o vetor doador de clonagem
pFastBac™1 foi digerido com enzima de restricdo EcoR | e analisado em gel de
agarose (Figura 19) quanto sua qualidade e concentracdo. O fragmento
correspondente ao gene gE.VDA foi ligado ao plasmideo pFastBac™1, formando um
novo plasmideo de aproximadamente 6,553 kb, por transformacao de células
DH5a™, denominado pFastBac-gE.VDA, que pode ser observado na figura 22. A
figura 22 representa um gel de agarose com amostras de DNA preparadas por
minipreparagao resultantes da clonagem da gE.VDA com o pFastBac™1. A amostra
de DNA recombinante apresenta altura maior que os demais DNAs testados.

1 23 4567 8 910 11

5090 pb
Subclone

3054 pb

1018 pb

Figura 22 — Gel de agarose 0,8% de amostras de DNA da miniprepreparagdo dos subclones
pFastBac-gE.VDA. Poco 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogo 2) DNA pFastBac™1
circular; Pogo 3) DNA pFastBac™1 digerido com EcoR |; Pocos 4 a6 e 8 a 11) DNAs
recombinantes vazios; Poco 7) DNA recombinante (clone pFastBac-gE.VDA).

3.3.2.1 Analise do DNA do subclone pFastBac-gE.VDA

O subclone pFastBac-gE.VDA foi analisado quanto sua orientacdo dentro do
plasmideo com BamH | (Figura 23). Apds a analise da orientacdo da gE do VDA
dentro do vetor, o recombinante com o gene gE.VDA na orientacao correta dentro do
plasmideo foi utilizado para a subsequiente transformacédo de células competentes
DH10Bac™ através da transposi¢ao dentro do “bacmid”.



85
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3054 pb
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Figura 23- Gel de agarose 0,8% do DNA plasmideal, do recombinante vazio e do recombinante
pfastBac-gE.VDA. Cada DNA foi testado na forma circular, digerido com BamH | e com
EcoR |, respectivamente. Pogo 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogo 2 a 4) DNA
pFastBac™1 (circular, xBamH | e xEcoR |, respectivamente); Pogos 5a7,11a13e 14 a
16) DNAs subclone recombinante vazio (circular, xBamH | e xEcoR |, respectivamente);
Pocos 8 a 10) DNA recombinante pFastBac-gE.VDA (circular, xBamH | e xEcoR |,
respectivamente). No detalhe clone com o recombinante na orientagéo correta.

Dois microlitros do DNA recombinante pFastBac-gE.VDA e 2 ul do DNA

pFastBac™1 foram analisados quanto sua qualidade e concentracdo em gel de
agarose (Figura 24).

3054 pb
1584 pb

Figura 24 - Teste da qualidade e concentracdo do DNA recombinante pFastBac-gE.VDA em gel de
agarose 1%. Poco 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogo 2) Marcador Lambda DNA EcoR

I + Rind Ill; Pogcos 3 e 4) DNA subclone PfastBac-gE.VDA; Pogos 5 e 6) DNA
pFastBac™1.
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3.4 MONTAGEM DO BACULOVIRUS RECOMBINANTE “BACMID” COM O
SUBCLONE pFASTBAC-gE.VDA POR TRANSPOSICAO

O gene completo da gE do VDA foi inserido sob o comando do promotor da
poliedrina no vetor pFastBac™1 durante a subclonagem. Dentro das células
hospedeiras E. coli DH10Bac™ (Invitrogen™) na transposicdo, ocorreu a
recombinacdo homéloga entre as regidbes do plasmideo vetor recombinante
(pFastBac-gE.VDA) e do genoma viral (“bacmid”), ocorrendo a troca de regides
homélogas entre o DNA plasmideal e o DNA do virus recombinante AcCMNPV (sem o
gene da poliedrina).

O “bacmid”, um vetor de transporte de baculovirus, foi inserido em células
hospedeiras de Escherichia coli DH10B™, para se propagar junto com essas
bactérias. A linhagem celular de E. coli com o bacmid foi denominada de
DH10Bac™. O “bacmid” do kit “Bac-to-Bac® Baculovirus Expression Systems”
(Invitrogen™) foi produzido (montado) com o “replicon” mini-F de baixo numero de
copias (células E. coli DH500F’IQ foram usadas como a fonte de DNA plasmideal
F’); com um plasmideo helper (que confere resisténcia a tetraciclina e codifica a
enzima transposase); um marcador selecionavel de resisténcia a kanamicina
(Tn903) e um segmento de DNA que codifica o peptideo lacZa. Inserido no N-
terminal do gene da /lacZo. hd uma pequena regido de ligacdo para o transposon
bacteriano Tn7, denominada de mini-attTn7 (um sitio marcado para o Tn7 com 112
pb). Todos os componentes estao inseridos no l6cus da poliedrina do AcCMNPV.

Células bacterianas E. coli DH10B™ tém em seu gendtipo uma delegdo para
a P-galactosidase. A porcdo amino-terminal da P-galactosidase codificada pela
regiao lacZo. do “bacmid” é capaz de uma complementacgao intra-alélica com a forma
defectiva da PB-galactosidase. Em funcao disso, o “bacmid” é propagado em E. coli
como um plasmideo grande que confere resisténcia a kanamicina, pode
complementar uma delecao presente da /acZ no cromossomo para formar colénias
azuis na presenca do substrato cromogénico X-gal (USB) e do indutor da cor IPTG
(Sigma®).

O vetor recombinante pFastBac-gE.VDA, contendo o plasmideo doador com o
Tn7, o promotor da poliedrina e o gene gE.VDA, foi transformado através de células
hospedeiras E. coli DH10BAC™ (Invitrogen™), por transposi¢cao dentro do “bacmid”.

A construcao do “bacmid” recombinante ocorreu pela transposicdo do elemento Tn7
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do plasmideo doador pFastBac™1, que esta subclonado ao fragmento gE.VDA,
para a regiao de ligacao (“attachment site”) mini-attTn7 no “bacmid” quando a fungao
de transposi¢cdo do transposon Tn7 foi providenciada “in trans” pelo plasmideo
“helper”.

3.4.1 Resultado da selecdo dos “bacmid” recombinantes pelo fenétipo das colénias
bacterianas

Uma vez que E. coli clonadas tenham o DNA “bacmid” recombinante, elas
adquirem resisténcia marcada para antibidticos e perdem o marcador lacZ, e
portanto podem ser facilmente selecionadas e identificadas. Um Unico DNA viral
isolado do clone bacteriano positivo e o uso deste “bacmid” DNA para transfectar
células de inseto, produzirdo o virus recombinante de interesse (LUCKOW et al.,
1993).

A transposicdo foi confirmada pelo fenétipo das colénias bacterianas
crescidas em agar LB com X-gal e IPTG com antibiéticos, conforme ja descrito. Na
figura 25 observa-se colbnias azuis ndo transformantes. Col6nias contendo o
“pacmid” recombinante tém fendtipo branco devido a ruptura do gene da /acZa na
posicao N-terminal. A ruptura ocorre durante a transposi¢do, quando o plasmideo
recombinante se insere no “bacmid”, deslocando o gene da /acZa.

Figura 25 — Placa agar LB com X-gal e IPTG: Transposi¢cdo do subclone pFastBac-gE.VDA e do
“bacmid” em células competentes E. coli DH10Bac™. Colbnias recombinantes vazias
tém fenotipo azul e o coldnias brancas contém recombinante pFastBac-gE.VDA dentro
do “bacmid”.
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3.4.1.1 Isolamento do DNA recombinante por minipreparacdo de plasmideos
grandes

O DNA das colbdnias recombinantes brancas (com inserto), uma col6nia azul
(clone vazio) e uma col6nia do controle da transposicao, o pFastBac™-Gus, foram
extraidos por minipreparag¢dao de DNAs grandes.

Os DNAs das colénias recombinantes foram isolados e usados para co-
transfectar células de inseto.

3.4.1.1.1 Analise do DNA recombinante por eletroforese

A analise dos DNAs foi realizada por eletroforese em gel de agarose,
conforme mostra a figura 26 A e B.

1234 567 8 91011121314 1 23456 7 8 91011 121314151617
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Figura 26 — Andlise em gel de agarose 0,5% da minipreparacdo de DNAs “bacmid” da transposicéo.

Gel A - corrida 90 v por 90 minutos: Pogo 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogos 2 a 11) Amostras de
DNA recombinantes bacmid.pFastBac-gE.VDA; Poco 12) Amostra de DNA recombinante
vazio (bacmi-pFastBac-col6nia azul); Pogo 13) DNA recombinante bacmid.pFastBac-Gus
(controle da transposicao); Poco 14) DNA “bacmid”.

Gel B - corrida 23 v por 12 horas: Pogo 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogo 2) DNA recombinante
bacmid.pFastBac-Gus (controle da transposicdo); Poco 3) Amostra de DNA recombinante
vazio (bacmi-pFastBac-colénia azul); Pocos 4 a 17) Amostras de DNA recombinantes
bacmid.pFastBac-gE.VDA.
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3.4.1.1.2 Analise do DNA recombinante por PCR

O DNA recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA foi testado em reacdes de
PCR usando os mesmos “primers” (PF.gE sitio EcoR | e PR.gE sitio BamH I) e as
mesmas condi¢cdes utilizados para amplificar a glicoproteina g do VDA. Também
foram testados DNA do pFastBac™-Gus e o DNA de uma col6nia azul (clone vazio,

sem inserto) usada como controle negativo na transposicado com o “bacmid” (Figuras
27 e 28).

1 23 4567 89101112 13

2036 pb

1636 pb [

Figura 27 - Gel de agarose das reagbes da PCR com amostras de DNAs de colbnias da transposicao
pFastBac-gE.VDA com o “bacmid”. Po¢o 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pogos 2 a 7, 9,
11 e 12) Reacoes PCR com DNA recombinante sem amplificacéo; Pogos 8, 10 e 13)
Reagdes PCR com DNA recombinante com amplificacdo da gE.VDA.

2036 pb
gE
1636 pb

Figura 28 - Gel de agarose das reagdes da PCR com amostras de DNAs de col6nias da transposi¢ao
pFastBac-gE.VDA com o “bacmid”. Po¢o 1) Marcador 1 kb DNA Ladder; Pocos 2, 4, 5, 7
e 8) Reacoes PCR com DNA recombinante com amplificacdo da gE.VDA; Pocos 3 e 6)
Reagbes PCR com DNA recombinante sem amplificagdo; Pogo 9) Reagdo PCR com
agua Milli Q estéril no lugar do DNA (controle da PCR);Poco 10) Reagcdes PCR com DNA
recombinante bacmid.pFastBac-Gus (controle da transposicao).
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3.5 CO-TRANSFECCAO - INTRODUGAO DO ~ DNA  RECOMBINANTE
BACMID.pFASTBAC-gE.VDA DENTRO DE CELULAS DE INSETO E
EXPRESSAO DO GENE HETEROLOGO.

Lipideos sintéticos foram especificamente projetados para formar lipossomos
(vesiculas lipidicas esféricas fechadas) (STRYER, 1988) positivamente carregados
que espontaneamente interagem com DNA ou RNA (O’REILLY et al.,, 1992). E,
portanto, o uso de lipossomos catidnicos pode facilitar a introdugdo de acidos
nucléicos dentro de células eucaridticas (ALBERTS et al., 1999).

Quando este reagente é misturado com uma solugédo de DNA, todo o DNA é
ligado ao lipossomo. Somado a isso (O'REILLY et al., 1992), quando o complexo
lipossomo-DNA €& adicionado as células, o lipossomo liga-se a superficie
negativamente carregada da célula. Os lipossomos entdo, se fusionam com a
membrana celular, introduzindo eficientemente o DNA dentro da célula hospedeira
(O’'REILLY et al., 1992).

O DNA do virus recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA foi tratado com
lipofectin (lipossomo) e co-transfectado em células BTI-Tn5B1-4. O gene gE.VDA foi
colocado sob comando do promotor da poliedrina desta forma, dentro das células de
inseto o virus recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA expressa a glicoproteina gE e
néo expressa a poliedrina (o gene foi deletado). Nas figuras 29 e 30 observa-se as
células infectadas com virus selvagem e recombinante.

Figura 29 — Fotografia ao microscépio invertido de células BTI-TN5B1-4 infectadas com virus
selvagem AcMNPV. Observa-se nucleo celular repleto de poliedros.
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Figura 30 — Fotografia ao microscépio invertido de células BTI-Tn-5B1-4 infectadas com virus
recombinante bacmid-pFastBac.gE.VDA. Observa-se ECP no nucleo celular sem a
formagao de poliedros.

Cinco dias pos-infecgdo as células e o sobrenadante foram colhidos e
recuperados por centrifugacao, conforme descrito anteriormente. O sobrenadante
com o virus recombinante foi recuperado e armazenado a 4 °C. O titulo viral
esperado da co-transfecgéo inicial € de 2 a 4 x 107 pfu/ml . Os “pellets” celulares
foram preparados e aplicados em gel de poliacrilamida, conforme descrito
anteriormente e de um mililitro do sobrenadante viral foi extraido o DNA do

recombinante.

3.5.1 Analises dos virus recombinantes expressos em células de inseto
3.5.1.1 Analises pela PCR
As amostras de DNA dos virus recombinantes obtidas da co-transfeccéo

foram analisador pela PCR com os mesmos “primers” e condi¢des da amplificagao
da gE do VDA. Também foram testadas amostras de DNA bacmid recombinante do
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FastBac™-Gus e o DNA de uma colénia azul (clone vazio, sem inserto) co-
transfectada como controle negativo (Figura 31).

1 2 3456 7 829
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Figura 31 - Gel de agarose da PCR com DNAs dos virus “bacmid” recombinantes da co-transfecgéo.
Poco 1) Marcador 1kb DNA Ladder; Pocos 2, 4 a 6) Reacdes PCR com DNAs de virus
recombinantes sem amplificagdo; Pocos 3 e 7) Reagdes PCR com DNAs de virus
recombinantes com amplificacdo da gE.VD; Pogo 8) Reagcdo PCR com DNA nao
recombinante (col6nia azul — clone vazio); Poco 9) Reacdo PCR com DNA recombinante
bacmid-Gus (controle da transposicdo e da co-transfecgdo). Observa-se nos pogos 3 e 7
amplificagdo com uma banda na altura entre 1636 e 2036 pb, tamanho compativel com o
gene da gE do VDA.

3.5.1.2 Analises eletroforéticas SDS-PAGE e ‘Western blotting”

Células da co-transfecgao, colhidas aos 5 dias pos infec¢ao (dpi), dos virus
recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA fortam analisados em gel SDS-PAGE
corado com azul de Coomassie (Figura 32) e por “Western blotting” (figura 33).
Também foram incluidas células de inseto BTI-Tn5B1-4 ndo infectadas (mock),
recombinante bacmid.pFastBac-colénia azul (subclone vazio) e o recombinante
bacmid-Gus (controle da transposicdo e da co-transfeccdo) Observa-se banda
expressada na altura entre 82,2 kDa e 1155 kDA nos pogos com o0s virus
recombinantes gE.VDA, o que ndo € observado nos pogos sem os virus gE.VDA
recombinantes.
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Figura 32 - Gel SDS-PAGE da co-transfecgao dos virus recombinantes bacmid.pFastBac-gE.VDA.
Pocgo 1) Marcador de alto peso molecular Invitrogen; Pogos 2 a 7) virus recombinantes
bacmid.pFastBac-gE.VDA em células de inseto e colhidas com 5 dias pi; Pogo 8)
recombinante bacmid.pFastBac-col6nia azul (subclone vazio); Pogo 9) células BTI-Tn-
5B1-4 (mock); Pogo 10) recombinante bacmid-Gus (controle da transposigido e da co-
transfeccéo); Observa-se banda expressada na altura entre 82,2 kDa e 115,5 kDA nos
pocos com os virus recombinantes gE.VDA, o que nao é observado nos pogos 8 a 10.
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Figura 33 — “Western blotting” de recombinantes bacmid.pFastBac-gE.VDA da co-transfec¢do. Soro
anti-gE (ldexx) doVDA diluido 1:100 e conjugado peroxidase diluido 1:7000. Poco 1)
Marcador da Invitrogen de alto peso molecular; Pogo 2) Células BTI-Tn5B1-4 (mock);
Poco 3) Recombinante bacmid.pFastBac-colénia azul (subclone vazio); Poco 4)
Recombinante bacmid-Gus (controle da transposi¢cdo e da co-transfecc¢éo); Pocos 5 a
11) Recombinantes bacmid.pFastBac-gE.VDA (no detalhe). Observa-se banda na altura
entre 82,2 a 115,5 kDA nos pogos 5 a 11, 0 que ndo é observado nos pocos 2 a 4.
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Na figura 34, referente ao SDS-PAGE corado com azul de Coomassie,
podemos observar uma banda na altura de ~60 kDa, com o mesmo peso molecular
de uma proteina celular sintetizada com este tamanho e uma banda de
aproximadamente 100 kDa que pode ser a banda esperada para a expressao da
glicoproteina g do VDA. No pogo referente a amostra com o virus selvagem do
VDA infectado em células SK6, também pode ser observada uma banda com altura
semelhante a da gE recombinante (Figura 33).

KDa
205,0

116,0
97,4

66,0 ~60 kDa

45,0

29,0

Figura 34 — Gel SDS-PAGE de infeccao transiente de virus recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA.
Pogo 1) Marcador de alto peso molecular Invitrogen; Pogos 2 a 7) virus recombinante
bacmid.pFastBac-gE.VDA inoculado em células de inseto e colhidas a zero, 12, 24, 48,
72 e 96 hpi, respectivamente. Observa-se banda com alta expressao na latura de 60
kDA, referente a uma proteina celular. Banda expressada na altura de 90 kDA é
compativel a altura da gE.VDA.

Em um outro “Western blotting”, no pogo referente a amostra com o virus
selvagem do VDA infectado em células SK6, também pode ser observada uma
banda com altura de aproximadamente 100 kDa semelhante a da gE recombinante
(Figura 35).

Virus recombinantes bacmid.pFastBac-gE.VDA com o inserto e vazio (colénia
azul), virus bacmid.pFastBac-Gus (controle da transposi¢éo e da co-transfecgao) e o
virus AcMNPV (tipo selvagem com gene da poliedrina) foram usados para infectar
células BTI-Tn5B1-4 e os extratos foram analisados em dois géis desnaturantes de
poliacrilamida SDS-PAGE a 12%. Foram analisados, também, um extrato de células
BTI-Tn5B1-4 nao infectadas (controle) e células SK-6 infectadas com o virus
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selvagem VDA. Um gel foi corado e fixado em solu¢éo azul de Coomassie e o outro
foi utilizado para transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose
para imunodetecgdo. Foram utilizados como imunomarcadores o anticorpo anti-gE
do VDA (ldexx) (Figura 35), anticorpo policlonal anti-VDA e soro SPF negativo para
anticorpos anti-PRV (Figura 36).

SORO SANGUINEO SUINO DILUICAO 1:200
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Figura 35 - “Western blotting” de recombinantes bacmid.pFastBac-gE.VDA da infecgdo em células de
inseto. Soro policlonal anti-VDA (Cedisa) e SPF (Embrapa) diluidos 1:200. Conjugado
peroxidase diluido 1:4000. Pocos 1 e 4) células TN5B nao infectadas (mock); Pogos 2, 5,
7 a 9) virus recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA com 96 hpi; ; Poco 3 e 6) virus VDA
com 96 hpi em células SK6; Poco 10) marcador de alto peso molecular (Sigma®).
Observa-se banda na altura de 97 kDA do marcador, nos pogos 5 a 9 (com soro
policlonal para VDA diluido 1:200. No poco 4 (com células nao infectadas) e na presenca
de policlonal VDA como também nos pogos 1 a 3, onde foi usado soro suino SPF, ndo se
observa banda na mesma altura encontrada nos po¢os com recombinantes e soro com
anticorpos contra o VDA.

A imunodeteccao com anticorpos anti-gE do VDA foi capaz de detectar uma
banda entre 82,2 kDA e 115,5 kDA (Figura 35) nas amostras correspondente ao
extrato de células infectadas com o virus bacmid.pFastBac-gE.VDA. O “Western
blotting” com anticorpo anti-VDA (policlonal), também detectou uma banda a uma

altura correspondente a citada acima, o que nao foi observado nos pogos
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correspondentes ao extrato celular nao infectado (controle celular), ao
bacmid.pFastBac-Gus, bacmid.pFastBac-gE™ (coldénia azul/clone vazio) e com o
AcMNPV (tipo selvagem). Também na membrana incubada com soro suino SPF
(livre de anticorpos para o VDA) nao foram visualizadas bandas na mesma altura da
gE (~90 kDa) (Figuras 35 e 36). Na figura 36 podemos observar um “western
blotting” usando como primeiro anticorpo um soro suino negativo (SPF) para o VDA
e um soro suino positivo policlonal para a DA.
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Figura 36 - “Western blotting” de recombinantes bacmid.pFastBac-gE.VDA da infecgdo em células de
inseto. Soro policlonal anti-VDA (Cedisa) e SPF (Embrapa) diluidos 1:250. Conjugado
peroxidase diluido 1:4000. Pocos 1 e 9) virus recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA
com 72 hpi; Pogos 2) recombinante bacmid.pFastBac-colénia azul (clone vazio); Pogos 3)
células TN5B nao infectadas (mock); Pogos 4) virus recombinante bacmid.pFastBac-Gus
(controle); Pocos 5) virus selvagem AcMNPV; Pocgos 6) virus VDA com 48 hpi em células
SK6; Pocos 7 e 8) virus recombinante bacmid.pFastBac-gE.VDA com 120 e 96 hpi,
respectivamente; Pogo 10) marcador de alto peso molecular (Sigma®). Observa-se banda
na altura de 97 kDA do marcador, nos pogos com recombinante bacmid.pFast-gE.VDA e
com soro policlonal para VDA diluido 1:250. Nos pogos sem recombinantes gE.VDA e
com soro policlonal para VDA diluido 1:250 ou nos pogos com as amostras incubadas
com soro SPF nado se observa banda na mesma altura encontrada nos pogos com
recombinantes e soro com anticorpos contra o VDA.

Foi observado nos géis SDS-PAGE e nos “Western blotting” varias outras
bandas de diferentes alturas, além da gE.VDA, nos géis e nas membranas
incubadas com soro anti-gE, policlonal anti-VDA ou mesmo SPF. Para melhorar a
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especificidade, futuramente, os recombinantes serdo testados sob diferentes
concentracdes de soro, conjugado, tempo de incubagdo, bem como outros tipos e
concentracdes de blogueadores de membrana.

Futuramente, serdo realizados “western blotting” utilizando-se anticorpo
produzido de inoculagdes em camundongos com glicoproteina gE recuperada em
gel de poliacrilamida (experimento em andamento). Espera-se que a imunomarcagéo
com este anticorpo revelard uma banda de ~90 kDa correspondente ao extrato de
células BTI-Tn5B1-4 infectadas com o virus bacmid.pFastBac-gE.VDA, mostrando a
especificidade do anticorpo a glicoproteina expressada pelo virus em células de

inseto.

3.7 Producao de estoque viral recombinante.

O estoque viral obtido da co-transfeccdo dos recombinantes em células de
inseto, com um titulo estimado de 2 x 107 pfu/ml, foi inoculado usando uma MOI de
1 virus/célula em BTI-Tn5B1-4. O material foi colhido com 7 dias pés infecgéao, apds
a morte celular, que é considerado o melhor momento de colher os recombinantes
BVs (“budded virus”). Os virus colhidos pés-infeccdo usualmente resulta em uma
amplificagao de 2 log, ficando portanto com um titulo aproximado de 2 x 10° pfu/ml.
O sobrenadante foi armazenado a 4 °C ao abrigo da luz. Também foram

amplificados e estocados os virus controle (0 recombinante bacmid-vazio e o

bacmid-Gus).

3.8 Producao de proteina heterbéloga secretada em células de inseto

Células de inseto BTI-Tn5B1-4 foram inoculadas usando uma MOI de 10
virus/célula em BTI-Tn5B1-4. O extrato celular e o sobrenadante foram colhidos
apds 96 hpi. Este momento foi determinado por se obter maior expressdo da
glicoproteina. O sobrenadante foi armazenado a 4 °C. Para confirmar a secregao da
gE o “pellet” celular foi analisado por “Western blotting” (Figura 37).
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Figura 37 — Analise por “Western blotting” do extrato celular da produgao de proteina recombinante
gE.VDA em células de inseto BTI-Tn5B1-4. Pogo 1) Marcador de alto peso molecular

(Sigma®); Pocos 2 e 3) Extrato celular da producdo de virus recombinante
bacmid.pFastBac-gE.VDA.



4 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi clonado um fragmento de DNA (1,78 kb), amplificado pela
PCR, contendo todo o gene da glicoproteina E (gE) do virus da doenca de Aujeszky
(VDA) também denominada de pseudo-raiva (PRV) no genoma do baculovirus
recombinante “bacmid” do AcMNPV, visando sua expressao em células de insetos.
Para a estratégia de clonagem foram usados dois tipos de vetores.

Para a clonagem foi escolhido o vetor “pGem®-T Easy Vector Systems”
(Promega) por facilitar a clonagem de produtos da PCR. O vetor pGem®-T Easy é
preparado pela digestdo com EcoR V e adi¢cdo, nas duas terminacdes 3’, uma
timidina (T). A presenca de uma 3’-T na regido projetada de clonagem melhora a
eficiéncia de ligacdo de produtos da PCR dentro do plasmideo por prevenir a
recircularizagdo do vetor e por prover uma projecdo compativel (uma timidina) para
produtos da PCR gerados por polimerases termoestaveis, as quais adicionam um
nucleosideo ao final da amplificacao da PCR, uma adenosiina (A). O vetor pGem®-T
Easy possue um promotor da RNA polimerase, em cada uma de suas extremidades
(o T7 e 0 SP6) e dentro da regido de clonagem multipla do vetor estao inseridos
sitios multiplos para enzimas de restricdo, entre elas a EcoR |, a qual esta inserida
nas duas extremidades do vetor.

Para a expressao, foi escolhido o kit “Bac-to-Bac® Baculovirus Expression
Systems” (Invitrogen™) foi escolhido por conter o vetor de clonagem pFastBac™1
que possui 0 mini-Tn7 (que permite a transposicdo no genoma do baculovirus
através do sitio de ligacao denominado mini-attTn7) e entre os bracos direito e
esquerdo do Tn7 (transposon) tem um promotor forte (promotor do gene da
poliedrina), além de uma regiao de insercado do gene B-galactosidase, o qual confere
cor azul as col6nias crescidas em meio com o indutor X-gal/IPTG. Quando o vetor
recebe o inserto (gE) interrompe o gene da [-galactosidase, conferindo uma
coloracdo branca as col6nias com o recombinante. O kit € composto, ainda de
células competentes DH10Bac™ que carreiam o “bacmid”, um vetor de transporte de
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baculovirus, que contém parte do genoma codificando a B-galactosidase e um sitio
de ligacao (mini-attTn7) que recebe o mini-Tn7 do pFastBac-gE.VDA quando ocorre
a transposicdo através da enzima transposase fornecida pelo plasmideo “helper”,
gue também esté inserido no “bacmid”. Durante a insercao da regiao mini-Tn7 com a
gE.VDA inserida no N-terminal do /acZ, ha o deslocamento da regido que codifica o
gene da PB-galactosidase. Consequiientemente, coldénias bacterianas com o inserto
gE.VDA néao produzirdo cor azul, quando crescidas com o cromégeno X-gal e o
indutor IPTG. Este fenétipo permite diferenciar colénias com o inserto das que néo o
receberam, por ndo ter ocorrido a transposicdo do subclone pFastBac-gE.VDA. Se
nao ha transposicao, as colonias DH10Bac™ mantém o gene lacZ conservado.

O DNA do “bacmid” quando co-transfectado em células de inseto produz virus
recombinante que induz a formacao de efeito citopatico sem poliedros, expressando
a proteina de interesse.

A glicoproteina E (gE) do virus da doenga de Aujeszky expressa em células
de inseto sera utilizada para produgédo de anticorpos monoclonais, para a producao
de um ELISA usando a gE como antigeno e para, a provavel producdo de
conjugacao do anticorpo monoclonal gE com peroxidase, para ser usado como anti-
igG (anticorpo secundario) em testes sorolégicos.

O que foi desenvolvido neste trabalho servira, também, como base para
novas investigacées e continuacdo do projeto de desenvolvimento de um ELISA
para identificar anticorpos anti-gE do virus da doenca de Aujeszky. O ELISA a ser
desenvolvido pretende utilizar a gE conjugada com a glicoproteina | (gl) do VDA. O
preparo de ensaios imunoenzimaticos que utilizem somente partes especificas e nao
infeciosas de patdgenos, além de melhorar a sensibilidade e especificidade do teste
sorolégico, podera ser usado em areas livres ou em erradicacdo da doenca de
Aujeszky, pois contera como antigeno, apenas duas glicoproteinas nao essenciais
para o VDA, a glicoproteina E e a glicoproteina | e ndo o virus inteiro infectivo.

Em uma segunda fase deste projeto a gE sera co-transfectada com a gl do
VDA. As duas glicoproteinas expressas serdo usadas como antigeno para a
producdo de anticorpos monoclonais e producdo de um ELISA com as gE/gl
conjugadas como antigeno. Essas duas glicoproteinas fazem uma ligacdo nao
covalente e quando se pretende identificar anticorpos anti-gE do VDA, a associacéo
desses dois antigenos (gE/gl) melhora o reconhecimento de anticorpos anti-gE com

mais especificidade.
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O presente projeto proporcionou também, dados técnicos importantes sobre
amplificacdo pela PCR, a otimizagdo de protocolos para a producdo de células
competentes, identificou as melhores técnicas e vetores de clonagem de produtos da
PCR, procedimentos de rotina com células de inseto e consequente producdo de
proteinas recombinantes viabilizada pelo uso de vetores de expressao apropriados.

A engenharia genética com uso criterioso dentro do ambiente laboratorial,
permite construir recombinantes que expressem somente proteinas virais de
interesse, as quais substituem particulas virais inteiras, quando do preparo de
imunoensaios ou produtos afins. Esta tecnologia permite preparar kits de diagnéstico
para agentes patogénicos sem que haja risco de disseminar o microorganismo no
ambiente laboratorial ou no meio ambiente, 0 que assegura 0 uso desses ensaios de

diagnéstico em areas livres ou em erradicacao para tal enfermidade.



CONCLUSOES

Conclui-se que os resultados obtidos alcangaram os objetivos principais.

O gene completo da gE do VDA tem 1734 pb e na amplificagéo pela PCR com
os dois “primers” iniciadores desenhados, resulta em um fragmento de tamanho
de 1771 pb;

A clonagem do gene do VDA ao vetor pGem®-T Easy foi confirmada com a
enzima EcoR |, liberando dois fragmentos (gene gE e vetor) e o fragmento gE
do VDA quando digerido com a enzima Bsr | corta 0 gene na altura de 820 pb,
liberando dois fragmentos de tamanho, compativel ao esperado pela simulacao
com o programa NEBcutter V2.0;

O subclone gerado da insercdo da gE do VDA no vetor de expressao
(pFastBac™1) foi confirmado em sua correta orientacao dentro do plasmideo
com a enzima BamH |;

O subclone gE do VDA transposto no virus recombinante “bacmid” foi
confirmado pelo fendtipo branco das col6nias bacterianas e pela PCR;

O gene gE do VDA inserido apds o promotor da poliedrina no “bacmid” foi co-
transfectado em células de inseto Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4) e sua
expressao foi confirmada por SDS-PAGE e “Western blotting”;

Posteriormente, a gE do VDA expressa em células BTI-Tn5B1-4, sera utilizada
para produzir antigeno para montagem de um ELISA e para imunizar
camundongos (producao de monoclonais);

Poder-se-a produzir a g€ do VDA conjugada com a glicoproteina | (gl) do VDA
que sera amplificada, clonada e expressada em células de inseto. Os dois
genes, gE e gl serao utilizados para o desenvolvimento de um ELISA (producgao
de antigeno, monoclonais e, provavelmente, conjugado peroxidase gE/gl) para
uso no diagnostica em areas livres ou em erradicagao da doenca de Aujeszky.
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ANEXOS

ANEXO A - Sequéncia completa da glicoproteina gE do virus da doenca de
Aujeszky — CDS (AY249861)

001 atgcggccct ttctgetgeg cgecgegeag ctectggege tgetggecct ggegcetetee
061 accgaggccc cgagtctctc cgeccgagacg accececgggcec ccgtcaccga ggteccgagt
121 cccteggecg aggtctggga cctectccace gaggecggeg acgatgacct caacggegac
181 ctcgacggeg acgaccgecg cgegggcttc ggeteggecc tegecteect gagggaggceg
241 ccceeggcecc atctggtgaa cgtgtccgag ggegecaact tcaccctcga cgegegeggce
301 gacggcgcecg tgetggecgg gatctggacg ttectgecceg tecgeggetg cgacgecgtg
361 tcggtgacca cggtgtgctt cgagaccgceg tgccaccecgg acctggtget gggecgegece
421 tgcgtcceeg aggecccgga gatgggeate ggegactacce tgecgeccga ggtgecgegg
481 ctccggegeg agecgceccat cgtcacceceg gageggtggt cgecgeacct gagegtectg
541 cgggccacgce ccaacgacac gggcctctac acgetgcacg acgectcggg gecgegggcec
601 gtgttctttg tggcggtggg cgaccggecg cececgegecgg cggacceggt gggeeecgeg
661 cgccacgagc cccgcttcca cgegceteggce ttccactcge agcetcttctc geccecggggac
721 acgttcgacc tgatgcegeg cgtggtcteg gacatgggeg actcgegega gaactttace
781 gccacgctgg actggtacta cgegegegeg ccecegeggt gectgetgta ctacgtgtac
841 gagccctgca tctaccacce gegegegecc gagtgectge geceggtgga ceceggegtge
901 agcttcacct cgcecggegeg cgegeggctg gtggegegece gegegtacge ctegtgecage
961 ccgctgeteg gggaccggtg getgaccgec tgecccttcg acgecttcgg cgaggaggtg
1021 cacacgaacg ccaccgcgga cgagtcgggg ctgtacgtge tcgtgatgac ccacaacggce
1081 cacgtcgcca cctgggacta cacgctegtc geccaccgegg ccgagtacgt cacggtcate
1141 aaggagctga cggcccegge ccgggecceg ggcaccecgt ggggeccegg cggeggegac
1201 gacgcgatct acgtggacgg cgtcacgacg ccggegecge ccgegegece gtggaacccg
1261 tacggccgga cgacgeccgg geggcetgttt gtgetggege tgggctcectt cgtgatgacg
1321 tgcgtcgtcg ggggggcecgt ctggcetetge gtgetgtget ccecggegeeg ggeggecteg
1381 cggccgttce gggtgecgac gegggegegg acgeacatgce tetectceggt gtacaccagce
1441 ctgcccacgce acgaggacta ctacgacgge gacgacgacg acgaggaggce gggcgtcate
1501 cgceggeggce ccgectcacce cggeggggac ageggcetacg aggggcecgta cgegagectg
1561 gaccccgagg acgagttcag cagcgacgag gacgacgggc tgtacgtgeg ccccgaggag
1621 gcgcecccgcet ccggcettcga cgtetggtic cgecgatccgg agaaaccgga agtgacgaat
1681 ggacccaact atggcatgac cgccaaccgc ctgttgatgt cccgececge ttaa (1734 pb)



ANEXO B - Localizacdo da seqiéncia dos primers com sitio de restricao
desenhados no gene da glicoproteina gE do virus da doenca de
Aujeszky (CDS: AY249861)

Primer: cacaccggggttgaattccatgc;
Sitio EcoR I: gaattc;

Oligos substituidos ou adicionados: att
tttaaacctgggcacccccgcgagtctcgcacacaccgggatigagaccatgcggccctttctgetgecgegecgege
agctcctggcegctgcetggecctggegcetctccaccgaggecccgagtcetctccgecgagacgaccecgggecccegte
accgaggtcccgagtccctcggecgaggtctgggacctctccaccgaggecggegacgatgacctcaacggegac
ctcgacggcgacgaccgcecgegegggcttcggetcggecctegectcectgagggaggegeccccggeccatcetg
gtgaacgtgtccgagggcgccaacttcaccctcgacgegegeggegacggcgcecgtgetggecgggatetggacgt
tcctgeccgtececgeggetgegacgecegtgtecggtgaccacggtgtgeticgagaccgegtgeccacccggacctggtge
tgggccgcegcectgegtecceccgaggecccggagatgggeatcggegactacctgecgeccgaggtgecgeggctee
ggcgcgagcecgceccatcgtcacccecggageggtggtcgecgeacctgagegtectgecgggecacgeccaacgac
acgggcctctacacgctgcacgacgcctcggggecgegggcecgtgtictttgtggeggtgggegaccggecgececg
cgccggeggacceggtgggecccgegegecacgagcecccgcttccacgegcetcggcettccactcgeagctcettcteg
cccggggacacgttcgacctgatgecgegegtggtetcggacatgggegactcgecgegagaactttaccgecacgct
ggactggtactacgcgcgcegcegceccccgeggtgectgetgtactacgtgtacgagecctgcatctaccaccecgegeg
cgcccgagtgCcetgegeccggtggacceggegtgcagcttcacctcgeecggegegegegeggetggtggegegece
gcgcgtacgcectecgtgcageccgcetgetcggggaccggtggetgaccgectgecccttcgacgectticggecgaggag
gtgcacacgaacgccaccgcggacgagtcggggctgtacgtgcetcgtgatgacccacaacggcecacgtcgecacce
tgggactacacgctcgtcgccaccgcggecgagtacgtcacggtcatcaaggagetgacggecccggeccgggece
ccgggcaccccgtggggecccggeggeggegacgacgegatctacgtggacggegtcacgacgecggegecge
ccgegegeccgtggaacccgtacggecggacgacgceccgggceggcetgtttgtgetggegetgggcetecttegtgatg
acgtgcgtcgtcgggggggcecgtctggctcetgegtgetgtgetccecggegecgggeggectcgeggecgtticcgggtg
ccgacgcgggcgeggacgcacatgctctctcecggtgtacaccagectgecccacgcacgaggactactacgacggce
gacgacgacgacgaggaggcgggcgtcatccgecggeggeccgectcacccggeggggacageggcetacgag
gggccgtacgcgagcectggaccccgaggacgagticagcagcgacgaggacgacgggctgtacgtgegecceceg
aggaggcgccccgctccggcettcgacgtetggticcgecgatccggagaaaccggaagtgacgaatggacccaact
atggcatgaccgccaaccgcctgttgatgtcccgecccgcttaaataccgggagaaccggtccgeccgeattccgac
ctgceeggcegc; g t (oligos substituidos);

taa (final da gE);
Sequéncia final da gk com sitio BamH I: gcttaaataccgggaqatccggtc.



ANEXO C - Desenho esquematico do plasmideo de clonagem pGem®-T Easy.

NAE | —
Xmn | T7 1
2009 I
Apal | 14
1 Aatll | 20
Scall ori Sphl | 26
1890 ElStzll 31
pGem-T Easy BgtOZ | 2;
Sacll | 49
EcoRl | 52
Amp' I
T
\—
Spel | 64
EcoR1 70
. Not | 77
ori Bstz | | 77
Pst | 88
Sal l 90
Ndel | 97
Sac | 109
BstX| | 118
Nsi | 127
SP6 | 141

Legenda: Entre T7 e SP6= regido mdultipla de clonagem com varios sitios de
restricdo. T7 e SP6 = sitio inicial de transcricdo da RNA polimerase (1pb); ori e f1 ori
= regido origem pUC; lacZ = cbédon inicial do gene lacZ; Amp r = resisténcia a

ampicilina; Sca |, Xmn | e Nae | = sitios de enzimas de restricao no plasmideo.



ANEXO D — Mapa de restricao da glicoproteina gE.VDA (1734 pb).

Simulacdo junto ao programa NEBcutter V2.0 (BiolLabs)
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php).

No destaque regido da Bsr | no gene gE.VDA.

a7 aa

1734
I I LT Il [ I Qe o I
|Ehcktu marklucanun|
*B=mBI Epulnl Ear ApalLl EITFOL M=el
H#ALWMI Ezaxl Sapl *Agel ¥Bt=Cl | “##BzpEI
BEFuAl Mol *Ascl *FokI *AatIlI
E=spil BzrGI *¥Zral
*B=zaBl Nzpl
#5exAl ¥PzhAl
#BstEII Tthiill
#Ahd 1 PFIFI
Bstyl

EBzu3cl



ANEXO E - Mapa do vetor doador pFastBac1. A regido de cloangem mudltipla inicia
na altura de 4032 pb com o sitio para BamH | e termina na altura de
4137 com o sitio Hind Ill. O sitio para EcoR | esta lIcalizado
aproximadamente a 4053 pb.

f1 int. region

Tn7L
L

Poly A |‘

Regidao de clonagem
multipla

Apr

pFastBac1
4775 pb

ori
promaotor

Polh

— Tn¥R

Legenda: f1 int. region = regido intergénica (inicio do plasmideo); Apr = resisténcia
a ampicilina (~900 pb); ori = regido de origem (~1850 pb); Tn7R = transposon7,
braco esquerdo (~2700 pb); Gmr = resisténcia a gentamicina (~3260 pb); promotor
Polh = regiao do promotor da poliedrina (~3900 pb); Regiao de clonagem multipla =
local de insercao dos inseros de interesse com varios sitios de restricao (~4032 pb
até 4137 pb); Poly A = sinal de poliadenilacao (~4290 pb) e, Tn7L = transposon?,
brago direito (final do plasmideo).



ANEXO F — MEIOS E SOLUCOES

DNA

TNE ( PH 7,4)

10 mM Tris-HCI (pH 7,4)

150 mM NaCl

1mM EDTA (pH 8,0)

Agua Milli-Q estéril gsp 1000 ml

TE (pH 8,0)

10 mM Tris (pH 8,0)

1 mM EDTA (pH 8,0)

Agua Milli-Q estéril gsp 100 ml

TE-RNASE (pH 8,0) = RNase 1ug/ul

TE (pH 8,0) 49,5 ul

RNase 10 mg/ml 0,5 ul
CLONAGENS

LB CALDO

Triptona 10 g

Extrato de Levedura 59

NaCl 59

Agua Milli-Q gsp 1000 ml

Esterilizar por autoclavacao

LB AGAR

Triptona 10 g
Extrato de Levedura 59
NaCl 59

Agua Milli Q gsp 1000 ml



Agar bacteriolégico 159
Diluir o agar por aquecimento
Esterilizar por autoclavacéao

LURIA AGAR

Triptona 10 g
Extrato de levedura 59
NaCl 109
Agua Milli-Q gsp 850 ml

Diluir por agitacao

Ajustar até pH 7,0 com NaOH 5 M

Agua Milli-Q gsp 1000 ml
Agar bacteriolégico 159
Diluir o agar por aquecimento

Esterilizar por autoclavacéao

SOB MEIO

Triptona 20 ¢
Extrato de Levedura 50¢g
NaCl 059
Agua Milli-Q 850 ml
Diluir por agitacao

Cloreto de potassio 250 mM 10 ml
Ajustar até pH 7,0 com NaOH 5 M

Agua Milli-Q gsp 1000 ml

Esterilizar por autoclavacao
Ajustar até pH 7,0 com NaOH 5 M

SOC MEIO

Triptona 2,049
Extrato de levedura 0,59
NaCl 0,05¢

Agua destilada 95 ml



Agitar até dissolugéao

KCI 250 mM 1,0 ml
Ajustar até pH 7,0 com NaOH 5 M
Agua Milli-Q gsp 98 ml

Esterilizar por autoclavacéao

Magnésio estoque estéril (adicionar no
momento do uso) 1 ml

Glicose 2 M (adicionar no momento do uso) 1ml

ESTOQUE DE MAGNESIO

MgCl, . 6 Ho0 20,33 g
MgSQO4 .7 H2O 24,659
Agua Milli-Q gsp 100 ml

Esterilizar com filtro 0,22 um

ACETATO DE POTASSIO 3 M

Acetato de potassio 29,4 g
Agua Milli-Q 50 ml
Ajustar até pH 5,5 com acido acético glacial

Agua Milli-Q gsp 100 ml

ACETATO DE POTASSIO 1M

Acetato de potassio 9,8¢

Agua Milli-Q 50 ml
Ajustar até pH 7,5 com acido acético 2 M

Agua Milli-Q gsp 100 ml

ACETATO DE SODIO 3 M

Acetato de sédio x 3H-O 408,3 g

Agua Milli-Q 800 ml

Ajustar até pH 5,5 com acido acético ou até
pH 7,0 com &cido acético 2 M

Agua Milli-Q gsp 1000 ml
Esterilizar por autoclavacao



MOPS 0,5 M Solucao Estoque
MOPS (C7H15NO4S)

Agua Milli-Q gsp

Ajustar até pH 6,8

RF1 Solucao (pH 5,8)

RbCl (100 mM)

MnCl,.4 H,O (50 mM)

Acetato de potassio 1 M (30mM)
CaCl,. 2 H,O (10 mM)

Glicerol (15% p/v)

Agua Milli-Q

Agitar até dissolugéao

Ajustar até pH 5,8 com acido citrico 0,2 M

Agua Milli-Q gsp
Esterilizar com filtro 0,22 um pré-lavado
Estocar a 4 °C

RF2 Solucao (pH 6,8)
MOPS 0,5M (10mM)

Rb CI (10 Mm)

Ca Clo. 2 H,O (75 mM)
Glicerol (15% p/v)

Agua Milli-Q

Agitar até dissolucao

Ajustar até pH 6,8 com NaOH
Agua Milli-Q gsp

Esterilizar com filtro 0,22 um pré-lavado
Estocar a 4 °C

MINIPREPARACAO
SOLUCAO |
Glucose (50 mM)

2,19
20 ml

g/100ml
1,29
1,09
3,0 ml
1,59
15,0 ml
85 ml

100 ml

g/100ml
2 ml
0,12 ¢
1,19
15 ml

85,0 ml

100 ml

5,0ml



Tris-Cl (pH 8,0) 1 M (25mM) 2.5 ml
EDTA (pH 8,0) 0,5 M (10 mM) 2,0 ml
Agua Milli-Q gsp 100 ml
Esterilizar por autoclavacao

Estocara 4 °C

SOLUCAO II

NaOH 10 N estéril (0,2 N)
SDS 10% estéril (1%)

Agua Milli-Q gsp

Preparo no momento do uso.

SOLUCAO Il

Acetato de potassio 5 M estéril 60 ml
Acido acético glacial 11,5 ml
Agua Milli-Q estéril 28,5 ml

A solugéo resultante tem 3 M de potassio e
de 5 M de acetato.

Estocar a 4 °C

MINIPREPARACAO PLASMIDEOS
GRANDES

SOLUCAO I-G 60 ml
Acido acético glacial 11,5 ml
Tris-HCI (pH 8,0) 15 mM

EDTA (pH 8,0) 10 mM

RNase A [100 mg/ml] 100 ug/ml

Agua Milli-Q estéril gsp

Esterilizar com filtro 0,22 pm

Estocara 4 °C

SOLUCAO II-G
NaOH 0,2 N
SDS 1%



Agua Milli-Q estéril gsp
Esterilizar com filtro 0,22 um
Preparar no momento do uso

X-gal Solucao 2% (20 mg/ml)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside
DMSO (dimetil sulfoxide) gsp

Estocar a —20 °C

Manter ao abrigado da luz

IPTG 20% (0,8 M)
Isopropiltio-B-D-galactoside (IPTG)
Agua Mill-Q gsp

Esterilizar com filtro 0,22 pm
Estocara a 4 °C

GEL DE POLIACRILAMIDA e
IMUNODETECCAO

TAMPAO DE AMOSTRAS
(SDS TAMPAO REDUTOR)

Tris-HCI (pH 6,8) 0,5 M

Glicerol

SDS 10%

2-B-mercaptoetanol

Azul de bromofenol 0,05%

Agua Milii-Q estéril

Estocar em temperatura ambiente

TAMPAO DE CORRIDA 5X (pH 8,3) PARA

SDS-PAGE
Tris-base (15 g/l)
Glicina (72 g/l)

2,09
100 ml

209
10 ml

1 ml
0,8 ml
1,6 ml
0,4 ml
0,2 ml
4,0 ml

9,09
43,2 ¢



SDS (5 g/l)

Agua destilada gsp

Estocara 4 °C

Uso: diluir 60 ml 5X em 240 ml de agua

GEL DE CORRIDA 12% ( SEPARADOR)

Tris-HCI (pH 8,8) 1,5 M

SDS 10%

Agua destilada

Acrilamida/Bis 30%

Persulfato de amémia (APS) 10% fresco
TEMED

GEL DE CORRIDA CONCENTRADOR
(EMPILHAMENTO) 5%

Tris-HCI (pH 6,8) 0,5 M

SDS 10%

Agua destilada

Acrilamida/Bis 30%

Persulfato de amémia (APS) 10% fresco
TEMED

NaH,PO4H,O

Agua destilada gsp

SOLUCAO CORANTE

Acido acético glacial

Metanol

Coomassie blue R-250

Agua destilada

Estocar em temperatura ambiente

SOLUGCAO DESCORANTE
Acido acético glacial

3,09
600 ml

2,5 ml
100
3,5ml
4,0 ml
100
10 pl

1,25 ml
50
3,05 ml
650 ul
50 pl
10 pl
2,39
1000 ml

100 ml

400 mL

500 ml

10 ml



Metanol 40 ml

Agua destilada 50 ml
Estocar em temperatura ambiente

TAMPAO DE TRANSFERENCIA 1X
Tampao Bjerrum e Schafer-Nielsen

(pH 9,2)

Tris-base (48 mM) 5,82 ¢
Glicina (39 mM) 29¢
SDS 10% (0,0375 %) 3,75 ml
Agua destilada 700 ml
Dissolver e adicionar metanol

Metanol 200 ml
Agua destilada qsp 1000 ml

Estocar a 4 °C

Usar frio (4°C)

TRIS-HCI 1M (pH 8,8)

Tris base 60,57 g
Agua estéril 450 ml
Ajustar até pH 8,8 com HCI

Agua destilada gsp 500 ml

TRIS-HCI 1M (pH 6,8)

Tris base 12,11 g
Agua estéril 85 mi

Ajustar até pH 6,8 com HCI

Agua destilada gsp 100 ml

PBS 50 X (pH 7,2)

KClI 10g
Na2HPO4 72,45 ¢
KH2PO4 12g



Agua destilada 900 ml
Ajustar até pH 7,2 com HCI

Agua destilada qgsp 1000 ml
Acondicionar em pequenas aliquotas

Esterilizar por autoclavacao

Estacar em temperatura ambiente

PBS 1 X (pH 7,2)

PBS 50 X 20 ml
NaCl 8¢9
Agua destilada qsp 1000 ml

PBS T20 0,05%
PBS 1 X 995 ml

TWEEN 20 5ml

EDTA 0,5 M (pH 8,0)
EDTA x 2 H.O 74,44 g

Agua Milli-Q 300 ml
Ajustar até pH 8,0 com NaOH 10 N, sob
agitacao

Agua Milli-Q gsp 400 ml
Esterilizar por autoclavacao

Estocar em temperatura ambiente

GLICOSE2 M
Glicose (D-glicose anidra) 7,29
Agua Milli-Q 18 ml

Dissolver bem e adicionar agua Milli-Q gsp 20 ml
Esterilizar com filtro 0,22 pm
Estocar em temperatura ambiente



SACAROSE 25%
Sucrose (sacarose) 259
TEN (pH 7,4) gsp

100 ml
Esterilizar com filtro 0,22 um
Estocara 4 °C
GLICEROL 70%
Glicerina [C3H5 (OH)3] 14 ml
Agua Milli-Q 6 ml
Esterilizar por autoclavacao
Estocar em temperatura ambiente
GLICEROL 60%
Glicerina [C3H5 (OH)3] 12 ml
Agua Milli-Q 8 ml
Esterilizar por autoclavacéao
Estocar em temperatura ambiente

ELETROFORESE

TAE 50X
TRIS base 242 g
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA (pH 8,0) 0,5 m 100 ml
Agua destilada gsp 1000 ml
A solugéo de trabalho 1x tem 40 mM Tris-
acetato /1 mM EDTA.
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100 ml
TAE 1X
TAE 50X 200 ml

Agua destilada gsp 1000 ml



TAMPAO CORRIDA AMOSTRAS 6X

Azul de bromofenol 25 mg
Xileno cianol 25 mg
Ficoll 400 1,59
Agua Milli-Q gsp 10 ml

BROMETO DE ETIDEO 10 mg/ml
Brometo de etideo 190

Agua destilada gsp 100 ml

Manter sob agitacao por varias horas até a
completa dissolucao

Armazenar em frasco escuro a 4 °C

MARCADOR DE PESO MOLECULAR
1 kb DNA Ladder 1:5

1 Kb DNA Ladder 1 mg (1,0 ug/ul) 10 pl
Tampao corrida amostras 6X 20 wl
Agua Milli-Q estéril 20 ul

Estocar a —20 °C



