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RESUMO

Os baculovirus sdo virus que infectam larvas de mariposas e borboletas. Sao virus capazes
de formar dois fen6tipos virais ao longo da infecgdo celular separados temporalmente. O primeiro
fenotipo, os budded virus, sao virus que brotam da célula e retétm um envelope a partir da
membrana celular. Estes servem como agentes da proliferacdao sistémica dentro do corpo do
hospedeiro. O segundo fendtipo, os occlusion derived virus, sdo particulas virais envelopadas no
nucleo e oclusas dentro da matriz cristalina formada pela proteina poliedrina, abundantemente
expressa em momentos muito tardios da infec¢do. O progresso da infec¢do e os padrdes de
expressao génica sdo controlados principalmente a nivel transcricional, com base na sequéncia de
DNA contida nos promotores dos genes. Para avaliar o programa transcricional e os elementos
controladores das infec¢des baculovirais, desenvolvemos uma nova metodologia de detec¢do de
luminescéncia em tempo real, derivada da infec¢do de células de inseto por baculovirus
recombinantes contendo promotores de genes expressos em diferentes fases da infeccdo que
controlam a expressao da proteina quimioluminescente Luciferase de vaga-lume. Isto permitiu, de
forma inédita, a caracterizacdo detalhada da expressdo génica a partir de promotores dos
baculovirus Anticarsia gemmatalis MNPV e Autographa californica MNPV. O que revelou perfis
de expressao diferenciais em linhagens permissivas, semipermissivas e ndo-permissivas a infec¢ao
por estes baculovirus. Também foram avaliados promotores do Bracovirus endosimbidtico
encontrado em Microplitis demolitor, uma vespa parasita de larvas de Lepidoptera, através da
metodologia de medi¢do de luminescéncia em tempo real. Estes promotores derivados do
Bracovirus apresentaram perfis de expressdo similares aos de promotores tardios dos baculovirus.
A capacidade de transdugdo e entrega génica na linhagem celular derivada da vespa M. demolitor

por baculovirus recombinantes também foi avaliada.



ABSTRACT

The baculoviruses are infectious to the larvae of moths and butterflies. These are viruses
capable of forming two distinct phenotypes throughout the cellular infection that are temporally
separated. The first phenotype, the budded virus, are virions the budded thru the cell membrane,
carrying an envelope. These are the agents of the systemic infection within the host’s body. The
second phenotype, the occlusion derived virus, are enveloped viral particles that are occluded
within the crystalline matrix that forms the occlusion bodies, that protect the virus in the
environment in the absence of the host. The progress of the cell infection and the patterns of gene
expression are controlled at the transcriptional level, mainly based on the DNA sequence of the
gene promoters. To evaluate the transcriptional program and the controlling elements of the
baculovirus, we developed a new methodology of real time detection of luminescence derived
from the infection of insect cells by recombinante baculovirus containing gene promoters of
different phases of the infection controlling the chemilluminescent firefly Luciferase protein. This
allowed for the detailed characterization of the gene expression from selected Anticarsia
gemmatalis and Autographa californica MNPV genes promoters. This revelaed differential
patterns of expression in permissive, semipermissive and non-permissive cell lines. We also
evaluated gene promoters of the endosymbiont Bracovirus found in Microplitis demolitor, a
parasitic wasp of Lepidopteran larvae, using the real-time luminescence detection technique. These
promoters revealed patterns similar to late gene promoters from the baculoviruses. The ability of
recombinant baculovirus to transduce and deliver genes to a M. demolitor wasp derived cell line

was also assessed.



AGRADECIMENTOS

Este trabalho s6 foi possivel devido ao apoio integral da minha familia: mae Zilda,
pai Durval, irmao Leandro, irma Juliana e alma gémea Daniela! Sempre presentes, sempre

carinhosos e sempre amados.

Muitos agradecimentos a todas e todos colegas de trabalho do laboratorio
Baculovirus da UnB. Também ndo foram esquecidos aqueles que passaram pelo
laboratoério. E um prazer trabalhar neste laboratorio pois o ambiente de trabalho busca
fomentar a inquisi¢ao cientifica e criatividade. Isto s6 foi possivel gracas aos esforgos
continuos do professor Bergmann Morais Ribeiro, um excelente lider e pesquisador

inspirador. Muito obrigado prof. Bergmann por compartilhar a sua paciéncia e sabedoria.

Immense thanks to my colleagues and friends from the Strand Lab at the
University of Georgia, USA. It was a powerful and fullfilling experience only possible
due to the kindness of dr. Michael R. Strand and his wife Jena Johnson. Thank you for

your support and for the excellent learning environment that you provided to me.

A CAPES e CNPq pelo investimento neste trabalho



Dedicado a minha querida mae

Zilda da Silva Morgado

Be that as it may, but for that light phantastic of his gnose's

glow as it slid lucifericiously within an inch of its page

James Joyce, FW —182.04



INDICE

RESUIMO ....ouiiiiiiiiiinennisiiiiinenssssssisiniiimesssssssssissimsesssssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssnnes i
ABSTRACT ..cuuiiiiiiiiiiirenneisiiiiiresssmssssisiitmesssssssssissitmmsesssssssssssssteesssssssssssssseesssssssssssssnns i
AGRADECIMENTOS ... cciiiitiiiiiiiiiniiieiieeiiotiaitacssisssssesstssesssersssssssssssasssnsssnsssnsssnssansns iii
INDICE DE FIGURAS, TABELAS E FLUXOGRAMAS .........ccoueererreeerersseessessssssessseesssssesssens viii
LISTA DE ABREVIAGOES.........cccueeuerreereecsesrseeseeesesssesssessesssesssessesssssssssssessesssessesssssssesnes Xi
O 11 200 Lo Uo7 Yo J 1
1.1.Caracteristicas gerais dos BACUIOVITUS.......................cccouveeeecvveieesiireeeecieeeeciieeeeeaens 1
1.2.A familia BaculoVirid@e.......................ccocueeeeuueieesiiieeeiiiseescieeeescieaeesieaeessieaa e e 3
1.3.0 ciclo de infecg@o CelUIAr......................ooueeeueeeeeeiieeeeiie et eete e see e eeiaa e 6
1.4.Baculovirus possuem uma gama restrita de hospedeiros ..........................cuoo...... 13
1.5.Trabalhos anteriores do estudo da atividade de promotores do AGQMNPV........... 19

1.6.A interagdo simbiodtica e biologia do bracovirus Microplitis demolitor BV e seu

hospedeiro a vespa Microplitis demolitor ........................ccouveeecvueeeeeciieeeecieeeeeciieaean, 21
2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS.....ccciiiiiiiiiiiinininininisisnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 28
3. MATERIAL E METODOS......cceeeeeeeeeereessessessesseeseesssssessessessessessessessessssssessessessens 31
3.1 Baculovirus reCOMBINANTES ...................cceecvuveeceeeeieeeiieeiieesieeesisesieesasisesisessssenes 31
3.2 Linhagens celulares @ CUILIVO .....................oooeeueeeeecciiiieeciiiiieeeiieeeescieeeesveaesseaeaaas 31

3.3 Isolamento dos promotores virais por PCR e clonagem no vetor de transferéncia

PFASTBACACCI ...ttt 32
3.4.Construgdo de baculovirus AcMNPV recombinantes através do método BAC-to-
BAC ...ttt ettt ettt ettt ettt e ettt s e e bt ate e e bt e e s beesbaeenbbeeebeeenibeanas 38
3.5.Amplificagdo e titulagdo dos indculos virais recombinantes................................. 39
3.6.Ensaios de detec¢do da atividade de luciferase em células de inseto................... 40
3.6.1. Ensaios de medigao Por lise............c.cccooeieiiiiicieiiicececse e 41

3.6.2. Ensaios de detecgdo da atividade de luciferase em células de inseto (nao
derivadas de Lepidoptera) transduzidas com baculovirus recombinantes contendo

PrOMOTOIES VIFAIS ......c.eouieieiiiiieceieeetete ettt ettt et te s e e e e sestesresteeseessessesensenes 42
3.6.3. Ensaios de detecgdo da atividade de luciferase em células de inseto

transfectadas com plasmideos contendo promotores virais..............c..cccccevveierennnens 44
3.6.4. Ensaios de medigdo continua .................c.ccooioieiiiiicicicceeee e 45

3.6.5. Efeito multiplicidade de infec¢ao (MOI) sobre a expressdo dos promotores
@ AGIVINPYV ...ttt ettt ettt et re et aese s be b seebe e e 46
3.6.6. Efeito numero de células sobre a expressdao dos promotores de AgMNPV 47



3.6.7. Perfil de expressao dos promotores de AgMNPV em células permissivas e

NAO-PEIMISSIVAS.......c.oiiiiiiietiice ettt e e st et e s teeteese e b e s e s sestesbeeteeseessessesensees 48
3.6.8. Perfil de expressao dos promotores de AgMNPV em células de inseto
tratadas com o inibidor de replicagao Afidicolina ...............cccoooieiinieiniceec, 48

3.6.9. Perfil de expressao dos promotores de AcMNPV, AGMNPV e MdBV
durante a infec¢ao de células de inseto com os recombinantes AcCMNPV

(DACMIAEOS).......oceiiecee ettt ettt bt et 48
3.7.Quantificagao do DNA viral dentro de células de inseto infectadas in vitro
utilizando PCR em temPo real ..............ccooveieiiiieicecceeeeees et 49

3.8.Quantificacdo do DNA viral extracelular (BVs) obtido a partir de células de inseto
infectadas in vitro através de PCR em temporeal ..................ccceevecvveeeeivenaeeciinnaaaan, 53

3.9.Ensaio de fuséo celular mediada pela proteina de envelope GP64 contida nos BVs
sobre a linhagem MAE em BaiXO PH......................ooeeeeceeeieeiiiieeeiiieeeeiiieeeecciaeressiaenans 53

RESULTADOS E DISCUSSAD......cccecerrerrrernesresesessesessessessesessessessessssessassessssesseseeses 55

4.1.0 programa de express@o génica do baculovirus AQMNPV durante a infec¢éo de

células de inseto derivadas de Lepidoptera.....................ccocueeeecveveeeecieeeeciieeaesiienaenns 55
4.1.1. A replicagao viral e maturacdo de particulas virais do baculovirus AgMNPV
em diferentes linhagens celulares .................ccooooeiiiieicccc 77

4.2.0 bloqueio da replicagdo viral e o efeito sobre a atividade dos promotores
VEFQUS ...ooveeiieeeeeeiiee ettt ettt e ettt e e et e e e st e e e et a e s et e e s s ubtaeesaabtee s e abaneeeaateeeenatees 81

4.3.Efeito da multiplicidade de infec¢do e numero de células na expressdo dos
promotores virais durante a infec¢do de células de inseto por AgMNPV
FECOMBINANTES ...ttt e et e e ette e st e e ette e s te e s e stsesseessaaeasteesasessasseanns 85

4.4.0 programa de expressdo génica do baculovirus AcMNPV durante a infecg¢éo de
células de inseto derivadas de Lepidoptera e a atividade de promotores heterdlogos

derivados de AGIMINPV. ... ettt e e ettt ttee e e e e e et sttt a e e e e e s s ssssaneaaaaneas 94

4.5.Correlagdo entre atividade dos promotores, motivos dos promotores e fungdo

o L1 1 Lo [ USRS 113
5.1, EL ...ttt s e e 113
B.5.2. GPOA ...ttt ettt s e ne e 115
B.5.3. LEFL ..o e ettt e e bbb eebeeaeeaaesans 118
5.4, VP3BO ...ttt e et ne s ne e 120
B.5.5.  PB.O......oo ettt s e s e e 121
B.5.6. POLH.. ...t et ettt e aeeaaesaes 123

4.6.0s baculovirus AcMNPV e AgMNPV possuem perfis de expressdo similares..... 125

4.7.0 perfil de expressdo dos promotores de genes ndo encapsidados de MdBV
durante infecc6es com os ACMNPV recombinantes em linhagens celulares
PEIMUSSIVAS .....cccooviiiiiieeeeeeeseiiitetee e e e e esettteee e e sssssstbeeaeesssssssstsesesessssssssstanessesssnnissss 128

4.8.0 perfil dos promotores de genes néo encapsidados de MdBV durante
transdugdes de células de inseto nGo-Lepidoptera..................ccoccvveecveesvveecierasienanns 138

Vi



4.9.0 curioso caso da linhagem celular derivada da vespa Microplitis demolitor ... 143

ST oo ] [l 11U LY - o T 151
6. ANEXOS .oeeeeeeeeieeesereseeesaseesseesssessesssssessssssssessssssnsesssssssessssssnsessssssssessssssessessnns 155
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.euuveeeeeeseeeeeesseessessssessssssssessssssssssssssssssssssnns 161

vii



INDICE DE FIGURAS, TABELAS E FLUXOGRAMAS

Figura 1: Relagdo filogenética dos quatro géneros atuais em que se divide a familia Baculoviridae. .....6
Figura 2: O progresso da infec¢ao celular com baculovirus em linhagens celulares permissivas e os dois
fendtipos gerados a partir da infecgao. ........ouvvviiieeriiiiiiiiiiieie s 8
Figura 3: Estrutura do nucleo transcricional dos promotores génicos baculovirais.. .......cceeeeeeeeeeeeennnee. 12
Figura 4: Diagrama delineando o procedimento de construgao dos baculovirus AGMNPV recombinantes
(Lo T T=YoloYy 4] o T o =Yoo B a Vo] 1 4 Lo [ - TRuuuu RN 20
Figura 5: O ciclo de vida das vespas parasitas Braconidae ou Ichneumoidae e o parasitismo sobre larvas
da ordem LepidOptera. ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeemeeeeeeemeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnsnnnnnns 26
Figura 6: Diagrama e mapa vetor representando a estratégia de clonagem no plasmideo de
transferéncia por transposicdo em E. coli DHLIOBAC .........ccccceeiiirirrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnns 37
Figura 7: Curvas de melting de amplificag6es do gene fluc e a sequéncia de nucleotideos dos primers
utilizados nas reacoes de qPCR utilizando materiais de infec¢6es com os baculovirus AgMNPV
recombinantes contendo 0S EENES fIUC........cuuueeieeeeeeeiiiiieieiinienieieeieiieieeiiesssssssssssssssssssssssssssssssssses 52
Figura 8: Ensaio padrdo de medicdo de quimioluminescéncia de células infectadas com AgMNPV
L= oo T 0T e T4 = o =T N 60
Figura 9: Ensaios de medi¢do continua de luminescéncia nas linhagens UFLAg, Tn5B, Sf9, Ld652Y, Chch
e Bm5 durante 4 dias de infec¢dao com os baculovirus AgMNPV recombinantes em MOI 10. ...... 64
Figura 10: Ensaios de medi¢ao continua de luminescéncia nas linhagens UFLAg, Tn5B, Sf9, Ld652Y, Chch
e Bm5 durante 4 dias de infec¢dao com os baculovirus AgMNPV recombinantes em MOI 10. ...... 65
Figura 11: Micrografias das células UFLAg, Tn5B, Sf9, Ld652Y, Bm5 e Chch infectadas com o baculovirus
recombinante VAGIELIFLUC as O h P.i. € 96 h Puic.cccceeeeiiieiiiiiiiieneeiiinenieneeeeeeeeeeeeeesessseesssesssssssssssssses 71
Figura 12: Diagrama descrevendo os eventos gerados pela infecgdo viral e os genes responsaveis ou
T o To = o Lo T T ot 1o = TNV =T 4 76
Figura 13: Quantificacdo do DNA viral intracelular e extracelular por qPCR, durante a infec¢do de células
de inseto pelo baculovirus AGIMINPV. .........eeeeeeeeeeeeeeemmmmeemmmmmmmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 80
Figura 14: Ensaios de medi¢do continua de luminescéncia nas linhagens UFLAg, Tn5B, Sf9 e Ld652Y
tratadas com o inibidor de replicagio de DNA e infectadas com os baculovirus AgMNPV
recombinantes €m MO 10.. ....cccccvveeriiiiiiiiiiineeiiiiiiiiiinseeiisisssssseesssisssssssseesssssssssssssessssssssssnns 82
Figura 15: Ensaios de medicdo continua de luminescéncia na linhagem UFLAg infectadas com os
baculovirus AGMNPV recombinantes vAgGP64FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC
em MOIs 100, 50, 10, 5, 1, 0.1, 0.01 @ 0.001.........cceeeririiirrrnnneerisisssssssnneesssssssssssnssssssssssssssnnsessssssss 89
Figura 16: Ensaios de medi¢cdo continua de luminescéncia na linhagem Tn5B infectadas com os
baculovirus AGMNPV recombinantes vAgGP64FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC
em MOIs 100, 50, 10, 5, 1, 0.1, 0.01 @ 0.001........cceeerrrriissrrnneeeniiissssssnnensssisssssssssssssssssssssssssessssssss 90
Figura 17: Ensaios de medigdo continua de luminescéncia na linhagem Sf9 infectadas com os baculovirus
AgMNPV recombinantes vAgGP64FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC em MOIs
100, 50, 10, 5,1, 0.1, 0.01 € 0.001......cccceeeierrrmrrererissessssnneesssssssssssnnsasssssssssssnnsesssssssssssnnsessssssssssnns 91
Figura 18: Ensaios de medi¢ao continua de luminescéncia na linhagem Tn5B infectada com os
baculovirus AGMNPV recombinantes vAgIE1FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC
em MOIs 10 com concentragoes distintas de células semeadas........ccccceeeeeeeeeeeeeneeeeeenenneeeennneenenne 93
Figura 19: Confirmagao da clonagem dos diferentes promotores de AgMNPV comandando o gene fluc
no plasmideo pFastBacl e no bacmideo de ACIMINPV.. ........cceeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesssssssssssssssssnes 96
Figura 20: Confirmacgao da clonagem dos diferentes promotores de AcMNPV comandando o gene fluc
no plasmideo pFastBacl e no bacmideo de ACMNPV.. ........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesssessssssssssssenes 97
Figura 21: Confirmacao da clonagem dos diferentes promotores de AgMNPV e AcMNPV comandando o
gene fluc no bacmideo de ACIMINPV.. ........ciiiiiiiiiiiiinnisnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 97

viii



Figura 22: Confirmagdo da construgdo dos bacmideos AcMNPV contendo os promotores AgPOLH de
AgMNPV e AcPOLH de AcMNPV comandando o gene fluc nos recombinantes ACMNPV.............. 98
Figura 23: Ensaios de medi¢ao continua de luminescéncia das infecgées com os baculovirus AcMNPV
recombinantes contendo promotores de AcMNPV (coluna esquerda) e AGMNPV (coluna direita)
nas linhagens UFLAg, Tn5B e Sf9 ao longo de 3 dias de infecgdo em MOI 10. .........ccceeveeeeeennnnees 104
Figura 24: Ensaios de medi¢ao continua de luminescéncia das infec¢des com os baculovirus AcMNPV
recombinantes contendo promotores de AcMNPV (coluna esquerda) e AGMNPV (coluna direita)

nas linhagens Ld652Y, Bm5 e Chch ao longo de 3 dias de infecgdo em MOI 10.............cccceeveeneeeee 106
Figura 25: Alinhamento dos promotores IE1 de ACMNPV e AGMNPV.........ccceeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeenennnnnnnnes 113
Figura 26: Alinhamento dos promotores GP64 de ACMNPYV e AgMINPV. .......cceeeiiiiiiiiinnneeniiniissssnnnenns 115
Figura 27: Alinhamento dos promotores LEF1 de ACMNPV e AGMNPV. .......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnennnes 118
Figura 28: Alinhamento dos promotores VP39 de ACMNPV e AgMINPV.. .......cccccviiumreiiinneeicsnnenncnnne 120
Figura 29: Alinhamento dos promotores P6.9 de ACMNPV e AgMNPV.. ......ccueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnnes 121
Figura 30: Alinhamento dos promotores POLH de ACMNPYV e AgMNPV.........cccceiriiiiiinnneeniiisissssnnnenns 123
Figura 31: Confirmacdo da clonagem dos diferentes promotores de MdBV comandando o gene fluc no

bacmideo de ACIMINPV. ......ccciiiiiiiiinniiiiiiiinieneeniisssssseess s sssssssssse s sssssssssssssssssssssssnsessssssssssnns 129

Figura 32: Ensaio de medicdo continua de luminescéncia da infec¢ao das linhagens de Lepidoptera Tn5B
e $f9 com os baculovirus recombinantes AcMNPV contendo os promotores derivados de MdBV ao

longo de 3 dias de INFECEA0....ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssssessssssssssssssssssssssnnnnnnns 132
Figura 33: Medicao de luminescéncia a partir da transfec¢ao dos plasmideos contendo os promotores
isolados regulando a luciferase de vaga-lume na linhagem Tn5B.. ......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnn. 135
Figura 34: Medigdo de luminescéncia de células transduzidas (S2, MdE e Aaeg) e infectadas (Tn5B) com
os baculovirus recombinantes contendo promotores virais regulando o gene fluc.................... 142
Figura 35: Ensaios de fusado celular da linhagem MdE mediada pela proteina de envelope viral GP64.
.................................................................................................................................................. 146
Figura 36: Analise da concentragdao de DNA do virus AcMNPV ao longo de 72 h de infec¢do da linhagem
Tn5B (Hi5) e transducao das linhagens S2 @ MdE. .......ccceeveiiiiiiieieeeceseeeeee e ee e s e e e e e eeees 148

Figura 37: Curvas de expressao do gene reporter fluc durante as infec¢does da linhagem UFLAg pelos
baculovirus AgMNPV recombinantes contendo promotores dos genes gp64, vp39, p6.9 e polh.

Figura 38: Curvas de expressao do gene reporter fluc durante as infecgées da linhagem Tn5B pelos
baculovirus AgMNPV recombinantes contendo promotores dos genes gp64, vp39, p6.9 e polh.

Figura 39: Curvas de expressdo do gene reporter fluc durante as infec¢oes da linhagem Sf9 pelos
baculovirus AgMNPV recombinantes contendo promotores dos genes gp64, vp39, p6.9 e polh.

Figura 40: Exemplo de mapa vetor do plasmideo de transferéncia por transposicdo pFASTBAC
Lo T 11T T Lo TN 158
Figura 41: Mapas vetores linearizados dos plasmideos pFASTBAC modificados contendo os promotores
de AcCMNPV e AgMNPV isolados e clonados a montante do gene FLUC. ..........cceeeeeeeeeeeenenennnnnns 159
Figura 42: Mapas vetores linearizados dos plasmideos pFASTBAC modificados contendo os promotores
de MdBYV isolados e clonados a montante do gene FLUC. .........eeeeeeeeeeeeeeeeneenennnnnnensssssssssssssssssnes 160



Fluxograma 1: Descri¢ao geral dos procedimentos e materiais utilizados para estudar as infecgées dos
baculovirus recombinantes AgMNPV e AcMNPV contendo promotores virais derivados de
AgMNPV ou AcMNPV regulando o gene repdrter quimioluminescente fluc. ........cccceeeeeeeerecennnne. 29

Fluxograma 2: Descri¢ao geral dos procedimentos e materiais utilizados para estudar as infec¢es dos
baculovirus recombinantes ACMNPV contendo promotores do virus Microplitis demolitor

Bracovirus regulando o gene reporter quimioluminescente fluc. .........eeeeeeeeeeeeeeeneeeeneennnnnnnnnennnnes 30
Tabela 1: Lista dos primers utilizados no isolamento dos promotores Virais. ...........cooessinsnnsssssssssssssnnns 35
Tabela 2: Tempo de primeira detec¢do (Tin) do sinal de luminescéncia (hh:mm) .......coovvvivnnreiiiiiiinnnes 66
Tabela 3: Tempo até atingir pico (T,i) de expressdo do sinal de luminescéncia (hh:mm)...................... 66
Tabela 4: Tempo de primeira detecg¢do (Tin) do sinal de luminescéncia (hh:mm), ensaio com células

tratadas com Afidicolina.......cueeeiiiiiiiiiiieriiiiiccr s 82

Tabela 5: Tempo de primeira detecg¢do (Tin) do sinal de luminescéncia (hh:mm), ensaio com os
baculovirus AcMNPV recombinantes contendo os promotores de AcMNPV e AGMNPV em
diferentes linhagens derivadas de Lepidoptera. .........ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeennnnee 102

Tabela 6: Tempo de primeira detec¢do (Tin) do sinal de luminescéncia (hh:mm), ensaio com células
infectadas com os baculovirus AcMNPV recombinantes contendo os promotores derivados de
1 o = 133

Tabela 7: Descri¢cdo dos elementos transcricionais presentes nos promotores derivados de MdBV. .137
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linhagem celular Aaeg2
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas gerais dos baculovirus

Os baculovirus sdo virus com particula viral no formato de bastao, envelopados,
com DNA dupla fita, circular e de tamanho em média de 130 kpb (kilo pares de bases)
(Rohrmann, 2013). Sao um grupo de virus de artrépodes, principalmente das ordens
Lepidoptera, Himenoptera e Diptera (Jehle et al., 2006). Uma das caracteristicas
principais dos baculovirus ¢ a capacidade de produzir dois fen6tipos virais, morfologica
e temporalmente distintos: o primeiro fendtipo observado durante a infeccdo ¢
denomindado de budded virus (BV), produzido em uma fase inicial da infec¢ao celular e
¢ composto por um virion que atravessa a membrana plasmatica carregando parte dela. O
segundo fendtipo chama-se occlusion derived virus (ODV) formados em momentos mais
tardios da infecgdo € compostos por virions envelopados no nucleo da célula, que sao
envoltos por uma oclusdo cristalina de origem protéica, denominada de corpo de oclusdo
ou occlusion body (OB), formado pela proteina poliedrina (POLH). Os OBs sdo os
agentes infectivos primarios que garantem a viabilidade das particulas virais em seu
interior contra os rigores do meio ambiente, como luz UV e umidade, até serem ingeridos
por um novo hospedeiro suceptivel, iniciando uma nova infec¢ao. Desta forma, a infec¢ao
primaria ocorre pela ingestdo de OBs por via oral, enquanto os BVs sdo os agentes de
infeccdo secundaria, permitindo a proliferagdo da infeccdo viral dentro do hospedeiro
(Slack & Arif, 2007).

O Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) isolado 2D
(Johnson & Maruniak, 1989) pertence ao Grupo I dos Alphabaculovirus com genoma
composto por 132,239 pb (pares de bases) de DNA dupla fita, patogénico a lagarta de
Anticarsia gemmatalis (Hubner), uma praga da soja (Glycine max) (Moscardi et al., 1999;

Oliveira et al., 2006). Os OBs do baculovirus AgMNPV vém sendo utilizados por mais



de 30 anos no Brasil como bioinseticida para controlar a populagdo da lagarta Anticarsia
gemmatalis, produzido artesanalmente ou por formula¢des comerciais, formando uma
importante alternativa ao uso de inseticidas quimicos, diminuindo assim os danos
ambientais e sociais, além de reduzir custos de produ¢do (Moscardi et al., 1999; Rodas et
al., 2005; Haase et al, 2015).

Um marco importante na histéria do conhecimento deste virus foi o
sequenciamento completo do genoma AgMNPV-2D (Oliveira et al., 2006), isto permitiu
integrar diversos estudos moleculares independentes sobre genes e fragmentos do genoma
até entdo sequenciados, elucidar eventos evolutivos como transversdes, variagdes na
sequéncia gendomica em relagdo aos demais baculovirus, proteinas tinicas a0 AgMNPV e
construir uma filogenia mais acurada. O sequenciamento também confirmou que o
baculovirus AgMNPV ndo possui dois genes, cathepsin e chitinase, presentes no genoma
de quase todos Alphabaculovirus (Slack et al, 2004). Estas duas proteinas estdo
relacionadas com a liquefagdo do corpo das larvas infectadas pelos demais baculovirus
que auxiliam na dispers@ao dos OBs no campo (Rohrmann, 2013; Lima et al, 2013). A
auséncia destas proteinas durante a infec¢do das larvas Anticarsia gemmatalis, impede o
rompimento da cuticula exterior composta de quitina, apés a morte da larva. Esta
caracteristica unica do AgMNPV ¢ muito desejada em seu uso no laboratorio como vetor
de expressao de proteinas de interesse, se considerarmos que a protease v-CATHEPSIN
(v-cath) pode degradar a proteina recombinante e reduzir a produtividade da expressao
(Jarvis et al, 1996).

O baculovirus AcMNPV ¢ um Alphabaculovirus Grupo I com tamanho de 132
kpb com maior numero de estudos dedicados a sua biologia e aplicacdes biotecnoldgicas.
Uma boa parte das nogdes fundamentais da biologia dos baculovirus apresentada nesta

introducao tem como base os estudos realizados neste baculovirus “prototipo”. Apds seu



isolamento em 1971 (Vail et al, 1971) teve as metodologias basicas de manipulagio in
vitro estabelecidas ainda no inicio dos anos 80, gragas a ampla variedade de células
hospedeiras entdo disponiveis, o que consequentemente permitiu que sua genética fosse
gradualmente elucidada. Foi o primeiro baculovirus com o DNA completamente
sequenciado (Ayres et al, 1994), serviu como base para a elucidacdo dos mecanismos
transcricionais desta familia de virus (Beniya et al, 1996) e a descoberta dos elementos
de replicagdo do DNA viral (Kool et al, 1994). Também foi o primeiro baculovirus
estabelecido como a metodologia BAC-to-BAC de manutengdo do DNA viral na forma
de um replicon em bactérias Escherichia coli, o que facilitou a engenharia genética do
virus e permitiu a formag¢ao de um sistema comercial de expressao de proteinas em células
de inseto, bem estabelecido, com aplicagdes diversas em biologia molecular (Luckow et
al, 1993). Atualmente, o conhecimento acumulado sobre 0 AcMNPV ja avancou ao ponto
de existirem estudos de delecdo de praticamente todos os genes virais individualmente
(revisado em Rohrmann, 2013) e um transcriptoma derivado da infec¢do de células de
Trichoplusia ni, Tn5B (Chen et al, 2013).

Em comparagdo ao AcMNPV, a biologia molecular do baculovirus AgMNPV nao
foi aprofundada e seu foco principal tem sido o uso como bioinseticida no controle da
lagarta da soja. As diferengas genéticas relatadas acima entre os dois virus e as distingdes
em termos de espectro de hospedeiros torna a comparagdo direta entre estes dois

Alphabaculovirus um estudo muito interessante.

1.2. A familia Baculoviridae
Esta familia de virus de inseto tem como caracteristicas principais um material
genético composto por DNA dupla fita circular de tamanho variavel, entre 80 e 160 kpb

(kbp, Rohrmann, 2013). E composta por 4 géneros: Alphabaculovirus, Betabaculovirus,



Gammabaculovirus e Deltabaculovirus. Destes os géneros mais estudados sdo os
Alphabaculovirus composto pelos Nucleopoliedrovirus (NPVs) sendo a espécie tipo o
AcMNPV. O género Betabaculovirus ¢ composto pelos granulovirus (GVs) que também
sdo capazes de formar dois fenotipos infectivos mas os corpos de oclusdo (granulos)
possuem tamanho menor que os OBs e possuem como composi¢ao principal a proteina
granulina.

O baculovirus filogeneticamente mais proximo ao AgMNPV ¢é o Choristoneura
fumiferana defective nucleopolyhedrovirus (CFEDEFNPV), que ocorre em conjunto a outro
baculovirus chamado de Choristoneura fumiferana multiple nucleopolyhedrovirus
(CIMNPYV), dentro da larva hospedeira Choristoneura fumiferana, uma praga de florestas
de clima temperado no Canada (Lauzon ef al., 2005). A similaridade na identidade dos
aminoacidos das proteinas codificadas por ambos virus ¢ muito alta, acima de 92%, se
considerarmos as proteinas estruturais do BV e dos corpos de oclusd@o. Mesmo existindo
alta homologia entre os dois genomas, eles sdo distintos, pois existem inversdes na
sequéncia de DNA gendmico e topologia dos genes virais (Oliveira ef al., 2006).

Considerando o alinhamento de 29 genes comuns entre os baculovirus
sequenciados, proposto por Jehle et al. (2006), a filogenia dos baculovirus estd organizada
em 4 grupos, apresentada na Figura 1, que constituiram os atuais géneros da familia
Baculoviridae:

e Alphabaculovirus: inclui os baculovirus especificos a hospedeiros da ordem
Lepidoptera. Este género se subdivide em dois tipos, os Alphabaculovirus do Grupo
I, que inclui a espécie tipo AcMNPV e o baculovirus 4gMNP. Estes utilizam a
proteina GP64 como principal glicoproteina de envelope do BV; os Alphabaculovirus
do Grupo II, que inclui o baculovirus Lymantria dispar MNPV, utilizam a proteina F

como principal glicoproteina do envelope do BV. Produzem BV e ODV como



fenotipos infectivos, sendo que os ODVs podem ser encontrados formando multiplos
virus por envelope (nos virus denominados de MNPVs) ou virus unicos por envelope
(nos denominados de SNPVs). A proteina formadora do corpo de oclusdo
(denominado de poliedro nesse grupo de virus) € a poliedrina (POLH).
Betabaculovirus: incluem os granulovirus especificos a hospedeiros da ordem
Lepidoptera, produzem BV e ODV, sendo que a proteina que forma o corpo de
oclusdo (denominado de granulo nesse grupo de virus) chama-se granulina. A espécie
tipo deste género € o Cydia polmonella GV (CpGV).

Gammabaculovirus: incluem os NPVs encontrados em hospedeiros da ordem
Hymenoptera (vespas). Produzem OBs com apenas uma particula viral ODV. A
espécie tipo € o Neodiprion lecontei NPV (NeleNPV).

Deltabaculovirus: incluem os baculovirus especificos a ordem Diptera (mosquitos),
a espécie tipo € Culex nigripalpus NPV (CuniNPV). Produz OBs cuja proteina

principal ndo ¢ homologa a granulina ou poliedrina dos demais géneros.
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Figura 1: Relagdo filogenética dos quatro géneros atuais em que se divide a familia Baculoviridae. Arvore
mostrando a relacdo de proximidade filogenética com base em sequéncias génicas ou aminoacidicas e conseqiiente
agrupamento nos quatro géneros atualmente aceitos. Estdo sendo destacados em caixa vermelha os
Alphabaculovirus AcMINPV e AgMNPV, que ocupam os dois clados distintos dentro do grupo Alphabaculovirus
Grupo |. A arvore foi modificada de Jehle et al. (2006); na figura original ndo existe o virus AGMNPV. Esta
modificagao foi feita com base em Oliveira et al. (2006)

1.3. O ciclo de infecc¢io celular

A infeccdo de células de inseto por baculovirus (figura 2) se inicia com a adsor¢ao
de particulas infectivas (BV ou ODV) na superficie externa da membrana celular e a partir
disto, a particula viral ¢ endocitada, no caso dos BVs (Volkman et al., 1985) ou fusionada
com a membrana, no caso dos ODVs (Horton et al., 1993). Ap6s a endocitose dos BVs e
dentro da vesicula resultante, conforme diminui o pH, inicia a fusdo de membranas do
envelope viral e membrana da vesicula, esta acdo ¢ mediada pela proteina GP64, no caso

dos Alphabaculovirus do Grupo I (Blissard & Rohrmann, 1991). O capsideo viral ¢



liberado da vesicula e envelope, dentro do citoplasma celular, em seguida ¢ carregado
para o nucleo por meio de proteinas motoras via filamento de actina do hospedeiro
(Ohkawa et al., 2010).

Uma vez no nucleo, fatores de transcri¢ao do hospedeiro irdo se associar ao DNA
dupla fita circular, especificamente nos motivos de transcri¢do genéricos como TATA
box (sequéncia TATAA) e o motivo conservado de iniciagdo da transcri¢do precoce
(early) CAGT (Pullen & Friesen, 1995). Com a associagdo dos fatores de transcri¢cao ao
DNA viral, a RNA polimerase II do hospedeiro inicia a transcricdo dos genes da fase
precoce. Muitos destes genes precoces, também chamados de genes early, sdo
transativadores transcricionais, em especial o gene immediate early 1 ou iel, isto &,
formam proteinas que irdo servir de fatores de transcricdo para o genoma viral, assim
aumentando a transcricdo dos genes virais da fase early (Hoopes & Rohrmann, 1991),
além de iniciar a montagem do sitio de replicacdo e montagem viral, chamado de estroma

virogénico (Nagamine et al., 2005), marcando o inicio do controle da célula pelo virus.
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Com a expressdo da DNA polimerase baculoviral e transporte desta para o ntcleo,
inicia-se a replicacdo do DNA viral e marca-se o momento de inicio da fase tardia ou /ate
da infec¢do celular, evento que ocorre a partir das 6 h apos a infeccao celular em cultura
de células de inseto (Miller, 1997). Simultaneamente, nota-se o acimulo de proteinas LEF
(late expression factor), que servem como transativadores de genes com motivos de
transcrig¢do /ate, em especial o motivo conservado TAAG (Todd et al, 1995; Todd et al.,
1996). Uma caracteristica especial dos baculovirus € a presenga de uma holoenzima RNA
polimerase viral insensivel a alpha-amanitina (um composto inibidor da RNA polimerase
IT), composta por 4 subunidades, as proteinas derivadas dos genes LEF-8, LEF-4, LEF-9
e p47 (Guarino et al., 1998). Esta RNA polimerase viral tem forte afinidade pelo motivo
de transcrigdo late TAAG e sequéncias proximais a este motivo, a especificidade e alta
taxa de transcri¢ao desta enzima garantem a intensa expressao de genes das fases tardia e
de uma outra fase mais tardia, denominada de fase muito tardia ou very late (Guarino et
al., 1998).

Simultaneo a replicacdo viral, nota-se o aparecimento de diversas proteinas
baculovirais que irdo moldar a célula afetando inicialmente o citoesqueleto celular
(Pombo et al., 1998) e a distribuicao dos cromossomos no nicleo (Nagamine et al., 2006).
Pela expressao intensa dos genes virais da fase tardia, ocorre o acimulo de proteinas virais
tanto na membrana celular e no nicleo. A proteina formadora do capsideo viral VP39,
que se associa ao DNA viral no nucleo (Kawasaki et al., 2004), contribui com a formagao
do estroma virogénico, que se tornara a regido nuclear onde ocorre a replicacdo do DNA
viral e montagem dos capsideos derivando a progénie viral (Pombo et al., 1998;
Rohrmann, 2013). Estas particulas virais uma vez montadas sdo exportadas para o

citoplasma e interagem com as proteinas virais associadas membrana plasmatica (por



exemplo, a proteina GP64) e entdo “brotam” para o exterior da célula, retendo uma parte
da membrana citoplasmatica como envelope viral dos BVs (Slack & Arif, 2007).

Em momentos posteriores, o trafego de capsideos montados para fora do nucleo ¢
pausado e inicia-se a montagem dos ODVs e posteriormente a oclusdo em OBs dentro do
nucleo (Pombo et al., 1998). Como os poliedros sdo cristais altamente densos, de natureza
protéica, compostas pela proteina poliedrina (POLH), estima-se que pelo menos 40% de
todas proteinas expressas pela célula em momentos muito tardios da infeccao seja POLH
(Ramachandran et al., 2001).

Em momentos muito tardios da infec¢ao, inicia-se a hiperexpressao de genes very
late ou muito tardios. Em especial observa-se o acimulo da proteina poliedrina (POLH),
que ¢ o componente principal dos corpos de oclusdo (Coullibaly et al., 2009; Ji et al.,
2010). Por microscopia de luz observa-se a formagao e acimulo dos poliedros no ntcleo
das células infectadas apds 48 h p.i. (Pombo et al., 1998).

A regulacao deste processo de formagdo das duas particulas infectivas em
momentos distintos, primeiro BV na fase tardia e depois OB na fase muito tardia, ¢ um
processo complexo que envolve a expressdao sequencial e coordenada de genes (Jiang et
al, 2006). Os elementos cis conhecidos como o0s promotores génicos sdo fatores
determinantes do momento adequado (timing) e o nivel de expressao relativa a partir do
DNA viral (Todd et al., 1996). Estes sao encontrados usualmente em regides intergénicas
e sao compactos (Chent et al., 2013).

Os elementos principais nas sequéncias dos promotores precoces (figura 3 A) sdo:
elementos TATA (25 a 31 nucleotideos upstream da posicao +1 do inicio da transcrigao
do RNA), motivos de iniciagdo da transcricdo (INR) em especial a sequéncia
tetranucleotidica CAGT (em média de distancia de 79 pb upstream do cddon iniciador

ATG), regides de elementos ativadores downstream (DAR), como a sequéncia CACNG
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e regides de elementos ativadores distais upstream (UAR) como a sequéncia CACGTG.
Entre estes, os elementos cruciais s3o o TATA box e INR, sendo que os promotores early
podem ser classificados como contendo ambos elementos (TATA+, INR+), apenas INR
(TATA-, INR+) ou apenas TATA box (Miller, 1997). Existem ainda, promotores
precoces “ndo convencionais”, como o promotor dos genes dnapol e helicase, que nao
contém nenhum destes elementos mas sdo ativados na fase precoce da infec¢ao (Lu &
Carstens, 1991).

Estas informagdes sobre a sequéncia dos elementos DAR e UAR sdo referentes
aos baculovirus mais estudados, como o Autographa californica MNPV (AcMNPV) e
Orgyia pseudotsugata MNPV (OpMNPV). Alguns conceitos em relagdo aos elementos
transcricionais da fase precoce entraram em disputa recentemente pela publicacdo do
transcriptoma da infec¢do de AcMNPV em células Tn5B (Chen ef al, 2013). No trabalho
de Chen et al., fo1 feita a avaliagdo do sitio de inicio da transcricdo em paralelo a
quantificagdo dos transcritos, o que revelou que o motivo INR CAGT da fase precoce ndo
¢ tdo predominante quanto antecipado. Em contraposi¢do, o elemento TATA box com
distancia relativa de -30 pb ao INR foi considerado essencial para a transcrigao de genes
da fase precoce e este determina efetivamente qual sera o INR.

O elemento principal encontrado nos promotores tardios (figura 3 B) ¢ a sequéncia
tetranucleotidica TAAG, que ¢ o motivo de inicia¢ao de transcritos da RNA polimerase
viral (Thiem & Miller, 1990; Todd ef al. 1996). Outros elementos a serem considerados
sao os elementos burst entre o INR TAAG e o cddon de iniciagdo ATG dos promotores
de genes very late, como polh, estas sequéncias auxiliam a hiperexpressao de genes da
fase very late (Todd et al. 1996, Yang & Miller,1999). A transcriptomica da infeccao de
AcMNPV em Tn5B (Chen et al, 2013) indica uma alta precisao no uso do motivo TAAG

como INR de genes da fase tardia e nenhum padrao especifico ao redor deste elemento.
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Figura 3: Estrutura do nucleo transcricional dos promotores génicos baculovirais. Os promotores sdo classificados
como precoces ou tardios de acordo com os elementos cis como os sitios de inicio da transcricao (INR) e elementos
auxiliadores (TATA box) presentes nas sequéncias e os elementos trans que se associam as sequéncias e catalisam
a sintese dos mRNAs. Os promotores precoces sdo transcritos pelo complexo transcricional RNA polimerase Il e
TATA box binding protein (TBP) do proprio hospedeiro enquanto os promotores tardios sdo transcritos pelo
complexo RNA polimerase codificada por pelo menos 4 proteinas virais (LEF4, LEF5, LEF9 e p47).

A hiperexpressao génica so € possivel se o virus estiver expressado seus genes da
fase early e o hospedeiro possuir fatores de transcri¢do adequados para tal, muitos destes
genes virais sdo transativadores e/ou fatores de transcri¢do dos genes da fase posterior,
portanto € essencial existir um nivel minimo de producdo de proteinas reguladoras
durante o inicio da infec¢do para garantir a hiperexpressao da fase muito tardia (Ghosh et
al., 1998; Morris & Miller, 1992). Por fim, a replicagdo do DNA viral também ¢ um pré-
requisito para a expressdo de genes na fase tardia e a hiperexpressao na fase muito tardia,
conforme evidéncia obtida no bloqueio da replicagio do DNA viral com o inibidor
afidicolina, que resulta em redugdes drasticas na expressdo de genes da fase late e very
late (Glocker et al., 1993).

A infecgdo celular procede em uma rapida sucessdo de eventos que ocorrem
dentro de 24 h apos a infecgao (p.i.). Isto envolve o controle transcricional dos elementos
virais de forma controlada, representado pelos promotores génicos e as proteinas

transativadoras do baculovirus no primeiro momento de infec¢do e tomada de controle
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do metabolismo celular pela atividade dos genes da fase precoce. Com o aumento no
nimero de copias de DNA viral molde (templates) para transcrigdo e a atividade
transcricional exclusiva da RNA pol viral sobre os motivos de transcri¢do tardios, ocorre
um rapido acimulo de proteinas estruturais, para formagao dos virions e proliferacdo da
infeccdo pela formagao de BVs e, em momentos muito tardios, a formacao dos corpos de

oclusio.

1.1. Baculovirus possuem uma gama restrita de hospedeiros

No campo, a infec¢do primaria de insetos pelos baculovirus ocorre pela ingestao
de OBs dispersos no ambiente, como em cima de folhas de soja. A matriz protéica que
forma os corpos de oclusdo dissolve quando exposta a uma solugao alcalina e redutiva, o
que ocorre no intestino médio da larva (Rohrmann, 2013). Isto resulta na liberagdo dos
virions contidos no OB. Estes virus derivados de oclusao ou ODVs, sdo envelopados e
possuem proteinas associadas a membrana que realizam fungdes essenciais, como a
degradacao da membrana peritrofica, que consiste de uma camada extracelular secretada
pelas células epiteliais da mucosa do intestino da larva. Os ODVs devem ser capazes de
adsorver na membrana das células epiteliais e entrar nas c€lulas, possivelmente por fusao
das membranas auxiliada por proteinas virais do envelope. E essencial que ocorra a rapida
infeccdo e producdo de progénie viral na forma de BVs nestas células epiteliais do
intestino, que estao sujeitas a descamacao e descarte para o limen do intestino (Passarelli,
2011).

Apos atravessar o intestino, a infeccdo por baculovirus deve se espalhar pelo
hospedeiro, utilizando células que envolvem as traquéias e posteriormente os hemocitos
contidos na hemolinfa das larvas. Estas tltimas estdo em circulacdo livre pela hemolinfa,

e portanto servem como perfeitos proliferadores da infecgao sist€émica baculoviral (Soares
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& Ribeiro, 2005). Apds 5 dias de infecgdo, a larva apresenta letargia e paralisia. Analise
de tecidos por microscopia de luz indica grande acumulo de poliedros em tecidos
especificos, como nas células de gordura, hemocitos e células traqueolares. Em
contraposi¢do, alguns tecidos da larva ndo produzem OBs, mesmo infectados, como as
células do intestino e dos tubulos de Malpighi (Soares & Ribeiro, 2005; Passarelli, 2011;
Rohrmann, 2013).

Uma caracteristica comum a diversas espécies de baculovirus € o restrito espectro
de hospedeiros que cada virus ¢ capaz de infectar oralmente. Como descrito
anteriormente, a familia Baculoviridae esta limitada a infec¢do de larvas de insetos das
ordens Lepidoptera e poucas espécies que infectam insetos da ordem Diptera e
Hymenoptera (Jehle et al, 2006). Além disso, os baculovirus, que sdo usados como
bioinseticidas em larga escala, ja foram demonstrados ndo infectar as demais ordens de
insetos, animais e plantas, encontrados nos campos aplicados (Ashour et a/, 2007). Desta
forma, afirma-se que os baculovirus sdo bioinseticidas ecologicamente seguros em
comparagao aos inseticidas quimicos cujos mecanismos de a¢do sdo genéricos a insetos
de diversas familias e outros organismos.

A observacao do espectro restrito de hospedeiros de cada baculovirus esta baseada
em ensaios de infeccdo oral utilizando OBs em diferentes espécies de larvas de
lepiddpteros, o que revelou que espécies proximas filogeneticamente e comumente co-
coletadas na mesma espécie vegetal predada, muitas vezes possuem suscetibilidades
opostas, uma espécie facilmente infectada com pequenas doses enquanto a outra exige
doses milhares de vezes mais altas para induzir a morte. Esta limitacdo da infec¢ao
primdria por algumas espécies estd associada tanto a mecanismos de defesa das larvas,
entre estas, barreiras fisicas (membrana peritréfica) do intestino que impedem o acesso

das particulas virais a células da mucosa do intestino (Abot et al, 1996; Levy et al, 2009,
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2011), proteinas neutralizantes das particulas virais (Choi et al, 2012) e a capacidade de
descamar rapidamente as células infectadas no intestino assim “limpando” a infec¢ao
antes da proliferacdo sistémica (Haas-Stapleton et al, 2005; Asser-Kaiser et al, 2011). Em
paralelo, os baculovirus possuem genes voltados a combater estas defesas pela aceleracao
da infec¢do viral sist€émica através de proteases capazes de danificar a membrana
peritrofica (Gallo et al, 1991), a transcri¢do imediatamente precoce de genes estruturais
e a expressao precoce de proteinas remodeladoras (VFGF) da lamina basal de células
epiteliais colunares do intestino (Passarelli, 2011). Além disso, o envelope dos ODVs
contem multiplos virions (Washburn et a/, 2003; 2009), o que garante rapida transmissao
da infecc¢ao das células da mucosa as células da hemolinfa ou traqueoblastos acelerando
a infeccdo sist€émica (Engelhard et al, 1994; Passarelli, 2011).

A infeccdo de células de Lepidoptera cultivadas in vitro revelou mecanismos
celulares de defesa a infec¢ao por baculovirus. A apoptose ou morte celular programada
induzida pela expressao de genes baculovirais ocorre no caso de algumas combinacdes
de baculovirus e certas linhagens. Alguns genes baculovirais ja foram comprovados como
efetivos fatores anti-apoptoticos, por exemplo, o gene p35 de AcMNPV (Mehrabadi et
al., 2015) e o gene iap3 de AgMNPV (Carpes et al, 2005). No entanto estes genes nao
sao funcionais contra todas linhagens celulares indicando que a restri¢ao de infectividade
celular também possui especificidades. Em contrapartida, a proteina de membrana GP64
presente em BVs de Alphabaculovirus do grupo I, possui uma atividade de fusdao de
membranas em células cultivadas in vitro aparentemente independente de receptores
especificos de insetos, o que permite que BVs de baculovirus entrem em linhagens
celulares de diversos tipos e espécies, at¢ mesmo de células de mamiferos (Ghosh et al,

2002).

15



Desta forma, o sucesso da infec¢do por baculovirus tanto in vivo quanto in vitro
esta relacionado a multiplos eventos e interagdes que envolvem desde o acesso fisico dos
virions ao nucleo de células suscetiveis, a capacidade de manipular o metabolismo
celular, estabelecer uma infec¢ao produtiva em termos de replicagdo do virus e formagao
de progénie viral infectiva. Neste sentido, a investigagdo dos mecanismos de
suscetibilidade a infec¢do por linhagens celulares possui muitas areas de estudos
possiveis e este trabalho abordara o que ocorre em nivel de controle transcricional durante
a infec¢do de células suscetiveis e ndo suscetiveis. Como os promotores baculovirais
estdo associados aos diferentes eventos sequenciais da infecgdo celular, ¢ possivel utilizar
os perfis de atividade dos promotores de diversas classes como “sondas” que informam o
progresso ou falha da infeccdo em determinados momentos, de acordo com a
suscetibilidade da linhagem celular.

O baculovirus 4gMNPV ¢ facilmente manipulado e amplificado devido a
disponibilidade de linhagens celulares derivadas de inseto imortalizadas que sdo capazes
de propagar este virus. A linhagem celular derivada de larvas Anticarsia gemmatalis,
denominada UFL-AG-286 ou comumente UFLAg (Sieburth & Maruniak, 1988), produz
altos titulos de BVs apds 12 h de infec¢do com o virus AgMNPV (Castro ef al., 1997). A
infeccao causa mudancas estruturais nestas c€lulas nas primeiras 24 h, identificados como
efeitos citopaticos e observados por microscopia de luz, como o arredondamento da
célula, hipertrofia do nucleo e perda de extensdes citoplasmaticas, além da evidente
apari¢ao dos corpos de oclusdao no nucleo apds 48 h p.i. (Pombo et al., 1998). O meio de
cultura retém os BVs infectivos e este meio ¢ utilizado como inéculo viral para infecgdes
in vitro posteriores.

Outras linhagens também sao infectadas pelo baculovirus AgMNPV, como a

linhagem derivada de larvas 7. ni BTI-Tn5B1-4 (Tn5B), cuja produtividade da infec¢ao
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¢ similar a infecc¢do de células UFL-AG-286 (UFLAg), em nivel de traducdo de proteinas,
replicagdo de DNA viral e produ¢do de BVs e OBs infectivos (Castro & Ribeiro, 2001).
As linhagens de células derivadas de larvas da espécie S. frugiperda denominadas de
IPLB-SF21-AE (Sf21) e a linhagem derivada Sf9, que sdo suscetiveis a infeccdo por
AgMNPV, com reduzida replicagdo de DNA viral, e consequentemente menor produgao
de BVs e OBs, e assim sdo consideradas semipermissivas a infec¢do (Castro et al., 1997).

Existem linhagens ndo permissivas a infec¢do do virus 4gMNPV, que por
definigdo, sdo linhagens em que a infecgdo viral ndo replica DNA e/ou ndo gera progénie
infectiva (Morris & Miller, 1994). Usualmente os efeitos citopaticos iniciais conflagram
a morte celular programada ou apoptose, como ocorre na linhagem Bm5 derivada de
Bombyx mori, o bicho da seda. Outras linhagens podem ser suscetiveis a entrada e
infec¢do inicial, mas resultam em baixa progénie viral € nenhuma produgao de corpos de
oclusdo. Isto ocorre com a linhagem IPRI-CF-124T, derivada de larvas da espécie
Choristoneura fumiferana, que aparentemente bloqueia o progresso da infec¢do de
AgMNPV  (Castro et al., 1997). Os mecanismos moleculares de bloqueio ou
suscetibilidade da infec¢do de baculovirus pela célula hospedeira sdo variados e em
grande parte desconhecidos.

O baculovirus AcMNPV, como descrito anteriormente, ¢ o mais estudado e
utilizado entre todas as espécies conhecidas até o momento e ¢ considerado um virus de
amplo espectro de hospedeiros in vivo e in vitro (Rohrmann, 2013). O seu uso como vetor
comercial de expressao de proteinas heterologas (BEVS, Baculovirus Expression Vector
System) € uma prova disso. Este sistema tem como base, a manipulagao do baculovirus e
uso deste em células de inseto suscetiveis a infec¢do para produzir proteinas de interesse.
O proprio manual do BEVS sugere o uso das linhagens Sf9 para a produgdao de um alto

titulo viral e a linhagem Tn5B como “fabrica” de produgdo de proteinas. Estas linhagens
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sdo consideradas permissivas ao AcMNPV devido a alta producao de particulas virais
(Bonning et al., 1995; Iwanaga et al., 2004a).

O virus AcMNPV tem baixa letalidade para larvas A. gemmatalis apds a infecgao
oral, resultando em baixa produ¢do de BVs na hemolinfa mas alta expressdo do gene
precoce-tardio vp39 (Chikhalya et al., 2009). Estudos do nosso laboratério com AcMNPV
recombinante contendo inibidor do silenciamento génico NSs do tospovirus TSWV
revelaram que este gene ¢ capaz de aumentar a replicagdo, expressao génica em hemocitos
e a letalidade para as larvas A. gemmatalis, potencialmente combatendo mecanismos de
defesa celular por silenciamento da transcrigdo de genes virais (de Oliveira et al., 2015;
Oliveira et al., 2011).

A infecgdo em Ld652Y ja foi bem explorada e a célula ¢ considerada nao-
permissiva. A observagao original foi que ap0ds infec¢ao nao ocorre apoptose, existe baixa
producao de BVs e nenhuma produgdao de OBs (Morris & Miller, 1993, 1992) mesmo
ocorrendo altos indices de transcricao génica (Guzo et al., 1992), o que levantou a
hipoétese de que a infeccao nesta célula ¢ abortiva devido ao bloqueio de producdo de
proteinas. A adicao do gene da fase precoce hrf-1 (host range factor 1) do baculovirus
Limantria dispar MNPV (Du & Thiem, 1997) ao AcMNPV foi capaz de resgatar a alta
replicacdo e aumentar a expressao génica, quebrando o bloqueio na sintese de proteinas
virais (Thiem et al., 1996). Um AcMNPV com knockout do gene anti-apoptotico p35 nao
induz bloqueio na tradu¢do. Como este evento inicia em momentos precoces € aumenta
com a replicacdo do virus, € sugestivo que a supressao da apoptose induz o bloqueio na
tradu¢do como segunda via alternativa a apoptose para inibir a proliferagdo do virus
(Thiem & Chejanovsky, 2004). A infeccao de AcMNPV na linhagem Chch derivada de
Chrysodeixes chalcites ¢ considerada ndo-permissiva e resulta em apoptose. Esta

linhagem apenas ¢ permissiva aos Alfabaculovirus do grupo Il como o Trichoplusia ni
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SNPV e Chrysodeixes chalcites SNPV (Xu et al., 2012). A linhagem Bm5 também ndo ¢
permissiva pois ndo ocorre replicagdo do virus AcMNPV wild-type. Mutagdes especificas
no gene helicase do AcMNPYV sdo capazes de resgatar a capacidade de replicacdo do virus
nessas células (Argaud et al., 1998). Apenas os NPVs derivados de Bombyx mori ¢ B.
mandarina sdo capazes de infectar BmS5, enquanto estes virus ndo infectam a linhagem
S19, permissiva a0 AcCMNPV (Xu et al., 2012).

O AcMNPV e 0 AgMNPV possuem um espectro de hospedeiro que se sobrepdoem.
Ambas sdo infectivas a Tn5B, no entanto, a infectividade sobre as linhagens Sf9 e UFLAg
aparentemente sdo opostas. Ambos virus sdo incapazes de produzir progénie em Bm5 ¢
induzem infecg¢des abortivas em Ld652Y sem producao de OBs e em Chch sem produgio
de OBs induzindo apoptose. Uma comparagdo direta entre a expressdo génica dos
promotores de cada virus em diversas fases da infec¢do deve render mais informagdes

que permitam identificar os mecanismos que regulam a permissividade celular a infec¢ao.

1.2. Trabalhos anteriores do estudo da atividade de promotores do AgMNPV

Em trabalhos anteriores do nosso grupo de trabalho (Morgado, 2012), promotores
génicos do baculovirus AgMNPV foram isolados por PCR e subclonados upstream do
gene reporter Firefly luciferase (Luciferase de vagalume, fluc) em plasmideos de
transferéncia contendo uma regiao de 2100 pb do locus do gene polh de AgMNPV. A
partir destes, foram construidos baculovirus AgMNPV recombinantes por recombinagao
homologa em células de inseto (VAZIEIFLUC, vAgGP64FLUC, vAgLEFIFLUC,
vAgVP39FLUC, vAgP6.9FLUC e vAgPOLHFLUC, figura 4). Estes foram utilizados no
desenvolvimento de uma nova técnica de deteccao da atividade quimioluminescente de
FLUC em tempo real (Morgado, 2012). Os resultados obtidos por esta técnica permitiram

avaliar a funcdo dos promotores durante a infeccdo celular em tempo real com alta

19



resolucdo, no entanto o equipamento utilizado anteriormente ndo permitia a
automatizacdo do procedimento e apresentava alta variabilidade. Pela aquisi¢do do
luminoémetro de placa Glomax 96 (Promega) foi possivel resolver estas questdes técnicas
e refazer os experimentos que sao apresentados neste trabalho, . Além disto, experimentos
foram realizados variando parametros essenciais a infeccdo celular e eficiéncia da
expressao de genes heterélogos como a Multiplicidade de Infeccao (MOI) e o numero de
células infectadas no inicio da infecgao.

Utilizando estes baculovirus recombinantes da espécie AgMNPV em comparagao
aos recombinantes equivalentes da espécie AcMNPV, construidos neste trabalho, foi
possivel obter dados inéditos de expressdo génica diferencial destes virus e seus

promotores com espectros especificos e distintos de hospedeiros.
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Figura 4: Diagrama delineando o procedimento de constru¢do dos baculovirus AgMNPV recombinantes por
recombinacdao homdéloga. Acima uma representagao do genoma de AgMNPV e o locus do gene polh e genes que o
flanqueiam. Abaixo uma representac¢do do plasmideo de transferéncia p2100 (Cordeiro et al,, 2008) que contém
parte do locus do gene polh onde foram clonados o gene fluc e a montante deste os diferentes promotores
derivados de AgMNPV. Cada plasmideo foi utilizado na construgdao de um baculovirus AGMNPV recombinante
respectivo por recombinagdo homéloga em células de inseto (Morgado, 2012).
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1.3. A interacio simbiotica e biologia do bracovirus Microplitis demolitor BV e
seu hospedeiro a vespa Microplitis demolitor

A vespa australiana Microplitis demolito pertence a ordem Hymenoptera, familia
Braconidae, subfamilia Microgastrinae (Shepard et al., 1983). O grupo Microgastrinae
possui até 10.000 espécies de vespas parasitas com distribuicdo mundial (Fernandez-
Triana, 2010; Yu et al., 2005). Sao espécies que quando adultos vivem com habitos
solitarios e injetam seus ovos em outros insetos como em larvas de Lepidoptera. Por
exemplo, M. demolitor parasita naturalmente as larvas de Helicoverpa punctigera, mas
também ¢ capaz de parasitar Helicoverpa armigera e Chrysodeixes includens (Burke et
al., 2016). Estes ovos eclodem e as larvas vivem dentro do hospedeiro, consumindo
nutrientes da hemolinfa. As larvas saem do corpo do hospedeiro aproximadamente 10
dias apos eclosdo (Strand & Burke, 2012) e imediatamente tecem um casulo ao seu redor
utilizando glandulas secretoras de seda. Dentro do casulo inicia-se a metamorfose e
formagdo do individuo maduro e alado. Apds cruzamento entre adultos macho e fémea,
reinicia-se o ciclo com um novo parasitismo de larvas de Lepidoptera.

Durante o parasitismo de larvas Lepidoptera (figura 5), alguns mecanismos de
defesa foram identificados, que inibem a eclosdo dos ovos por encapsulamento celular de
granulocitos (Davies & Vinson, 1988; Strand et al., 2006) ou pela via profenoloxidase
que permite a neutralizacdo de patdgenos pela polimerizagao de quinonas na forma de
melanina que encapsula o patogeno ou parasita, além de auxiliar no fechamento de feridas
(Beck & Strand, 2007). Estes sdo mecanismos envolvidos no controle do parasitismo das
vespas pelo hospedeiro, reduzindo a sobrevivéncia das larvas e ovos que o parasitam.

Dentro da espécie M. demolitor existe um Bracovirus endogeno, da familia

Polydnaviridae, denominado MdBV (Microplitis demolitor Bracovirus). O genoma deste
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virus tem um tamanho de 189.000 pares de bases (pb) dividido entre 15 segmentos de
DNA dispersos em diferentes cromossomos que codificam 61 genes. Nem todos
segmentos genomicos sdo amplificados e encapsidados (Burke & Strand, 2012; Burke et
al.,2014,2013). Os PDVs (PolyDNAvirus) sdo compostos por dois grupos, os Bracovirus
contidos em vespas da familia Braconidae; e os Ichnovirus, contidos em vespas da familia
Ichneumoidea. Estes virus tem como ancestral um Nudivirus que se integrou no genoma
de um ancestral de vespa aproximadamente 190 milhdes de anos atras em eventos de
duplo parasitismo do Nudivirus e da vespa sobre uma mesma larva Lepidoptera (Bézier
et al., 2009). Apds a integragcdo, o virus se tornou endégeno e dependente da vespa
hospedeira para sua continuidade. Em seguida, tornou-se simbionte ao evoluir no sentido
de promover o parasitismo da vespa sobre larvas de Lepidoptera pela supressdo do
sistema imune destes ultimos (Dupas et al., 2008) e reduzir qualquer efeito negativo do
proprio Bracovirus que poderia exercer sobre as vespas hospedeiras (Dupuy et al., 2006).
A integracdo teve consequéncias sobre a topologia do genoma viral. Os Nudivirus sao
virus extracelulares com genoma circular de DNA dupla fita com alta densidade génica e
pouca distancia intergénica enquanto os PDVs possuem genomas segmentados e
integrados em diversos cromossomos da vespa hospedeira (Annaheim & Lanzrein, 2007;
Burke et al., 2014, 2013). Além disso, genes presentes em todos Nudivirus estao ausentes
em PDVs enquanto os que foram preservados sofreram altera¢des na coordenagdo de sua
expressao € mutacoes em suas sequéncias (Strand & Burke, 2012). Desta forma, o virus
tornou-se util para a vespa, sendo agora um simbionte obrigatério, que o retém como
hospedeira e a evolu¢ao do genoma viral dentro da vespa tornou-se permanentemente
ligada ao fitness do parasitismo da vespa sobre o hospedeiro (Burke & Strand, 2012; Cui

et al., 2000; Strand & Burke, 2013).
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Os PDVs replicam a partir do DNA proviral apenas em células especificas do
ovario de vespas adultas fémeas, as células do calice. O inicio da replicagdo ocorre entre
o periodo final da pupa e instars iniciais da fase adulta (Burke & Strand, 2012; Norton &
Vinson, 1983) e ¢ caracterizada pela excisdo e amplificagdo de segmentos de DNA viral
que serdo circularizados e encapsidados. Estes segmentos comumente sdo chamados de
“genoma encapsidado” enquanto os demais segmentos sdo chamados de “genoma nao-
encapsidado” (Burke & Strand, 2012; Drezen et al., 2003; Kroemer & Webb, 2004). A
maior parte dos segmentos do genoma ndo-encapsidado contém os genes responsaveis
pela transcrigdo, replicagdo e proteinas estruturais que formam os capsideos (Burke &
Strand, 2012; Gruber et al., 1996), enquanto os segmentos do genoma encapsidado
contém genes responsaveis pelo controle da larva hospedeira durante o parasitismo da
vespa (Burke & Strand, 2014; Cui et al., 2000; Strand et al., 1997; Trudeau et al., 2000;
Weber et al., 2007). Os capsideos sao liberados no lumen do ttero e no momento de
injecdo dos ovos e veneno (Asgari, 2006) na hemolinfa do hospedeiro Lepidoptera as
particulas virais também sdo injetadas (Shepard ef al., 1983; Vinson & Scott, 1975; Wyler
& Lanzrein, 2003).

E importante realizar uma comparagdo do programa de transcrigio dos PDVs com
demais virus, em especial os NPVs. A definicdo comum € que os genes virais transcritos
antes da replicagdo fazem parte da fase precoce, usualmente expressam proteinas
responsaveis pela forma¢do do complexo de replicacdo do DNA viral e montagem dos
capsideos (Bézier et al, 2009), sendo comum também a expressdo de fatores de
transcricdo (transativadores) que promovem maior expressao génica. O PDV MdBV
também possui e expressa em fases precoces os genes analogos a RNA polimerase dos
Baculovirus, composta pelas proteinas LEF4, LEFS, LEF9 e p47 (Burke & Strand, 2012;

Burke et al., 2013). Acredita-se que esta RNA pol viral transcreve genes estruturais com
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alta eficiéncia e possui afinidade pelos promotores destes genes, de forma similar aos
NPVs. A evidéncia para isto ¢ indireta, baseada na quantificagdo do mRNA de genes
estruturais que indicou uma expressao muito maior destes genes que os demais (Bézier et
al., 2009b; Burke & Strand, 2012; Burke et al., 2013; Cui & Webb, 1998). Ainda nao sao
conhecidos os alvos da RNA pol viral ou se esta realmente ¢ a responsavel pela
transcri¢do tardia. A fase tardia da infeccdo segue com a formacdo e liberagdo das
particulas virais como descrito.

Apenas o tecido chamado de calice dentro do ovario da fémea ¢ capaz de expressar
os genes de MdBV e efetivamente formar particulas virais. O resto do corpo da vespa tem
uma expressdo negligencial (Gruber ez al., 1996). E importante ressaltar que os PDVs ndo
‘infectam’ as células da vespa, portanto a descricdo da formagdo das particulas virais
como o progresso de uma infecgdo viral ¢ uma expressao incorreta, que pode ser utilizada
apenas para facilitar a descri¢ao por ter como referéncia o conhecimento de demais virus.
A verdadeira infec¢do realizada pelo MdBV ocorre no corpo da larva Lepidoptera a partir
dos virions injetados junto do ovo da vespa. Para ficar mais claro, ¢ possivel separar as
‘fases’ de transcri¢cdo dos PDVs em trés momentos: as fases precoce e tardia que ocorrem
dentro da do tutero de vespas e uma terceira ‘fase’ que ocorre dentro de células da larva
Lepidoptera durante o parasitismo da vespa.

Dentro da hemolinfa, as particulas virais entram em tecidos celulares e células
livres da hemolinfa, penetram no nucleo celular e sdo transcritas pelo maquinario celular
(Strand, 1994). Além da prépria particula viral possuir em sua membrana proteinas que
atuam imediatamente sobre o hospedeiro (Burke & Strand, 2014). Nao ocorre replicagao
ou formacao de novas particulas virais durante a infeccdo de células Lepidoptera. Os
segmentos encapsidados ndo contém genes estruturais ou auxiliares da replicacao (Webb

et al., 2006). Mesmo sem replicagdo, foi observado que existe uma longa persisténcia (1
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a 2 semanas) da expressao de genes de MdBV a partir destas particulas virais nas células
da lagarta hospedeira (Le et al., 2003; Strand et al., 1992). Esta persisténcia ocorre pois
os segmentos de DNA viral sdo integrados no genoma das células de Lepidoptera
(Gundersen-Rindal & Lynn, 2003). Em plasmécitos, principais reguladores da resposta
imune na hemolinfa, a expressdo génica a partir dos MdBVs promove apoptose (Strand
& Pech, 1995).

Os granulocitos, células responsaveis pela encapsulagdo (Strand et al., 20006),
fagocitose e neutralizagdo de corpos invasores na hemolinfa pela secrecdo de proteinas
ativadoras de profenoloxidase (PAPs), tem a transcricdo deste gene afetada
negativamente pela infec¢ao por PDVs (Barat-Houari et al., 2006). Além disto, ocorre a
inativagdo das enzimas PAPs pela proteina do capsideo MdBV chamada de EGF1.0 (Beck
& Strand, 2007). Além disto, a proteina GLC1.8, presente nas particulas virais, inibe a
capacidade de fagocitose e aderéncia dos granulécitos (Strand et al., 2006). Os PDVs
também sdo capazes de afetar o sistema hormonal da larva Lepidoptera, evitando que esta
ultima entre no estagio pré-pupa, o que resultaria no inicio da metamorfose o que acaba
por matar as larvas e ovos de vespas que a parasitam (Weber ef al., 2007). Todos estes
eventos garantem a imunossupressao do hospedeiro e aumentam consideravelmente as

chances de sobrevivéncia das larvas de vespa dentro das lagartas.
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Figura 5: O ciclo de vida das vespas parasitas Braconidae ou Ichneumoidae e o parasitismo sobre larvas da ordem
Lepidoptera. Em paralelo ao ciclo de vida da vespa ocorre a produgdo de particulas virais do PolyDNAvirus
integrado no genoma da vespa que sdo injetados junto com os ovos durante o parasitismo e serao Uteis no controle

da lagarta hospedeira pela vespa.

Poucos estudos foram realizados de manipulagdo dos promotores génicos do
MdBV. O foco ocorreu nos promotores dos genes encapsidados, aqueles que efetivamente
serdo expressos nas lagartas hospedeiras. Foi demonstrado que estes sdo ativados pelas

células derivadas de Lepidoptera tanto a partir da infeccdo com baculovirus ou quando
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sdo transfectados em plasmideos contendo gene reporter (Asgari & Schmidt, 2001; Hepat
& Kim, 2012; Hepat et al., 2013). Até o momento nenhum estudo foi realizado
manipulando os promotores de genes nao-encapsidados. Praticamente todo conhecimento
sobre a expressdo génico do MdBV em qualquer de seus momentos ¢ derivado de
transcriptomas do parasitismo em lagartas (Barat-Houari et al., 2006; Burke & Strand,
2014; Chevignon et al., 2014; Cui et al., 2000; Weber et al., 2007) ou transcriptomas de
diferentes estagios de desenvolvimento da vespa (Burke & Strand, 2012; Drezen et al.,
2003).

O estudo destes promotores expressos apenas em vespas (de genes ndo-
encapsidados) pode revelar questdes de grande importancia na compreensao da biologia
destes organismos e suas complexas interagdes. Ainda precisamos compreender como
funcionam os mecanismos de controle da expressdo gé€nica especificamente no ovario
nestas espécies. Como ocorreu a evolugdo deste controle apos a dispersao dos segmentos
genOmicos dentro de diversos cromossomos da vespa? Como e qual agente promove a
ativacdo dos promotores de genes da fase precoce? Como ocorre a hiperexpressao dos
genes da fase tardia? Uma das razdes pelas quais existem poucos estudos de manipulagao
destes elementos de transcri¢do ¢ devido a falta de modelos experimentais viaveis que
permitam avaliar a atividade deste no contexto da vespa. Isto ¢é, necessitamos de uma
linhagem celular derivada de vespa que permita realizar estes estudos ou pelo menos um

sistema equivalente.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O controle temporal da expressdo génica durante a infeccdo por baculovirus ¢
primariamente determinado pelos promotores génicos, estes elementos sao representantes
do programa de infec¢do viral que podem ser estudados e avaliados em diferentes
condigdes para compreender seu funcionamento, ou em uma analise em conjunto
compreender o proprio programa da infecg¢do viral e a conservagdo deste em diferentes
espécies de virus e linhagens celulares. A atividade de promotores génicos no contexto
do programa transcricional das diferentes condi¢des celulares de infec¢do (permissivas a
ndo-permissivas) pode nos revelar importantes informacdes sobre as defesas celulares
anti-virais e artificios virais contra estas defesas.

Portanto o foco deste trabalho foi a investigagdo da expressdo génica e o0s
elementos controladores da transcricdo durante a infeccdo celular com baculovirus
recombinantes em diversas linhagens celulares utilizando o método de deteccdo de
luminescéncia em tempo real. O fluxograma 1 descreve os processos realizados nesta
investigacgao.

Uma parte do trabalho relacionada aos promotores de MdBV foi desenvolvida
durante um doutorado sanduiche financiado pela CAPES que foi conduzido na
Universidade da Geodrgia (UGA) nos Estados Unidos da América, no laboratoério do dr.
Michael R. Strand (Departamento de Entomologia). Os objetivos deste trabalho foram
avaliar os promotores de genes ndo-encapsidados do bracovirus MdBV quando clonados
no baculovirus Ac MNPV e utilizar estes recombinantes para avaliar a habilidade do
AcMNPYV em transduzir a linhagem MdE (derivada de M. demolitor). Os processos deste

trabalho estdo dispostos no fluxograma 2.
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vetorde virus
transferéncia recombinantes

Infecgao de
células

Semi o Nao
_ Permissivas L
Permissivas Permissivas

Caracterizag¢dao da expressao dos promotores pelo método padrao e o método
de detecgcao de luminescéncia em tempo real

Quantificacao da replicagao viral intracelular

Quantificagdo da progénie viral extracelular (virus maduro)

Variagao de fatores da infecgdao (MOI, nimero de células)

Infeccao em células tratadas com inibidor de replicagao de DNA (afidicolina)

Fluxograma 1: Descri¢do geral dos procedimentos e materiais utilizados para estudar as infecgées dos baculovirus
recombinantes AgMNPV e AcMNPV contendo promotores virais derivados de ASMNPV ou AcMNPV regulando o
gene reporter quimioluminescente fluc.
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Fluxograma 2: Descrigdo geral dos procedimentos e materiais utilizados para estudar as infecgdes dos baculovirus
recombinantes AcMNPV contendo promotores do virus Microplitis demolitor Bracovirus regulando o gene
reporter quimioluminescente fluc.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Baculovirus recombinantes

Neste trabalho, utilizamos os baculovirus AgMNPV recombinantes construidos
anteriormente contendo promotores de genes do virus AgMNPV: vAgIE1FLUC,
vAgGP64FLUC, vAgLEF1FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP6.9FLUC e vAgPOLHFLUC
(Morgado, 2012). Todos possuem promotores virais controlando o gene fluc (Luciferase
do vaga-lume Photinus pyralis) inseridos no /locus do gene da proteina poliedrina (polh).
Esses virus foram construidos por recombina¢do homdloga em células de insetos (Figura
4) utilizando o plasmideo de transferéncia p2100 que possui 2100 pares de base (pb) do
locus da polh de AgMNPV. Estes AgMNPV recombinantes possuem o gene € promotor
polh integros, portanto sdo capazes de formar corpos de oclusdo (oclusdo positivos)
(Cordeiro et al, 2008).

Também utilizamos o sistema BAC-to-BAC (Invitrogen) de constru¢do de
baculovirus AcMNPV recombinantes por transposi¢do sitio especifica em bactérias

DHI0BAC (Invitrogen).

2.2 Linhagens celulares e cultivo

As linhagens celulares derivadas de insetos utilizadas neste trabalho foram: UFL-
AG-286 derivada de embrides de Anticarsia gemmatalis crescidas em meio TC-100
(UFLAg, Sieburth & Maruniak, 1988), BTI-Tn5B1-4 derivada de embrides (ovos) de
Trichoplusia ni em meio TC-100 (Tn5B, Granados et al., 1994), Spodoptera frugiperda
(Sf21, Vaughn et al., 1977), Sf9 derivada de ovario de pupas e crescida em meio TC-100
(que por sua vez ¢ uma linhagem derivada de IPLB-SF21-AE, Vaughn et al., 1977), Wu-
Cce-1 derivada de embrides de Chrysodeixes chalcites (Chch, Xu et al, 2010), IPLB-

Ld652Y derivada de ovarios de pupas de Limantria dispar e crescida em meio Grace
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(Ld652Y, Goodwin et al, 1978), BMS5 derivada de ovarios de pupas de Bombyx mori
crescidas em meio Grace (Bm5, Grace, 1967). As linhagens celulares derivadas de
Drosophila melanogaster Schneider 2 (S2, Schneider, 1972) e Aedes aegypti Aaeg2
(Singh, 1967) foram cultivadas com o meio Sf900IIl (Gibco). A linhagem celular
derivada de embrides de Microplitis demolitor MdE1 (sem referéncia, sem publicagdo,
pertence ao laboratoério do dr. Michael Strand, University of Georgia, Department of
Entomology) foi cultivada com meio Sf900-II (Gibco). Todos os meios de cultura de

células de inseto foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS, Gibco).

2.3 Isolamento dos promotores virais por PCR e clonagem no vetor de

transferéncia pFASTBACAccl

Para construir os baculovirus recombinantes pelo método BAC-to-BAC contendo
os promotores de AgMNPV (genbank: NC 008520, Oliveira ef al, 2006) e AcMNPV
(genbank: NC 001623, Ayres et al, 1994) regulando o gene fluc, foi necessario subclonar
o gene e os promotores de interesse no plasmideo de transferéncia por transposi¢do em
bactérias pFASTBAC™1. Para tanto, foi realizada uma primeira modificagdo no
pFASTBAC™1, que foi digerido com a enzima de restri¢do Accl, seguindo as instrugdes
do fabricante (Promega). Para remover o promotor da poliedrina, localizado proximo a
um sitio de multipla clonagem, a reacdo de digestdo foi submetida a eletroforese em gel
de agarose 1% (Sambrook et al., 2001) e a banda correspondente ao plasmideo digerido
foi eluida utilizando kit de eluicdo GFX (GE Healthcare). O remanescente do plasmideo
sem o promotor da poliedrina foi religado utilizando T4 DNA ligase (Promega, 4
unidades Weiss) e transformado em bactérias DH10B (Invitrogen), que foram
selecionadas utilizando Ampicilina e Gentamicina, resultando no plasmideo pFASTAccl

(Ardisson-Aratjo, 2015).
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Em paralelo, o plasmideo construido anteriormente p21004gP69FLUC, contendo
o promotor do gene p6.9 de AgMNPV regulando o gene fluc, foi digerido pelas enzimas
Xhol e HindIll (Promega, 4 unidades Weiss de cada enzima por reagdo), o que removeu
o inserto prAgP69FLUC (2191 pb). A digestdao foi submetida a eletroforese de gel de
agarose para eluicdo do fragmento de DNA de interesse utilizando kit de eluigdo GFX
(GE Healthcare). Isto tornou possivel a clonagem direcional deste inserto no plasmideo
pFASTAccl digerido e eluido utilizando o mesmo procedimento. A liga¢do do plasmideo
pFASTAccl e o inserto prAgP69FLUC resultou na constru¢do do plasmideo
pFASTAgP69FLUC. Este ¢ o plasmideo base em que os demais promotores foram
clonados pela remog¢do do promotor 4AgP6.9 ¢ inclusdo dos demais através da digestdao
utilizando as enzimas Hindlll e Xmal.

Os promotores de AgMNPV (IE1, GP64, LEF1, VP39 e POLH) e os promotores
equivalentes de AcMNPV (IE1, GP64, LEF1, VP39 e P6.9) foram amplificados por
reacdo de cadeia da polimerase (PCR) a partir de 10 ng de DNA genomico de AgMNPV
ou AcMNPV utilizando primers especificos (Tabela 1), Taq Polimerase (GoTaq,
Promega, 1 unidade Weiss por reagdo). Os parametros do termociclador para a reagdo de
PCR foram: Desnaturagao a 96°C por 2 min seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 96°C
por 40 s, anelamento a 55°C por 30 s, extensdo a 72°C por 40 s e por fim extensao final a
72°C por 4 min. As bandas de interesse foram isoladas por eletroforese em gel de agarose
e eluicao conforme descrito anteriormente. Estas foram clonadas pelo método TA cloning
em pGEMT-Easy (Promega) por ligacdo utilizando T4 DNA ligase (Promega, 4 unidades
Weiss). Os produtos das ligacdes foram, transformados em células E. coli DH10B,
conforme recomendacgdes do fabricante, utilizando Ampicilina como antibidtico de
sele¢do plasmidial, resultando em plasmideos pGEM contendo cada um dos promotores

isolados.
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Para selecionar as regides promotoras, levou-se em conta o conceito prévio de que
existe uma tendéncia a serem compactos e se concentrarem em regides intergénicas (mais
apropriadamente inter-open reading frames, revisado em Rohrmann, 2013; Chen et al,
2013), sendo esta caracteristica bem conservada entre todos NPVs. Foram tomadas como
regras de escolha para o desenho dos primers de amplificacdo: Presenga dos motivos de
transcri¢do conhecidos; Englobar o maximo da regido intergénica possivel sem invadir a
ORF upstream; Presenca dos sitios de restri¢cao utilizados na clonagem; Nao exceder 500
pb do amplicon. Outra referéncia de consulta foram os dados de inicio de transcrigdo de
cada mRNA apresentado no transcriptoma do Ac MNPV (Chen et al, 2013). Os primers

desenhados e utilizados estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1: Lista dos primers utilizados no isolamento dos promotores virais. A tabela também contém o tamanho
do amplicon isolado por cada par de primers, além do tamanho e sequéncia (5’-3’) de cada primer.

Tamanho
A . . Tamanho o
Nome do primer Virus Promotor amplicon . Sequéncia
primers (pb)
(pb)
prAglEIFWR IE1 468 28 TAGCAAGCTT CGCAATCCGTTGACGTGT
prAglE1IREV 28 TAGCCCCGGG GAACGTCTATTTATACCC
prAgGP64FWR GP6a 370 32 TAGCAAGCTT GGATCCATTTTGATGAAGGTCT
prAgGP64REV 30 TAGCCCCGGG GGATCTTTGTTATGTCTTGT
prAgLEF1IFWR LEF1 258 27 AGCAAGCTT GTTGCGGCTTGACCACGG
prAgLEF1REV 30 AGCCCCGGGTAGGGCGTCTATAAAATCGGG
prAgVP39FWR VP39 370 37 AAGCAAGCTTTTTCGCGCCACACAAGCGGCACCAACG
prAgVP39REV 36 TTACCCGGG TTTGCTACAATGGACGACTTTGTGATT
prAgP6.9FWR P6.9 463 34 ACTGAAGCTTTCGCCAGCCCTGTGATGCGTTACG
prAgP6.9REV 34 ATTACCCGGG AAGTGTTTTACAATGTAGCTTTAA
prAgPOLHFWR POLH 397 31 AAGCAAGCTTATTTGGAGTGTTTGTACGATT
prAgPOLHREV 35 ATTACCCGGG AGTTATAGCAAATTTTACTACAAAG
prAclEIFWR IE1 390 30 TAGCAAGCTT AACGGCGCAGTGTACTTGTT
prAclE1REV 30 TAGCCCCGGGAGTCACTTGGTTGTTCACGA
prAcGP64FWR GP6a %61 30 TAGCAAGCTTTGCTGTCGGGAGAGTACATG
prAcGP64REV 31 TAGCCCCGGGTGCTTGTGTGTTCCTTATTGA
prAcLEF1IFWR LEF1 358 30 TAGCAAGCTTTGTCGGCATTAATTTCCGTG
prAcLEF1REV AcMNPV 30 TAGCCCCGGG GTTGCCCTTTGAACTTGACC
prAcVP39FWR VP39 320 29 TAGCAAGCTTTTCTCTCCACACCAACGGC
prAcVP39REV 30 TAGCCCCGGG ATTGTTGCCGTTATAAATAT
prAcP69FWR P6.9 427 29 TAGCAAGCTTACAAACGCACCACTCTTGA
prAcP69REV 30 TAGCCCCGGGTGTGTAATTTATGTAGCTGT
prAcPOLHFWR POLH 197 30 TAGCAAGCTT CGAGCAGTTGTTTGTTGTTA
prAcPOLHREV 30 TAGCCCCGGGTTTTATTACAAAACTGTTAC
prMdVP39fwr VP39 327 24 AAGCTTCGCAAACTGTTACAACTA
prMdVP39rev 27 CCCGGGTTATTATTTATTTGCAGTGCA
prMdLEF5fwr LEFS 318 28 AAGCTTTTATTTTATTAACCTGTATGAG
prMdLEF5rev 27 CCCGGGTCACTCAATAAATTAAACCGT
prMdLEFSfwr LEE9 246 26 AAGCTTCGAGTCGCACAACAACATTC
prMdLEF99rev 31 CCCGGGATTACAATTAATAACTTTACATACA
prMd35a6fwr MdBV 35A6 308 27 AAGCTTAGCTCCGTCTGTTGATAGTGA
prMd35a6rev 28 CCCGGGTCGCCATATTTAATTATTTGTT
prMdORF64fwr HZNV-06-4 359 25 AAGCTT GGTCCCAAATGAGCCATAT
prMdORF64rev 26 CCCGGGTGCGTGTTTTTCGTTGTCGA
prMdORF92fwr HZNV-09-2 313 28 AAGCTTATAACTGTCATATTACCAGAAA
prMdORF92rev 29 CCCGGGTCGTAACAAACAATATCAATATT
prMdPIF2fwr PIF2 201 27 AAGCTT CATGATCATGATTGGCCAGCA
prMdPIF2rev 26 CCCGGGAGATATTTTATCGTTGCGTT

Os plasmideos pGEM resultantes foram amplificados, isolados por midiprep
(Sambrook et al, 2001) e sequenciados (Macrogen, Coréia do Sul), utilizando os primers
universais M13 (M13fwr-21 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3" e Ml3rev 5°-
CAGGAAACAGCTATGAC-3’, 0.2 puM de cada primer por reacdao). Apds o

sequenciamento e confirmagao das sequéncias isoladas, os plasmideos foram submetidos
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a digestdo com as enzimas HindlIll e Xmal. As bandas correspondentes aos promotores
foram eluidas de gel de agarose como descrito anteriormente. De forma similar, o
plasmideo pFASTAgP69FLUC foi digerido e o fragmento correspondente ao vetor sem
o promotor AgP6.9 foi eluido.

Reacdes de ligacdo de cada promotor ao plasmideo sem o promotor pr4gP69
(pFASTFLUC) digerido foram realizadas utilizando T4 DNA ligase (Promega) e as
ligacdes foram transformadas em bactérias DH10B. A clonagem dos promotores foi
confirmada por PCR utilizando o primer forward (FWR, 0.2 uM) de cada promotor e
primer que anela no gene fluc (FLUCREV —5'-GACATAGCTTACTGGGACGA-3,0.2
uM), de forma a amplificar uma banda de aproximadamente 1600 pb (cujo tamanho exato
depende do tamanho do promotor em cada caso, figura 6), que foram confirmadas por
visualizacdo em gel de agarose. Os plasmideos confirmados por PCR foram amplificados,
purificados por midiprep (Sambrook, 2001) e sequenciados (Macrogen, Coré¢ia do Sul;
IDT, EUA) utilizando o primer pFseq (5'-GATCCTCTAGTACTT-3"), cujo anelamento
no plasmideo pFAST a montante das regides promotoras permitiu a confirmac¢do da
correta sequéncia e orientacdo de cada elemento. A figura 6 descreve as clonagens dos
promotores realizadas no vetor pFASTAccl e a topologia dos elementos génicos.

Os promotores derivados da vespa Microplitis demolitor foram obtidos por PCR
a partir do DNA gendmico total extraido do abdomen de 10 vespas fémeas adultas que
foram macerados e tratados com o kit de extracio DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen),
seguindo as instrugdes do fabricante. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando
iProof High-Fidelity PCR Kit (Bio-Rad), 10 ng de DNA gendémico e 0.2 uM de cada
primer especifico, utilizados em pares, para isolar cada promotor (Tabela 1) e
posteriormente, purificadas pelo kit utilizando o kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo

Fisher). 2 ng de DNA de cada reacdo de PCR foram submetidos a digestdo enzimatica
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pelas enzimas Hindlll e Xmal (NEB, 5 unidades Weiss de cada por reagdo) e em seguida
os materiais foram eluidos apos eletroforese em gel de agarose utilizando o kit GeneJET
Gel Extraction Kit (Thermo Fisher). Os fragmentos digeridos foram submetidos a rea¢des
de ligacdo com o plasmideo de transferéncia pFASTAccl contendo o gene fluc conforme
apresentado anteriormente (Figura 6). Os plasmideos resultantes foram sequenciados

utilizando o primer pFseq conforme descrito anteriormente.

AmpR pUC ori

pFsea  Vetor de transferéncia pFASTAccl

Tn7L —-1 FLUC e GmR = Tn7R

'4 N\
— prAglEl »— 468 pb —  PprAclEl - 390pb
—BEAEGREAD— 370 pb —IBEAEGREAD— 261 pb
— prAglEF1 — 258 pb = prAclEF1 — 358 pb
— prAgVP39 — 370 pb — prAcVP39 — 430pb
— prAgP6.9 »— 463 pb — prAcP6.9 »— 427 pb
= prAgPOLH = 397 pb == prAcPOLH = 197 pb
Promotores de AgMNPV Promotores de AcMNPV
isolados por PCR isolados por PCR

—{pdve3sH— 327pb —JEIEESP— 348 pb — prMdiEFd — 446 pb

— prMd35a6 '— 308 pb = prMdoé4 '— 359pb = prMd092 — 313 pb

w—— prMdPIF2 = 297 pb

Promotores de MdBV
isolados por PCR

Figura 6: Diagrama e mapa vetor representando a estratégia de clonagem no plasmideo de transferéncia por
transposicao em E. coli DH10BAC, no topo o plasmideo modificado pFASTBACAccl. Abaixo os promotores isolados
por PCR e digeridos com as enzimas Hindlll (5’) e Xmal (3’). No vetor de transferéncia esta indicada a posi¢do de
anelamento do primer pFseq upstream ao gene Luciferase de vagalume (FLUC), os elementos alvo de transposig¢ao
Tn7 (em rosa) flanqueiam o gene FLUC e o gene de resisténcia a Gentamicina (Gm'). O vetor também contém a
origem de replicagdo derivada do plasmideo pUC (pUC ori) e o gene de resisténcia a Ampicilina (AmpF).
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1.4. Construcao de baculovirus AcMNPYV recombinantes através do método

BAC-to-BAC

O sistema BAC-to-BAC™ (Invitrogen) de geragio de baculovirus recombinante
¢ baseado na utilizagdo de um baculovirus AcMNPV recombinante que contém a origem
de replicagao mini-F e gene de resisténcia a Canamicina e o gene LacZ modificado com
uma sequéncia alvo de transposi¢ao do transposon Tn7. O DNA viral, na forma de um
plasmideo (também denominado de bacmideo), ¢ mantido em E. coli DHI0BAC™
(Invitrogen), que também contém um plasmideo helper selecionado por Tetraciclina e
contém os elementos génicos do transposon Tn7. Desta forma, ao transformar células
DH10BAC™ com os plasmideos de transferéncia pFAST (que contém alvos de excisio
Tn7 flanqueando os promotores, genes de interesse e gene de resisténcia a Gentamicina),
ocorre transposicao de elementos deste ao genoma viral interrompendo o gene LacZ.
Utilizando reagdes de PCR com os primers universais M 13, que anelam no gene LacZ, ¢
possivel confirmar a inser¢do do elemento transposto no bacmideo. Os acidos nucleicos
dos bacmideos confirmados sdo entdo transfectados em células de inseto permissivas a
AcMNPV, resultando na formagao de baculovirus infectivos.

Os plasmideos pFASTpromotorFLUC foram transformados individualmente em
células DHI0BAC™ quimiocompetentes que foram plaqueadas em placas LB contendo
50 ug/mL de Canamicina, 7 pg/mL de Gentamicina, 10 ug/mL de Tetracycline, 100
pg/mL de X-gal e 40 pug/mL de IPTG. Apos 24 h de incubacao em estufa a 37°C, colonias
brancas de cada placa foram submetidas a PCR de col6nia utilizando os primers
universais M13. Uma colonia azul de cada placa foi utilizada como controle negativo de
transposicdo. Reacdes de PCR utilizando os primers forward de cada promotor € o primer
FLUCREV também também foram realizadas como confirmag¢do da presenca dos
elementos promotores e gene fluc, seguindo os parametros citados anteriormente. As

reacoes de PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose e as colonias com
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amplificacdo positiva (aproximadamente 4000 pb, em comparacdo aos controles
negativos que amplificam uma banda de 300 pb no caso dos primers M13) foram
coletadas para crescimento por 16 h (overnight) em 10 ml de meio LB contendo os
antibioticos citados anteriormente.

O DNA viral de cada recombinante foi purificado utilizando kits de miniprep
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) ou GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific), seguindo recomendacdes dos fabricantes. Os
DNAs purificados foram quantificados por medi¢do de absorbancia em Nanodrop 2000
(Thermo Fisher Scientific) ou Nanovue (GE Healthcare).

Os DNAs quantificados (aproximadamente 500 ng de cada) foram transfectados
em 1 x 10° células Tn5B em placas estéreis de 6 pogos utilizando FuGENE® 6
Transfection Reagent (Promega) como reagente de transfeccao, seguindo recomendagdes
do fabricante. As células transfectadas foram incubadas a 27° C por 6 dias e apds este
periodo, o meio de cultura e células foram ressuspendidos e separados por centrifugacao
(5000 x g / 10 min). O sobrenadante foi mantido a 4°C enquanto que as células
sedimentadas foram testadas para presenca de quimioluminescéncia seguindo o protocolo
de detecgdo de luciferase por lise celular de células infectadas (secao 3.6.1), utilizando o
espectrofotometro-lumindmetro Synergy (Biotek) no modo luminometria com 5 s de

integragao e sensibilidade 250 (maxima).

1.5. Amplificacao e titulacdo dos indculos virais recombinantes
Os bacmideos construidos foram amplificados infectando 5 x 10° células Sf9, que
¢ a linhagem recomendada para amplificagdo do virus no sistema BAC-to-BAC, em
frascos de cultivo (75 cm?) contendo 15 ml de meio TC-100 com 200 pl do sobrenadante

das transfecgoes. As células foram incubadas em estufa a 27°C por 5 dias e apds este
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periodo, o meio de cultura foi coletado, clarificado por centrifugacdo em tubos conicos
(5000 x g/ 10 min) e mantido a 4°C.

Os baculovirus recombinantes de AgMNPYV, contendo promotores de AgMNPV
regulando o gene fluc, foram amplificados pela infeccdo de 5 x 10° células da linhagem
celular UFLAg incubadas por 5 dias em estufa a 27°C. Apoés a incubagdo, o sobrenadante
foi separado das células e coletado apds centrifugagdo em tubos conicos a (5000 x g/ 10
min). Os estoques virais foram mantidos a 4°C.

A titulagdo destes estoques foi realizada pela técnica end-point dilution (TCIDso,
O’Reilly et al., 1992; que é baseada na técnica desenvolvida por Reed & Muench, 1938),
em que dilui¢des seriadas do estoque viral sdo usadas para infectar pogos de uma placa
de 96 pogos contendo células UFLAg (para os recombinante AgMNPV) e Tn5B (para os
recombinantes AcMNPV). Pela contagem da presenca de infeccdo ou ndo dos pogos de
cada diluigdo ¢ possivel calcular o nimero de unidades formadoras de placas (PFU,
plaque forming units), o que permite a utilizacdo dos inoculos virais na forma de
multiplicidade de infec¢do por célula (MOI, multiplicity of infection). Para realizar os

calculos utilizamos planilha em Excel derivada de O’ Reilly ef al. (1992).

1.6. Ensaios de detec¢ao da atividade de luciferase em células de inseto

A enzima quimioluminescente firefly luciferase ¢ uma proteina derivada do vaga-
lume Photinus pyralis, cujo gene foi isolado e ¢ comercializado na forma de plasmideo
com diversas modificagdes na sequéncia do gene, para retirar motivos de direcionamento
aos lisossomos e aumento na eficiéncia da reagdo enzimatica (Allard & Kopish, 2008). A
atividade quimioluminescente ¢ resultado da associacdo entre o mondmero protéico
Luciferase, soluvel no citoplasma de célula eucaridtica, uma molécula de ATP, Oz e o

reagente D-luciferina. ATP e O sdo componentes intrinsecos das células enquanto que a
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enzima luciferase e D-luciferina sdo moléculas raras entre os organismos vivos, sendo
encontradas em alguns insetos da ordem Coleoptera, como o vaga-lume Photinus pyralis.

Os reagentes de lise celular e a D-luciferina fazem parte do kit luciferase Assay
Reagent (Promega), que contém o tampao de lise Cell Culture Lysis Reagent (CCLR) e
D-luciferina ressuspendida no tampao fornecido pelo fabricante. O lumindmetro utilizado
foi o GloMax® 96 Microplate Luminometer (Promega), utilizando um tempo de
integracdo de 5 s por poco em placas de 96 pocos escuras de fundo opaco. Os dados

surgem como Unidades de Luminescéncia Relativa (RLU, Relative Light Units).

1.6.1. Ensaios de medicao por lise

O ensaio tipico da atividade da enzima luciferase envolve a expressao do gene
reporter fluc a partir do vetor de expressdo em células. Em diferentes tempos apos o
tratamento inicial, as células sdo lisadas, liberando o conteudo citoplasmatico, o extrato
celular € misturado ao reagente D-luciferina e a luminescéncia derivada deste extrato ¢
medido em lumindmetro. Quanto mais luciferase for produzida pelas células, maior a
luminescéncia medida a partir do extrato.

Para preparar uma placa de 12 pogos, primeiro foram adicionados a um tubo
conico de 50 mL. Em seguida, 2,5 x 10° células UFLAg ressuspendidas em 12 mL de
meio TC-100 contendo 10% FBS e in6culo viral contendo MOI 10. Desta mistura entdo,
semeamos 1 mL em cada poco da placa de 12 pogos (compondo entdo 208 mil células
por poc¢o). Este € o tempo 0 horas apos a infec¢ao (h p.i.). Apds 1, 3,6, 12,24,48 e 72 h
p.i., o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas no pogo e ressuspendidas
utilizando PBS, centrifugadas a 3000 x g / 5 min. Os sedimentos de células foram
ressuspendidos em 100 pl de tampao de lise CCLR, incubados por 5 min a temperatura

ambiente e centrifugados a 3000 x g/ 5 min para coletar debris celulares nao lisados. Os
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100 pl de lisado celular foram transferidos a placa de 96 pogos e 1 pl do substrato da
reacdo de quimioluminescéncia foi adicionado a cada pogo. 2 pl de cada lisado foram
separados para quantificagdo total de proteinas. A luminescéncia derivada de cada poco
foi medida no luminémetro Glomax 96.

A quantificagdo total de proteinas foi realizada utilizando o método Bradford
(Sambrook, 2001). 98 ul de reagente Bradford foi alocado a pocos de uma placa
transparente de 96 pocos, 2 ul de albumina bovina (BSA, bovine serum albumin) em
concentragdes 10 pug, 1 pg, 100 ng, 10 ng, 1 ng e 0.1 ng (por pl) foram adicionados ao
reagente Bradford, em triplicatas, para formar a curva padrao. Dois pl dos lisados obtidos
foram transferidos a pogos contendo reagente Bradford. Apos incubagdo de 5 min em
temperatura ambiente, a absorbancia de cada mistura foi medida em espectrofotometro
Spectramax M5 (Molecular Devices), utilizando detec¢do a 595 nm. As absorbancias dos
pocos com concentracdo conhecida geraram uma curva padrao da qual foram derivadas
as concentragdes absolutas dos lisados celulares. Estas concentragdes foram usadas para
normalizar os valores de luminescéncia obtidos.

A partir das triplicatas de medi¢cao de luminescéncia foram obtidos a média e o
desvio padrdo em relacdo a média. Todas as analises foram realizadas utilizando o
software Graphpad Prism (para andlises estatisticas como elaboragdo da curva padrao do
método Bradford de quantifica¢do de proteinas, normalizacdo de dados e comparacao de

médias por teste t).

1.6.2. Ensaios de deteccdo da atividade de luciferase em células de inseto
(n2o0 derivadas de Lepidoptera) transduzidas com baculovirus

recombinantes contendo promotores virais
Diferente do processo de infecgdo celular, onde um sobrenadante contendo virus
maduro ¢ adicionado a células suscetiveis a infec¢do, a transdugdo ¢ um processo onde o
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virus ¢ adicionado a uma linhagem celular que ndo ¢ suscetivel a infeccdo celular mas a
célula ainda pode receber a particula viral e efetivamente transcrever genes a partir deste
acido nucléico. Este procedimento ¢ comumente realizado quando aplica-se baculovirus
recombinantes em células ndo-permissivas, como as derivadas de mamiferos, em uma
metodologia para realizar entrega e expressao de genes de interesse de forma ndo litica.
Neste caso, a transdug¢do foi realizada em linhagens celulares de inseto nao-permissivas
ao AcMNPV, que ndo sdo da ordem Lepidoptera, nominalmente na linhagem S2 derivada
da mosca Drosophila melanogaster, linhagem Aaeg2 derivada do mosquito Aedes
aegypti e a linhagem MdE derivada da vespa Microplitis demolitor.

Este experimento tem como objetivo avaliar a atividade dos promotores derivados
de MdBV nestas linhagens com um background filogenético mais proximo ao da vespa
M. demolitor, em comparagdo as linhagens derivadas de Lepidoptera (Sf9, Tn5B, etc).
Neste experimento, também foram utilizados baculovirus AcMNPV recombinantes
contendo os promotores prAclEl, prAcP69 e prAcPOLH em paralelo aos promotores de
MdBV para servir de comparagao.

Para realizar este experimento, 4 x 10* células de cada linhagem foram semeadas
por poco em placas de 96 pogos. Apds observar por microscopia de luz que as células
aderiram ao fundo do poco, os virus recombinantes foram adicionados em MOI 10 e as
células com virus foram incubadas por 1 h para adsor¢ao do virus na membrana celular.
Apos este periodo o meio de cultura contendo virus ndo adsorvidos foi removido e
descartado. Novo meio de cultura foi reposto (200 pul) e as células foram incubadas por
48 ha 27 °C. As infecgdes foram realizadas em triplicatas para cada virus recombinante.

No momento de coleta, o sobrenadante foi removido e descartado e 100 pul do
tampao de lise CCLR (do kit Luciferase Assay System, Promega) foi adicionado sobre as

células e incubado por 5 min. O lisado celular foi coletado e transferido a tubos de
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microcentrifuga e foram centrifugados por 3000 x g / 5 min, para separar fragmentos
celulares e células nao lisadas, o sobrenadante entdo foi transferido para uma placa branca
opaca e 10 pl de Luciferina (do kit Luciferase Assay System, Promega) foi adicionado
por pogo. Nao foi realizada normalizagdo utilizando o total de proteinas neste ensaio. A
leitura da luminescéncia da placa foi realizada no equipamento Synergy 2 (BioTek), com

maxima sensibilidade (250) e 5 s de integragao.

1.6.3. Ensaios de deteccdo da atividade de luciferase em células de inseto

transfectadas com plasmideos contendo promotores virais

Para avaliar a atividade dos promotores de MdBV em células Tn5B, permissiva
ao baculovirus AcMNPV, sem o “auxilio” de elementos virais contidos nos baculovirus
(como os transativadores ie/ e pe38) e assim avaliar a afinidade dos elementos
transcricionais da célula hospedeira pelos promotores em questdo, foram realizadas
transfec¢des dos plasmideos pFASTFLUC contendo os promotores virais de interesse.

Neste experimento, 5 x 10° células Tn5B foram semeadas por pogo em placas de
12 pogos. Apds adsor¢ao das células (aproximadamente 1 h), a transfec¢do dos
plasmideos foi realizada. Para cada pogo foram preparados complexos de transfeccao
utilizando o agente de transfeccdo FuGene HD (Promega). O preparo dos complexos foi
realizado misturando 200 pl de meio de cultura sem soro, 2 pg de DNA ao volume e por
fim adicionando 16 pl do reagente FuGene. A reagdo foi homogeneizada, incubada por
10 min em temperatura ambiente e depois adicionada gota a gota sobre os pogos. A placa
foi incubada por 48 h em estufa com temperatura 25°C. As tranfec¢des foram realizadas
em triplicatas para cada plasmideo pFASTFLUC contendo os promotores de MdBV e os
promotores prAclEl, prAcGP64, prAcP69 e prAcPOLH derivados de AcMNPV.

No momento de coleta, o sobrenadante foi removido, descartado e 200 ul do

tampao de lise CCLR foi adicionado sobre as células e incubado por 5 min a temperatura
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ambiente. O lisado celular foi coletado e transferido a tubos de microcentrifuga que foram
centrifugados por 3000 x g / 5 min, para separar fragmentos celulares e células nao
lisadas. O sobrenadante entdo foi transferido para uma placa branca opaca e 20 ul de
Luciferina (Luciferase Assay System, Promega) foi adicionado por pogo. Nao foi
realizada normalizagdo utilizando o total de proteinas neste ensaio. A leitura da
luminescéncia da placa foi realizada no equipamento Synergy 2 (BioTek), com méxima
sensibilidade (250) e 5 s de integra¢do. As andlises estatisticas foram realizadas em
Graphpad Prism (utilizado para plotar graficos e realizar analises de comparagdo por

Teste t quando comparando médias entre si).

1.6.4. Ensaios de medicao continua

Esta técnica ¢ uma forma distinta da medi¢do de quimioluminescéncia por lise
pois as células sdo plaqueadas, infectadas e a luminescéncia ¢ obtida em tempo real, sem
interrupcao do processo de infeccdo na placa, de forma a obter a partir da mesma
populagdo de células a luminescéncia relativa ao momento da infecg¢ao viral. O principio
desta técnica reside em suplementar cada meio de cultura com D-luciferina (Luciferin
disodium salt, Thermo Fisher) na concentragdao de 20 mM, e esterilizar os meios em filtros
0,22 pm.

Um dia antes do ensaio, o meio de cultura das células em crescimento em garrafas
25 c¢cm? foi cautelosamente removido ¢ o meio modificado contendo luciferina, foi
adicionado. Isto permitiu que as células absorvam a luciferina contida no meio antes da
infec¢do. Nos momentos prévios a infeccao, as células foram contadas por hemacitometro
e diluidas com meio de cultivo suplementado com D-luciferina para atingir a
concentragio de 1 x 10° células / ml. Estas foram semeadas em placa de 96 pogos escura,

opaca e estéril. A placa foi incubada por 2 h para permitir adesao das células ao fundo do
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pogo. Logo em seguida, o indculo viral foi adicionado para atingir a MOI 10 e a placa foi
incubada por mais uma h em temperatura ambiente (25°C). Apds este periodo de adsor¢ao
do virus nas células, o meio de cultura foi removido e novo meio suplementado com D-
luciferina foi adicionado, iniciando o tempo de contagem da infecgao.

A placa foi incubada no interior do luminémetro Glomax 96 em temperatura
ambiente (25 °C), e a luminescéncia resultante por poco foi medida, utilizando como
parametros 5 s de tempo de integracdo por pogo a cada 999 s (16 min) ou em intervalos
variaveis. Esta configuragdo de detec¢do (em placa escura e com o tempo de integragdo
determinado) no Glomax 96, garantiu um baixo sinal basal de luminescéncia, de tal forma
que sinais negativos de luminescéncia (células ndo infectadas ou células infectadas com
virus sem o gene FLUC) sempre apresentaram RLU abaixo de 20. Desta forma foi
definido que o nivel minimo de luminescéncia para ser considerado um sinal valido nas
analises ¢ 20 RLU. Cada combinacao de linhagem celular e virus usados na infec¢ao
foram feitas em triplicatas. Os dados obtidos sdao usados para plotar graficos XY (RLU x
tempo), usando a média e desvio padrio em relagdo as triplicatas. E importante notar que
este desenho experimental permitiu obtermos a média e desvio padrao dos valores RLU
e dos valores de tempo para os parametros derivados das curvas, como tempo de primeira
deteccao (primeiro valor acima do nivel background de 20 RLU) e tempo para atingir o
pico de expressdo (valor maximo de RLU obtido). Todas andlises foram realizadas em
Microsoft Office Excel (utilizado para organizar dados e plotar graficos) e Graphpad
Prism (utilizado para plotar graficos e realizar analises de comparacdo: ANOVA two-way

quando comparando séries temporais e Teste t quando comparando médias entre si).

1.6.5. Efeito multiplicidade de infec¢do (MOI) sobre a expressao dos
promotores de AgMNPV
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Neste experimento, seguindo o desenho experimental definido anteriormente,
células UFLAg, Tn5B e Sf9 foram utilizadas na concentragdo 1 x 10° células / m1 (100 ul
/ pogo = 1 x 10° células / poco). Os baculovirus recombinantes AgMNPYV utilizados neste
ensaio foram vAgGP64FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC.
Diferentes concentracdes dos virus foram utilizados para testar o efeito de MOI sobre a
expressao destes promotores durante a infec¢ao celular (ex.: considerando a concentragdo
do inéculo 5 x 10" PFU / ml =2 pl/ pogo resulta em MOI 1, 20 ul/ pogo resulta em MOI
10, 200 pl / pogo resulta em MOI 100). As multiplicidades de infeccao utilizadas foram
100, 50, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001. Aliquotas dos in6culos foram diluidas com meio de
cultura para atingir as multiplicidades abaixo de 1. As placas foram medidas no
luminémetro Glomax 96 usando 5 s de tempo de integragdo por pogo a cada 999 s (16

min) ou em intervalos variaveis.

1.6.6. Efeito numero de células sobre a expressao dos promotores de
AgMNPV

Neste experimento células Tn5B foram utilizadas em diferentes concentragdes de
plaqueamento antes da infec¢do inicial. Antes do plaqueamento foi realizada a
quantificagdo do niimero absoluto de células por hemacitometro e em sequida as células
foram diluidas em diferentes volumes de meio de cultura antes do plaqueamento para
atingir concentragdes desejadas de 1 x 10° (100% de confluéncia), 7.5 x 10° (75% de
confluéncia), 5 x 10° (50% de confluéncia), 2 x 10° células / ml (10% de confluéncia).
Quando as células aderidas estdo em 100% de confluéncia estas cobrem a superficie da
placa restando pouco espaco e ha maior contato entre estas células.

Os baculovirus AgMNPV utilizados neste ensaio foram vAgIEIFLUC,
vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC. MOI 10 foi utilizada em todas as

concentragdes de niimeros de células. As placas foram medidas no lumindmetro Glomax
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96 usando 5 s de tempo de integracdo por poco a cada 999 s (16 min) ou em intervalos

variaveis.

1.6.7. Perfil de expressao dos promotores de AgMNPV em células

permissivas e ndo-permissivas

Neste experimento uma placa de 96 pogos foi semeada com células UFLAg,
Tn5B, Sf9, Ld652Y, Bm5 e Chch na concentragdo 1 x 10° células / ml (150 ul / pogo =
1.5 x 10° células). Os baculovirus AgMNPV recombinantes vAgIEIFLUC,
vAgGP64FLUC, vAgLEF1FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC
foram utilizados como indculos para atingir 10 MOI.

As linhagens Ld652Y e BmS foram cultivadas com meio Grace suplementado
com 10% de FBS e durante o experimento com este mesmo meio suplementado com 10
mM de D-luciferina. As placas foram medidas no lumindmetro Glomax 96 usando 5 s de

tempo de integracao por poco a cada 999 s (16 min) ou em intervalos varidveis.

1.6.8. Perfil de expressiao dos promotores de AgMNPYV em células de inseto

tratadas com o inibidor de replicacio Afidicolina
Este experimento seguiu o mesmo procedimento realizado no experimento
anterior (se¢do 3.6.7), utilizando as células UFLAg, Tn5B, Sf9 e Ld652Y com os meios

de cultura suplementados com 10 mM de D-luciferina e 10 pM do inibidor de replicagao

de DNA Afidicolina (Thermo Fisher).

1.6.9. Perfil de expressao dos promotores de AcMNPV, AgMNPV e MdBV
durante a infeccio de células de inseto com os recombinantes AcMNPV

(bacmideos)
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Os baculovirus recombinantes contendo os promotores de genes nao-
encapsidados de MdBV foram utilizados para infectar as linhagens Tn5B e Sf9. Os
baculovirus recombinantes contendo os promotores baculovirais de AgMNPV e
AcMNPYV foram utilizados para infectar em MOI 10 as linhagens UFLAg, Tn5B, S{9,
Ld652Y, BmS5 e Chch. Todos experimentos seguiram o mesmo procedimento da se¢ao

3.6.2.3, com os meios de cultura suplementados com 10 mM de D-luciferina.

1.7. Quantificacdo do DNA viral dentro de células de inseto infectadas in vitro
utilizando PCR em tempo real

Para quantificar o DNA baculoviral durante a infeccdo de células de inseto foi
utilizada a técnica de PCR em tempo real (QPCR) utilizando como sondas pares de
primers para os genes fluc ou o gene ie/. Os DNAs molde das reagdes foram obtidos a
partir de extragdes de DNA total das células infectadas (qPCR absoluta) quantificados e
normalizados em termos de concentracdo de DNA total antes da reagdo. A detec¢do da
amplificacdo foi realizada por reagdes de PCR contendo a o agente fluorescente
intercalante de DNA SYBR green. As curvas de fluorescéncia foram convertidas em
valores de CT (Cycle Threshold) que foram comparados a uma curva padrao realizada
com concentragdes conhecidas contendo o DNA alvo em ng / ul, que sdo convertidos em
numero de copias por 10 ng de DNA total por reacao utilizando a equacao: nimero de
copias / pul = (X g/ul DNA / tamanho do plasmideo em pb x 650) * 6,022 x 10%.

A quantificacio do DNA viral durante as infec¢des com os baculovirus
recombinantes derivados de AgMNPV foi realizada pelo plaqueamento de 2 x 10° células
por poco de uma placa de 96 pogos. Ap6s 2 h de adesao das células no fundo do pogo, o
virus foi aplicado no poco em MOI 10 e a placa incubada por 1 h em temperatura

ambiente, para permitir a adsor¢ao do virus nas membranas celulares. Apos a incubagdo
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inicial o meio de cultura contendo excesso de virus nao adsorvido foi removido e 150 ul
de meio foi reposto. Apos este momento iniciou-se a contagem do tempo de infec¢ao
viral. No momento de coleta (1, 3, 6,9, 12, 24 ¢ 48 h p.i.), o sobrenadante de trés pogos
(triplicatas) foram coletados e preservados para detecgdo dos virus extracelulares (se¢do
seguinte), 200 pul de PBS pH 7 foi adicionado a cada poco e as células foram
ressuspendidas por pipetagem e coletadas em um tubo de centrifuga. As células foram
concentradas por centrifugagdo (1000 x g por 10 min) e o sobrenadante foi removido.

Para extrair o DNA total celular um método de extragdo que nao utiliza solventes
organicos foi utilizado. Este método lisa as células utilizando detergente e proteinase K
em alta temperatura e precipita os acidos nucléicos utilizando alta concentragdo de NaCl
e alcool etilico. O pellet de células foi ressuspendido em 100 pl de tampao TNES (10 mM
Tris-Cl pH 7.5, 400 mM NacCl, 100 mM EDTA e 0.6% SDS) e 5 ul de Proteinase K (10
mg/ml), em seguida foram incubados em banho a 55 °C por 4 h. Ap6s a incubagdo, 30 pl
de NaCl 5 M foi adicionado e a solucdo foi misturada cautelosamente para evitar quebra
do DNA de alta massa molecular. Isto induziu a precipitacdo de proteinas que foram
concentradas por centrifugacdo (12000 x g por 15 min a 4 °C). O sobrenadante foi
coletado e 130 ul de élcool etilico absoluto foi adicionado, a solugdo foi homogeneizada
e incubada a - 4°C durante 16 h. Para precipitar o DNA total, uma centrifugagdo foi
realizada a 12000 x g por 15 min, o sobrenadante entdo foi descartado e o pellet de DNA
lavado com 300 pl de alcool etilico absoluto e centrifugados novamente. Depois disto, o
pellet de DNA foi resusspendido em 30 pl de TE e quantificado utilizando
espectrofotometria pelo equipamento Nanovue (GE Healthcare).

As reagdes de PCR foram realizadas utilizando o kit SsoFast EvaGreen Supermix
(BioRad), seguindo recomendacdes do fabricante em reacdes de 10 pl contendo 0.5 nM

de cada primer ¢ 10 ng de DNA total. O equipamento de detec¢dao utilizado foi o
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Rotorgene Q (Qiagen) utilizando o rotor de 72 tubos. Os primers utilizados como sondas
de deteccdo da infec¢do dos AgMNPVs contendo o gene fluc foram FLUCqQPCRFWR e
FLUCqPCRREYV (Figura 7 A). Para detectar as transdu¢des de AcMNPVs recombinantes
em células de inseto ndo-lepidoptera foram utilizados os primers AcIEIqQPCRFWR e
AcIE1qPCRREYV (Figura 7 B).

Para realizar a curva padrio para o par de primer tendo como alvo o gene fluc
(Figura 7), uma diluigdo seriada, em agua livre de RNAse, de concentragdes conhecidas
do plasmideo pFAcP69FLUC (6705 pb, 1 ng de DNA = 136035975 copias por ng) foram
realizadas (10 ng a 1 fg) e aplicadas em quadruplicatas de reagdes de qPCR por cada
concentragdo. O threshold de determinagdo do valor CT a partir das curvas de
fluorescéncia foi de 0.01889. A curva padrdo apresentou eficiéncia 1.0744 e a equagdo
da curva foi: conc = 10"(-0.317*CT + 9.729). Ao fim das rea¢des de PCR o produto foi
submetido a um teste da temperatura de melting do amplicon pelo aquecimento da reagao
de 60 a 98°C, resultando em um pico na temperatura de 82.5°C na curva de melting com
eixo Y definido como a derivada da fluorescéncia em fun¢do da temperatura (Figura 7
A). Esta curva e par de primers foram utilizados para quantificar o DNA viral intra e
extracelular de infec¢des de AgMNPYV recombinante contendo o gene fluc.

Para realizar a curva padrdo do gene ie/ de AcMNPV, primeiramente o fragmento
de 198 pb amplificado a partir do genoma de AcMNPYV foi clonado no plasmideo pCR2.1-
TOPO (formando o plasmideo pCR2.1-TOPOIE1gPCR, vetor 3931 + inserto 198 pb,
4129 pb, 1 ng de DNA = 220906082 copias por ng) que utiliza a reagdo de ligacdo de
acidos nucleicos mediada pela topoisomerase seguindo o protocolo do fornecedor
(Invitrogen). Este plasmideo foi entdo diluido em agua livre de RNAse e utilizado para
realizar uma curva padrdo para o gene ie/ como feito anteriormente. Os primers

utilizados, AcCNPVIE1qPCRFWR e AcNPVIE1qPCRREYV, tem como alvo o gene iel do
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AcMNPYV e suas sequéncias estdo apresentadas na Figura 7. A curva padrdo apresentou
os seguintes parametros: threshold 0.023, eficiéncia 1.03677 e equagdo da curva: conc=
107(-0.309*CT + 9.396). A curva de melting revelou uma temperatura 83.3°C (Figura 7
B). Apenas as amostras com o DNA viral intracelular contido nas linhagens Tn5B, S2 e
MdE infectadas com AcMNPV wild-type foram avaliadas utilizando este par de primers

e curva padrao.

dF/dT

65 70 76 80 85 90 9

°C
FLUCqPCRFWR 5 -AAACGCTGGGCGTTAATCAG-3"
FLUCqPCRREV 5 -TCGTCCCAGTAAGCTATGTC-3"

65 70 75 80 8s 90 95
°C
ACIlE1qPCRFWR 5 -CCATCGCCCAGTTCTGCTTA-3"
AcIE1qPCRREV 5 -CTGTTCAAGGGTTGCACAGC-3’

Figura 7: Curvas de melting de amplificagées do gene fluc e a sequéncia de nucleotideos dos primers
utilizados nas reagbes de qPCR utilizando materiais de infecgdes com os baculovirus AgMNPV
recombinantes contendo os genes fluc (A). Curvas de melting de amplificagdes do gene ie1 de AcCMNPV e
a sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados nas reacdes de qPCR de infecgbes de células com o
AcMNPV (B).
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1.8. Quantificacio do DNA viral extracelular (BVs) obtido a partir de células de
inseto infectadas in vitro através de PCR em tempo real
Para quantificar o DNA viral extracelular, o sobrenadante de cada triplicata por
tempo, que foi coletado das infec¢des da secdo 3.7, foi levemente centrifugado (1000 x g
/ 10 min) para remover células e restos celulares, em seguida um volume do sobrenadante
passa por uma extracdo de DNA viral livre de células baseada em Mukawa & Goto
(2000).
A partir de 30 pl do sobrenadante foram adicionados 70 ul de PBS e em seguida,
a solucdo foi centrifugada a 1000 x g por 10 min para coletar restos celulares e células
em suspensao. Ao sobrenadante desta centrifugacao foram adicionados 125 ul de TE, 125
ul de SDS 2% e 5 ul de Proteinase K (10 mg/ml) e incubado por 16 h em temperatura
ambiente. Ap0s a incubagdo, 100 pl de acetato de amodnia (4 M) foi adicionado e a solugao
foi misturada por inversdo para homogeneizar e facilitar precipitacdo de proteinas. A
solucdo foi centrifugada por 10 min a 12000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi separado e o
DNA foi precipitado pela adi¢do de 2 volumes de alcool etilico absoluto e centrifugacdo
a 12000 x g / 10 min. O precipitado de DNA foi ressuspendido em 10 ul de TE.
A PCR em tempo real foi realizada como descrito na se¢ao anterior, utilizando os
primers especificos ao gene ie/ de AcCMNPV (Figura 7), com a unica diferenga que neste

experimento apenas 3 ng de DNA total foi utilizado por reacdo de qPCR (ao invés de 10

ng).

1.9. Ensaio de fusio celular mediada pela proteina de envelope GP64 contida nos

BVs sobre a linhagem MdE em baixo pH

Este experimento teve como objetivo responder a questdo se as particulas
extracelulares do baculovirus AcMNPYV sao capazes de adsorver na membrana celular da

linhagem derivada de vespa MdE. Observa-se por microscopia de luz se ocorreu fusao
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entre as células proximas, apds adicdo dos BVs, e troca do meio de cultura por um com
pH 5.

Para realizar este ensaio, 5 x 10° células MdE foram semeadas por pogo em placa
de 6 pogos e 1 ml de meio SfO00-II pH 6.2 foi adicionado. A placa foi incubada por 2 h a
27 °C para que as células aderissem ao pogo. Apos a incubagdo, 3 tratamentos distintos
foram realizados: o primeiro envolveu a adi¢do do virus BACACIEIFLUC em MOI 100
sobre as células, incubagdo por 1 h a 27 °C para adsor¢do do virus na membrana celular
e depois remogdo deste meio com excesso de BVs nao adsorvidos, adcionando meio
S900-II com pH 5; o segundo tratamento ocorreu com a adi¢cdo dos BVs em MOI 100 e
troca de meio para um meio com pH 6.2 (sem choque de pH); o terceiro tratamento ndo
houve a adi¢do dos BVs, mas com a troca de meio de cultura para um meio com pH 5.

A placa foi incubada em temperatura ambiente por 1 h e a fusdo celular foi
acompanhada e fotografada por inspe¢ao visual em um microscopio Leica ao longo de 60

min em campo claro com anel de difracao (2B) e objetiva de 20 x.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. O programa de expressiao génica do baculovirus AgMNPYV durante a

infeccio de células de inseto derivadas de Lepidoptera

A infecgdo celular dos baculovirus ¢ coordenada temporalmente pelo controle
transcricional dos genes virais (Rohrmann, 2013), sendo que a sequéncia de ativagao dos
genes virais tem relacdo direta com a funcdo destes dentro da infec¢do de forma a
coordenar o controle ¢ manipulacao da célula hospedeira para formar a sequéncia de dois
fenotipos virais distintos (Iwanaga et al., 2004; Jiang et al., 2006). Considerando a
sequéncia de ativagdo e intensidades relativas, os resultados obtidos de expressdao génica
derivada dos promotores isolados em diferentes linhagens celulares indicam que a
permissividade a infeccdo, isto €, a capacidade do virus de produzir progénie infectiva
em determinada linhagem celular ou tecido ndo ¢ uma condicdo “tudo ou nada”, conforme
os perfis de expressdo dos promotores como um todo sdo distintos entre as distintas
linhagens infectadas. Portanto existem variadas condi¢des de permissividade relativas a
incapacidade do virus em seguir a coordenada sequéncia de expressdo génica que garante
sucesso na replicacdo génica e formacdo de estruturas virais e efetiva proliferacdo do
virus (Morris & Miller, 1992; 1993).

Tendo em vista o limitado espectro de células hospedeiras, a infec¢do de
diferentes linhagens celulares realizadas neste trabalho utilizando os baculovirus
AgMNPV recombinantes contendo o gene reporter fluc sobre o controle de diversos
promotores nos fornece mais subsidios para compreender a natureza das infecgdes bem
sucedidas e as infecgdes abortivas e tentar elucidar melhor como e quando ocorrem os

bloqueios a infecgao viral.
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A ativagdo dos promotores imediatamente precoces (prIE1, prGP64) significa que
o virus foi capaz de entrar na célula, ser transportado ao nucleo celular, ser desnudado e
seu DNA ser reconhecido pela maquinaria celular de transcricdo (Kovacs et al, 1992;
Choi & Guarino, 1995). Os promotores precoces atrasados (prLEF1, prVP39) sao
transativados pela proteina viral IE1 e indicam o inicio do estabelecimento da infec¢do
pela expressdo de genes auxiliares a replicagdo e transcri¢do dos gene tardios (Rodems et
al, 1997; Sokal et al, 2014). A ativagdo dos promotores tardios (prP6.9, prVP39) e muito
tardios (como prPOLH) indicam que a RNA polimerase viral foi expressa e a replicagdo
do DNA viral esta ocorrendo. A hiperexpressao a partir desses promotores indica que a
célula ja estd controlada e pronta a produzir progénie viral (Todd et al, 1995; LaCount &
Friesen, 1997).

Existem indicios que 0 AgMNPV ¢ um baculovirus com um limitado espectro de
hospedeiros in vivo. A infeccao oral de larvas 4. gemmatalis (Lepidoptera:Noctuidae)
com OBs de AgMNPV requer uma dose extremamente baixa para induzir morte (LDso =
4 OBs por larva, 96 OBs/cm?). Enquanto em larvas T. ni
(Lepidoptera:Noctuidae:Plusiinae) a dose letal é 100 vezes maior (1.1 x 10* OBs/cm?)
(Grasela et al, 1998). As espécies T. ni e A. gemmatalis sao polifagas e comumente
encontradas em leguminosas, sendo que 7. ni tem preferéncia por couve, brocoli e alface
(Waters & Barsfield, 1989) enquanto 4. gemmatalis prefere a planta da soja (Panizzi et
al, 2004). Ambas espécies t€ém como hospedeiros vegetais alternativos, o algodao, a
ervilha e o tabaco. Pela presenca das duas espécies em uma mesma 4rea e pela ampla
utilizacdo do AgMNPV nas ultimas quatro décadas como bioinseticida, ¢ possivel afirmar
que o baculovirus AgMNPV teve muitas oportunidades de infectar e utilizar 7. ni, € outras
espécies, como hospedeiro. No entanto, o que € observado ¢ que 7. ni € naturalmente

resistente a infec¢do oral de AgMNPV.
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O cultivo de soja no Brasil nos tltimos anos vem sofrendo com a ascen¢do de uma
nova praga, a espécie Chrysodeixes includens (Lepidoptera:Noctuidae:Plusiinae), que
apresenta uma resisténcia a infec¢ao oral de AgMNPV ainda mal caracterizada, mas 6bvia
devido a observacao que C. includens ocorre em areas em que AgMNPYV foi disseminado
como bioinseticida (Cota, 2015). Quando a infeccdo por baculovirus ¢ iniciada pela
injecdo de BVs diretamente na hemolinfa de larvas de diferentes espécies, ocorre uma
expansdo do espectro de hospedeiros. Larvas de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera:Noctuidae) sdo resistentes a infec¢do oral pelos baculovirus AcMNPV
(Clem & Miller, 1993) e AgMNPYV em altas doses, mas pela inje¢do intrahemocélica de
BVs é possivel causar infecgao sistémica e morte (resultados ndo publicados). Este padrao
de restricdo da infecgdo oral esta relacionada a mecanismos fisicos e quimicos de defesa
do hospedeiro.

A infecgdo oral deve proceder por diversos tecidos sucessivamente para resultar
em uma infeccao sistémica do organismo, desde células colunares do epitélio do intestino
médio, traqueoblastos, células livres da hemolinfa e tecidos em contato com a hemolinfa
(Rohrmann, 2013; Asser-Kaiser et a/, 2011; Passarelli, 2011). Existem casos relatados de
bloqueio da infeccdo oral priméria ainda nas células epiteliais do intestino (Haas-
Stapleton et al, 2005). Em outras situagdes a infec¢do primdria ¢ bem sucedida mas
ocorrem bloqueios na proliferacdo da infeccdo em tecidos abundantes como tecido
gorduroso e células da hemolinfa o que impede que a infecgdo sist€émica seja total no
organismo e cause morte ao hospedeiro. At¢ mesmo em hospedeiros suscetiveis em que
a infeccdo sistémica prolifera e mata o organismo observa-se que alguns tecidos
praticamente ndo suportam a replicagdo do DNA viral (Chikhalya et al, 2009; Soares &

Ribeiro, 2005, Cordeiro et al., 2008).

57



A infeccdo de AgMNPV em células de inseto cultivadas in vitro também
demonstra um espectro limitado de hospedeiros mas sem padrdes reconheciveis
relacionados as espécies-familias de onde as linhagens foram originadas (Lynn, 2003).
Poucos estudos foram realizados testando um baculovirus contra uma ampla gama de
linhagens celulares. Um estudo de permissividade da infeccdo de AgMNPV em diferentes
linhagens foi conduzida por Castro et al (1997) e Castro et al (2006) avaliando a infec¢do
por microscopia de luz, andlise da replicagdo de DNA viral, titulagdo dos fenotipos
produzidos e producdo de proteinas induzidas pelo virus. O trabalho mostrou que as
linhagens UFLAg e Tn5B s3o completamente suscetiveis a infec¢do viral, devido a
produgdo em grande quantidade de BVs e OBs ao longo da infec¢do. A linhagem Sf9 foi
considerada semipermissiva devido a reduzida producdo de BVs infectivos e OBs. As
linhagens Ld652Y e BmS5 foram caracterizadas como ndo permissivas devido a
incapacidade de formagdo de OBs e baixa replicagdo do virus.

Nao existe relagdo direta entre a permissividade in vivo e in vitro. As células em
cultura derivadas de um inseto suscetivel ndo necessariamente serdo suscetiveis a
infeccdo por um baculovirus. Como as linhagens celulares de insetos costumam ser
derivadas de tecidos especificos de larvas ou em alguns casos derivadas de ovos ou
adultos ao invés de larvas, além da passagem seriada em meio de cultivo para adaptacao,
ocorre entdo uma selecdo de linhagens com maior habilidade de crescimento in vitro,
potencialmente em detrimento da permissividade a infec¢do viral (Lynn, 2003). Portanto
a permissividade de linhagens celulares a infec¢do in vitro € potencialmente distinta da
permissividade do hospedeiro pela infeccao oral in vivo. Além disto, nem todos tecidos
de um hospedeiro considerado suscetivel a infec¢do oral sdo naturalmente permissivos a
infec¢do (tropismo celular, Wang et al., 2008) o que indica que apenas o contetido

genético da célula hospedeira ndo ¢ suficiente para determinar permissividade. Os
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elementos genéticos e metabodlicos que garantem a permissividade ou nao de linhagens
celulares e tecidos a infecg@o baculoviral oferecem um mosaico de dificil compreensao
nos estudos de permissividade.

Para melhor compreender a questdo da permissividade de linhagens celulares
cultivadas in vitro a infec¢do pelo AgMNPV, duas metodologias de quantificagdo da
expressdo de promotores virais de diferentes fases da infeccdo utilizando a
quimioluminescéncia do gene fluc foram utilizadas. A quantificagdo pelo método de lise
envolve a medi¢ao da producao do gene reporter ao longo do tempo utilizando triplicatas
independentes para cada tempo (se¢do cruzada). A quantificacdo pelo método em tempo
real envolve a medi¢do da luminescéncia da mesma populagdo de células ao longo do
tempo em triplicatas (longitudinal). Esta segunda metodologia foi desenvolvida e
otimizada ao longo deste trabalho e se revelou como uma forma de observacao dos
fendmenos de expressao génica viral muito dindmica e pratica.

O método padrao de medicao de quimioluminescéncia derivada da enzima FLUC
segue o procedimento recomendado pelo kit Luciferase Assay System (Promega), que
basicamente envolve lisar as células infectadas e medir a luminescéncia presente naquele
momento. O maior beneficio desta metodologia ¢ a capacidade de normalizacao do valor
de luminescéncia pelo total de proteinas, o que aumenta a confiabilidade na comparagao
entre tratamentos. Estes ensaios foram realizados utilizando AgMNPVss recombinantes
em MOI 10 nas células UFLAg, Tn5B, Sf9 e Ld652Y. Os graficos estao dispostos na

figura 8.
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Figura 8: Ensaio padrdo de medigdo de quimioluminescéncia de células infectadas com AgMNPV recombinantes.
As linhagens testadas foram UFLAg, Tn5B, Sf9 e Ld652Y em MOI 10. Os pontos de medigdo foram 1, 3, 6, 12, 24, 48
e 72 h p.i.. O ensaio foi realizado em triplicatas, apresentando a média e desvio padrao em relagao a média. Eixo Y

em escala logaritmica.

Os perfis de expressao dos promotores de AgMNPYV nas células UFLAg, Tn5B e
Sf9 apresentaram caracteristicas comuns, como a ativacao de todos os promotores dentro
das primeras 15 h p.i., o alcance do pico de luminescéncia até 48 h p.i. seguidos por um
platd no nivel de luminescéncia. A sequéncia de ativacao destes também foi similar entre
as linhagens celulares: nas primeiras 3 h p.i.: prAglEl, prAgGP64; de 3 a 9 h p.i.:
prAgLEF1, prdgVP39 e prdgP6.9; a partir de 12 h p.i.: prAgPOLH. Todas ativagdes
ocorrem dentro de 12 h p.i.. Os promotores considerados tardios e muito tardios apenas

sao ativados a partir de 6 h p.i., o que € consistente com as observagdes de que a replicagao
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do DNA viral ocorre a partir deste momento e a ativagdo destes elementos ¢ dependente
da replicagdo viral (Rapp et al, 1998; Todd et al, 1995). Esta ultima observacao, referente
a deteccdo de expressdo a partir dos promotores tardios apos 9 h p.i. indica que as
linhagens UFLAg, Tn5B e S9 iniciam a replicagdo do DNA viral entre 6 € 9 h p.i.. Em
contrapartida, a linhagem celular Sf9 apresentou expressao reduzida (abaixo da expressao
de prAgIE1l) dos promotores tardios AgVP39 e AgP69 e expressdo fraca do promotor
AgPOLH, indicando que mesmo sendo capaz de replicar o DNA viral, a expressao do
promotor muito tardio ¢ muito fraca.

Dentro das 72 h p.i. avaliadas, os promotores precoces ndo apresentaram clara
reducdo de luminescéncia ap6s atingir o pico de expressdo. Um processo esperado devido
a hipotese de que promotores precoces sdo “desligados” ap6s entrar na fase tardia da
infeccdo (Pinedo, 2004). Apenas em UFLAg os promotores AgGP64 e AgLEF1
apresentaram uma reducdo de RLU, as demais configuragdes de promotores e linhagens
mostraram um sinal estavel apds o pico de expressao. Os promotores com maior pico de
expressao em UFLAg foram: pr4gVP39, prdgP6.9 e prAgPOLH (Figura 8). A linhagem
celular Ld652Y apresentou uma expressao diferenciada, com retardo no inicio da
expressao dos promotores AgIE1 e AgGP64, detectados a partir de 12 h p.i., e detecgao
de prAgVP39 e prdgP6.9 entre 12 e 24 h p.i.. Os promotores AgLEF1 e AgPOLH nao
foram ativados nesta linhagem celular.

Devido a coleta fixa de pontos de medicdo a cada 3 horas, ndo foi possivel
distinguir precisamente o primeiro momento de detec¢ao de prAgIE1 e pr4gGP64, ambos
ativados entre a primeira e terceira h p.i., assim como pr4gVP39 e prAgLEF1, ativados
entre a terceira e sexta h p.i..

O ensaio de medi¢do continua tem como principio a adigdo de D-luciferina ao

meio de cultivo das células e obtengdao em tempo real da luminescéncia derivada da
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infeccdo celular e expressdo génica da enzima Luciferase. Esta metodologia ¢ muito
pratica pois permite a automatizagdo e a flexibilizacdo do procedimento de coleta de
dados. As medig¢des foram programadas para serem realizadas a cada 999 s (limite
maximo permitido pela maquina, aproximadamente a cada 15 min) durante os 3 primeiros
dias de infec¢do e a partir deste periodo as coletas foram feitas ad hoc, sem periodos
especificos. Apesar de os dados terem sido coletados usando os intervalos de 15 min
citados, a apresentagdo em graficos ndo permite a exposicao de todos os pontos de coleta
pois isto sobrecarrega a imagem com excesso desnecessario de pontos e barras de erro
padrdo, portanto dependendo do tempo total de infeccdo apresentado no grafico os
intervalos sdo ajustados para melhorar a qualidade de visualizagao.

Diferente do que ¢ recomendado usualmente para ensaios de
quimioluminescéncia, nesta metodologia foram utilizadas placas pretas opacas ao invés
de placas brancas, que permitem maior reflexdo do sinal luminoso derivado da
quimioluminescéncia, devido a observacdo de que a intensa luminescéncia derivada dos
promotores tardios pode vazar para pogos proximos devido a reflexdo da placa branca. O
uso de placas escuras elimina completamente o vazamento de sinal de um poco aos
imediatamente proximos, mesmo quando os valores sdo da magnitude 10° RLU.

Em todos os experimentos de medi¢do continua, o valor de baseline ou valor de
background de luminescéncia foi definido com base em valores obtidos de pocos sem
células, com células ndo infectadas e com células infectadas com baculovirus que nao
expressam FLUC. A partir disto, foi determinado que o valor minimo para considerar um
sinal positivo de Luciferase ¢ de 20 RLU.

A infeccdo em MOI 10 das células UFLAg, Tn5B, S19, Ld652Y, Chch e Bm5
revelou perfis distintos de expressao dos promotores virais entre a infec¢ao de células

permissivas UFLAg e Tn5B com a ativacao de todos os promotores dentro de 12 h p.i. e
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subsequente hiperexpressdo dos promotores tardios (atingindo picos de expressao entre
10* e 103 RLU). Os resultados ao longo de 4 dias de infeccdo apresentados nas figuras 9
e 10, estdio em consonancia com os obtidos pelo ensaio padrio em magnitude e
temporalidade, no entanto o alto grau de resolucdo da medi¢do continua permitiu a
observa¢do de detalhes antes ocultos. Para melhor visualizagdo do primeiro dia de
infeccdo e a resolugdo da técnica dentro deste periodo, os graficos foram plotados

realcando as primeiras 24 h p.i. nas figuras 9 ¢ 10.
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Figura 9: Ensaios de medicdo continua de luminescéncia nas linhagens UFLAg, Tn5B, Sf9, Ld652Y, Chch e Bm5
durante 4 dias de infec¢do com os baculovirus AGMNPV recombinantes em MOI 10. Os intervalos apresentados sao
de 3 horas entre medigoes. As setas azuis proximas ao eixo Y indicam o nivel basal de luminescéncia (20 RLU). As
medigGes sao apresentadas como média de triplicatas e barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 10: Ensaios de medi¢do continua de luminescéncia nas linhagens UFLAg, Tn5B, Sf9, Ld652Y, Chch e Bm5
durante 4 dias de infecgdo com os baculovirus AgMNPV recombinantes em MOI 10. Os intervalos apresentados sao
de 3 horas entre medigées. As medigdes sdo apresentadas como média de triplicatas e barras de erro representam
o desvio padrdo.
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O perfil de expressao dos promotores em células permissivas, semipermissivas €
nao-permissivas durante a infec¢ao indicou que a sequéncia de ativacdo dos promotores
¢ comum entre todas as linhagens (prlE1, prGP64, prLEF1, prVP39, prP6.9 ¢ prPOLH,
Tabela 2). Sendo que nas linhagens permissivas a expressao tardia atinge Vmax 10 vezes
maior que a expressao dos promotores precoces (Tabela 3). Ambas observagdes sao
equivalentes as realizadas em estudos da transcri¢do génica de outros baculovirus (Chen

et al., 2013; Iwanaga et al., 2004; Jiang et al., 2006; Morris & Miller, 1992).

Tabela 2: Tempo de primeira detecgdo (Ti,) do sinal de luminescéncia (hh:mm)

Linhagem Virus
IEIFLUC GP64FLUC LEFIFLUC VP39FLUC P6.9FLUC POLHFLUC
Média Média Média Média Média Média
UFLAg 1:58 2:03 3:42 5:35 10:10 12:49
Tn5B 0:27 0:32 2:15 2:03 9:08 13:17
Sf9 2:03 2:03 3:51 6:39 15:08 16:53
Ld652Y 11:54 13:19 - 17:07 17:25 -
Chch 1:24 1:54 17:01 8:58 13:39 17:10
Bm5 8:30 6:46 - - - -

Tabela 3: Tempo até atingir pico (T,;) de expressdo do sinal de luminescéncia (hh:mm)

Linhagem Virus
IEIFLUC GP64FLUC LEFIFLUC VP39FLUC P6.9FLUC POLHFLUC
Média Média Média Média Média Média
UFLAg 32:15 31:58 18:41 36:58 34:54 59:24
Tn5B 66:25 65:19 12:31 36:05 38:26 72:10
Sf9 63:09 76:49 12:45 76:01 89:47 69:21
Lde52Y 109:18 110:59 - 90:30 74:45 -
Chch 62:47 48:56 48:02 48:56 68:31 67:12
Bm5 57:33 17:57 - - - -

A infec¢cdo do AgMNPV em células permissivas Tn5SB e UFLAg tem como pontos
de referéncia: a rapida ativacdo dos promotores precoces (prdAgIEl, prdgGP64,
prAgLEF1 e prAgVP39) antes de 6 h p.i., a ativacao da hiperexpressdao dos promotores
prAgVP39 (bimodal) e pr4gP6.9 (tardio) a partir de 8 h p.i., com pico de expressao as 24
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h p.i. e com valores pelo menos 10 vezes superiores ao dos promotores precoces. Apos
10 h p.i., inicia-se a expressdo de prPOLH (muito tardio) que possui um aumento gradual
mais lento que os tardios mas apresenta o mesmo pico de expressdo atingido apenas em
48 h p.i. (Tabela 2).

As linhagens permissivas UFLAg e Tn5B apresentaram os mais rapidos inicios
de expressao dos promotores (Tin). Notavelmente o promotor AgIE1 em Tn5B dentro de
30 min apos a infeccdo e 2 h p.i. em UFLAg. A atividade de pr4gGP64 ndo ¢ distinta de
prAglE1l, ambos aqui observados como imediatamente precoces, durante as primeiras 14
h p.i. em Tn5B (Teste t: diferencas entre Tin p = 0.23, ANOVA 2-way: diferengas ndo
significativas dentro das primeiras 14 h p.i.) e 19 h p.i. em UFLAg (Teste t Tin p = 0.72,
ANOVA 2-way: diferengas nao significativas dentro das primeiras 19 h p.i.). O promotor
LEF1 por outro lado apresentou Ti, distinto de pr4AgIE1 e prdgGP64 (Teste t da diferenca
entre Tin p < 0.0002 em UFLAg, Tn5B e Sf9). A sua atividade foi limitada, atingindo os
valores mais baixos de expressdo dentre todos promotores, indicaram que este promotor
possui mecanismos distintos de expressdo em comparagao aos promotores imediatamente
precoces. Portanto, a correta classificagdo para o promotor prAgLEF1 seria a classe
delayed early (precoce atrasada), ndo dependente de replicagdo de DNA ou RNA
polimerase viral.

As curvas de prAgGP64 apresentaram duas fases: a primeira entre Tin € 12 h p.i.
seguidos por uma segunda fase até atingir o pico de expressao (Tpi) as 31 hp.i. em UFLAg
e 65 h p.i. em Tn5B. Esta segunda fase de aumento esté associada a ativagcdo dos motivos
de transcrigao tardios contidos em prAgGP64 pela RNA pol viral presente e em paralelo
a replicacdo do DNA viral, tais motivos sdo inexistentes em pr4AgIE1. Isto classifica o
promotor GP64 como bimodal (imediatamente precoce e tardio). Desta forma, foram

observadas de forma inédita a distingdo temporal entre prdglEl e prdgGPo64,

67



classificados entdo como imediatamente precoces enquanto prAgLEF1 e pr4dgVP39
foram classificados como precoces atrasados.

Os promotores LEF1 e VP39 apresentaram T, muito similares em UFLAg (Teste
t p =0.008) e Tn5B (p = 0.29), mas significativamente distintos em Sf9 (p < 0.0001),
indicando que prdgVP39 possui atividade em momentos delayed early, similar ao
elemento precoce de prAgLEF1. Além disso, ¢ importante notar que os promotores VP39
e P6.9 apresentaram Ti, significativamente distintos em UFLAg, Tn5B e Sf9 (Teste t p <
0.0001). A diferenca ocorre devido ao fato que prA4gVP39 apresentou um momento de
ativacdo precoce com sinal fraco mas distinto, Tin de 5, 2 € 6 h p.i., em comparagdo ao
momento de ativagdo nitidamente tardio de pr4gP6.9 com Ti, de 10, 9 ¢ 15 h p.i. em
UFLAg, Tn5B e S19, respectivamente. Isto ¢ atribuido a presenga de motivos de
transcri¢do precoces contidos em pr4gVP39 mas ausentes em prdgP6.9, classificando
prdAgVP39 como um promotor bimodal, precoce atrasado e tardio, enquanto pr4gP6.9 ¢
um promotor exclusivamente tardio. A subsequente hiperexpressdo que ocorre em
prdAgVP39 e prdAgP6.9 sdo similares a partir de 9 h p.i. e ambos promotores atingem picos
de expressao (Vmax) equivalentes tanto em intensidade como em pico de expressao.

A expressao do prAgGP64 em momentos precoces funciona como um preparo
prévio para receber as particulas virais que irdo migrar para fora do nticleo at¢ membrana
celular em momentos tardios (Engelhard ef al., 1994; Passarelli, 2011). A fraca expressao
de prdgVP39 durante momentos precoces tem func¢do similar de preparo para a
replicacdo, mas este gene ¢ encaminhado ao ntcleo onde se associa ao DNA viral e
contribui na formag¢ao do estroma virogénico, que € uma estrutura nuclear onde ocorre a
replicacdo e formagdo das particulas virais (Nagamine ef al., 2005). Ambos promotores
tem uma caracteristica de expressao bimodal como descrito, com dois momentos distintos

de aumento de expressao. Com os dados de quantificacdo do DNA (Figura 13) observa-
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se que o segundo momento de aumento da expressdo ocorre apos o aumento da replicacao
viral, o que reforga o conceito da dependéncia da expressdo génica tardia e hiperexpressao
resultante da replicacdo viral.

O promotor prAgPOLH apresentou um Tij, distinto do promotor tardio P6.9 (Teste
t: p <0.001 em UFLAg e Tn5B). Além disto, a hiperexpressao de pr4gPOLH ¢ menos
intensa que a de P6.9 (T 37 € 36 h p.i. em UFLAg e Tn5B), atingindo valores méximos
(Vmax) inferiores e demorando mais tempo para atingir Tpi (59 € 72 h p.i. em UFLAg ¢
Tn5B). Isto indica possivelmente que o mecanismo de expressao tardia de prAgP6.9 ¢
distinta da ocorrida a partir de pr4gPOLH. Portanto, uma distingdo observada de forma
muito clara nos momentos tardios foi entre prAgP6.9 (tardio) e prAgPOLH (muito tardio)
com Tj, distintos, indicando a possibilidade de existéncia de mecanismos variados de
expressdao nos promotores da fase tardia e justificando a distin¢ao entre tardios e muito
tardios.

Ao comparar em paralelo as curvas de expressdao génica (Figura 9) com a
replicacdo viral intracelular nas células permissivas Tn5B e UFLAg (Sec¢ao 4.1.1, Figura
13), torna-se evidente a distingdo entre a fase precoce e tardia. Antes de 6 h p.i. apenas os
promotores de genes associados a transativagdo e replicacdo sao observados. Apds 6 h
p.1. observa-se a ascencao da concentracdo do DNA viral e simultaneamente a ativagao e
intensa transcricdo dos promotores tardios. Desta forma, existe uma coordenacao entre a
replicagdo do DNA viral, a expressao génica (em especial dos genes estruturais) e a
formacgao do primeiro fendtipo viral, os virus extracelulares (BVs). As curvas de detec¢ao
do virus extracelular nestas linhagens permissivas demonstram que no intervalo entre 6 e
12 h p.i. ndo ocorre produgdo de BVs, o que ¢ consistente com a observacao de que neste
periodo ainda existe baixa expressao dos promotores VP39 e P6.9, que controlam os

componentes principais do capsideo viral. Apds 12 h p.i., € possivel detectar o aumento
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gradual do titulo viral extracelular, o que caminha em conjunto com o aumento intenso
da expressao dos dois promotores citados. As 24 h p.i., observa-se um platd na curva de
DNA intracelular e simultaneamente o pico de expressdo dos dois promotores. Até 48 h
p.i. 0 aumento na producdo de BVs continua. A partir de 48 h p.i. observa-se a formagao
de OBs no nucleo das células (Figura 11)

As linhagens com permissividade limitada Sf9, Ld652Y e Chch apresentaram uma
replicagdo intracelular ativa apenas a partir de 12 h p.i. (Figura 13). Em nivel de expressao
génica, o que estas linhagens tem em comum a 24 h p.i. ¢ um nivel de expressdo de
promotores precoces ¢ tardios proximo a 10° RLU, 10 vezes menor do que o nivel das
linhagens permissivas.

No caso da linhagem semipermissiva Sf9, apesar de todos promotores ativarem
dentro de 6 h p.i., ndo ocorre a hiperexpressao dos promotores tardios como nas células
permissivas UFLAg e Tn5B. A expressdo relativa dos promotores com elementos tardios
foi equivalente ao dos promotores precoces (ANOVA 2-way: diferengas ndo
significativas entre todos promotores tardios e o promotor AgIE1 entre 48 € 72 h p.1.),
indicando falha na capacidade de hiperexpressao génica. Estes resultados estao de acordo
com a observagdao de uma producao reduzida de BVs e poliedros (Castro et al., 1997;
Lynn, 2003) e observagdes da limitagdo da expressao de promotores muito tardios durante
a infec¢ao de AcCMNPV em células semi-permissivas (Morris & Miller, 1992). Os dados
de replicagdao em Sf9 corroboram estes pontos pois o intervalo entre inicio da replicagao
intracelular as 12 h p.i. e a primeira e nitida deteccao dos BVs a 48 h p.i. correlaciona
muito bem com os niveis inferiores de expressao dos promotores tardios nestes

momentos.
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Figura 11: Micrografias das células UFLAg, Tn5B, Sf9, Ld652Y, Bm5 e Chch infectadas com o baculovirus
recombinante vAgIELIFLUC as 0 h p.i. e 96 h p.i. Barras de dimensdo representam 25 um. Setas escuras indicam
células infectadas com corpos de oclusdo no nucleo. Setas brancas indicam células infectadas com nucleo dilatado,
sem a presenga de corpos de oclusdo. Setas em vermelho indicam efeitos citopaticos como a vacuoliza¢do de
células infectadas. Seta em azul indica corpos apoptéticos de células infectadas.

Em Ld652Y e Chch mesmo com a replicagdo intracelular funcional e expressao
dos promotores tardios ndo foi detectado DNA viral extracelular até 48 h p.i.. A apoptose
¢ um fendmeno raro em Ld652Y, ja descrito anteriormente para a infeccdo do virus
Orgyia pseudotsugata MNPV (Ishikawa et al., 2003). No entanto, observamos efeitos
citopaticos associados a necrose como a vacuolizacdo das células (Figura 11, setas
vermelhas). Portanto, ¢ possivel que o mecanismo de defesa celular que impede a
formag¢ao de BVs de AgMNPV também esteja associado ao bloqueio da tradugdo como
descrito para AcMNPV (Thiem & Chejanovsky, 2004). Em Chch a apoptose ¢
proeminente em 24 h p.i., apresentando células em inicio de apoptose € inumeros corpos

apoptoticos. A replicacdo do virus ¢ considerado um dos ativadores do processo de
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apoptose durante a infeccdo (Du & Thiem, 1997; LaCount & Friesen, 1997), no entanto
a apoptose nao ¢ suficiente para extinguir completamente a producao de BVs (Clem &
Miller, 1993; Castro & Ribeiro, 2001). Neste trabalho, pelo menos até 48 h p.i. ndo foram
detectados virus extracelulares mas ainda ¢ possivel que aparecam em momentos
posteriores. De qualquer forma, o processo apoptotico nitidamente afeta tanto a
transcricao génica tardia quanto a replicacdo viral intracelular.

As linhagens Ld652Y, Chch e Bm5 foram consideradas ndo-permissivas ao
AgMNPYV pela auséncia de producdo dos fenotipos infectivos, com base na quantificagdo
por qPCR e outros estudos, complementam estas conclusdes, com reservas, pela
observagdo que em infecgdes abortivas pelo virus 4gMNPV ndo sdo detectados
transcritos da fase tardia nas linhagens Ld652Y e BmS5 (Castro et al, 2006). Nenhuma
destas células apresenta poliedros por inspecao visual das células em microscopio de luz
as 96 h p.i. (Figura 11).

No caso da linhagem nao permissiva Ld652Y ocorreu um retardo de 12 h na
primeira detec¢cdo de promotores imediatamente precoces prAgIE1 e prAgGP64 ¢ 17 hno
caso dos tardios prAgVP39 e prdgP6.9 que apesar de ativos ndo foram hiperexpressos.
Além disto, os promotores AgLEF1 e AgPOLH nio foram ativados. E interessante
observar que o promotor LEF1 ndo foi ativado pois este elemento controla uma proteina
associada a replicacdo do DNA viral, o que pode estar relacionado com as observacdes
associadas a lenta replicagdo e baixa quantidade de progénie infectiva gerada por esta
célula. Como este promotor possui uma expressao fraca nas demais linhagens também ¢
possivel que a expressao seja fraca demais para gerar valores de luminescéncia acima do
nivel basal de detec¢ao. Como ocorreu expressao dos promotores com elementos tardios
VP39 e P6.9 e também ocorre a replicagdo viral intracelular como medida por qPCR,

parece ser mais provavel que a expressao de LEF1 ocorre em momentos precoces mas ¢
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fraca demais para ser detectada. A eventual ativagdo dos promotores tardios e acimulo a
niveis relativamente altos (equivalentes a Sf9) indicam que ndo ha um impedimento da
transcri¢do dos genes necessarios a formacao dos BVs, o que € contrario a observagao de
que esta linhagem nao produz este fendtipo (conforme observado na quantificacdo de
DNA extracelular e também reportado por Castro et al, 2006). Isto é consistente com
estudos de infectividade do baculovirus Ac MNPV que reforcam estas conclusdes,
considerando niveis relativos inferiores de expressdo global em casos em que ocorre
replicagdo viral em conjunto com a expressdo limitada de alguns promotores tardios e
bloqueio total da expressdo dos promotores muito tardios (Morris & Miller, 1992;
Iwanaga et al 2004). Este tema serd resgatado na secdo 4.4, que terd como foco a
comparagdo entre as infec¢des de AcMNPV e AgMNPV.

Esta tese apresenta a primeira descricdo da infeccdo do AgGMNPYV na linhagem
Chch. Esta linhagem recentemente isolada, tem como uso direto o cultivo e estudo dos
Alfabaculovirus grupo II TniSNPV e ChchSNPV (Xu et al., 2010). Esta linhagem entra
em apoptose durante a infeccdo com o baculovirus AgMNPV assim como ocorre com 0
baculovirus AcMNPV, ambos Alfabaculovirus do grupo 1. A apoptose induzida pelo
AgMNPV pode ser observada por microscopia de luz a partir de 12 h p.i.. Até 96 h p.i.
praticamente todas as células ja& morreram por apoptose ou estdo em processo (Figura 11,
setas azuis). Isto € interessante pois este virus possui um gene antiapoptotico (iap3) ja
confirmado como funcional no bloqueio da via das caspases e essencial para a infec¢ao
bem sucedida de células permissivas (Carpes et al, 2005). O AgMNPV nao possui o outro
gene anti-apoptético presente em AcMNPV, chamado de p35, que foi provado como
essencial para evitar a apoptose em células permissivas Sf21 (Clem & Miller, 1993). A
incapacidade do AgMNPV em inibir por completo a apoptose em Chch € especialmente

interessante, em conjunto as observacoes da infec¢ao por Ac MNPV nesta linhagem, por
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demonstrar que o arsenal de controle celular dos Alfabaculovirus grupo I ¢ exclusivo a
este grupo filogenético e ¢ distinto dos elementos encontrados nos Alfabaculovirus do
grupo IIL.

Os genes iap3 e p35 inibem a apoptose afetando diferentes elementos da via das
caspases (Clem, 2007). Como observado no perfil de infec¢ao do AgMNPV. O gene iap3
¢ capaz de inibir parcialmente a apoptose pois os niveis de expressdo tardia sdo
consideravelmente altos em relacdo aos perfis em células permissivas € muito superiores
aos observados nas infec¢gdes com os Ac MNPV recombinantes (secdo 4.4). A expressao
na fase precoce ocorreu normalmente, com rapida ativagdo dos promotores precoces e
subsequente ativagdo dos promotores tardios de forma atrasada, iniciando em 12 h p.i..
Esta linhagem apresentou rapida ativacao de prAgIEl e prAgGP64 (dentro de 2 h p.i.)
mas um atraso consideravel para o promotor AgLEF1 (Tin = 17 h), que manteve niveis
muito proximo a linhage de base, ao longo da infec¢do indicando uma expressdo
comprometida neste tipo celular. As curvas de expressdo também apresentaram atrasos
para atingir o pico de expressdo em relacdo as linhagens permissivas (Tabela 3) o que
implica em reduzida habilidade de transativacdo da transcri¢ao génica.

A linhagem Chch apresentou um perfil muito similar ao de Sf9 (Figuras 9 e 10).
Todos os promotores foram ativados em sequéncia como as demais células mas os
promotores tardios ndo apresentaram uma expressao acima da obtida com os promotores
precoces. Estes atrasos e a fraca expressdao de prAgLEF1 podem estar associados a
apoptose que o virus induz nesta linhagem celular. A ativagcdo dos promotores tardios, e
em especial o promotor muito tardio prdgPOLH, também sdo observacgoes interessantes
pois a expectativa era que se todas as células infectadas iniciam a apoptose logo apos a
replicagcdo (a partir de 6 h p.i.), a expressdo dos promotores tardios e muito tardios

estariam comprometidas. E importante ressaltar que pr4gPOLH ndo foi expresso em
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niveis superiores ao dos promotores precoces, que ¢ um marco identificador de uma
infeccao totalmente permissiva. Os dados de replicagdo intracelular demonstraram que a
replicagdo viral inicia a partir de 12 h p.i., perfeitamente de acordo com o inicio da
expressdo tardia. A alta expressdo dos promotores tardios vai em direta oposi¢do a
observagao que ndo sdo formadas particulas virais extracelulares a partir desta infecgao.

A linhagem ndo permissiva Bm5 apenas ativou fracamente os promotores AgIE1
e AgGP64 durante as primeiras 24 h p.i.. Apds este momento o sinal caiu gradualmente e
oscilou proximo ao valor de background 20 RLU. A linhagem BmS5 apenas ativou os
prAglEl e prAgGP64, o que ¢ consistente com as observagdes de infecgdo abortiva
(Castro et al, 1999, 2006) sem producdo dos fenodtipos de infecgdo. Observagdes
microscopicas feitas para esta tese a partir da infeccdo de AgMNPV as 72 h p.i. ndo
confirmou a formagdo de corpos apoptoticos ou células em apoptose tardia. E possivel
que o fendomeno ocorrido em Bm5 esteja mais relacionado com um bloqueio da tradugao
como observado em Ld652Y infectado com AcMNPV (Thiem et al., 1996), que também
esta indiretamente associado a inibi¢do da apoptose (Thiem & Chejanovsky, 2004).
Efeitos citopaticos associados a necrose foram observados por microscopia de luz (Figura
11, seta vermelha). Os dois promotores em questdo sdo considerados como
imediatamente precoces e portanto capazes de serem transcritos pela RNA pol II do
hospedeiro sem a necessidade de transativacdo nestes momentos. Como nenhuma
replicacdo viral nem expressdao dos promotores tardios foram observadas na linhagem
Bm5 ¢ possivel argumentar que existe nesta célula um mecanismo de defesa capaz de
inibir a expressdo génica ainda na fase precoce, de forma a ndo serem formados os
complexos de replicacdo e transcri¢ao tardia, assim a célula BmS5 € capaz de efetivamente
inibir a infecc¢do viral. Outra hipotese seria que o AgMNPV ¢ equivalente ao AcMNPV,

que apOs receber o gene helicase, que ¢ um componente essencial do complexo de
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replicagdo do DNA viral, do virus Bombyx mori NPV torna-se infectivo a célula BmN
(também derivada de B. mori como Bm5). Desta forma, existe uma incompatibilidade do
complexo de replicacdo do DNA viral de AcMNPV durante a infeccdo deste em células
Bm5 ¢ BmN. A hipotese de que o AgMNPYV possui uma helicase incompativel com a
cé¢lula Bm5 podera ser testada construindo um AgMNPYV recombinante contendo Aelicase
de BmNPV, o que iria efetivamente ativar a expressao dos promotores tardios.

A figura 12 resume a infectividade de AgMNPV nas linhagens celulares testadas,
além de apontar os eventos dentro da infec¢ao celular e o progresso da infecgdo viral,

com base nos dados desta tese.

Reduzida expressdo tardia,

[ SEMIPERMISSIVA sf9 Reduzida produgido de fenétipos BV + OB -
1-Bm5 Bloqueio da replicacéo viral,

> NAo-PERMISSIVA 2 - Chch Apoptose BV- OB-
2 - Ld652Y Bloqueio da tradugédo

Figura 12: Diagrama descrevendo os eventos gerados pela infeccdo viral e os genes responsaveis ou associados a
cada evento, estes estao dispostos em uma série temporal dividida pelas fases da infecgao viral. A permissividade,
o progresso da infecgao e as caracteristicas principais estao descritas.

Estas distingdes entre os perfis de atividade dos promotores nas linhagens
celulares testadas demonstram diversos graus de permissividade a infec¢ao de AgMNPV.

Desde células totalmente permissivas com rapido progresso da infec¢do, expressao génica
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e acumulo de elementos virais na célula; células semipermissivas com rapido inicio da
infeccdo, mas limitada expressdao dos promotores tardios; e células ndo-permissivas com
atrasos em Tin, limitacdo na expressdao de promotores tardios ou total bloqueio de todos

promotores salvo os com atividade imediatamente precoce.

2.1.1. A replicac¢do viral e maturacao de particulas virais do baculovirus

AgMNPYV em diferentes linhagens celulares

A replicagdo do DNA viral, a encapsidacao deste em capsideos e subsequente
liberagdo do capsideo para fora da célula, completando a maturagdo desta particula na
forma do fenotipo BV, sdo dois fendmenos importantes na biologia da infec¢do por
baculovirus. O inicio da replicagdo do DNA viral ¢ considerada como marco que inicia o
momento tardio da infec¢do viral, sendo que todos eventos que precedem este sdao
considerados como da fase precoce. Além disso, a detec¢ao do virus extracelular indica
que a expressdo dos genes tardios estruturais atingiu niveis suficientes para iniciar o
processo de encapsidacdo no nucleo e migracdo das particulas formadas para o citoplasma
e membrana celular até sairem da célula. Desta forma, o objetivo destes experimentos foi
determinar a dinamica da replicagdo viral do AgMNPV (Figura 13) e a maturagdo dos
virions como BVs para complementar os dados de expressao génica.

A replicacdo viral intracelular na primeira hora de infec¢do apresentou um valor
comum entre as diferentes linhagens celulares testadas (teste t, p>0.01), o que ¢ esperado
pois os experimentos foram feitos com o mesmo numero de células e MOI. Entre 3 e 6 h
p.i. ndo existe diferenca significativa entre as médias de concentragdo de DNA viral entre
todas as linhagens (teste t, p>0.01). Em 12 h p.i. a concentracdo de DNA viral em UFLAg
e Tn5B aumenta 10 vezes em relagdo ao momento 6 h p.i., enquanto as demais linhagens
ainda mantém os valores de 6 h p.i. Entre 12 e 24 h p.i. ocorre mais um aumento na
concentragdo de DNA viral em 10 vezes nas linhagens UFLAg e Tn5B. A replicagdao em
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S19, Ld652Y e Chch torna-se evidente entre 12 € 24 h p.i. No momento 72 h p.i. todas as
linhagens, exceto BmS5, apresentaram valores proximos a 10° copias de DNA viral / 10
ng de DNA total (teste t, p > 0.001). A linhagem Bm5 apresentou os menores valores as
72 hp.i., média e 5 x 10* copias de DNA viral / 10 ng de DNA total, com pouca diferenca
entre a concentracdo em 6 h p.i. (teste t, p = 0.0435). Nesta linhagem, ¢ importante notar
que os niveis ndo reduziram, o que indica que mesmo sem ocorrer replicagdo, o DNA
viral permanece dentro da célula e ndo ¢ degradado.

De forma resumida, é possivel afirmar que as linhagens permissivas e semi-
permissivas a infec¢ao por AgMNPV sdo capazes de replicar o DNA viral a partir de 6 h
p.i., sendo a replicacdo mais rapida nas linhagens permissivas Tn5SB e UFLAg, enquanto
que a semi-permissiva Sf9, e ndo-permissivas Ld652Y e Chch apresentaram uma
replicagdo mais lenta. A linhagem BmS5 é completamente nao-permissiva a infec¢do pois
nao foi observada diferenga entre os valores de replicacao intracelular obtidos ao longo
do tempo.

A quantificagdo do DNA em BVs revela que em todas linhagens celulares
produtivas, ocorrem aumentos de concentragdao de DNA extracelular apenas a partir de
12 hp.i.. As 24 hp.i. observa-se que as linhagens Tn5B ¢ UFLAg aumentam em 20 vezes
a partir do nivel basal, enquanto a linhagem Sf9 apresentou um aumento reduzido (ndo
significativo, teste t, p = 0.014 em comparagdo a 12 h p.i.). Ainda neste momento, as
linhagens Ld652Y, Chch e Bm5 néo sairam do nivel basal. As 48 h p.i. observa-se o
continuo aumento de 1 log de magnitude nas linhagens Tn5B e UFLAg. A linhagem Sf9
tem um aumento drastico (40 vezes) entre 24 e 48 h p.i. enquanto a linhagem Ld652Y
apresentou um pequeno aumento (ndo significativo, teste t, 24 x 48 h p.i., p = 0.22). As
linhagens Bm5 e Chch manteram o nivel basal de DNA viral extracelular ao longo das 48

h de experimento.
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E importante notar que o intervalo entre inicio da replicagdo e inicio da formagio
de BVs (primeira deteccdo) ¢ menor nas linhagens permissivas Tn5B e UFLAg (9 a 24
h) do que nas linhagens semipermissiva Sf9 e ndo-permissiva Ld652Y (24 a 48 h). Estes
intervalos correlacionam perfeitamente com o intenso aumento da expressdo tardia a
partir dos promotores de genes estruturais do AgMNPV no mesmo periodo, como

discutido na secdo 4.1.
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Figura 13: Quantificacdo do DNA viral intracelular e extracelular por qPCR, durante a infec¢do de células
de inseto pelo baculovirus AGMNPV. Os dados foram apresentados em nimero de copias por 10 ng de
DNA total em cada reagao.
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2.2. O bloqueio da replicacio viral e o efeito sobre a atividade dos promotores
virais

A importancia de utilizar um inibidor de replicagdo do DNA ¢ que este revela
quais promotores sao dependentes da replicagdo viral (e em paralelo dependentes da RNA
pol viral) para serem ativados, assim distinguindo claramente quais promotores sao
transcritos pela RNA pol II da célula hospedeira e quais dependem da RNA pol viral. O
resultado destes ensaios estdo dispostos na figura 14 e tabela 4. Afidicolina ja foi utilizada
previamente nos estudos iniciais da infeccdo celular (Rice & Miller, 1986) e a dose
inibitdria (ICso= 0.2 uM) da replica¢do viral j& foi determinada experimentalmente para
a linhagem Sf21 (Thumbi et al, 2007). Neste trabalho utilizamos uma dose
consideravelmente mais alta de 5 uM para tentar garantir a inibicao total da replicacdo e
nao foram observados efeitos citopaticos nas células contendo afidicolina nesta dose até

5 d p.i. por inspecao visual em microscopia de luz.
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Figura 14: Ensaios de medi¢ao continua de luminescéncia nas linhagens UFLAg, Tn5B, Sf9 e Ld652Y tratadas com o
inibidor de replicagao de DNA e infectadas com os baculovirus AGMNPV recombinantes em MOI 10. Os intervalos
apresentados sdo de 3 h entre medigdes. As setas azuis no eixo Y indicam o nivel basal de luminescéncia (20 RLU).
As medicbes sao apresentadas como média de triplicatas e barras de erro representam o desvio padrao.

Tabela 4: Tempo de primeira detecgdo (Tin) do sinal de luminescéncia (hh:mm), ensaio com células tratadas com

Afidicolina.
Linhagem Virus
IELIFLUC GP64FLUC LEFIFLUC VP39FLUC P6.9FLUC POLHFLUC
Média Média Média Média Média Média

UFLAg 3:18 6:11 8:17 27:14 - -
Tn5B 2:48 3:21 7:08 28:21 27:06 57:44

sf9 6:13 6:48 9:56 28:13 - -
Ld652Y 4:13 5:54 8:54 12:12 23:29 14:32
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As classificagdes da fase da infeccdo dos promotores de 4gMNPV expostas
previamente, baseadas primariamente em Tin, foram confirmadas por estes experimentos
com os recombinantes AGMNPV, os promotores prAglEl, prdgGP64, prAgLEF1 e
prdgVP39 sdo ativados em momentos precoces da infeccdo pela RNA pol II do
hospedeiro em todas as linhagens testadas, com rapida ativacdo em UFLAg e Tn5B. Uma
caracteristica observada foi que prAgIE1 antecedeu os demais (Tin 3 h p.i. em UFLAg e
Tn5B e 6 h p.i. em S9) e produziu os maiores niveis de expressao, que foram 1 log de
magnitude inferiores aos obtidos sem afidicolina. Os promotores prAgGP64 e prAgLEF1
formaram curvas sem diferengas significativas (two-way ANOVA nao significante entre
todos pontos de medigdo). O promotor VP39 apresentou um atraso em Ti, de 24 h e fraca
expressao, pouco acima do nivel minimo. Os promotores tardios P6.9 ¢ POLH nao foram
ativados durante a infec¢do de UFLAg e Sf9, e isto confirma a observagao referente a
auséncia de motivos de transcri¢ao precoces (ativados pela RNA pol II do hospedeiro) e
presenca apenas de motivos de transcri¢do tardios (ativados pela RNA pol viral que por
sua vez ¢ dependente da replicacdo viral).

Uma observagao comum a todas células testadas neste ensaio foi a estabilidade
dos sinais de luminescéncia depois de ativados por 4 dias de infecg¢ao, isto ¢ indicativo de
que o DNA viral uma vez inserido nas células de inseto ¢ mantido de forma estavel e ¢
transcrito no nucleo da célula durante todo este periodo.

Na dose de afidicolina utilizada, a linhagem Tn5B foi capaz de reverter o bloqueio
de replicagdo apos 24 h p.i., ativando prdgP6.9 e prAgPOLH. A reversibilidade da
inibicao da replicacdo em Tn5B ap6s 24 h p.i. apesar de indesejada, ndo ¢ uma grande
surpresa pois a atuagdo deste composto € reversivel e os estudos de inibicdo foram
estimados apenas para Sf21 (Thumbi et al, 2007). E interessante observar que apds a

reversao da inibigdo, o nivel de expressao de pr4gIE1 subiu a niveis considerados normais
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(10° RLU), demonstrando que a replicacio viral é capaz de aumentar a expressdo génica
dos promotores precoces, uma observacdo inédita nos estudos de expressdo dos
baculovirus. Entre os promotores ativados, o elemento pr4AgIEl apresentou expressao
consideravelmente maior que os demais (1 log de magnitude), indicando que existem
diferencas de mecanismos entre prAglEl e prdgGP64, sendo prdAgIE]1 mais eficaz em
recrutar a RNA pol II do hospedeiro. Outra possibilidade ¢ que a transativagdo da proteina
IE1 sobre os demais promotores precoces nao ¢ eficiente. De qualquer forma, ambos
foram os primeiros a serem ativados e sdo distintos de prAgLEF1 que inicia 2 a 3 h ap6s
estes, confirmando a distingdo entre as classes imediatamente precoces e precoces
atrasados.

A linhagem LD652Y apresentou um perfil de expressao distinto ao obtido com o
ensaio na auséncia de afidicolina. Neste experimento a célula ndo retardou Ti, dos
promotores drasticamente, que apresentaram tempos muito proximos aos das demais
c€lulas tratadas com afidicolina e das permissivas ndo tratadas, todos com Ti, dentro das
primeiras 6 h p.i.. Os elementos prdgP6.9 e prAgPOLH tiveram uma expressao
ligeiramente acima do nivel basal entre 14 e 24 h p.i. que retornou a valores basais.

Na presenca de afidicolina, foi possivel observar em todas linhagens que apenas
os promotores precoces foram ativados apos a infecgdo, incluindo prAgLEF1 e
prdAgVP39, considerados precoces atrasados e passiveis de transativagdo pela proteina
IE1. Como os genes que compdem a RNA pol viral (lef4, lef8, lef9 e p47) de AcMNPV
sdo expressos em momentos precoces da infeccao (Chen et al, 2013), € bem provavel que
nestes experimentos a RNA pol viral foi expressa. No entanto ndo detectamos atividade
nos promotores tardios indicando que mesmo expressa, a RNA pol viral ¢ dependente da
replicagdo viral para iniciar a expressao dos genes tardios. Outra possibilidade ¢ que os

genes tardios foram expressos em quantidades muito reduzidas, o que produz
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luminescéncia abaixo do limite estabelecido. Apenas apds avaliar a transcrigdao dos genes
e expressao das subunidades da RNA pol viral, individualmente, na condi¢ao de inibigao
da replicacio de DNA sera possivel afirmar conclusivamente que existe algum
mecanismo de bloqueio da transcri¢do tardia pela RNA pol viral dependente da replicagao
do DNA viral.

O perfil de expressdo dos promotores de AgMNPV em células tratadas com
afidicolina foram muito similares a infec¢do da célula ndo-permissiva Bm5. Em ambos
0s casos apenas os promotores precoces foram ativados e os niveis de expressao atingem
niveis baixos. Esta correlacdo entre os perfis de expressdo, como um todo, de células
normalmente infectadas e as mesmas com replicagdo viral inibida reitera a hipotese que
durante a infec¢do da linhagem BmS5 ocorre a inibigdo da replicagdo do DNA viral no
nucleo e ¢ a auséncia de replicacdo que inibe a expressdo dos promotores e genes tardios.

Estes perfis de expressdo com a replicagdo do DNA viral inibida também
contrastam com o das células ndo-permissivas Ld652Y e Chch, assim denominadas por
nao produzirem os fenotipos virais apesar de ocorrer a replicagdo do DNA viral e
expressdao de promotores tardios. Nestes casos, a defesa celular ocorre em momentos
tardios e a inibi¢cdo da formacao de virus maduro ocorre por mecanismos de defesa como

uma limitagao de sintese de proteinas em Ld652Y e apoptose em Chch.

2.3. Efeito da multiplicidade de infeccio e numero de células na expressio dos
promotores virais durante a infeccio de células de inseto por AgMNPV

recombinantes

Os parametros chave no desenho experimental e otimizagdo da expressdao génica
utilizando baculovirus recombinantes como sistemas de expressdo de proteinas
heterlogas em células de inseto cultivadas in vitro sdo a quantidade de células, as
condi¢des das células e a multiplicidade de infec¢do (Elias et al em Murhammer, 2007).
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Estes sdo parametros correlatos que geram limitacdes na expressdo génica durante a
infeccao celular. Assume-se que quanto maior o numero de células infectadas maior ¢ a
produtividade, no entanto um numero excessivamente alto de células afeta a
disponibilidade de nutrientes, o que por sua vez reduz a produtividade (Huynh et al/, 2013;
Power et al, 1999). Outro ponto ¢ que uma infec¢do sincrona, isto ¢, todas as células
infectadas simultaneamente, deve gerar uma producdo maior em menor tempo, pois as
células irdo se beneficiar de um meio ainda rico. Para garantir uma infec¢ao sincrona ¢
necessaria a utilizagdo de MOI acima de 1, sendo que a MOI 10 (10 virus por célula)
oferece teoricamente 90% de confianga que todas as células serdo infectadas (O’Reilly et
al, 1992). O aumento do numero de células requer um in6culo ainda mais concentrado, o
que envolve procedimentos extras de enriquecimento do indculo viral quando
trabalhamos com volumes muito altos ou um grande numero de recombinantes. Em
conjunto, existe uma configuragdo Otima destes dois parametros que permite a
maximizacdo da produtividade do sistema de expressdo com o minimo de recursos e
tempo (Zeiser et al, 2000; O'Reilly et al, 1992). Utilizando variagdes de concentracao do
inoculo viral e o niumero de células durante a infeccdo celular com os baculovirus
recombinantes VAZIEIFLUC ou vAgGP64FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e
vAgPOLHFLUC no método de avaliagdo de luminescéncia em tempo real foi possivel
testar o efeito destes parametros sobre a expressao génica de promotores representantes
de cada fase da infec¢ao viral. Em relagao a MOI foram realizados experimentos com as
linhagens suscetiveis UFLAg e Tn5B e a linhagem semi-permissiva Sf9. Os ensaios que
testam o efeito do niimero de células focaram na linhagem Tn5B.

O padrao comum do efeito da MOI sobre todas as células e promotores foi um
retardo drastico de Tin em MOIs abaixo de 1. A variagao de MOI resultou em um efeito

marginal sobre o valor maximo de luminescéncia em Tn5B e Sf9 (Figuras 16 e 17, grafico
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B, linhas de regressdo com inclinagdo positiva) e efeito negligente em UFLAg (Figura
15, gréafico B, linhas de regressao praticamente horizontais).

Em UFLAg e Tn5B a MOI 0.001 (Figuras 15 e 16) as curvas de expressdo sao
iniciadas apenas ap6s 24 h p.i. e eventualmente atingem niveis considerados altos de
luminescéncia (> 300 RLU) indicando uma rapida proliferacdo da infeccdo celular. A
linhagem semipermissiva Sf9 resultou em atrasos maiores em Tin, Tpi € Vmax menores
(Figura 17 S19, graficos A, B e C e tabela inclusa), indicando uma reduzida habilidade
desta linhagem em proliferar a infec¢ao secundaria.

Acima da MOI 1 os valores de Tin sdo idénticos, caracteristico a uma infec¢ao
sincrona inicial de todas as células, indicando um limite minimo de tempo que reflete a
disponibilidade de proteinas virais recém sintetizadas e proteinas do hospedeiro
responsaveis pela transcri¢do em que cada promotor pode ser transcrito, mesmo com uma
saturacdo de DNA viral dentro da célula (figuras 15, 16 e 17, grafico A de todas as
células). Este limite minimo de Ti, de cada promotor ocorre devido a producao simultanea
de FLUC em um grande numero de células, fazendo com que a luminescéncia suba acima
do nivel basal imediatamente apds os promotores serem ativados. A infeccdo nao-
sincrona (MOI < 1) apresenta uma dindmica de atrasos na detec¢do inicial devido aos
limites de deteccdo do equipamento. Em baixa MOI, poucas células sdo infectadas
inicialmente e a producdo de FLUC nao ¢ suficiente para ser detectada. O atraso na
deteccao resulta do atraso na prolifera¢ao da infeccao secundaria as demais células, que
¢ ainda maior em uma célula semipermissiva como Sf9 abaixo de MOI 1, em termos de
produtividade na expressao (Vmax reduzidos drasticamente), possivelmente relacionado a
reduzida habilidade de expressdo dos genes tardios e formacdo de BVs discutido

anteriormente.
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A configuracdo de MOI 10 foi a mais eficiente com menores valores de Tin €
maiores valores de Vmax. Esta configuragdo ¢ considerada padrdo em ensaios de expressao
de proteinas (O’Reilly et al, 1992; Aucoin ef al, Elias et al em Murhammer, 2007). E
dificil explicar as razdes da redu¢do de produtividade nas infec¢des sincronas com MOIs
50 e 100. A presenca de multiplos virions na infec¢do primdria poderia auxiliar na
aceleragdo da expressdo, no entanto, o que foi observado ¢ que a superinfec¢do tem um
efeito deletério sobre a producdo total de proteina recombinante.

Um beneficio ao escolher o AcMNPV como sistema de expressdo de proteinas
recombinantes ¢ a disponibilidade dos sistemas de clonagem que facilitam a construgdo
dos baculovirus recombinantes. Existe um sistema comercial de constru¢ao de AcMNPV
recombinante com delecdo no gene v-cath (BestBac 2.0, Expression Systems), que
codifica uma protease que reduz a produtividade na expressdo de proteinas (Slack et al,
1995) e afirma ser mais produtivo que o sistema BAC-to-BAC ou similares que utilizam
o genoma do AcMNPV apenas com modificagdes no locus do gene polh. Os genes v-
cath e quit estdo ausentes naturalmente no genoma de AgMNPV e portanto este virus ¢
uma alternativa interessante e potencialmente mais eficiente que os sistemas de expressao

baseados em AcMNPV.
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UFLAg

Tempo Tempo

Promotor MOI o . RLU pico
primeira pico

100 4:27 49:26 1318

50 4:43 49:26 1152

10 4:23 75:36 2162

GP64 1 11:16 79:40 3093

0.1 86:52 144557 2005

0.01 58:32  122:24 3119

0.001 6347  122:24 2904

100 6:34 49:26 9212

10 9:50 7409 15114

VP39 1 18:28 87:21 16588

0.1 2457 10048 17886

0.01 43:30 12155 16158

0.001 54:43  129:07 16658

100 12:07 5121 10620

50 10:19 96:00 9768

10 15:07 79:40 18787

P6.9 1 25:01 10048 20416

0.1 44:09 12321 19864

0.01 58:19  132:14 17210

0.001 6555  148:04 17318

100 15:50 83:31 9853

50 19:01 12224 10011

10 25:13  107:31 12295

POLH 1 31:01 104:52 13952

0.1 51:36  129:07 11993

0.01 69:17 14931 6237

0.001 66228  148:33 6771

A 100 :.-

75

50 ‘e

MOl

25

0 e A et b naanaasel

0:00 6:00 12:00 18:00 24:00

Tempo primeira
deteccio (horas)

® GPGd @#VPIS P6.9 POLH

25000
20000

15000

RLU

10000

2000

e.
0

0.001
Mol

0.01 0.1 1 10 100

® GPed @ VP39 P69 POLH

Clm

75

50 .

MOI

25

0 g i €

0:00 48:00 96:00 144:00 192:00

Tempo pico
(horas)

®GP64 @VP3I9 P&.9 POLH

Figura 15: Ensaios de medi¢do continua de luminescéncia na linhagem UFLAg infectadas com os baculovirus
AgMNPV recombinantes vAgGP64FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC em MOIs 100, 50, 10, 5, 1,
0.1, 0.01 e 0.001. A tabelas indica os valores de Tin, Tyi € Vmax de cada configuragdo de tratamento. A — Grafico de
correlagdo entre Ti, e MOI. B — Grafico de correlagao entre Viax € MOI. C — Grafico de correlagdo entre T, e MOL.
Regressdo linear dos pontos nos graficos A e B. Regressao logaritmica em B. Todas as regressdes apresentaram R?

>0.90.
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Tn5B
Promotor MOI T?mP_o Ter_npo RLU pico
primeira  pico
100 0:35 47:02 1857
50 0:32 49:26 2740
10 1:00 50:09 4179
GP64 1 2:25 75:36 4094
0.1 28:37  113:31 2966
0.01 30:53  115:26 2340
0.001 66:00  142:48 510
100 2:49 43:26 17429
50 3:36 46:19 20403
10 5:14 53:31 24094
VP39 1 8:38 66:43 17930
01 2628 12321 10512
0.01 31140  122:52 6408
0.001 47:02  128:38 1437
100 9:20 49:26 32486
50 9:36 49:26 40882
10 10:19 50:09 31781
P6.9 1 14:38 90:28 25153
0.1 30:02  136:48 15366
0.01 35:12  140:38 8145
0.001 62:24  146:38 488
100 13:04 53:31 30190
50 13:02 53:31 34626
10 13:29 66:43 39148
POLH 1 18:19 87:21 22555
0.1 40:52  140:09 17841
0.01 49:32  148:33 8834
0.001 54:57  149:31 4546
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Figura 16: Ensaios de medig¢do continua de luminescéncia na linhagem Tn5B infectadas com os baculovirus AgMNPV
recombinantes vAgGP64FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC em MOls 100, 50, 10, 5, 1, 0.1, 0.01 e
0.001. Os intervalos apresentados sdo de 3 h entre medigdes. As tabelas indicam os valores de Tin, Tpi € Vimax de cada
configuragao de tratamento. A — Grafico de correlagdo entre Ti, e MOI. B — Grafico de correlagdo entre V.« € MOL.
C - Grafico de correlagdo entre T,; e MOI. Regressao linear dos pontos nos graficos A e B. Regressao logaritmica em
B. Todas as regressdes apresentaram R2 > 0.90.
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Sf9
Promotor MOI Tt.emr.to Tetnpo RLU pico
primeira  pico
100 1226 25:26 5080
50 1:34 30:43 5662
10 2:43 36:43 6559
GP64 1 10:31 87:50 5023
0.1 47:02 16857 973
0.01 7424  168:28 173
0.001 90:18  168:28 74
100 2:16 32:09 23614
50 2:13 32:09 324483
10 3:23 34:19 37187
VP39 1 7:19 58:19 29193
0.1 26:38  148:04 3152
0.01 42:00  148:04 344
0.001 77:31 78:28 26
100 7:33 34:19 43074
50 8:39 42:14 42290
10 10:39 65:02 37788
P6.9 1 14:24 98:24 17835
0.1 37:40 17150 1975
0.01 71:06  171:50 179
0.001 68:38  125:31 71
100 9:06 52:33 26871
50 9:09 53:02 34374
10 9:11 53:31 36035
POLH 1 20:52 116:09 14025
0.1 49:45  171:50 1137
0.01 78:38  171:50 135
0.001 78:38  168:28 97
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Figura 17: Ensaios de medigao continua de luminescéncia na linhagem Sf9 infectadas com os baculovirus AgMNPV
recombinantes vAgGP64FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC em MOIs 100, 50, 10, 5, 1, 0.1, 0.01 e
0.001. Os intervalos apresentados sdo de 3 h entre medigdes. As tabelas indicam os valores de Tin, Tpi € Vmax de cada
configuragdo de tratamento. A — Grafico de correlagdo entre Ti, e MOI. B — Grafico de correlagdao entre Vimax € MOI.
C - Gréfico de correlagdo entre T, e MOI. Regressao linear dos pontos nos graficos A e B. Regressdo logaritmica em
B. Todas as regressdes apresentaram R? > 0.90.
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A variagdo do numero de células no momento da infecgdo teve um efeito sobre os
niveis de expressdo, geralmente reduzindo Vmax com pequenas alteragdes em Tin
(Figura 18, tabela associada). Este experimento demonstrou que o aumento de numero de
células infectadas em um pogo amplia o sinal de luminescéncia derivado da infeccao
sincrona de células pelo AgMNPV.

Também demonstra que a concentragdo “padrao” de células utilizadas nos ensaios
(100% de confluéncia, 1 x 10° células / ml) induz o maior sinal possivel de luminescéncia,
assumindo o cultivo de células aderentes em placas de 96 pogos. O aumento gradual do
nimero de células até atingir a concentragdo de confluéncia do cultivo melhora a
intensidade do sinal.

O limite de detecgdo da expressdo por este método depende da presenca de pelo
menos 2 x 10* células por pogo (1 x 10°/ ml) infectadas de forma sincronizada e uma
forte expressdo do promotor, isto ¢ derivado da observacao que nesta concentracao de
c€lulas, o elemento prAgIE1 praticamente ndo foi capaz de induzir luminescéncia acima
do basal. Esta limitacdo torna-se extremamente importante em especial na deteccao da
curva de expressao de prAgLEF1, com sinais bem fracos mesmo em alta concentragdo de
células. Em confluéncia de 10% os promotores tardios apresentaram sinais altos de
luminescéncia com atrasos em Ti, de 8 h para prdgVP39 e prdgP6.9 e 20 h para

prAgPOLH.
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Tn5B

Tempo
S B 1 Tempo :
Promotor Confluéncia primeira p RLU pico
. pico
deteccdo
100% 023 21:29 488
50% 0:27  18:35 190
IE1
25% 0:30  19:14 101
10% 151 17:41 34
100% 3119 31:26 17820
50% 4:11  42:48 12101
VP39
25% 5224  49:51 6986
10% 13:43  71:52 688
100% 5:15  30:04 16803
50% 5221 42:37 10988
P6.9
25% 5:43  50:04 4516
10% 15:28  66:50 417
100% 7:45  49:55 19269
50% 16:01 58223 11430
POLH
25% 22:01  71:30 6209
10% 31:48  70:57 682
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Figura 18: Ensaios de medig¢ao continua de luminescéncia na linhagem Tn5B infectada com os baculovirus
AgMNPV recombinantes vAglE1FLUC, vAgVP39FLUC, vAgP69FLUC e vAgPOLHFLUC em MOIs 10 com
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concentragdes distintas de células semeadas. Os intervalos apresentados sdo variaveis entre medigoes. A tabela

indica os valores de Tin, Tpi € Vmax de cada configuragdo de tratamento.
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Pela avaliacio do efeito MOI, obtivemos alguns resultados relevantes as
classificagdes dos promotores feitas antes em relacao aos valores de Tin, Tpi € Vmax de
cada promotor testado. Em termos de expressao maxima de gene reporter, os promotores
de AgMNPV mais produtivos foram os tardios prAgVP39, prdgP6.9 e muito tardio
prAgPOLH, nesta ordem. Pela superinfec¢do em MOIs > 10 observamos um valor
minimo de Tin e Tpi, 0 que nos sugere que as condi¢des utilizadas nos ensaios de
permissividade foram ideais e correspondentes & uma infecg¢@o sincrona, eliminando a
possibilidade de variabilidade inerente a inoculos com erros de titulagdo e assim
reforcando as conclusdes feitas anteriormente. De forma similar, a alta confluéncia
utilizada nos ensaios de permissividade também serviram para ampliar a0 maximo o sinal
de luminescéncia obtido durante as infec¢des. Estes experimentos que testaram os
parametros MOI e confluéncia durante a infecgdo de AgMNPVs foram uteis por revelar
alguns dos limites da técnica de medicao e configuracdes experimentais, assim obtendo
um reforgo na confianga das conclusdes em relagcao a expressao génica dos baculovirus e
as aplicagdes da propria técnica.

Com base nestas observagdes de expressao de genes heterdlogos a partir das
infeccdes com o AgMNPV, podemos argumentar que a metodologia 6tima para expressao
génica seria utilizar linhagens permissivas ao AgMNPV, como UFLAg e Tn5B, 100% de
confluéncia de células aderentes e uma multiplicidade de infecgdo entre 1 e 10 para
garantir infec¢do sincrona no inicio da infecg¢do. Utilizando promotores tardios como
prAgVP39 ou prAgP6.9 e coletando o material em 48 h p.i. obtém-se a maior abundéancia

da proteina heter6loga de interesse.

2.4. O programa de expressiao génica do baculovirus AcMNPYV durante a
infecciio de células de inseto derivadas de Lepidoptera e a atividade de

promotores heterélogos derivados de AgMNPV
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Neste trabalho, foram construidos baculovirus recombinantes AcMNPV contendo
os mesmos promotores do AgMNPV estudados nas se¢des anteriores € os promotores de
genes equivalentes contidos no genoma do AcMNPV. Para construir os recombinantes
foi utilizado o sistema BAC-to-BAC (Invitrogen) de geragdo de baculovirus modificados
por transposicdo sitio-especifica em células E. coli DHIOBAC. Este sistema contém um
genoma circular e modificado do AcMNPV que ¢ mantido na bactéria como um replicon
de baixa copia além de um plasmideo helper contendo os genes da transposase 7n7. Para
realizar a transposi¢do, ¢ necessario transformar em DHI0OBAC um plasmideo de
transferéncia pFASTBAC-T1 (Invitrogen) ou derivados, contendo os elementos de
interesse, no caso, os promotores isolados a montante do gene reporter fluc.

O isolamento e clonagem dos promotores de genes de AgMNPV ¢ AcMNPYV nos
plasmideos de transferéncia pFAST modificados contendo o gene fluc foram confirmados
por PCR, digestdo enzimatica (dados ndo mostrados) e sequenciamento Sanger. A
estratégia de clonagem dos promotores utilizou a presenga das enzimas Hindlll e Xmal
upstream ao gene reporter no vetor e nos primers utilizados para isolar os promotores
para garantir a clonagem direcional dos promotores. Além disto, os plasmideos foram
submetidos a sequenciamento para confirmaram a correta orientagdo e integridade das
sequéncias nos plasmideos de transferéncia (dados ndo mostrados).

Os bacmideos resultantes a partir da transformagao de células DHIOBAC com os
plasmideos pFAST contendo promotores de AcMNPV e AgMNPV foram confirmados
por PCR utilizando simultaneamente primers especificos aos promotores € um primer que
anela no gene fluc (FLUCREV), sendo que os perfis das bandas resultantes sdo
equivalentes as obtidas a partir dos plasmideos (Figuras 19 e 20). Além desta
confirmacao, as reagoes utilizando os primers universais M13 revelaram a presenca de

bandas > 4.000 pb que indicam a correta transposicao dos fragmentos dos plasmideo
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pFAST nos genomas virais, em contraposi¢ao ao controle negativo de colonias azuis ndo
transpostas que demonstram a integridade do gene LacZ (aproximadamente 300 pb)
(Figura 21). A clonagem dos bacmideos BACAcPOLH e BACAgPOLH foram
confirmadas utilizando os primers forward de cada promotor ¢ o primer FLUCREV

(Figura 22).

pFASTFLUC BACMIDs
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Figura 19: Confirmacdo da clonagem dos diferentes promotores de AgMNPV comandando o gene fluc no plasmideo pFastBacl e
no bacmideo de AcMNPV. Gel de agarose 0.8% mostrando os resultados da amplificagdo por PCR utilizando os pares de primers
especificos a cada promotor e um primer que se anela no gene fluc com os bacmideos recombinantes contendo diferentes
promotores de AgMNPV como templates da reagao de PCR. A amplificagdo de uma banda de aproximadamente 1600 pb indica a
correta posi¢ao dos promotores em relagdo ao gene FLUC dentro do DNA dos bacmideos. A amplificagdo de bandas inferiores
entre 250 e 500 pb é referente aos promotores isolados individualmente (Tabela 1). O marcador de DNA utilizado foi o 1 kb
Generuler (Fermentas).
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Figura 20: Confirmagdo da clonagem dos diferentes promotores de AcMNPV comandando o gene fluc no plasmideo pFastBacl e no
bacmideo de AcMNPV.Gel de agarose 0.8% mostrando os resultados da amplificagdo por PCR utilizando os pares de primers
especificos a cada promotor e um primer que anela no gene fluc com os bacmideos recombinantes contendo diferentes promotores
de AcMNPV como templates da reagao de PCR. A amplificacdo de uma banda de aproximadamente 1600 pb indica a correta posi¢ao
dos promotores em relagdo ao gene FLUC dentro do DNA dos bacmideos. A amplificagdo de bandas inferiores, entre 250 e 500 pb é
referente aos promotores isolados individualmente (Tabela 1). O marcador de DNA utilizado foi o 1 kb Generuler (Fermentas).
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Figura 21: Confirmagdo da clonagem dos diferentes promotores de AgMNPV e AcMNPV comandando o gene fluc no bacmideo de
AcMNPV. Gel de agarose 0.8% mostrando os resultados de PCR utilizando os primers universais M13 com os baculovirus
recombinantes AcMNPV contendo diferentes promotores de AgMNPV e AcMNPV como templates da reacdo de PCR. A
amplificagdo de uma banda de aproximadamente 4500 pb indica a correta transposi¢cao dos promotores e gene FLUC dentro do
DNA dos bacmideos. O controle negativo indica a amplificagdo de um amplicon de 300 pb referente ao gene lacZ intacto, sem ter
ocorrido a transposigdo. O marcador de DNA utilizado foi o 1 kb Generuler (Fermentas).
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Figura 22: Confirmacgdo da constru¢do dos bacmideos AcMNPV contendo os promotores AgPOLH de AgMNPV e
AcPOLH de AcMNPV comandando o gene fluc nos recombinantes AcMNPV. Gel de agarose 0.8% mostrando os
resultados de PCR utilizando os primers FLUCREV e os primers “forward” (senso positivo) de cada promotor. Os
asteriscos marcam as banda de interesse.

O trabalho de Morris & Miller (1992) foi um dos primeiros estudos realizados
com baculovirus AcMNPV recombinantes utilizando promotores e o gene reporter CAT
para cada uma das fases da infeccdo em diversas linhagens celulares, permissivas € nao
permissivas a infeccdo viral. Os resultados deste trabalho seminal apresentaram pela
primeira vez o perfil de expressdo génica comparada entre as diferentes fases da
expressao, demonstrando a hiperexpressdao génica dos promotores tardios VP39 e muito
tardio POLH em células suscetiveis, baixa expressdo dos mesmos em células

semipermissivas, nula expressao em linhagens ndo permissivas ¢ a ativacao dos
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promotores precoces em células ndo-perrmissivas. Ao longo dos anos seguintes, diversos
promotores de AcMNPV foram estudados individualmente e dissecados (descritos na
secdo 4.5). No entanto, a concep¢do de um estudo comparativo em diversas linhagens
celulares nunca foi retomado. Recentemente novos trabalhos estdo resgatando estes
estudos de expressdo génica mas pelo angulo da transcri¢do génica, gragas ao surgimento
de técnicas de analise transcriptomica que torna possivel avaliar toda a expressdao génica
viral em diferentes momentos da infec¢ao (Chen et al., 2013; Choi et al., 2012; Katsuma
etal.,2011; Salem et al., 2011). Apesar destes estudos permitirem um detalhamento sem
precedentes de toda a transcrigdo viral, o que contribui muito para a compreensiao da
biologia da infec¢do, ainda ndo € possivel dissecar os mecanismos associados aos
elementos transcricionais com estas metodologias transcriptomicas. Portanto a
manipulacdo direta dos elementos transcricionais continua sendo uma técnica necessaria
e fundamental.

Para realizar uma comparacao direta da atividade dos promotores de AcMNPV e
AgMNPV em um mesmo contexto gendmico, os baculovirus recombinantes AcMNPV
contendo os promotores de genes equivalentes AcMNPV e AgMNPV foram utilizados
em infec¢des controladas de diferentes linhagens celulares. A hipdtese fundamental € que
os promotores de AgMNPV manterdo suas caracteristicas mesmo quando clonados no
genoma de AcMNPV. Além disto o perfil de ativagdo dos promotores de AcMNPV
também deve ser similar ao ja observado durante a infeccio dos AgMNPVs
recombinantes. Isto deve ocorrer pois existe uma sequéncia de ativacao génica especifica
que garante o progresso da infec¢do e formacao dos dois fendtipos virais em tempos
distintos, o que ¢ conservado entre os Alfabaculovirus do grupo I. Este experimento
também da bases para comparar a eficiéncia dos diferentes promotores na expressao de

proteinas pelo sistema BAC-to-BAC.
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Trés pontos iniciais devem ser colocados: a constru¢do BACAZIEIFLUC
apresentou um perfil de expressdo muito distinto ao esperado, com fraca expressao e
largos atrasos em todas linhagens testadas. O recombinante BACAgIE1FLUC apresentou
curvas de expressao com T, muito atrasado (> 10 h p.i.) e fraquissimo pico de expressao,
este resultado ¢ considerado invalido pois o promotor imediatamente precoce AgIE1 ja
demonstrou ser funcional até mesmo quando utilizado em infec¢des abortivas de células
tratadas com afidicolina. Ensaios de transfec¢cdo do plasmideo pFASTAgIE] em células
Tn5B resultaram em expressao génica dentro de 6 h p.t. (dados ndo mostrados), além
disto o plasmideo contém a sequéncia correta conforme identificado no sequenciamento.
Portanto é possivel que exista algum problema desconhecido durante a constru¢ao e
selegdo do baculovirus recombinante pelo sistema BAC-to-BAC. E possivel que o
promotor prAgIE]l seja ineficiente quando clonado no AcMNPV. Isto implicaria na
existéncia de uma incompatibilidade entre os transativadores de AcMNPYV e os elementos
cis do promotor pr4gIE1l. Fendmeno similar a este j4 foi observado. A proteina IE1 de
AcMNPV ¢ capaz de reprimir inicios de transcri¢cdo precoces CAGT contendo em sua
proximidade a sequéncia 5'-ACBYGTAA-3', presente por exemplo nos promotores dos
genes iel, ie2 e pe38 (Leisy et al., 1997). No entanto, este motivo em especifico ¢
inexistente no promotor AgIE1 isolado (e qualquer dos outros promotores deste trabalho),
o que nao exclui a possibilidade de que existam outros mecanismos de repressao do virus
AcMNPV sobre pr4AglIE1. Os dois promotores possuem alta similaridade relativa em nivel
de sequéncias proximas ao inicio da transcricdo com 66% de identidade total, entre os
376 pb alinhados, e 77% de identidade nos 40 pb proximos ao nucleo de iniciagdo da
transcricdo que também apresentam idénticos conteudos de GC. As diferengas entre
sequéncias sao apenas substitui¢cdes de A por T e G por C. O perfil de expressdao génica

obtido também nao condiz com as infec¢des de VAgIEIFLUC que indicam que este
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promotor ¢ funcional tanto em células permissivas quanto ndo-permissivas, sendo
ativados dentro das primeiras 3 h de infec¢do. Portanto ¢ mais provavel que exista algum
problema na constru¢ao do bacmideo.

Um segundo ponto importante é que os promotores LEF1, tanto de AgMNPV
quanto de Ac MNPV, apresentaram padrdes distintos dos obtidos durantes as infec¢des
com o virus VAgLEFIFLUC recombinante nas mesmas cé€lulas. Os virus AcMNPV
recombinantes contendo prLEF1 apresentaram valores de Ti, acima de 8 h p.i e lento
acimulo com Tp; proximo a 24 h p.i.. Isto pode ocorrer devido a uma expressao iniciada
em fase precoce (< 6 h p.i.), mas com lenta aceleracdo, o que necessita mais tempo para
acumular FLUC suficiente até ser detectada. Diferente da situagdo de baixa atividade com
o promotor AgIE1, os dois promotores AcLEF1 e AgLEF1 apresentaram idéntico perfil
de expressao dentro do AcMNPV. Isto indica que a expressdo de genes da fase precoce
atrasada ou aqueles com baixa expressdao, em momentos precoces, pelo AcMNPV ¢ mais
fraca do que a expressdo dos mesmos pelo AgMNPV. Esta diferenca ¢ discutida na
proxima sec¢do 4.6, dedicada a comparagdo entre os perfis de expressao do AgMNPV e
AcMNPV.

O terceiro ponto se refere ao promotor prAcPOLH, que apresentou Tin 6 € 5 h p.i.
em Tn5B e UFLAg respectivamente (Tabela 5). Nestes momentos acredita-se que a
replicacdo ainda estaria incipiente e portanto deve existir pouca expressao tardia. Desta
forma, o perfil de expressao de BACAcPOLHFLUC ¢ muito distinto do observado em
BACAgPOLHFLUC e vAgPOLHFLUC que consistentemente apresentam um perfil
muito tardio (Tin > 10 h p.i.). A ativagdo de prAcPOLH ocorreu antecipadamente aos
promotores tardios VP39 e P6.9. Como ja observado durante as infec¢oes com os
AgMNPVs recombinantes, o promotor muito tardio AgPOLH ¢ ativado com diferengas

de Tin de 3 h ou mais em relagdo ao elemento 4gP6.9. A comparagdo entre promotores
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tardios e muito tardios do AcMNPV que também ja foi descrito em outros trabalhos que

descreveram uma grande distingdo entre VP39 (entre 12 € 24 h p.i.) e POLH (crescimento

entre 24 e 48 h p.i.) (Thiem & Miller, 1990). Os ensaios com o baculovirus AgMNPV

estdo mais de acordo com a descri¢do na literatura do que os bacmideos contendo o

promotor AcPOLH.

Como a expressao génica destes dois elementos AgIE1 e AcPOLH foram muito

distintas do esperado, consideramos que os bacmideos construidos com os elementos

citados estdo defectivos e serdo desconsiderados nas interpretacdes dos perfis globais de

expressao de cada célula.

Tabela 5: Tempo de primeira detecg¢do (Tin) do sinal de luminescéncia (hh:mm), ensaio com os baculovirus
AcMNPV recombinantes contendo os promotores de AcMNPV e AgMNPV em diferentes linhagens derivadas de

Lepidoptera.

Linhagem Virus - BACAcpromFLUC
IEIFLUC GP64FLUC LEFIFLUC VP39FLUC P6.9FLUC POLHFLUC
Média Média Média Média Média Média
Tn5B 0:54 1:51 14:04 10:41 8:39 6:02
UFLAg 6:32 6:14 9:18 8:12 8:57 5:45
Sf9 2:11 14:00 22:07 17:34 16:45 9:29
Ld652Y 2:15 4:35 12:49 12:55 12:09
Chch 4:03 36:38 112:16 21:25 21:08 15:36
Bm5 2:46 242 6:26 67:52 58:35
Linhagem Virus - BACAgpromFLUC
IEIFLUC GP64FLUC LEFIFLUC VP39FLUC P6.9FLUC POLHFLUC
Média Média Média Média Média Média
Tn5B 15:28 0:14 13:19 7:53 8:00 7:31
UFLAg 13:26 1:42 8:39 6:43 9:05 14:52
Sf9 27:36 5:52 22:56 15:11 17:15 13:58
Ld652Y 23:21 1:25 16:51 12:09 12:41 21:01
Chch 24:33 1:38 46:39 15:46 23:50
Bm5 1:31 17:44 36:43

A figura 23 e a tabela 5 apresentam os dados de infec¢ao nas linhagens Tn5B

(Figura 23 B1 e B2) e Sf9 (Figura 23 C1 e C2), consideradas como permissivas ao
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AcMNPV (Rohrmann, 2013); e UFLAg (Figura 23 Al e A2), considerada como
semipermissiva ao mesmo virus. O perfil de expressao dos promotores, independente de
qual virus foram isolados, nestas cé¢lulas observou-se a ativagao de todos os promotores
precoces e tardios, mas a sequéncia de ativacdo dos promotores tardios VP39, p6.9 e
POLH nao ficou clara, com pouca diferenca em Ti, (Tabela 5). As linhagens Tn5B e
UFLAg apresentaram os maiores valores de pico de expressdo entre 24 e 48 h p.i. a partir
dos promotores VP39 e p6.9, 10 a 20 vezes superiores ao promotor POLH. A linhagem
S19 apresentou os niveis mais baixos de luminescéncia para os promotores tardios, que
atingem Vmax proximos ao dos promotores prlE1 e prGP64. Observagao similar foi feita

durante a infeccdo de AgMNPVs recombinantes nesta célula.
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Figura 23: Ensaios de medig¢do continua de luminescéncia das infecgées com os baculovirus AcMNPV recombinantes
contendo promotores de AcMNPV (coluna esquerda) e AGgMNPV (coluna direita) nas linhagens UFLAg, Tn5B e Sf9
ao longo de 3 dias de infeccdo em MOI 10. As setas em azul no eixo Y indicam o valor basal de luminescéncia (20
RLU). Os intervalos entre medigdes sdo variaveis.
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A figura 24 e a tabela 5 apresentam os dados das infecgdes nas linhagens Ld652Y
(Figura 24 Al e A2), Bm5 (Figura 24 B1 e B2) e Chch (Figura 24 C1 e C2). Observando
os promotores, independente do virus de origem, observamos os seguintes pontos: A
linhagem Ld652Y foi capaz de ativar todos os promotores, com uma lenta ascengdo de
sinal (Tp;i > 48 h p.i.). Os promotores tardios VP39 e p6.9 apresentaram niveis altos, em
10° RLU as 72 h p.i.. No entanto o promotor POLH falhou em realizar alta expressio
génica, portanto ndo ocorre hiperexpressao deste promotor muito tardio nesta célula. A
linhagem Bm5 ¢ considerada ndo-permissiva (Argaud et al., 1998). Conforme observado
nos sinais muito fracos dos promotores precoces, esta células aparentemente bloqueou o
progresso da infec¢do de AcMNPV em momentos precoces, no entanto uma atividade
fraca dos promotores tardios VP39 e p6.9 foi detectada acima do nivel basal em 72 h p.i.,
fendomeno que ndo ocorreu durante as infecgdes totalmente bloqueadas do AgMNPV nesta
linhagem (Figura 10). Isto indica que o AcMNPV possui elementos capazes, mas
ineficientes, de sobrepor a limitagdo a infeccao inerente nesta linhagem.

Ainda observando os promotores independente do virus de origem, na linhagem
celular Chch foram obtidos os menores valores de luminescéncia, com fraca expressao
dos promotores precoces IE1 e GP64 e uma expressao praticamente basal dos promotores
LEF1 ao longo de 72 h, os promotores tardios VP39 e p6.9 também foram ativados mas
atingem baixos niveis de expressdo. Os perfis de Chch e Bm5 foram muito similares, e
com base no perfil dos promotores, a linhagem Chch deve ser considerada ndo-permissiva
a0 AcMNPV. Nesta linhagem também nao foi observada a ativagdo dos promotores

POLH.
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Figura 24: Ensaios de medi¢do continua de luminescéncia das infec¢des com os baculovirus AcMNPV recombinantes
contendo promotores de AcMNPV (coluna esquerda) e AgMNPV (coluna direita) nas linhagens Ld652Y, Bm5 e Chch

ao longo de 3 dias de infeccdo em MOI 10. As setas em azul no eixo Y indicam o valor basal de luminescéncia (20
RLU). Os intervalos entre medigdes sdo variaveis.
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Uma observagdo inesperada foi que os promotores prAdcVP39 e prdgVP39 nao
foram capazes de iniciar expressdo detectavel em momentos precoces atrasados (entre 3
e 6 h p.i.), fendmeno observado durante as infec¢des com o AgMNPV recombinante
vAgVP39FLUC. Os maiores Vmax € menores T, foram obtidos com o promotor
prdgVP39, indicando que este promotor ¢ o mais eficiente para a expressao de proteinas
utilizando o sistema BAC-to-BAC, seguido por prAcP69, prdgP69 e prAcVP39. Os
promotores VP39 de ambos virus apresentaram perfis de expressdo muito similares entre
si ¢ também em relacdo aos promotores P6.9. Entretanto, a expressdo de prdgVP39
durante a infecgdo de todas linhagens celulares testadas em momentos precoces atrasados
era esperada (Figura 5) e ndo ocorreu, indicando que a capacidade bimodal de pr4gVP39
falhou durante a infec¢do pelo baculovirus AcMNPV.

Outro ponto interessante observado foi a natureza bimodal do promotor
prAgGP64, facilmente observada na infecgdo das linhagens UFLAg e Tn5B (Figura 23
A2 e B2, respectivamente), que apresentou um leve patamar entre 2 € 8 h p.i. e retomou
um rapido crescimento de sinal em diante, até o segundo pico em 24 h p.i. Este segundo
aumento ¢ atribuido ao uso do motivo tardio de transcrigdao contido neste promotor além
do precoce. Este fendmeno ndo foi observado para o promotor prAcGP64. O atraso em
Tin (Tabela 5) e fraca expressdo em momentos precoces de prdcGP64 ¢ muito distinto da
rapida ativacao e forte expressao de prAgGP64. Isto vai em contraponto com a concepgao
de expressao imediatamente precoce para promover a proliferagao sistémica em intestinos
de larvas durante a infec¢ao oral (Engelhard et al., 1994; Washburn et al., 2003, 1999).
E também distinto da descrigdo anterior deste elemento como um promotor bimodal
precoce e tardio de forte expressao (Blissard & Rohrmann, 1991; Garrity et al., 1997;

Kogan et al., 1995).
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O elemento prAgGP64 apresentou um perfil praticamente idéntico ao ocorrido
durante infeccdo de Tn5B e UFLAg com os AgMNPVs (Figura 4), com dois nitidos picos
de expressdo, o primeiro a partir de 6 h p.i. e o segundo a partir de 24 h p.i.. Como o
elemento prdcGP64 ndo apresentou esta caracteristica bimodal de forma consistente,
como o prdgGP64, isto sugere que existem distingdes entre este promotores a serem
exploradas, potencialmente relativas a adaptacdo e otimizacao da expressdo deste gene
pelos dois virus de hospedeiros naturais distintos. A identidade de sequéncia total entre
estes dois promotores ¢ relativamente baixa (58%), mas o nucleo transcricional detectado
como INR em 4cGP64 (Chen et al., 2013) permanece conservado no AgMNPV (CAGT
contendo TATA box a distancia -30 pb). As maiores distingdes ocorrem na regido a
montante deste INR. Nestas regides os motivos da fase tardia em prdcGP64 sao
topologicamente distintos, isto ¢, ambos promotores contém a mesma quantidade de
motivos mas em posicoes distintas. A diferenca entre estes promotores pode ocorrer por
duas razdes, o locus do gene gp64 em AgMNPV contém um gene exclusivo a este virus
denominado de v-trex, indicando que esta regido sofreu recombinagdes recentes para
incluir este gene (Slack et al., 2004). Portanto, o promotor prdgGP64 pode ter sofrido um
processo de selecao e otimizagao dentro do genoma do AgMNPYV distinto do que ocorreu
em AcMNPV. Isto explicaria a grande distingdo entre os promotores GP64 de AcMNPV
e AgMNPYV. O gene gp64 dos baculovirus ¢ absolutamente essencial a formacao de BVs,
e a expressao em momentos imediatamente precoces contribui para a rapida proliferagao
sist€émica do virus apds infec¢do primaria no intestino de larvas, o que implica em um
processo seletivo especifico sobre este promotor, voltado a otimizagdo da rapida
transcricdo imediatamente precoce.

Olhando agora para os perfis de expressao em cada célula como um todo, todas as

linhagens apresentaram perfis similares de expressao gé€nica quando comparamos 0s

108



promotores derivados de Ac MNPV com os derivados de A4gMNPV. Foi observada a
mesma sequéncia de ativacao dos promotores e proporg¢des relativas de intensidade muito
similares. As linhagens Tn5B e UFLAg apresentaram a expressao precoce mais rapida e
0s maiores sinais de expressdo em especial dos promotores tardios VP39 e P6.9, além de
alta expressdo do promotor prAgPOLH em momentos muito tardios. A propor¢do da
expressdo destes elementos também ¢ muito similar ao detectado no transcriptoma do
AcMNPYV infectando Tn5B (Chen et al., 2013), que descreveu os genes vp39 e p6.9 como
0s mais intensos.

A comparagdo dos perfis de expressdao dos promotores durante a infecgdo com os
AcMNPYV recombinantes em UFLAg ¢é especialmente interessante pois esta linhagem ¢
descrita como semipermissiva ao AcMNPV devido a baixa producdo de poliedros
(Oliveira et al., 2011). Ocorreu baixa expressdo a partir dos promotores precoces
prAcGP64 e prAclE1 durante as primeiras 6 h p.i. (Figura 23 Al), enquanto que
prdAgGP64 (Figura 23 A2) foi mais produtivo durante este periodo. Esta diferenga ¢ dificil
de ser explicada pela similaridade dos promotores, pois como comentado anteriormente,
o nucleo transcricional da fase precoce em ambos elementos prGP64 ¢ conservado. De
forma similar, a ineficiéncia do elemento prAcIE1l indica a existéncia de restricdes
impostas por esta célula sobre a infec¢do do Ac MNPV em momentos precoces. A
reduzida expressdao do promotor prAcIEl também sugere potencialmente reducdo na
expressao do transativador IE1 que teria um efeito redutor sobre a expressao dos genes
posteriores, no entanto, observamos uma forte expressao dos promotores tardios em
momentos apropriados. A forte expressdo dos promotores tardios € consistente com a
observagcdo que Sf9 ¢ capaz de produzir altos titulos virais a partir da infeccdo de
AcMNPV (Lynn, 2003) enquanto a fraca expressao do promotor AgPOLH (Figura 23 A2)

explica a baixa quantidade de poliedros formados em momentos muito tardios. Em
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conjunto, estes resultados apontam que esta linhagem celular afeta negativamente a
transcri¢do génica precoce do AcMNPV, com efeito pronunciado sobre os promotores
derivados deste mesmo virus e efeito ainda mais prevalente sobre o promotor muito tardio
AgPOLH.

A linhagem Sf9 apresentou um perfil de expressao com atraso geral na ativagao
dos promotores (Tin > 12 h p.i.) em relacdo a TnSB e UFLAg. A célula Sf9 ¢ comumente
utilizada para propagar o virus AcMNPV por produzir alto titulos de BV mas em contraste
¢ menos produtiva do que Tn5B em termos de expressao de proteinas heterologas (Wilde
et al., 2014). Ensaios de quantificagdo da transcri¢ao por microarranjo demonstraram que
ocorre intensa expressao génica dentro das primeiras 12 h p.i. com picos de expressdo de
genes precoces a 24 h p.i. e picos de genes tardios a 48 h p.i. (Iwanaga et al., 2004). O
atraso na atividade dos promotores estd em desacordo com dados de transcriptomica por
microarranjo, que identificaram por exemplo a atividade transcricional do gene gp64
dentro das primeiras horas de infec¢io pelo AcMNPV. E interessante observar que o
promotor AgGP64 nao foi ativado até 3 h p.i. (Tabela 5, Figura 23 C2), enquanto o
promotor AcGP64 (Figura 23 C1) teve um atraso ainda maior com T, proximo a 6 h p.1i.
(Tabela 5). Efeito similar de atraso na expressdo desta célula foi detectado durante a
infeccdo dos AgMNPV recombinantes (Figura 9), o que sugere uma eficiéncia de
transcricdo e expressao génica reduzida nesta célula. Apos 48 h p.i., todos promotores
tardios foram capazes de sobrepor o nivel de expressao dos precoces, mas a diferenca
relativa entre estes foi menor do que a observada nas linhagem UFLAg e Tn5B,
novamente sugerindo que esta linhagem possui uma habilidade de expressao reduzida.

A infec¢do na linhagem Ld652Y apresentou um perfil de expressao mais atrasado,
com valores iniciais de promotores tardios proximos a 12 h p.i. (Tabela 5) e picos de

expressao a 72 h p.i.. Todos os promotores foram ativados e atingiram niveis altos de
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luminescéncia no pico de expressdo. Em distincdo ao AgMNPV, os promotores POLH
foram ativados, em especial prAgPOLH, com Ti, as 18 h p.i. (Figura 9 e 10, Tabela 2). A
expressao dos promotores ao longo de 72 h ou mais (com picos até 96 h p.i., dados nao
mostrados) ndo estd de acordo com o fendmeno ja citado e bem estudado do bloqueio
global de sintese de proteinas induzidas pelo AcMNPV apos a replicacdo do virus (Guzo
et al., 1992; Schultz & Friesen, 2009; Thiem & Chejanovsky, 2004). Neste cenario, ao
bloquear a via de apoptose utilizando o gene antiapoptotico p33, a célula é capaz de
bloquear a sintese proteica da fase tardia e assim inibir a formacao de progénie viral por
mecanismos ainda desconhecidos. Quando o gene hrfl de LAMNPV ¢ clonado no
AcMNPV, o bloqueio nao ocorre, portanto esta segunda defesa celular também ¢ passivel
de ser desarmada por genes virais (Thiem ez al., 1996). A ativacao dos promotores tardios
e continuo aumento até niveis maiores que os promotores precoces sdo indicios que a
replicagdo viral ocorre na célula mas a velocidade em que as curvas atingem o pico
sugerem uma replicagdo ineficiente, como quantificada durante as infecgdes com o
AgMNPV, no entanto ndo ocorre uma reducao global da sintese de proteinas como os
perfis de expressao claramente indicam, o observado ¢ mais um retardo na expressao.

A infec¢do das linhagens nao-permissivas Chch (Figura 24 C1 C2) e Bm5 (Figura
24 B1 B2) apresentam perfis nitidamente abortivos. A infec¢cdo de AcMNPV na linhagem
Chch j4 foi descrita como abortiva pois a célula entra em apoptose apos 24 h p.i. e € capaz
de expressar tanto o gene polh (medido por western blot) quanto expressar a partir do
prAcPOLH (testado usando AcMNPV recombinante utilizando GFP controlada pelo
promotor AcPOLH) mas produz titulo viral muito reduzido em comparagdo ao titulo
resultante da infec¢do do virus ChchSNPV e TniSNPV (Xu et al., 2010). Nesta tese,
confirmamos por microscopia de luz que de fato ocorre apoptose as 24 h p.i. durante

infec¢des de Chch com 0 AcMNPV. A expressao precoce ocorre rapidamente (Tabela 5)
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mas atinge baixos picos de expressao em 12 h p.i., seguida por expressao fraca dos
promotores tardios. Distinto do trabalho citado, ndo foi observada atividade do promotor
prAgPOLH até 72 h p.i. (Figura 24 C2). Apesar de ndo ter sido quantificado o DNA viral
intracelular, o resultado obtido indicando expressdo de promotores tardios, mesmo fraca,
sugere que a linhagem ¢ capaz de replicar o DNA viral pois a ativagao destes depende da
replicagdo. Os promotores de AgMNPV apresentaram uma expressao um pouco superior
(Figura 24 C2) que os promotores de AcMNPV (Figura 24 C1), mas ainda muito similares
temporalmente.

A linhagem ndo-permissiva BmS5 infectada pelos AcMNPV recombinantes
apresentou um perfil de expressao inibida (Figura 24 B1 e B2), muito similar a infec¢ao
produzida pelo AgMNPV (Figura 6) com rapida expressdo de prdAclEl e prdcGP64
(Figura 24 B1) que atingem picos em niveis baixos de expressao a 12 h p.i. e retornam a
niveis basais de expressdo apos 24 h p.i.. A expressdo de genes tardios ocorre muito
fracamente, oscilando proximo a niveis basais 3 d p.i.. A Unica diferenca marcante entre
os promotores de Ac ou AgMNPV nesta linhagem nao-permissiva foi a expressao mais
intensa a partir de prAdgVP39 em comparagdo ao prAcVP39 (Figura 24 B2). Um perfil de
expressao consistente a partir de promotores precoces mas expressao insignificante, senao
ausente, de promotores tardios também foi observado durante as infec¢des com os
AgMNPV recombinantes e conforme os dados de replicacao apresentados anteriormente.
Utilizando os perfis de expressao obtidos, podemos prever que a replicagdo do AcMNPV
¢ muito limitada mas foi possivel observa a ativagao dos promotores tardios dependentes
da replicacdo. As descricdes anteriores desta infec¢do de BmS5 pelo AcMNPV ja
afirmaram nao existir replicacdo ou produgdo de proteinas virais tardias (Argaud et al.,
1998; Mukherjee et al., 1995). E possivel que a metodologia utilizada neste trabalho

utilizando Luciferase seja mais sensivel que as utilizadas nos trabalhos citados e capaz de
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detectar a fraca expressdo a partir dos promotores tardios. Portanto a infec¢cdo pelo

A

¢cMNPV ¢ potencialmente “mais permissiva” que a de AgMNPV nesta linhagem, em

que os promotores tardios sequer foram ativados.

2.5. Correlac¢ao entre atividade dos promotores, motivos dos promotores e

funcio génica

Apesar deste estudo ter sido realizado utilizando os promotores e ndo os genes,

deslocados de sua posi¢ao original na topologia do genoma viral e incluidos em um /locus

onde observa-se alta expressdo génica (locus do gene da poliedrina), estes ainda sdo

capazes de manter caracteristicas Unicas. A implicagdo maior ¢ que estes elementos de

controle da expressao sao modulares em relagdo a sequéncia codificadora que controlam,

evoluindo de forma independente, mas associada, para otimizar a infec¢ao celular pelo

ajuste da intensidade e momento de expressdo de cada gene. Para contextualizar melhor

a

importancia dos elementos de controle da expressdo durante a infecgdo celular,

teceremos algumas associagdes entre as caracteristicas de expressao dos promotores, 0s

motivos de transcricdo conhecidos e as funcdes dos genes que estes controlam.
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25: Alinhamento dos promotores IE1 de AcMNPV e AgMNPV. As coordenadas das sequéncias estao acima. As sequéncias

estdo apresentadas em cores modo Clustal. Os motivos de transcri¢ao foram identificados apropriadamente. Os sitios de inicio de
transcricdo em momentos precoces do promotor de ACMNPV estdo apontados na sequéncia com a estrela azul, conforme descrito
em (Chen et al., 2013).
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A proteina Immediate Early 1 (IE1) é um dos elementos chaves da infec¢ao de
baculovirus em células de inseto, seu gene ¢ essencial e codifica uma proteina (67 kDa)
altamente conservada entre Alpha e Betabaculovirus (Miele et al., 2011). A estrutura
terciaria forma dimeros de IE1 com capacidade de associacdo especifica as sequéncias
palindrémicas contidas nas regides homologas, o que auxilia na formagao do estroma
virogénico no nucleo celular (Nagamine et al., 2005) e associagdo ndo especifica a
motivos de promotores da fase precoce (INR precoce e TATA box, Slack & Arif, 2007).
Estas duas atividades resultam na transativagdo da expressdo gé€nica de promotores da
fase precoce (Pullen & Friesen, 1995), ressaltando que IE1 estimula a transcricdo de
qualquer promotor precoce minimo que contenha um TATA box (Blissard & Rohrmann,
1991). O transcriptoma da infeccdo de Ac MNPV revelou que este gene € expresso nas
primeiras 6 h iniciais e sua transcricdo mantém-se ativa até 48 h p.i. em niveis inferiores
aos promotores tardios (Chen et al, 2013).

O que foi constatado nos experimentos invariavelmente € que este promotor
génico ¢ otimizado para expressao rapida e intensa pela RNA pol II do hospedeiro logo
apos o desnudamento do virion no nticleo da célula. Todas as células analisadas nesse
trabalho, permissivas ou ndo, foram capazes de ativar este promotor.

Algumas observacdes feitas anteriormente pelo nosso grupo de trabalho,
avaliando a presenga do mRNA de ie/ do AgMNPV, sugeriram que a expressao do gene
iel é reduzida ou desligada em momentos tardios da infec¢ao ( > 24 h p.i., Pinedo, 2004).
Este fenomeno nao foi observado nestes experimentos, pois o nivel de luminescéncia
permanece alto até 6 dias p.i.. Além disto, o transcriptoma de AcMNPV também confirma
a estabilidade na transcrigdo de ie/ (Chen et al, 2013). Pouco ¢ conhecido sobre a vida
média do mRNA durante a infecgao viral, portanto nao € possivel assumir alguma posicao

referente a estabilidade do mRNA de fluc. E possivel que a proteina FLUC seja estavel o
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suficiente ao longo do tempo medido e mesmo com uma reducio na transcri¢ao o nivel
de luminescéncia permanece, o que pode ser diferente do que ocorre com 0 mRNA ¢ a
proteina IE1.

Como o elemento prAgIEl nd3o funcionou corretamente, ndo foi possivel
comparar diretamente os promotores de AgQMNPV e AcMNPV durante as infecgdes com
os bacmideos construidos. Estes promotores possuem similaridade média entre si a nivel
de sequéncia (66%) mas compartilham os motivos de transcri¢do ja definidos como

funcionais em AcMNPV (Figura 25).
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Figura 26: Alinhamento dos promotores GP64 de AcMNPV e AgMNPV. As coordenadas das sequéncias estdo acima. As
coordenadas das sequéncias estdo acima. As sequéncias estdo apresentadas em cores modo Clustal. Os motivos de transcrigdo
foram identificados apropriadamente. Os sitios de inicio de transcri¢io exatos do promotor de AcMNPV estdo apontados na
sequéncia com a estrela azul para transcritos de momentos precoces e estela laranja em transcritos de momentos tardios,
conforme descrito em (Chen et al., 2013).

A proteina do envelope viral responsavel pela entrada do virus através da fusdo
das membranas do virus e da membrana da célula hospedeira ¢ a proteina de 64 kDa
denominada GP64. Dentro do grupo filogenético dos Alphabaculovirus Grupo I, a
proteina GP64 ¢ a mais importante para realizar a fusdo de membranas e garantir a entrada
do virus na célula e sua propagagao dentro do inseto hospedeiro (Rohrmann, 2013). Esta
proteina ¢ expressa em momentos precoces e tardios da infeccdo por OpMNPV (Blissard

& Rohrmann, 1991) e AcMNPV (Chen et al, 2013), ¢ destinada & membrana plasmatica
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onde fica ancorada até o egresso de particulas virais. O contato destas particulas com a
face interna da membrana plasmadtica coberta de GP64 induz o brotamento da particula
viral em uma vesicula para o exterior da célula, formando a particula viral madura
denominada de BV.

Como o inicio da formagdo de BVs ocorre nos momentos logo apos a replicagdo
do genoma viral até a fase muito tardia, quando os virions ficam retidos no nucleo para a
formagdo dos ODVs e inclusdo nos corpos de oclusdo. E razoavel assumir que a expressio
da proteina GP64 deve ocorrer em momentos precoces, em preparo a migracdo dos
virions na fase tardia, exatamente o que foi observado neste trabalho. Corroborando esta
concepgao, a substitui¢do do promotor de GP64 original por um promotor tardio ja foi
realizado e induziu uma reduzida produgdo de BVs (Washburn et al., 2003).

Alguns estudos com promotores GP64 de diferentes baculovirus apresentaram
resultados conflitantes referente ao momento exato de ativagdo. Alguns argumentaram
que a expressao ¢ precoce atrasada (Ac MNPV, Jarvis & Garcia, 1994) enquanto outros
argumentaram que o promotor ¢ imediatamente precoce (OpMNPV, Blissard &
Rohrmann, 1989, 1991), ambos concordando em relacdo a classificagdo como tardios
(Garrity et al, 1997). Estas diferencas podem refletir uma selecao diferencial no promotor
GP64 entre diferentes baculovirus buscando otimizar a infec¢do sist€émica através do
controle da expressao deste gene essencial ao fenotipo BV.

Com base nos experimentos realizados, podemos afirmar que prdgGP64 ¢ um
promotor imediatamente precoce muito similar ao prAglEl, tanto nas infeccdes de
vAgGP64FLUC quanto BACAgGP64FLUC. O promotor prdcGP64 por outro lado
apresentou um perfil mais atrasado de ativagdo génica na fase precoce (Tin> 2 h p.i.,

Tabela 5), muito distinto do observado para o prdgGP64 (Tin <2 h p.1., Tabela 5).
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Esta ativacdo em momentos imediatamente precoces de prGP64 também esta de
acordo com a hipotese de que os multiple nucleopolyhedrovirus (MNPV), que sdo oclusos
em envelopes com multiplas particulas virais em momentos muito tardios, possuem uma
vantagem sobre os single nucleopolyhedrovirus (SNPV) para atravessar o intestino dos
hospedeiros de forma acelerada. Os ODVs dos MNPVs, como 0 AcCMNPV e o AgMNPV,
sdo responsaveis pela infec¢do primdria em células epiteliais do intestino de larvas
suscetiveis e costumam entregar a célula um agregado de 6 virions em média, gerando
um tipo de superinfec¢do (Rohrmann, 2013). A rapida expressao de gp64 em momentos
imediatamente precoces permite que alguns destes virions retidos no citoplasma,
derivados da infec¢do primaria que nao foram dirigidos ao nucleo, brotem para fora da
célula através da proteina GP64 recém sintetizada e iniciem a infecgdo sistémica antes da
replicagdo viral ocorrer. Esta habilidade garante uma rapida proliferacdo do virus ao
escapar das defesas inatas destas células, que naturalmente possuem curto periodo de vida
e podem ser descamadas antes do virus se proliferar.

A ativacdo do elemento tardio em prAgGP64 foi observado no aumento da
expressao apos 12 h p.i. durante as infec¢des nas linhagens permissivas UFLAg, Tn5B e
de forma mais nitida em Tn5B tratada com afidicolina e infectada com vAgGP64FLUC
(Figura 13). Na qual, apds a reversdo da inibigdo, aumenta consideravelmente a
expressao. Este padrao bifasico com expressao precoce € aumento substancial durante a
fase tardia ja foi observado durante a infec¢do celular pelo promotor génico de gp64 do
baculovirus AcMNPV (Jarvis & Garcia, 1994; Garrity et al., 1997) e foi bem
caracterizado durante as infeccoes com vAgGP64FLUC e BACAgGP64FLUC.
Ironicamente, a sequéncia de prdgGP64 e prAcGP64 sdao bem distintas (58% de
identidade) e pr4gGP64 ndo possui os sitios de inicio de transcri¢do da fase tardia

mapeados pelo transcriptoma de AcMNPV (Chen et al., 2013) mas possuem dois INR
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TAAG em posigoes distintas que claramente sdo ativados de forma eficiente (Figura 26).
A expressdo mais consistente na fase imediatamente precoce de prAdgGP64 ¢ um forte

indicio de que este promotor ¢ mais eficiente que prdcGP64.
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Figura 27: Alinhamento dos promotores LEF1 de AcMNPV e AgMNPV. As coordenadas das sequéncias estdo acima. As coordenadas
das sequéncias estdo acima. As sequéncias estdo apresentadas em cores modo Clustal. Os motivos de transcrigdo foram
identificados apropriadamente. Os sitios de inicio de transcricdo em momentos precoces do promotor de AcMNPV estdo
apontados na sequéncia com a estrela azul, conforme descrito em (Chen et al., 2013).

A DNA polimerase viral dos baculovirus ¢ um complexo protéico formado pelos
produtos dos genes DNA pol (DNA polimerase viral), helicase, lef] (primase), lef2 (fator
acessorio de primase), lef3 (single stranded DNA binding protein) e o gene iel
(Rohrmann, 2013). Estes elementos em conjunto sdo responsaveis pela replicagdo do
DNA viral durante a infeccdo celular. A atividade de primase da proteina LEFI ¢
essencial na geragdo de primers de RNA que auxiliam na extensao da fita de DNA durante
a replicacao (Passarelli & Miller, 1993).

Nao existem estudos focados na expressao deste gene (lefl), ou mesmo dos
demais genes associados a DNA pol viral. Este trabalho apresenta o primeiro estudo
especifico com este promotor. O transcriptoma de AcMNPV em Tn5B (Chen ef al, 2013)
indica que a transcri¢ao desse gene € detectada as 6 h p.i. e sua transcri¢ao ¢ baixa em

relagcdo aos genes ie/ e aos demais genes tardios de alta expressao, o que € muito similar
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ao observado nestes experimentos. No entanto, ndo existem intervalos de medi¢do entre
0 e 6 h p.i. nos dados do transcriptoma para estimar com precisdo o inicio da transcri¢ao
deste gene e assim classificd-lo como imediatamente precoce ou precoce atrasado. As
infeccdes com o virus VAgLEFIFLUC detalharam com precisdo a ativacdo deste
promotor durante as primeiras 6 h p.i. e sua fraca expressao (Figuras 9 e 10). Por outro
lado, as infeccdes com os Ac MNPV recombinantes contendo tanto prAgLEF1 quanto
prAcLEF1 apresentaram perfis muito mais atrasados de ativagdo, com Ty > 6 h p.i.
(Tabela 5, Figuras 23 e 24). Este atraso observado para ambos promotores pode estar mais
relacionado a uma caracteristica do baculovirus AcMNPV do que em relagao as distingdes
nas sequéncias dos promotores. Estes promotores sdo bastante distintos entre si dentro do
set de promotores isolados com 61.7% de identidade a nivel de sequéncia (Figura 27). Os
2 elementos INR da fase precoce CAGT mapeados como sitios de inicio de transcrigdo
em AcMNPV (Chen ef al., 2013) ndo sdao conservados no virus AgMNPV que também
possui 2 elementos CAGT mas em posi¢cdes completamente distintas. Outro ponto
interessante, ¢ que tanto prAgLEF1 quanto prAcLEF1 possuem elementos TAAG que
claramente ndo sdo ativados na fase tardia.

A expressao em momentos precoces da infec¢do € essencial para garantir que a
replicacdo do DNA ocorra rapidamente mas a expressao nao ¢ alta e os niveis de
luminescéncia indicam que esta proteina ndo deve estar presente em grande quantidade
para que a replicagdo ocorra adequadamente. Isto pode ser extendido aos demais genes
associados a replicagdo, transcritos em baixas quantidades iniciando em momentos
precoces se utilizarmos como base o transcriptoma da infeccao de AcMNPV (Chen et al,

2013).
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Figura 28: Alinhamento dos promotores VP39 de AcMNPV e AgMNPV. As coordenadas das sequéncias estdo acima. As
coordenadas das sequéncias estdo acima. As sequéncias estdo apresentadas em cores modo Clustal. Os motivos de transcricdo
foram identificados apropriadamente. Os sitios de inicio de transcricio exatos do promotor de AcMNPV estdo apontados na
sequéncia com a estrela laranja para transcritos de momentos tardios, conforme descrito em (Chen et al., 2013).

O gene vp39 codifica a proteina principal do capsideo viral, com massa molecular
de 42 kDa (Russel et al., 1991). No nucleo, a proteina VP39 forma aglomerados em um
padrdo reticular e estes focos estdo sempre associados a presenga de DNA viral (Kawasaki
etal.,2004). Desta forma, a proteina VP39 auxilia a formar o estroma virogénico. Quando
o nucleocapsideo estd maduro, ele deve trafegar do nucleo para a face interna da
membrana plasmatica, este transito ocorre pela associagdo entre as proteinas do capsideo
viral e os microtibulos periféricos do citoesqueleto da célula (Danquah ef al., 2012).

Originalmente caracterizado como promotor da fase tardia (Morris & Miller,
1994), devido a falta de elementos INR da fase precoce em sua sequéncia e a presenca de
multiplos elementos INR da fase tardia. O gene vp39 ndo € transativado pela proteina IE1
sozinha ou ¢ auxiliado em cis por regides homologas (Ribeiro ef al., 1994; Ishiyama &
Ikeda, 2010). Existem relatos de atividade na fase precoce do promotor VP39 do
baculovirus AcMNPV (Theilmann & Stewart, 1991), no entanto, este promotor ¢
comumente referido como exclusivamente tardio (Rohrmann, 2013). O transcriptoma do
AcMNPYV nao detectou mRNA deste gene as 6 h p.i. (o limiar final da fase precoce) mas
detecta altos niveis de transcri¢do as 12 h p.i. e o classifica apenas como tardio (Chen et

al, 2013), distinto das observagdes de que prAgVP39 possui atividade em momentos

120

1 50 100 150 200 250 300 321
TAAG TAAG
(5 ¥
TATA box-Jp % TATA box-pp



PrAcP6.9 —

prAgP6.9 —

precoces atrasados, claramente detectados durante as infec¢cdes com o recombinante
vAgVP39FLUC (Figuras 9 e 10).

Neste trabalho, observamos a atividade em momentos precoces atrasados deste
promotor, classificando prAgVP39 como precoce atrasado e tardio, o que é consistente
com a necessidade da colocalizagdo da proteina VP39 com IE1 ¢ o DNA viral em
momentos prévios a replicagdo, iniciando a formacao do estroma virogénico. Isto estd em
conflito com o observado para o promotor equivalente em AcMNPV, sem a capacidade
de expressdo em momento precoces atrasados. Os promotores VP39 de ambos virus
possuem alta identidade a nivel de sequéncia (87%) nos 100 pb imediatamente a montante
ao cddon de iniciacdo da proteina (Figura 28). As diferengas mais importantes ocorrem
em prAgVP39, que contém um elemento TATA box a mais, que esta sobreposto ao INR
tardio TAAG (5’-TATAAG-3> em AgMNPV, 5’-AATAAG-3 em AcMNPV) mais
proximo ao cdédon de iniciagdo e um elemento TAAG extra a -30 pb do INR tardio citado
acima. Este TATA box extra poderia explicar a expressao precoce atrasada observada nas
infeccdes com o AgMNPV pois este elemento ¢ essencial na expressao da fase precoce
(Chen et al., 2013). No entanto, ndo explica (de fato complica) a falta de expressao em
momentos precoces durante a infeccdo do virus recombinante BACAgVP39FLUC em
células permissivas (Figura 23).

2.5.5. P6.9
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Figura 29: Alinhamento dos promotores P6.9 de AcMNPV e AgMNPV. As coordenadas das sequéncias estdo acima. As coordenadas
das sequéncias estdao acima. As sequéncias estao apresentadas em cores modo Clustal. Os motivos de transcricio foram

identificados apropriadamente. Os sitios de inicio de transcrigao exatos do promotor de AcCMNPV estdo apontados na sequéncia

com a estrela laranja para transcritos de momentos tardios, conforme descrito em (Chen et al., 2013).
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A proteina P6.9 ¢ encontrada associada ao DNA wviral, no interior dos
nucleocapsideos (Tweeten et al., 1980), e associada ao estroma virogénico no nucleo da
célula infectada apds a replicagio (Wilson ef al., 1987, 1988; Peng et al., 2012). E uma
proteina conservada entre os Alpha e Betabaculovirus com tamanho pequeno (44 aa, 6.9
kDa), rico em arginina (40%), serina e treonina, devido a isto ¢ descrita como a proteina
“basica” (Rohrmann, 2013). O aminodacido arginina possui alta afinidade pelo esqueleto
de fosfato na estrutura do DNA, estes residuos neutralizam a carga do DNA, enquanto
que os residuos de treonina e serina interagem para manter a carga total neutra do
complexo, permitindo a manuteng@o de uma estrutura DNA-proteina supercondensada e
compacta (Wilson et al., 1987).

A fungdo da proteina P6.9 em baculovirus ¢ a condensa¢do do DNA viral para o
empacotamento deste nos capsideos em formagdo no estroma virogénico. Esta proteina e
VP39 sdo essenciais em grandes quantidades no nucleo para induzir a formacao de
abundantes quantidades de virions. Os promotores de ambas proteinas sao os mais ativos
nas infeccdes de cé€lulas permissivas, tanto pelo 4gMNPV quanto pelo AcMNPV.
Enquanto as células semipermissivas e ndo-permissivas, caracterizadas exatamente por
uma reduzida ou nula formacao de um dos fendtipos infectivos, ndo hiperativam estes
promotores. O transcriptoma de AcMNPV revelou que este gene tem uma transcricao
considerada naquele trabalho como precoce as 6 h p.i. e a partir de 12 h p.i. ¢ um dos
genes com maior transcri¢ao (Chen et al, 2013). O que observamos aqui foi que a ativagao
do promotor ocorre a partir de 8 h p.i., seja pelas infeccdes com AcMNPV (Figuras 23 e
24) ou AgMNPYV recombinantes (Figuras 9 e 10). A transcrigao certamente deve ocorrer
antes da traducdo, portanto, faz sentido detectar a proteina reporter apds a detecgao dos
transcritos relevantes. A nivel de sequéncia, tanto prAcP6.9 quanto prAgP6.9 nao

possuem elementos canonicos da fase precoce (Figura 29), portanto ndo espera-se
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detectar proteinas a partir destes promotores em momentos precoces, o que foi

confirmado experimentalmente.

2.5.6. POLH
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Figura 30: Alinhamento dos promotores POLH de AcMNPV e AgMNPV. As coordenadas das sequéncias estdo acima. As
coordenadas das sequéncias estdo acima. As sequéncias estdo apresentadas em cores modo Clustal. Os motivos de transcrigdo
foram identificados apropriadamente. Os sitios de inicio de transcrigdo exatos do promotor de AcMNPV estdo apontados na
sequéncia com a estrela laranja para transcritos de momentos tardios, conforme descrito em (Chen et al., 2013).
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O gene polh evoluiu duas func¢des altamente especializadas. A proteina POLH (29
kDa) ¢ o principal componente (95%) do cristal protetivo que forma os corpos de oclusdo,
além disto, a estrutura dos OBs garante protecdo aos virions no meio ambiente.
Entretanto, quando expostos a um ambiente alcalino e redutor, similar ao encontrado no
intestino médio das larvas de Lepidoptera, os OBs sao facilmente solubilizados (Leisy et
al., 1986). Estas duas propriedades, a oclusdo de particulas virais e a solubiliza¢do apenas
no intestino de larvas hospedeiras, garantem a forma vidvel do virus fora do hospedeiro.

O promotor da poliedrina é o promotor baculoviral mais estudado e utilizado
quando discutimos expressao de proteinas em células de inseto ou larvas, devido a sua
intensidade de expressdo em momentos muito tardios da infeccdo. Em AcMNPV,
prPOLH ¢ classificado como muito tardio, contendo motivo tardio TAAG e um elemento
de ativacao downstream (DAR) chamado de sequéncia burst, localizado na regido 5’ ndo
traduzida do mRNA que se inicia no INR de fase tardia. Em AcMNPV, o elemento INR
de fase tardia ocorre a -52 pb a montante do primeiro codon da ORF POLH (Figura 30).

A delegdo da regido -52 a -1 pb resulta em reducao quase total dos niveis de expressiao do
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promotor. A sequéncia até -92 pb ¢ considerada o nucleo do promotor, isto ¢, dele¢do de
regides além a -92 pb ndo afetam a atividade de transcrigdo ou recrutamento da RNA pol
viral (Rankin et al., 1988).

O elemento DAR de prPOLH (sequéncia burst) ¢ importante para garantir a
hipertranscri¢do do gene em momentos muito tardios da infec¢@o. O gene very late factor
1 (vif-1), transativador de promotores da fase muito tardia, codifica a proteina VLF-1, que
interage com a sequéncia burst, estimulando a expressao dos promotores muito tardios
(Yang & Miller, 1999; Todd et al., 1996). A repeti¢do in tandem desta sequéncia burst a
jusante do INR resulta em um prPOLH modificado ainda mais eficiente (Kato et al.,
2012). O transcriptoma de AcMNPYV indicou que este gene ¢ transcrito a partir de 12 h
p.i., sendo o mais abundante a partir de 24 h p.i. (Chen et al, 2013). Neste trabalho, as
infecgdes com vAgPOLHFLUC inicia sua expressdo a partir de 9 h p.i. e ndo ¢ capaz de
induzir luminescéncia maior que prAgVP39 e prdgP6.9 (Figuras 9 e 10). As infecgdes
com o recombinante de AcMNPV contendo o elemento prAgPOLH foram similares em
termos de intensidade reduzida mas o tempo de ativagcdo foi muito distinto (Tabela 5),
iniciando a expressao no mesmo momento que os promotores tardios VP39 e P6.9 de
ambos baculovirus.

Estas diferencas em expressdo entre promotores tardios € muito tardios podem
corresponder a diferengas nas sequéncias destes promotores que sao similares apenas nos
-52 pb da posicao até o inicio da ORF polh. Upstream a esta regido, os promotores sao
totalmente distintos. E importante notar que o0 AgMNPV possui uma inversio do locus do
gene polh em relacdo a AcCMNPV o que pode explicar parcialmente estas diferengas.

Nestes experimentos, observamos consistentemente uma diferenca em Ti, entre o
promotor tardio pr4gP6.9 e muito tardio prAgPOLH durante as infeccdes com os

AgMNPVs recombinantes. Considerando que POLH agrega-se formando cristais ao
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acumular no nucleo e através disto captura os virions ali formados, uma expressao
acentuada em momentos precoces poderia reduzir a habilidade dos virions de sair do
nucleo e trafegar até a membrana, afetando a formagao do primeiro fenétipo BV que ¢
essencial a infeccdo sistémica. A partir disto, podemos formular como hipétese que o
atraso de poucas horas na ativagao deste promotor favorece a formagdo de BVs de forma
temporaria até que POLH acumule em niveis consideraveis no nticleo e capture os virions.

Um experimento que pode testar esta hipdtese seria a construgao de baculovirus
recombinantes contendo prlE1, prVP39 e o proprio prPOLH regulando a proteina POLH.
Se a produgdo de POLH e formagao de poliedros tiver como efeito a captura dos virions
formados no nucleo, observaremos redugdo na producao de BVs. De qualquer forma, ¢
dificil explicar como ocorre este atraso, pois o prPOLH possui elementos de transcri¢do
tardios muito similares a prP6.9 e prVP39 (basicamente a presenca de INR TAAG). Até
0 momento, nenhum tipo de elementos cis ou trans que atue como repressor da transcrigao

génica foi encontrado na biologia dos baculovirus.

2.6. Os baculovirus AcMNPV e AgMNPYV possuem perfis de expressao

similares

Este trabalho realizou a primeira comparagdo direta de um grupo de promotores
génicos com seus homodlogos de outra espécie viral dentro do mesmo sistema de
expressao e entre dois sistemas distintos. A conclusdo fundamental ¢ que nas linhagens
permissivas os perfis de expressdo génica entre os dois baculovirus AgMNPV e AcMNPV
sao muito similares. A sequéncia de ativagao génica, 0 momento em que o pico de
expressao € atingido e as proporgoes relativas de expressao dos promotores tardios e
precoces sao mais consistentes entre diferentes linhagens nas infec¢des pelo AgMNPV,
no entanto 0 AcMNPV seguiu relativamente o mesmo padrao. Os promotores derivados

de AgMNPV também funcionaram de forma praticamente idéntica aos de AcMNPV
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quando clonados no sistema BAC-to-BAC que usa 0 AcMNPV como base, mesmo
infectando linhagens celulares de permissividade limitada. Isto tem duas grandes
implicagdes que podem funcionar em conjunto: primeiro que o mecanismo de agao destes
promotores necessariamente sdo conservados para poder manter o programa de
transcri¢do baculoviral durante a infecg¢@o e segundo que estes dois baculovirus possuem
espectros de hospedeiros que se sobrepde. Isto é confirmado também pela pequena
distancia filogenética relativa entre os dois virus pois ambos sao Alfabaculovirus MNPVs
do grupo I (Jehle et al., 2006) apesar de serem de subgrupos distintos (Oliveira et al.,
2006).

Mesmo com alta similaridade, algumas diferencas devem ser levadas em
considera¢do. Durante as infecgdes com os AcMNPVs, os elementos precoces do
promotor bimodal VP39 e o promotor precoce-atrasado LEF1 ndo foram ativados dentro
das primeiras 6 h como ocorreu durante a infeccdo com AgMNPV. Isto € potencialmente
uma caracteristica do baculovirus AcMNPV que pode possuir uma eficiéncia de
expressao inferior ao virus AgMNPV durante a fase precoce da infeccdo. O promotor
precoce-atrasado prLEF1 tanto de Ag quanto AcMNPV também se comportou de forma
similar, com atraso significativo na ativagdo, possivelmente relacionado a fraca
expressao.

A maior diferenca nos perfis de expressdao entre infeccoes do AgMNPV e
AcMNPV ocorre em Bm5 e Chch (Figura 10 e 24). O virus AcMNPV foi capaz de
expressar fracamente os promotores tardios VP39 e P6.9 tanto de AcMNPV quanto
AgMNPV (Figura 24). Na linhagem Ld652Y ocorreu leve expressdo a partir de
prAgPOLH. Nenhum destes perfis foram observados durante as infec¢des com os

AgMNPV recombinantes (Figura 10).
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Outra diferenca observada entre os dois virus ocorreu na linhagem Chch em que
os niveis de expressdo do virus AcMNPV foram 100 vezes menores que os observados
na infeccdo com 4gMNPV. Ambos os virus causam apoptose nesta linhagem celular
como foi observado por microscopia de luz a partir de 24 h p.i.. Uma das diferencas mais
estudadas entre estes dois virus € que o AcMNPYV utiliza como agente antiapoptoético o
gene p35 (Clem & Miller, 1993) e 0 AgMNPYV utiliza o gene iap3 (Carpes et al., 2005).
Estes possuem alvos distintos na via metabdlica que induz a apoptose que podem ter
impactos distintos sobre a expressdo génica. A alta expressao génica do virus AgMNPV
aponta na direcdo de maior efici€ncia antiapoptdtica do gene iap3. A infecgdo de células
Sf21 com Ac MNPV contendo o gene p35 deletado foi caracterizada como abortiva, com
atraso na expressao génica precoce e tardia. Além de ndo ter sido detectada nenhuma
expressao de genes muito tardios mas sim uma inibi¢ao da sintese protéica em momentos
tardios do processo apoptodtico (Clem & Miller, 1993). Desta forma, a apoptose torna-se
uma defesa muito eficiente para eliminar a formacao de OBs ao afetar a expressao muito
tardia. Por outro lado, ndo inibe completamente a formacao do primeiro fenotipo, os BVs.

Em Bm5 ambos baculovirus possuem um perfil de expressdo similar com
expressao de prlE1 e prGP64 mas bloqueio na expressdao dos promotores tardios (Figura
10). Apenas na infecgdo com o AcMNPV ocorreu uma leve ativagdo dos promotores
tardios VP39 e GP64, mas muito proximo ao sinal basal de luminescéncia (Figura 24).

As diferencas mais significantes no perfil de expressdo entre os baculovirus
AgMNPV e AcMNPV recombinantes foram encontradas durante a infeccao em células
consideradas nao-permissivas. Nestes sistemas, os genes associados ao controle celular
especifico de cada baculovirus tornam-se mais importantes e seus efeitos podem ser

avaliados com base no perfil de expressao comparado.
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2.7. O perfil de expressao dos promotores de genes nao encapsidados de MdBV
durante infeccoes com 0os AcMNPV recombinantes em linhagens celulares

permissivas

A escolha dos promotores a serem isolados do MdBV levou em conta a presenca
dos motivos de transcricdo similar a baculovirus dentro de 300 pb a montante da
sequéncia codificadora dos genes com maior expressao de acordo com o transcriptoma
feito nesta espécie (Barat-Houari et al., 2006; Burke & Strand, 2014; Chevignon et al.,
2014; Weber et al., 2007).

Utilizando os plasmideos pFAST contendo os promotores de MdBV, células
DH10BAC foram transformadas e as colonias positivas foram selecionadas por PCR,
utilizando os primers universais M13 e um primer anti-senso em relagao a cada promotor
MdBV. Os resultados das PCRs (Figura 31) demonstraram que os promotores estao
presentes dentro do genoma recombinante para cada transformacao realizada. O controle
negativo mostra a amplificacdo de um fragmento de 300 pb a partir do DNA de um
bacmideo em que ndo ocorreu transposi¢cdo. A colonia do virus BACMdO64FLUC
também apresentou a banda negativa de 300 pb, indicando que a coldnia coletada ndo
estava completamente pura. Apds replaquear a mesma colonia por espalhamento, uma
outra extracdo de DNA foi realizada com uma coldnia que ndo apresentou esta banda
(dado nao mostrado). Os DNAs derivados das colonias foram entdo transfectados em

células de inseto assim gerando os virus recombinantes.
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Figura 31: Confirmagdo da clonagem dos diferentes promotores de MdBV comandando o gene fluc no bacmideo
de AcMNPV. Gel de agarose 0.8% mostrando os resultados de PCR utilizando os primers universais M13 e um primer
antisenso em relag¢do a cada promotor. A amplificacdo de uma banda de aproximadamente 4500 pb indica a correta
transposicdao dos promotores e gene FLUC para dentro do DNA dos bacmideos. A amplificacdo de uma banda
proxima a 1000 pb confirma a presenga de cada promotor nos bacmideos. O controle negativo indica a amplificagdo
de um amplicon de 300 pb referente ao gene LacZ intacto, sem ter ocorrido a transposi¢do. O marcador de DNA
utilizado foi o 1 kb Generuler (Fermentas).

Poucos estudos foram realizados buscando compreender a atividade de
promotores de genes encapsidados de PDVs. No entanto, nenhum estudo foi realizado até
0o momento com os genes ndo-encapsidados. Os estudos que testaram a atividade dos
promotores de genes encapsidados em larvas Lepidoptera indicaram rapida ativacao,
dentro de 4 h apds a transfec¢do, e forte expressao (Asgari & Schmidt, 2001; Soldevila
& Webb, 1996). Estes promotores génicos utilizam a RNA pol II do hospedeiro
Lepidoptera de forma similar aos genes imediatamente precoces dos baculovirus

(Soldevila & Webb, 1996). Ensaios de delecdo do promotor de um gene de Campoletis
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sonorensis polydnavirus (CsPDV) indicaram que apenas o elemento TATA box era
crucial para que o promotor fosse ativado em células da hemolinfa extraidas de larvas
Heliothis virescens, que sao suscetiveis ao parasitismo de C. sonorensis ¢ seu CsPDV
enddgeno (Webb & Cuit, 1997). Ainda ndo existe um transcriptoma feito por RACE 5’
para pontuar com precisdo o inicio de transcri¢do, no entanto, a Unica observagdo
consistente realizada até o momento com as técnicas de sequenciamento em massa € que
os elementos TATA box sdo os mais consistentemente observados proximos do inicio
dos mRNAs detectados (Chevignon et al., 2014).

A relagdo entre Nudivirus, Baculovirus e PoliDNAvirus levanta a questio
referente a transcrigdo dos genes tardios ndo-encapsidados (VP39, 35A6, ORF6-4,
ORF92 e PIF2). Se mesmo com a pressao seletiva remodelando os segmentos virais para
ficarem mais “parecidos” com os genes da vespa, isto é: genes que sofrem splicing,
promotores com grandes sequéncias € grande espago intergénico (Burke et al., 2016,
2014, 2013). Seria possivel que o mecanismo ancestral associado a RNA polimerase viral
dos Nudivirus e a hiperexpressdo génica promovida ainda permaneca conservado entre
Baculovirus e os PDVs?

Como observado nos ensaios de medicao de luminescéncia por lise a 48 h p.i. das
infec¢des com os bacmideos contendo promotores de MdBV, a linhagem Tn5B foi capaz
de expressar o gene reporter a partir dos diversos promotores de MdBV com diferentes
intensidades. Para determinar com maior precisdo os tempos de inicio e pico de expressao
génica e assim ter melhor referéncia para determinar o tipo de cada promotor no contexto
da infec¢do pelos baculovirus foram realizados experimentos de medi¢do de
luminescéncia em tempo real das infecgdes em duas linhagens suscetiveis ao AcMNPV,
Tn5B e Sf9. A figura 32 apresenta as curvas de expressdo génica e a tabela 6 contém os

valores de Tin a partir dos diversos promotores isolados de MdBV.
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Uma surpreendente observacdo em comum para todos os promotores em ambas
as células ¢ que o tempo de primeira detec¢ao ocorreu em momentos considerados tardios
(>8hem Tn5B e > 12 h p.i.). Os promotores MdLEF5 e MdLEF9, por exemplo, possuem
promotores precoces candnicos, contendo INR CAGT e TATA box associado, portanto
a expectativa era de que estes promotores fossem ativados dentro das primeiras 5 h de
infec¢do o que nao foi observado em nenhuma das duas linhagens testadas, indicando que
as linhagens derivadas de Lepidoptera sdo incapazes de reconhecer estes motivos de
transcrigdo precoces.

Os promotores com elementos de transcricdo tardios MdLEF9, MdORF64 e
MdAORF9-2 apresentaram os maiores sinais de luminescéncia em ambas linhagens, com
pico de expressdo em niveis de 4 x 10> RLU. O segundo patamar de luminescéncia
ocorreu com os promotores MdVP39, MdLEF5 e Md35a6 em niveis de 1 x 10> RLU.
Existe uma diferenca significativa entre os dois patamares (teste t, p < 0.0001 entre Vmax
de prMdLEF9 e prMdVP39). O promotor MdPIF2 apresentou um sinal retardado (Tin =
14 h em Tn5B e 19 h em S9) e fraca luminescéncia (2 x 10> RLU), caracteristicas que

estdo em contraponto com a presen¢a de um elemento INR tardio neste promotor.
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Figura 32: Ensaio de medigao continua de luminescéncia da infec¢do das linhagens de Lepidoptera Tn5B e Sf9
com os baculovirus recombinantes AcMNPV contendo os promotores derivados de MdBV ao longo de 3 dias de
infeccdo. As linhas representam as médias de triplicatas e as barras de erro os desvios em relagdo a média. Na
legenda estdo destacadas a presenca ou auséncia (+, -) de motivos da fase early (E) ou precoce (TATA box e/ou
INR CAGT) e late (L) ou tardia (INR TAAG), comumente encontrados em promotores de baculovirus.
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Outra observagdo interessante ¢ que a linhagem Sf9 apresentou um retardo
consistente (pelo menos 3 h) na ativagao dos promotores de MdBV em relagdo a linhagem
Tn5B (Tabela 6). Isto pode ser uma propriedade inerente ao metabolismo da linhagem

S19 em comparagdo a Tn5B, como ja discutido ateriormente.

Tabela 6: Tempo de primeira detecgdo (Tin) do sinal de luminescéncia (hh:mm), ensaio com células infectadas com
os baculovirus AcMNPV recombinantes contendo os promotores derivados de MdBV.

Linhagem Virus

MdVP39 MALEF5 MALEF9 Md35a6 MdO64 Md092 MdPIF2
Média Média Média Média Média Média Média

Tn5B 9:40 9:43 9:04 10:04 8:15 8:34 14:15
Sf9 15:01 16:01 12:30 14:30 14:49 12:09 19:29

O perfil de expressdao dos promotores de MdBV durante a infec¢dao de células
permissivas Tn5B e Sf9 com os baculovirus recombinantes revelou um padrdo
inesperado. Nao foi observada atividade de qualquer um dos promotores em momentos
precoces da infecgdo, o sinal mais antecipado foi do promotor MdO6-4 as 8 h p.i. na
linhagem Tn5B (Tabela 6). Como jé foi indicado nas infec¢cdes do AgMNPV e AcMNPV,
a partir de 8 h p.i. ocorre a ativagao de promotores tardios como P6.9 e POLH, além disso,
a quantificagdo do DNA viral de AgMNPV em Tn5B demonstrou que a partir de 6 h p.i.
inicia a replicacdo do virus. Com base nos experimentos de medi¢do de luminescéncia
em tempo real todos os promotores de MdBV apresentaram um perfil tardio de expressao
génica.

O problema com este perfil de expressao ¢ que os promotores MdVP39, MdLEFS,
MALEF9 e MdO6-4 possuem motivos de transcri¢do da fase precoce baculoviral, alguns
destes como os encontrados em MdJLEF5 e MJLEF9 sdao motivos INR CAGT
acompanhados de um motivo TATA box 30 pb a montante do INR, que em conjunto
formam um elemento canonico de transcri¢do eficiente na fase precoce baculoviral. A

inatividade destes elementos de transcrigdo da fase precoce durante a infeccdo ¢
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interessante, pois sugere que apenas a presenga dos motivos esperados pode ndo ser
suficiente, exigindo um contexto maior para serem reconhecidos pela RNA pol II do
hospedeiro. Além disso, os promotores MdLEF5 e MdVP39 nido possuem motivos de
transcricdo tardia TAAG para serem reconhecidos e transcritos na fase tardia, mas
atuaram como tardios com base no tempo da detecgao.

E possivel que o nivel de expressio destes em momentos precoces seja
extremamente baixo e inferior ao detectavel pela técnica, a replicacdo entdo teria um
efeito positivo sobre a expressao destes promotores supostamente precoces que entdo se
tornam detectaveis. Isto foi confirmado pelos ensaios de transfeccdo em células Tn5B,
em que um fraco sinal de prMdLEF9 e prMdO6-4 foi detectado. Outra opgao € que os
promotores de MdBV nido s3o transativados ou sdo reprimidos pela proteina IE1 de
AcMNPYV devido a presenga de elementos cis contendo a sequéncia 5’-ACBYGTAA-3’
(Leisy et al., 1997), como cogitado no caso do promotor IE1 de AgMNPYV quando clonado
no genoma do AcMNPV. No entanto este motivo repressor ndo ocorre em nenhum dos
promotores derivados de MdBV.

O objetivo de transfectar os plasmideos utilizados na constru¢do dos virus
recombinantes € avaliar se os promotores de MdBV sdo ativados pelo complexo RNA pol
IT do hospedeiro sem o auxilio de proteinas virais que poderiam auxiliar a transcrigao
transativando a expressao génica. A hipotese inicial era de que alguns dos mecanismos
de transcricdo de mRNA dos genes nao-encapsidados do MdBV sdo similares aos
mecanismos de transcri¢do das células de Lepidoptera, desta forma os promotores de
MdBV com motivos similares aos da transcri¢do da fase precoce (prlE1 e prGP64) nos
baculovirus devem ser ativados e os promotores com motivos tardios nao devem ser

transcritos neste experimento.
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Como apresentado na figura 33, os promotores AcIEl e AcGP64 apresentaram
sinais substanciais de luminescéncia (Teste t, p < 0.0001) em comparagdo ao controle
negativo, reiterando a condi¢do de promotor de fase precoce baculoviral, enquanto os
promotores tardios 4cP6.9 e AcPOLH nao foram ativados.
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Figura 33: Medig¢ao de luminescéncia a partir da transfec¢do dos plasmideos contendo os promotores isolados
regulando a luciferase de vaga-lume na linhagem Tn5B. Os pontos de medi¢ao representam a média do valor de
luminescéncia e barras o desvio padrao em relagdao a média. O resultado dos testes t significantes entre promotores
MdBV e o controle foram apresentados na imagem.

Os unicos promotores de MdBV que apresentaram expressdao detectavel foram
MALEF9 e MdORF6-4, que possuem motivos de transcricdo precoce baculoviral e
apresentaram fracos sinais mas superiores ao controle negativo (Teste t, p = 000186 e p
= 0.0002162, apresentados na figura 33). Os promotores MdVP39 e MdLEF5 também

possuem elementos precoces de transcri¢do, no entanto, ndo expressaram FLUC o
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suficiente para serem estatisticamente significativos ou ndo foram reconhecidos pela
maquinaria celular. Os demais promotores nao apresentaram luminescéncia
significativamente distinta do controle negativo o que esta de acordo com a hipotese
inicial, pois possuem apenas os elementos de transcri¢ao tardia.

O desenho experimental deste ensaio tentou maximizar o sinal de luminescéncia
potencial usando um numero 10 vezes maior de células do que o realizado em ensaios de
infecgcdo celular. Além disto, foi utilizado o dobro de concentragdo de DNA (2 ng)
plasmidial comumente usado por transfec¢do mas ainda seguindo o procedimento de
formagao dos complexos lipossomo ¢ DNA, para maximizar a eficiéncia de transfecgéo,
e ainda utilizando 20 pl do reagente Luciferina para garantir intenso sinal de
luminescéncia.

O caso dos promotores com elementos tardios pareceu fazer mais sentido do que
os precoces. Os promotores de maior pico de expressdo neste ensaio, MdLEF9, MdO6-4
e MdO92, possuem promotores tardios canonicos (INR TAAG em regido ricaem A e T),
enquanto os promotores Md35a6 e MdPIF2, que possuem apenas o elemento INR TAAG,
apresentaram sinais inferiores. Isto faz sentido, pois ja foi demonstrado que a alta
eficiéncia da transcri¢ao tardia ¢ garantida pela presenca do elemento tardio completo
(Chen et al., 2013; Garrity et al., 1997). A descricdo dos motivos presentes em cada
promotor de MdBV estd apresentada na tabela 7. Como referéncia também foram
apresentados os promotores de AcMNPV e AgMNPV de fases precoce e tardia, além de
um promotor bimodal. E curioso notar que o gene Mdvp39 responsavel pela formagao do
capsideo viral e abundantemente expresso na vespa adulta possui um promotor totalmente

distinto do gene homologo vp39 em baculovirus.
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Tabela 7: Descricao dos elementos transcricionais presentes nos promotores derivados de MdBV. Os valores de RPKM sao
derivados do transcriptoma da vespa M. demolitor em diferentes estagios de desenvolvimento, durante a fase pupa (em que
inicia a expressdo precoce dos genes nio encapsidados do MdBV) e durante a fase adulta (expressdo tardia) e indicam o
numero de transcritos mapeados a cada gene (Burke & Strand, 2012). A fungdo génica de cada gene é indicada quando
conhecida. Também foram apresentados a presenga ou auséncia dos motivos baculovirais da fase precoce e tardia (indicados
por + ou —) e a sequéncia parcial do sitio de inicio da transcri¢cdo contendo os elementos. A deteccdo experimental realizada
neste trabalho também é indicada.

Vespa Baculovirus Experimental
RPKM  RPKM Fungdo Motivo  Motivo Detecgdo Detecgdo
N d Moti
ome do gene Pupa  Adulto (pb) Precoce  Tardio otives Precoce Tardio
. TAATAAAAGAAATATTGTTATCGTGTTCGCCATTAGGG
AclE1 Transativador + - TTGACGTTCATGTTGGATATTGTTT + -
GGCCTGAGCCGTGCTGGTAAAT
AgGP64 Envelope + + TAAG + +
TAAG/ |/ TAAG
. TAAG
AcP69 Capsideo - + TAAG - +
, TCAGTATATGAATAATTTTATCGTCGTGCC
MdVP39 : el Capsideo + - ATCTCGATTCGCACCTAGAACCTTCTTATT - +
MdLEF5 231 159 RNA pol + - ATATTACTGATAAATTTGTAA - +
MdLEF9 54 72 RNA pol + + TCGTAAAAﬂTAﬂTGAATT::(TSCGAAAGAA _ +
Md35a6 ? 260 ? - + CGCGGTACCGTAAG - +
MAORF64 12 1043 ? + + AACTGCTITI'CGAATCCTI’A1§2(CSA'I'I'CCA _ +
MdORF9-2 0 761 ? - + TG TAAG - +
MdPIF2 0 448 Envelope - + TAAG - +

A comparagao entre baculovirus e PDVs pode ndo ser tdo simples quanto parece.
Os mecanismos de transcricdo dos Nudivirus ancestrais podem ter sido anulados e
sobrepostos pelos mecanismos de transcri¢ao da vespa M. demolitor (Burke et al., 2014;
Dupuy et al., 2006), de forma que os motivos de transcri¢do precoces e tardios ainda
presentes sdo apenas “fosseis” nos fragmentos isolados e perderam o contexto original
necessario para servirem como promotores precoces de uma infeccdo litica em
Lepidoptera.

Uma hipoétese potencial sobre a causa da sua inativagdo durante a evolugdo dos
PDVs ¢ que estes promotores da fase precoce dos baculovirus sdo otimizados para
reconhecimento direto do complexo RNA pol II ativo em artropodes. Portanto ndo sdo
“controlaveis” pela célula. Se a funcionalidade destes fossem mantidas, ocorreria a
producdo de particulas virais de PDVs ao longo de todo corpo da vespa. Ao anular a

caracteristica “vazante” ou housekeeping (sempre ativas) destes promotores precoces,
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conforme observado nos baculovirus, foi possivel domesticar e controlar o Nudivirus
ancestral e tornd-lo o PDV, com induc¢ao altamente especifica dentro de apenas um tecido
de fémeas de um organismo complexo e multifdsico como sao as vespas parasitas.
Desta forma, ndo ha uma equivaléncia direta entre as classes precoce e tardia dos
PDVs e baculovirus. Colocado de outra forma, estes dados ndo permitem modelar a
regulacdo dos PDVs em células de vespas, argumentando contra a visdo comum e
utilizada nos demais trabalhos com os PDVs, de que os baculovirus s3o uma boa
referéncia para compreender a biologia destes virus enddgenos. Esta correlagdo ¢ muito
util para entender a imunossupressao que os PDVs causam nas lagartas hospedeiras. Este
seria o lado baculovirus que existe e € preservado nos PDVs (os genes encapsidados). No
entanto, a formac¢ao das particulas virais e os mecanismos de regulagdo ainda nas vespas
(genes ndo-encapsidados) ¢ o lado simbidtico de um virus enddégeno a uma vespa que nao

possui modelo comparavel.

2.8. O perfil dos promotores de genes nao encapsidados de MdBV durante

transducées de células de inseto nao-Lepidoptera

Apesar deste trabalho focar em linhagens celulares derivadas de Lepidoptera, ¢
importante saber qual ¢ a atividade dos promotores de MdBV em linhagens derivadas de
outros insetos pois existem boas referéncias dos mecanismos de transcricdo génica em
algumas espécies modelo, como exemplo, a mosca D. melanogaster (Amin et al., 1985;
Mclntosh et al.; Morris & Miller, 1992). Dentro dos insetos, encontramos o grupo
denominado Endopterigota, que sdo insetos que passam por metamorfose radical do
corpo. Dentro deste grupo encontramos o grupo Mecopterida, que inclui o grupo Diptera
(com subgrupos Drosofilidae - moscas e Culicidae - mosquitos) e Lepidoptera (borboletas

e mariposas), € o grupo Himenoptera (vespas, abelhas e formigas). As linhagens testadas
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sdo derivadas de cada subgrupo, S2 como representante de Diptera — Drosofilidae, Aaeg2
como Diptera — Culicidae e MdE como representante do grupo Himenoptera.

A atividade dos promotores “promiscuos” de D. melanogaster, assim
denominados por serem funcionais em multiplas linhagens celulares com origens
filogeneticamente distantes, por exemplo o promotor de housekeeping amplamente
utilizado Asp70 e seu enhancer (Amin et al., 1987), indicam que alguns destes promotores
promiscuos sejam beneficiados por possuirem uma propriedade arquetipal reconhecida
amplamente, com diferencas em eficiéncia, pelos elementos conservados das RNA
polimerases do amplo grupo Metazoa. Sem um estudo que utilize um grande ntimero de
linhagens de inseto comparando um mesmo promotor ¢ muito dificil concluir o espectro
total destes promotores € o quao conservado ¢ o mecanismo de transcricdo em insetos.
No caso dos baculovirus, o promotor IE1 é considerado um promotor promiscuo, com
atividade em diversas linhagens de inseto (Jarvis et al., 1996) e at¢ mesmo em mamiferos
(Kenoutis et al., 2006; Liu et al., 2007). Como ja foi explorado anteriormente, este
promotor tem que ser reconhecido pela RNA pol II do hospedeiro Lepidoptera e assim
expressar a proteina IE1 que ira realocar o maquinario de transcri¢ao da célula hospedeira
para os demais promotores virais, um evento crucial na infec¢do celular pelos
baculovirus.

Utilizando os baculovirus AcMNPV contendo os promotores MdBV e os
bacmideos contendo os promotores prAclEl, prdcGP64 e prAcP6.9 em transducdes de
células nao permissivas foi possivel complementar os experimentos de transfec¢ao
realizados. A MOI 10 garante estatisticamente que todas as células devem receber pelo
menos uma particula viral no momento inicial de transdug¢do e 48 h de transducao (h p.t.)
foi considerado como tempo suficiente para acumulo de proteina expressa para ser

detectada. Neste experimento, as linhagens utilizadas foram Tn5B como referéncia
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positiva de expressdo gé€nica auxiliada pelos fatores virais e as linhagens Aaeg2, S2 e
MdE como testes para avaliar atividade dos promotores em células ndo-permissivas
(Figura 34). Neste experimento, a hipdtese basica inicial é que os promotores com
elementos baculovirais precoces devem ser ativados em linhagens celulares derivadas de
insetos pois 0 mecanismo de transcricdo de RNA mensageiro pela RNA pol II ¢ muito
similar dentro do grupo Insecta. Esta hipdtese vem com reservas pois apesar do
mecanismo de transcri¢do dos baculovirus em células de Lepidoptera ser bem conhecido
durante a infecgdo, a transdugdo de células de inseto ndo-permissivas nunca foi bem
explorada e ndo temos informagdo suficiente para saber quais genes do proprio
baculovirus s3o expressos e podem contribuir com a expressao génica.

Os resultados obtidos das transducdes das linhagens MdE e Aaeg (Figura 34)
indicam uma inabilidade dos baculovirus transduzidos em expressar o gene repdrter em
todos os casos (diferenga nao significativa do controle, Teste t, p > 0.01). Isto € indicativo
direto que nenhum dos promotores isolados sdo ativados nestas duas linhagens.

A linhagem S2 (Figura 34) ativou o promotor AcIE1 de forma similar ao ensaio
de transfec¢do. Por outro lado, o sinal de luminescéncia do pr4cGP64 foi fraco e ndo foi
significativamente distinto do controle negativo. Surpreendentemente, o promotor tardio
prdcP6.9 apresentou atividade nesta linhagem celular, lembrando que este elemento ndo
possui motivos de transcricdo precoces e sua atividade depende da replicagdo do DNA
viral do baculovirus. A quantificagdo do DNA viral nesta linhagem ao longo da
transducdo prova que nao ocorre replicacdo do baculovirus em S2, mas o DNA viral
também nao degrada ao longo do tempo, permanecendo estavel (Figura 36). Portanto, a
deteccao deste sinal na transducdo e nao na transfec¢ao sugere que proteinas do proprio
baculovirus podem estar auxiliando a ativagao deste promotor nesta linhagem ou que esta

célula reconhece algum elemento de ativagdo da transcrigdo em Drosophila ainda

140



desconhecido, que estd contido neste promotor. Os promotores derivados de MdBV por
sua vez ndo apresentaram qualquer atividade significativa nesta linhagem.

A infec¢do da linhagem permissiva a infeccdo Tn5B foi apresentada na figura 34.
As 48 h p.i., os sinais de luminescéncia dos promotores baculovirais sdo pelo menos 10
vezes maiores que os valores mais altos obtidos na linhagem S2 que obteve alguma
luminescéncia da transdugdo. O promotor prdcP6.9 apresentou um sinal de 5.4 x 10*
RLU. Os promotores derivados de MdBV que apresentaram sinais significativamente
distintos do controle na ordem de menor a maior intensidade foram MJLEF5, MdLEF9,
MdVP39, MdO64 e MdO92 (p < 0.0001). Os promotores Md35a6 e MdPIF2 nao
apresentaram luminescéncia significativamente distinta do controle negativo.
Surpreendentemente, o sinal de luminescéncia do promotor Md092 (2.8 x 10* RLU) foi
comparavel ao do promotor tardio prAcP6.9, indicando que este promotor de MdBV ¢
reconhecido e transativado pelas proteinas associadas a hiperexpressao génica em
momentos tardios. Os promotores MdVP39, MdLEF9 e MdO64 apresentaram sinais de
luminescéncia equivalentes ao do promotor precoce baculoviral AcIE1. A infec¢dao dos
baculovirus AcMNPV recombinantes na linhagem Tn5B também foi avaliada pelo

método de detec¢do de luminescéncia em tempo real que esta apresentado na secao
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seguinte e permite uma discussdo melhor da atividade dos promotores de MdBV em uma

linhagem permissiva.
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Figura 34: Medicdo de luminescéncia de células transduzidas (S2, MdE e Aaeg) e infectadas (Tn5B) com os
baculovirus recombinantes contendo promotores virais regulando o gene fluc. Cada ponto de medigado representa
a média e as barras o desvio em relagdo a média de triplicatas de medigdo 48 h p.i..

Mas o que pensar dos promotores de genes precoces nao-encapsidados do MdBV?
Diferente tanto do Asp70 de D. melanogaster, que controla um gene ativo e expresso
continuamente pela célula e diferente do IE1 dos baculovirus que ¢ um oportunista dentro
dos primeiros momentos da infec¢do, os genes precoces ndo-encapsidados (MdLEFS e
MALEF9) sao controlados por sinais do desenvolvimento da vespa fémea em um estagio
especifico (Strand & Burke, 2012; Wyler & Lanzrein, 2003). Esta condi¢do implica em

um promotor induzivel e temporalmente controlado em um contexto maior do organismo
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como um todo, possivelmente envolvendo hormdnios de crescimento. Se estes
promotores nao fossem controlados de forma bem restritiva, ocorreria expressao génica
a partir dos segmentos virais em todo o corpo da vespa, o que nunca foi observado (Wyler
& Lanzrein, 2003). Os resultados negativos obtidos na expressdo dos promotores de
MdBV nas células ndo-permissivas parece apontar exatamente nesta dire¢do, que a
ativacdo destes elementos enddgenos da vespa requer sinais e elementos bastante
especificos ao tecido responsavel pela producdo do virus no ovario, ndo existindo
equivalente conhecido em cultura celular até o0 momento.

Apenas a linhagem S2 foi capaz de expressar promotores virais € apenas 0s
promotores derivados de baculovirus prAcIE1, prdcGP64 e prAcP69 foram reconhecidos
e transcritos. O promotor tardio pr4AcP69 ser funcional nesta linhagem ¢é curioso pois ndo
existem motivos TATA box ou outros motivos conhecidos de transcricdo em Drosophila
neste promotor € os ensaios de quantificacao da replicacdo do virus indicam que o DNA
viral ndo replica nesta linhagem. Observacdo similar foi realizada quando foi utilizado
um AcMNPV com o promotor prAcVP39 em transdugdes da linhagem Dm, também
derivada de D. melanogaster (Morris & Miller, 1992). Este fendmeno nunca foi

investigado novamente € permanece como um ponto interessante a ser explorado.

2.9. O curioso caso da linhagem celular derivada da vespa Microplitis

demolitor

O estabelecimento de um sistema in vitro para manipulagao e estudo dos PDVs ¢
uma meta muito importante. At¢ o momento, os estudos realizados com o MdBV
utilizaram apenas culturas in vivo de larvas de C. includens e a vespa M. demolitor (Strand
& Burke, 2012). Portanto, ¢ muito dificil realizar experimentos de manipulagao genética
com alta precisdao. O knockout génico utilizando a transfec¢ao de plasmideos que

expressam RNA interferente para genes selecionados ¢ conduzido em larvas que
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acabaram de sair de dentro do hospedeiro e apresenta baixa eficiéncia (comunicagdo
pessoal com o dr. Michael Strand, técnica utilizada em Burke et al., 2013). Primeiro pela
letalidade da injecao, segundo pela imprecisdo do procedimento (a larva de M. demolitor
¢ muito pequena para inje¢do) e terceiro pela baixa eficiéncia da transfec¢do em si, que ¢
um processo de baixa penetragdo em tecidos densos. Portanto ndo ha garantia que os
tecidos de interesse sejam efetivamente transfectados e diferentes individuos.

A linhagem MJE foi derivada de ovos retirados diretamente do ovario de M.
demolitor, estes foram macerados de forma estéril, tripsinizados e as células foram
semeadas em placas de cultivo com meio de cultura (Sf900-11 contendo 10% de soro fetal
bovino). Apos sucessivas passagens, um tipo celular predominante foi nomeado como
MdE1. Estas células possuem pequeno tamanho celular comparado com a linhagem Tn5B
(metade do didmetro). Em seu interior ndo foram encontradas particulas virais do
bracovirus por observacdes de microscopia de transmissao, nem ocorreu amplificacao dos
segmentos gendmicos virais. Diversas tentativas de transfec¢do com reagentes variados
e plasmideos contendo o gene reporter GFP regulado pelo promotor promiscuo de
Drosophila HSP70 ndo resultou em células com fluorescéncia (Jena Johnson e Michael
Strand, comunicagdo pessoal). Como os baculovirus sdo agentes eficientes de entrega
génica em diferentes linhagens celulares (Liu ef al., 2007; McIntosh et al.; Morris &
Miller, 1992) cogitou-se a utilizacdo destes recombinantes contendo diferentes
promotores para testar a habilidade dos baculovirus em transduzir esta linhagem.

Como observado nos ensaios de transducdo, nenhum promotor testado foi
funcional nesta linhagem. Promotores “nativos”, derivados de segmentos do virus MdBV,
em especial os derivados de genes da fase precoce no ciclo de vida do MdBV como os
promotores MdVP39, MdLEF5 e MdLEF9 ndo apresentaram nenhuma atividade. Os

promotores imediatamente precoces derivados de AcMNPV, prAclEl e prdcGP64,
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também foram inativos em MdE. A inatividade, tanto dos promotores precoces
baculovirais quanto dos promotores MdBV durante a transducdo da linhagem MJE,
levantou a questdo sobre a habilidade do baculovirus de efetivamente entrar nesta
linhagem celular. A inatividade pode ocorrer devido a diversos bloqueios: as particulas
podem ser incapazes de aderir a membrana celular devido a falta de receptores
especificos; As particulas podem aderir a8 membrana celular mas a proteina GP64 ndo ¢
capaz de fundir a membrana do envelope viral com a membrana celular; As particulas
podem entrar na célula mas nao trafegar até o nticleo; Caso as particulas entrem no nucleo
ainda ¢ possivel que ndo ocorra o desnudamento da particula viral e se ocorre ainda ¢
possivel que os fatores de transcri¢do nesta célula ndo reconhecam nenhum dos
promotores testados.

A figura 35 A demonstra que o baculovirus AcMNPV foi capaz de induzir fusao
de membranas entre as células MdE em baixo pH, o que ocorre apenas quando as
particulas virais estdo em contato direto com as membranas plasmaticas. A figura 35 B
prova que a fusdo de membranas apenas ocorreu em baixo pH, pois na auséncia do choque
de pH pela troca de meio, ndo ocorreu a fusdo celular. De forma similar, a figura 35 C
demonstra que o virus também ¢ essencial pois apenas o choque de baixo pH em células
sem particulas virais, ndo resultou em fusao celular.

Este experimento foi importante por demonstrar que os BVs sao capazes de aderir
a membrana celular da linhagem MAE e a reacdo de fusdo de membranas induzidas pela

proteina GP64 ¢ funcional sobre esta linhagem celular.
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A +Virus 4+ Choque de pH

Figura 35: Ensaios de fusdo celular da linhagem MdE mediada pela proteina de envelope viral GP64. A — Série de micrografias de
um mesmo grupo de células que sofrem fusdo celular mediada pela proteina viral apés a adigdo das particulas virais e incubagdo
com meio de cultura com pH 5 ao longo de 60 min. B —Imagem demonstrando que a presenga do virus ndo é suficiente para induzir
fusdo celular sem que o meio de cultura esteja em baixo pH. C — Imagem demonstrando que sem a adi¢dao do virus ndo ocorre
fusdo celular em pH 5 sem que existam as particulas virais adsorvidas na membrana celular. Dimensdo das barras: 50 um.

Os ensaios de fusdo celular em baixo pH indicam que o virus adsorve na
membrana e a proteina GP64 ¢ funcional. Este resultado indica que o virus talvez seja
capaz de entrar na célula, apesar de nao ser conclusivo, pois ainda € possivel que o virus
permanega adsorvido na membrana sem nunca entrar na célula ou entre na célula mas nao
chega a entrar no ntucleo.

Como a linhagem celular MdE nao apresentou expressao do gene reporter a partir
da transducao utilizando os Ac MNPV recombinantes, tornou-se necessario avaliar se o

baculovirus efetivamente entra nesta célula e o 4cido nucléico permanece estavel dentro
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da célula para ser transcrito. Para tanto, foi mensurada a concentracdo de DNA viral em
MdE e duas linhagens com respostas distintas a infec¢ao-transdug@o ao longo do tempo
para servir de comparagdo. Como observado anteriormente, a linhagem derivada do
Lepidoptera Trichoplusia ni Tn5B ¢ permissiva a infec¢do de AcMNPV, resultando em
alta expressao génica em conjunto a rapida amplificagdo do DNA viral. A linhagem S2
foi capaz de expressar o gene reporter a partir dos promotores baculovirais a 48 h p.i. e
portanto, ¢ esperado que o DNA viral permanega estavel no nucleo desta linhagem, no
entanto ndo existem relatos desta célula produzir algum titulo viral a partir desta
transducao pelo baculovirus (Morris & Miller, 1993).

Como demonstrado na figura 36, a linhagem Tn5B ¢é capaz de amplificar o
AcMNPV em 1000 vezes dentro das primeras 24 h de infeccdo. Momentos seguintes
demonstraram uma taxa de aumento reduzido, possivelmente devido a liberacao de BVs
entre 24 e 48 h p.i. e a oclusdo de particulas virais nos OBs entre 48 ¢ 72 h p.i., 0 que
reduziria o contetido viral intracelular detectavel.

A linhagem nao-permissiva S2 de D. melanogaster ndo apresentou aumento ou
redugdo na concentracdo de DNA viral (sem diferenga significativa entre os tempos de
medida, teste T, p > 0.01), e em conjunto ao resultado positivo na expressao de
promotores baculovirais, € possivel afirmar que o baculovirus efetivamente transduz a
célula, chega ao nucleo, ¢ desnudado, transcrito por algum complexo transcricional
celular (RNA pol II possivelmente) e ainda permanece estavel dentro da célula durante

pelo menos 72 h p.i..
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Por outro lado, a linhagem derivada de Himenoptera MdE apresentou um
decaimento gradual do DNA viral, sugerindo uma instabilidade do acido nucléico viral
dentro da célula. Também levando em consideracdo a observagdo de que nenhum
promotor ¢ ativo durante a transdugdo desta célula, incluindo os promotores derivado de
MdBV, que sdo “nativos” a espécie de onde a célula foi derivada. Esta sugestiao aparece
com reservas, pois ainda existe a possibilidade de que os virions apenas adsorvem a
membrana celular e permanecem aderidos. Ou ainda ¢ possivel que o virus efetivamente
entre na cé¢lula mas permaneca no endossomo apos entrada e seja degradado sem nunca

atingir o nucleo celular.
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Figura 36: Andlise da concentracdo de DNA do virus AcMNPV ao longo de 72 h de infecgdo da linhagem Tn5B

(Hi5) e transdugdo das linhagens S2 e MdE. Os pontos de medig¢do representam a média de triplicatas e as barras
representam o desvio padrdo em rela¢do a média.

No momento zero (0) de transducdo ou infeccdo, que corresponde a 1 h apods

adicdo do virus ao sobrenadante, a diferenca nos valores de concentragdo de DNA nao

sdo significativas (Teste t, p > 0.1). Apo6s 24 h p.i. as diferengas entre concentragdes nas

distintas linhagens sdo significativas (Teste t, p < 0.0001).
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A quantificagdo do DNA baculoviral interno a célula indicou que a célula MdE
degrada o acido nucleico viral dentro de 24 h apds a transdugdo. Este resultado também
aponta na direcdo de que o virus efetivamente entrou na célula. Se as particulas
permanecessem aderidas na membrana ainda seria possivel detectar niveis similares ao
primeiro momento de transdugdo ap6s 48 h. A quantificagdo na linhagem de Drosophila
S2 demonstrou que uma célula efetivamente transduzida ¢ capaz de manter o DNA viral
estavel no nucleo ao longo de 72 h. A expressdo gé€nica entdo ¢ determinada pela
eficiéncia do reconhecimento do promotor que regula o gene reporter. E seguro dizer que
os baculovirus ndo sdo capazes de transduzir a linhagem S2 devido a instabilidade do
DNA viral dentro da célula apds a transdugdo. Isto pode explicar também por que a
transfec¢do de DNA plasmidial ndo ¢ funcional, pois a célula pode degradar o DNA
plasmidial antes de ocorrer expressao suficiente para ser detectada.

Outros experimentos foram conduzidos tentando estimular a transdugdo pelos
bacmideos. Superinfecgdes com MOI 100 ou 500 falharam em induzir qualquer
expressao. Ensaios de quantificacao da luminescéncia foram conduzidos apds adicao do
virus € o choque de pH como realizado no ensaio de fusdo celular, sem sucesso. Além
disto, foi testada a adicao de afidicolina no meio de cultura, igualmente sem sucesso. A
expectativa era que a inibicdo da replicacdo celular poderia aumentar a estabilidade do
DNA viral no nucleo.

O composto soédio butirato também foi testado, também sem sucesso. Este
composto promove alteracdes no padrao de metilacdo do DNA celular e altera o perfil
geral de expressao de células de mamiferos, potencialmente estimulando a transcricdo de
DNA exdgeno inserido nas células (Boffa et al., 1981; Contreras-Leal et al., 2016; Suzuki
et al., 2011). A expectativa era que as alteracdes do perfil transcricional de MdE iriam

gerar um ambiente mais propicio a transdugdo pelo baculovirus AcMNPV recombinante.
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A linhagem celular derivada da vespa M. demolitor ¢ completamente
“intransduzivel” pelo baculovirus AcMNPV o que reduz consideravelmente a capacidade
de manipulagdo desta célula para estudos da biologia do virus MdBV. A sua origem de
ovos, que possuem tecidos ndo-diferenciados pode ser um fator importante. Enquanto o
ovario ¢ um tecido da fase final do ciclo de vida da vespa. Talvez o uso potencial mais
importante desta linhagem serd precisamente identificar qual elemento celular
efetivamente ativa a transcri¢do dos genes precoces de MdBYV e assim iniciar a replicagdo
viral e consequente producdo dos virions. Quando este fenomeno for artificialmente
induzivel, existirdo duas condi¢des para estudar profundamente os mecanismos de

controle da expressdo génica neste organismo complexo.
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3. CONCLUSAO

O método de deteccao continua do sinal quimioluminescente apresenta a atividade
transcricional dos promotores de forma dindmica, com alta resolucao e sensibilidade de
forma a revelar uma riqueza de detalhes previamente ndo observados devido a baixa
resolugdo dos dados obtidos por métodos em que a coleta de dados envolve a lise celular
(andlise de se¢do cruzada). A analise em tempo real de uma mesma populagdo de células
(analise longitudinal) infectadas de forma sincrona aumenta ainda mais a confianga de
que o fendmeno observado correlaciona diretamente com os processos celulares
associados a infec¢do por baculovirus.

Quando a atividade dos diferentes promotores sdo observadas em conjunto apds a
infeccdo independente com os virus recombinantes ¢ possivel identificar e diferenciar
claramente as fases de infeccdo temporalmente distintas e associadas a ativagao de cada
promotor, classicamente definidos como imediatamente precoces (prlE1, prGP64),
precoce atrasados (prLEF 1, prVP39), tardios (prVP39, prP6.9) e muito tardio (prPOLH).
Isto refor¢a o conceito que a regulacdo da expressdo temporal dos baculovirus ¢
primariamente determinada por elementos cis definidos como motivos de transcricao.
Além disto, o uso de virus AgMNPV recombinantes permitiu a caracteriza¢do detalhada
do perfil de atividade dos promotores deste baculovirus de ampla utilizacdo como
bioinseticida, mas com limitado conhecimento de mecanismos moleculares.

Pela infec¢do de células com diferentes permissividades a infeccdo por AgMNPV
foi possivel observar que as células permissivas (UFLAg, Tn5B) sdo capazes de expressar
todas as classes de promotores e hiperexpressar os promotores tardios, enquanto que as
células semipermissivas e ndo-permissiva (Sf9, Ld652Y e Chch) sdo incapazes de
hiperexpressar os promotores tardios, sendo ainda imprecisa a causa exata que induz esta

falha na hiperexpressdo, potencialmente devido a reduzida habilidade de replicagdo viral
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nesta linhagem. A linhagem BmS35 apresentou total incapacidade de expressar promotores
tardios certamente devido a morte celular induzida pela expressdo de proteinas virais
durante a fase precoce da infec¢do o que interrompe a sequéncia de transcri¢do génica
necessaria para o sucesso do controle do metabolismo celular e replicacdo viral. A
quantificagdo da replicacdo viral e formacdo do fenétipo BV também sustentam as
afirmacdes anteriores, indicando que em linhagens semipermissivas e ndo-permissivas a
replicagdo ¢ limitada (atrasada ou até mesmo nula), enquanto que a formagao de virus
maduro ¢é reduzida consideravelmente ou obliterada. Ao tratar as linhagens permissivas
com o inibidor de replicacdo de DNA Afidicolina, os promotores apresentam um perfil
de expressao similar ao que ocorre na linhagem ndo-permissiva BmS5. Estes resultados
em conjunto apontam para um gradiente de permissividade a ndo-permissividade de
células hospedeiras ao AgMNPYV, cujos efeitos podem ser observados pela atividade dos
promotores de diversas fases da infec¢ao.

Os ensaios relativos aos parametros de MOI permitiram observar o efeito de
retardo na expressao em baixas MOls, relativo a infec¢ao primaria de poucas células e a
subsequente, mas demorada, proliferacdo da progénie viral para as demais células. Em
altas MOIs observa-se pouca diferenca no tempo de ativacdo dos promotores,
representante da saturagdo das células infectadas com particulas virais logo nas primeiras
horas de infec¢do. O excesso de particulas virais ndo induz maiores niveis de
luminescéncia nem acelera a ativagao dos promotores. O ensaio com variagdes no numero
de células revelou que quanto maior o nimero de células maior o sinal relativo dos
promotores, sendo que a condi¢do de confluéncia total (1 x 10° células / ml) apresentou
o maior sinal. Em conclusdo, os parametros 6timos para a obtengao méaxima de expressao
com o minimo de gasto de recursos € a confluéncia 100% e a multiplicidade de infeccao

10.
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A avaliagdo da atividade dos promotores de AcMNPV e AgMNPV quando
clonados no AcCMNPV demonstraram que os elementos controladores de ambos virus sao
intercambidveis, mantendo os perfis de expressao de promotores de AgMNPV (excluindo
prAglEl). O virus AgMNPV parece ser mais rapido e mais eficiente em termos de
expressao de proteinas. As diferengas principais detectadas entre os dois virus foi que o
AcMNPV apresentou uma reduzida expressdo génica durante a fase precoce e uma
expressao atrasada de prLEF1. Nas linhagens permissivas os perfis sdo praticamente
idénticos entre os dois virus, enquanto nas linhagens ndo-permissivas Chch e Bm5
detectamos maiores diferengas, com uma limitacdo maior da expressao em Chch e fraca
expressdo de promotores tardios em Bm5, o que indica que o AcMNPV ¢ capaz de
replicar fracamente nesta linhagem.

Outro ponto importante que podemos retirar da caracterizagdo dos promotores ¢é
que o promotor prAgPOLH ou pr4cPOLH ndo foram os mais produtivos considerando os
valores de pico de expressdo. Os promotores prVP39 e prP6.9 de ambos baculovirus,
AcMNPV e AgMNPV, apresentaram uma expressao equivalente, sendo maior, do que
prAgPOLH em um tempo de infec¢cdo mais curto, sendo assim mais eficientes para a
producao de proteinas heterologas.

Os ensaios que avaliaram a atividade dos promotores de genes nao-encapsidados
de MdBYV apresentaram perfis de expressao tardios inesperados, sem detec¢ao durante
momentos precoces mesmo para os promotores com motivos de transcri¢ao “adequados”
para tal. E interessante observar que o baculovirus ACMNPV aparentemente foi capaz de
expressar fortemente os promotores tardios e sdo reconhecidos pela RNA pol viral. A
inatividade dos promotores de MdBV em linhagens que ndo sao derivadas de Lepidoptera
também € um resultado elusivo, pois era esperado que os promotores com elementos

precoces fossem funcionais, assumindo uma conservacdo fundamental destes em
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Artrépodes. Esta limitacdo na expressdo precoce aponta para um ponto importante: nao
existe correlagdo direta entre a expressdo precoce na biologia de polyDNAvirus, como o
MdBV, e a expressdo precoce na biologia dos baculovirus. E possivel que o controle da
expressao precoce de MdBV seja extremamente limitada e regulada para ser funcional
apenas durante a fase de crescimento apropriada no corpo da vespa, perdendo entdo os
elementos controladores ancestrais do Nudivirus arquetipal que se integrou no genoma.

O baculovirus Ac MNPV nao foi capaz de transduzir a linhagem celular derivada
de vespa MdE, apresentando instabilidade na manutencdo do genoma viral dentro da
célula portanto ndo serve como uma boa ferramenta de entrega génica. Se esta linhagem
fosse manipulédvel ou induzivel seria possivel elucidar melhor os mecanismos de
expressao génica de MdBV durante a fase precoce e também a producao de virions na
fase tardia.

Futuras exploracdes utilizando a metodologia de medicao de quimiluminescéncia
em tempo real deverdo avaliar: Promotores de genes Unicos encontrados em diversas
espécies de baculovirus; Construir promotores sintéticos com alteragdes especificas na
sequéncia para testar contextos e distancias da topologia dos promotores; Construir
baculovirus recombinantes com delecdes ou adi¢des de genes associados a controle
celular; E testar compostos e suplementos ao meio de cultura que poderiam aumentar a

eficiéncia da expressao génica.
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4. ANEXOS
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Figura 37: Curvas de expressdo do gene repodrter fluc durante as infec¢oes da linhagem UFLAg pelos baculovirus
AgMNPV recombinantes contendo promotores dos genes gp64, vp39, p6.9 e polh. As MOls utilizadas variaram de
100 a 0.001 em passos de 1 log de magnitude. Pontos representam a média de triplicatas.
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Figura 38: Curvas de expressdo do gene reporter fluc durante as infeccées da linhagem Tn5B pelos baculovirus

AgMNPV recombinantes contendo promotores dos genes gp64, vp39, p6.9 e polh. As MOls utilizadas variaram de
100 a 0.001 em passos de 1 log de magnitude. Pontos representam a média de triplicatas.
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Figura 39: Curvas de expressdo do gene repodrter fluc durante as infeccGes da linhagem Sf9 pelos baculovirus
AgMNPV recombinantes contendo promotores dos genes gp64, vp39, p6.9 e polh. As MOIs utilizadas variaram de
100 a 0.001 em passos de 1 log de magnitude. Pontos representam a média de triplicatas.
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Figura 40: Exemplo de mapa vetor do plasmideo de transferéncia por transposi¢dao pFASTBAC modificado. Neste
caso estdo presentes o gene reporter FLUC e o promotor prAclE1l. O mapa vetor é comum a todos os plasmideos
construidos, mudando apenas os promotores que foram isolados e clonados a montante do gene FLUC

158



1 1,000

2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 6,738
Hindlll (636)
prAcIE?b} *Xmal (1,012) Xhol (2,734)" Baglll (3,648)" *Baglll (4,118)
Tn7L

| AmpR) ==
Tn7R
Xmal (883)

1 origin
Xhol (2,605) Bglll (3.519) Bglll (3,989)
prAcGP64- b> Hindlll (638), Sall (880)
O pFACGPE4FLUC +— FLUC e on®) =St AmpR) =
TnTL Ac-p24 Tn7R 1 origin
Hindlll (636)
pricl EF 1+ Xmal (980) Xhol (2,702)'  Bglll (3.616)" *Bglil (4,086)
O PFACLEFFLUC  ==flmm . o o =g Ao = )
Tn'?L Tn7R 1 origin
Hindlll (636)
prACVP39--,> Xmal (942) Xhol (2,664) Bglll (3,578)- ~Bglll (4,048)
O PFACVP3OFLUC === FLUC e G(R) UGGt ATPR) =
Tn?L Ac-le *:‘ Tn7R 1 origin
Hindlll (636)
prAcP6.9- -}‘Xmal (1,049) Xhol (2,771)  Bglll (3.685) *Bglil (4,155)
O PFACPE.9FLUC ==l FLUC s G(R) UGt AmpR) = )
TnTL Ac-p / Tn7R f1 origin
Hmdlll(ﬁSG{ Xmal (819)
prAcPOLH Xhol (2,541) Bglll (3, 455) +Bglll (3 925)
© pFACPOLHFLUC —«—r— FLUC

Tn7L  Ac-O TnTR f1 origin
Hindlll (636)
prlE1—|g}‘Xmal (1,029) Xhol (2,751)" Bglll (3,665)" *Bglll (4,135)
Tn7L hypothetical prote 3 Tn7R 1 origin
Hindlll (636) prAgGP64
> xmal (992) Xhol (2,714)" Bglll (3,628)" ~Baglll (4,098)
O pFAgGP84FLUC +— )

iral capsi

Hindlll (636). _Xmal (890)

AmpR) =

BL 1 origin
Xhol (2,612) Bglll (3,526) Bglll (3,996)
prAgLEF1- b) Hindlll (684)
O PFAGLEFIFLUC == = FLUC — onr ~(l—Gueeiin— AR =
TnTL ecd id UDP-glucosyliransferas TnTR 1 origin
Hindlll (636), Sall (674)__Xmal (913) Xhol (2,635) Bglll (3,549) Bglll (4,019)
b} prAgVP39
O pFAQVP39FLUC —Q— FLUC | s G(R) —m AmpR) =y
TnTL Tn7R f1 origin
Hindlll (636) Xmal (1,105) Xhol (2,804) Bglll (3,718)  Bglll (4,188)
_> prAgVP39
O PFAGPE.OFLUC = FiLC — o)~ Ao~
TnTL Tn7R 1 origin
Hindlll (636) Xmal (1,043) Xhol (2,765) Bglll (3,679) Bglll (4,149)
H prAgPOLH
O pFAgPOLHFLUC —ﬂ— FLUC .

TnTL Tn7R

1 origin

Figura 41: Mapas vetores linearizados dos plasmideos pFASTBAC modificados contendo os promotores de AcCMNPV
e AgMNPV isolados e clonados a montante do gene FLUC
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Figura 42: Mapas vetores linearizados dos plasmideos pFASTBAC modificados contendo os promotores de MdBV

isolados e clonados a montante do gene FLUC.
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