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1. INTRODUCAO

Os virus de insetos vém sendo extensivamente estudados sob varios aspectos. Suas
propriedades fundamentais. como: forma de replicacdo, especificidade em rela¢do ao
hospedeiro. interacio com outros virus, recombinagdes entre si ou com o hospedeiro, sdo
essenciais para sua utilizagio como agente de controle biolégico. vetor de expressdo, assim

como instrumento na pesquisa basica.

Varios destes virus ja sdo utilizados de forma pratica como vetor de expressdo de
proteinas de interesse farmacéutico ou como bioinseticida. Salienta-se nos dois casos. o
emprego dos Baculovirus, que possuem propriedades importantes que permitem a utilizagao
em ambos, destacando-se a qualidade das proteinas obtidas. Os Baculovirus foram durante
muito tempo os unicos a serem estudado largamente. Devido a sua inclusdo protéica que
protege os virions de agentes externos durante a fase extracelular de seu ciclo. eles sdo

utilizados em aplica¢des aéreas e em grandes extensoes.

Recentemente foi evidenciado o papel de pequenos virus icosaédricos, cujo material
genético ¢ composto por DNA. Trata-se dos Densovirus da familia dos Parvoviridae que
apresentam propriedades notaveis. Infectam insetos de interesse agronémico. como
lepidopteros desfoliadores e outros de interesse médico como alguns dipteros. vetores de
doencas e nestes podem causar epizootias naturais ou provocadas. S&o altamente especificos
em relacio a seus hospedeiros e inocuos ao homem. Devido ao seu pequeno genoma
constituem-se num bom modelo para estudos de organizagdo, modo de expressdo e também
de regulacio génica em sistemas celulares eucariotos. Desde a descoberta do primeiro
Densovirus em lagartas de Galleria mellonella (MEYNADIER et al., 1964), varios outros

foram relatados.
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Entre os DNVs mais estudados encontram-se o Densovirus de Junonia coenia
(Jc(DNV) e o Densovirus de Galleria mellonella (GmDNV) que apresentam grande

homologia a nivel genémico sem contudo serem patogénicos em hospedeiros cruzados.

O Densovirus de Diatraea saccharalis (DsDNV) foi pela primeira vez descrito por
MEYNADIER et al. (1977) e desde entdo foi pouco estudado. Mais recentemente estes virus
foram encontrados em cria¢des artificiais de lagartas de D. saccharallis no Laboratorio de
Virologia de Inseto - IB - UNICAMP por CAVALLARUO et al., (1988). Amostras destes virus
foram encaminhadas ao Laboratoire de Pathologie Comparée em St-Christol-les-Ales. Franga.
sob supervisdio do Prof. Max Bergoin. E. através de um acordo foi proposto o
aprofundamento no estudo deste DNV. ja que esta linha de pesquisa era seguida neste
laboratério. Realizou-se inicialmente o mapa gendmico e a clonagem do genoma total num
plasmideo (KOUASSI, 1993). E a continuagdo deste estudo foram os objetivos deste trabalho

de tese.

Procurou-se neste trabalho caracterizar as proteinas estruturais do DsDNV, e do
Densovirus de Acheta domestica, comparar a massa molecular destas proteinas com as de
JcDNV e GmDNV através de eletroforese e de testes serologicos. estudar a especificidade do
DsDNV in vivo e in vitro, comparar a massa molecular do DNA de DsDNV com os de
JcDNV, GmDNV e AADNV, comparar estes DNAs através de Southern Blot e sequenciar

parcialmente o genoma do DsDNV.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Densovirus

2.1.1 Propriedades

Os Densovirus pertencem a familia Parvoviridae, que inclui ainda, dois outros géneros,
os Dependovirus ou Virus Adeno-Associados (AAV) e os Parvovirus autonomos (Tabelas 1 e
2) (SIEGL, 1985). Eles possuem duas moléculas de DNA de fita simples, que sdo
complementares entre si mas encapsidadas separadamente. Ambas apresentam replicac@o
autondma. Os virions s3o isométricos ndo envelopados, e com diametro de 19 a 24 nm
(KURSTAK, 1972a e KAWASE, 1985). A massa molecular do DNA do Densovirus de
Galleria mellonella quando em fita simples ¢ da ordem de 1,9 22,2 x 10° d e quando em fita
dupla de 3,9 a 4,1 x 10° Da (KAWASE, 1985).

O nome Virus de Densonucleose foi atribuido por VAGO et al., (1966a) devido as
caracteristicas citolégicas por estes induzidas, ou seja, hipertrofia do nicleo e acumulo de

inclusdes densas, que descobriu-se mais tarde serem os virions. Posteriormente o nome foi

alterado, tornando-se Densovirus (DNV) (KAWASE, 1985).

O primeiro DNV descrito, foi isolado em lagartas de Galleria mellonella (Pyralidae)
por MEYNADIER et al., (1964), sendo outros encontrados posteriormente nas seguintes
ordens: Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Odonata e Decapoda (Crustaceos) (KAWASE et
al., 1990) (Tabela 3).

Os DNVs sdo classificados de acordo com a espécie da qual foram isolados, assim
refere-se a0 Densovirus de G. mellonella por GmDNV (iniciais em inglés). Ainda hoje a

nomenclatura é baseada na espécie na qual foi isolado e, se existem mais que um tipo isolado
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na mesma espécie, estes sdo identificados por um numero, por exemplo Densovirus de
Bombyx mori, BmDNYV tipo 1, 2, 3 etc (SIEGL, 1985).

TABELA 1 - Relagdo de alguns dos principais Parvovirus Autonomos e seus hospedeiros
naturais.

Parvovirus autonomos Hospedeiros

B19 (Human parvovirus
Lulll (Human parvovirus Lu II) Homem
H-1  (Human tumor HEp-1 virus)

BPV (Bovine parvovirus) Boi
PPV  (Porcine parvovirus) Porco
KRV (Kilham rat virus) Roedores

MVM (Minute virus of mice)

CPV (Canine parvovirus) _

FPV (Feline parvovirus) Carnivoros
MEV (Mink enteriris virus)

ADV (Aleutian disease virus)

TABELA 2 - Relagdo de alguns dos principais Virus Adenoassociados (AAV) e seus
respectivos hospedeiros.

Virus Adeno-associados Hospedeiros
AAV1
AAV2 Homem
AAV3
AAV4 Macaco
AAV Equino Cavalo
BAAV Boi
CAAV Cachorro
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TABELA 3 - Ordens e espécies de insetos das quais foram isolados os principais Densovirus

ORDEM ESPECIES REFERENCIAS

Galleria mellonella MEYNADIER et al., 1964

Junonia coenia RIVERS & LONGORTH, 1972

Sibine fusca MEYNADIER et al., 19772

Diatraea saccharalis MEYNADIER et al., 1977b

Bombyx mori (DNV-1) SHIMIZU,1975

Bombyx mori (DNV-2) MAEDA et al., 1982
LEPIDOPTERA Bombyx mori (DNV-3) LI-REN et al., 1982

Agraulis vanillae KELLY et al., 1980

Pieris rapae SUN et al., 1981

Lymantria dispar” GRIGNON, 1982

Pseudoplusia includens CHAO et al., 1985

Casphalia extranea FEDIERE et al., 1981

Ewxoa auxiliaris SUTTER, 1973

Aedes aegypti LEBEDEVA et al., 1973
DIPTERA Simulium vittatum FEDERICI, 1976

Aedes pseudocutelaris” GORZIGLIA et al., 1980
ORTOPTERA Acheta domestica MEYNADIER et al., 1977¢
DICTYOPTERA Periplaneta fuliginosa SUTO et al., 1979
ODONATA Leucorrhinia dubia CHARPENTIER, 1979

Penaeus merguiensis LIGHTNER & REDMAN, 1985

P. semisulcatus LIGHTNER & REDMAN, 1985
DECAPODA P. orientalis LIGHTNER & REDMAN, 1985

P. monodon
Carcinus mediterraneus
Macrobrachium rosembergii

LIGHTNER & REDMAN, 1985
MARI & BONAMI, 1988
ANDERSON et al., 1990

* isolado em linhagens celulares
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O JcDNV foi descrito em 1972 por RIVERS & LONGWORTH. Eles descobriram o
virus por acaso quando tentavam infectar lagartas de Aglais urticae (Nymphalidae) com

amostras de virus de granulose isolados em Junonia coenia (Nymphalidae).

Devido a auséncia de normas gerais de classificagio comumente sdo cometidos erros
taxondmicos, pois novos isolados sdo referidos como novas espécies se estes apresentam
espectro diferente de hospedeiro e/ou um novo tropismo de tecido. Ndo existem testes
serolégicos padronizados para determinar a relagfo antigénica entre os DNVs (SIEGL, 1985).
Sdo necessarias novas bases de classificagdo dos DNVs estruturadas nas caracteristicas de
seus respectivos genomas. Atualmente s3o conhecidos dois grupos de DNVs,  distinguidos

por suas estratégias de replicagdo e expressdo dos genes (TIJSSEN et al., 1990).

Os DNVs sdo restritos a subclasse Pterygota da classe Insecta, mas fazem parte da
familia Parvoviridae. Entre os Parvovirus estdo os Adeno-Associados que sdo em certos casos
persistentes e infectam vertebrados (BELLONCIK, 1990). Apesar disto, ndo foi descrito casos

de interacio dos DNVs com células de vertebrados.

2.1.2 Sintomas da doenc¢a

Sabe-se que os densovirus causam uma doenga letal nos insetos e que apresentam uma
alta especificidade em relagfio ao hospedeiro. A morte do inseto pode ocorrer de 2 a 20 dias
ap0s a infecgdo. Os primeiros sintomas sio anorexia, letargia, seguido de flacidez e inibigdo
da muda e da metamorfose. Sdo também observadas lagartas ndo viavéis e pupas aberrantes
(KAWASE et al., 1990).

A maioria dos DNVs apresentam politropismo tissular como os de D. saccharalis, A.

aegypti, G. mellonella, C. extranea e P. includens. A infecgdo é observada em células do
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tecido gorduroso, onde as células apresentam o micleo hipertrofiado e sdo Feulgen positivas.
O virus pode ser observado em outros tecidos tais como, hipoderme, células peritraqueais,
hemdcitos, glandulas da seda, tibulos de Malpighi, gonadas, epitélio do intestino anterior e
posterior ¢ musculos (AMARGIER et al, 1965; BERGOIN & BRES, 1968 e CHAO et al.,
1985). Outros DNVs, como aqueles de B. mori, S. fusca, E. auxiliaris e P. fuliginosa,
infectam somente células do intestino médio (SHIMIZU, 1975; AMARGIER et al., 1979;
SUTO et al., 1979; KAWASE, 1985 ¢ KAWASE et al., 1990). Alguns DNVs provocam a
proliferagdio das células intestinais aparentando-se a tumores. Essas massas tumorais foram
descritas no intestino médio de S. fusca e C. extranea (MEYNADIER et al, 1977a e
FEDIERE, 1983) e também, no intestino posterior de P. fuliginosa (SUTO et al., 1979).

Em G. mellonella os primeiros sintomas s3o letargia, seguida de paralisia progressiva e
melanizacfo dos tecidos (KAWASE et al., 1990). As lagartas comegam a morrer a partir de 4
a 5 dias apds a infecgfo, quando os tecidos sdo destruidos (AMARGIER et al., 1965). O
ntcleo das células infectadas hipertrofia-se rapidamente tornando-se eosinofilo. Sdo também

observados os corpos densos ou virions.

A sintomatologia estd em muitos casos relacionada ao estagio de desenvolvimento
larval em que o virus foi inoculado. Lagartas de G. mellonella inoculadas com uma alta
concentracdo do virus no dltimo estagio, tem o desenvolvimento bloqueado no estagio de pré-
pupa. As lagartas do mesmo estagio inoculadas com baixa concentragéo viral transformam-se

em pupas, mas os orgios imaginais sdo afetados (KAWASE et al., 1990).

As lagartas de D. saccharalis infectadas pelo DNV comegam a morrer 15 dias apos a
infecgdo pois, os DNVs se manifestam de uma forma mais lenta que o descrito para G.
mellonella (MEYNADIER et al., 1977b). Os sintomas externos provocados pela doenga ndo

sdo tdo claros como os observados em A. vanillae, C. extranea e P. fuliginosa (KAWASE et
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al., 1990), mas no final da evolugdo da doenga pode-se observar modificagdo na coloragdo e
paralisia (MEYNADIER et al., 1977b).

Em espécies em que 0 DNV s6 se multiplica em células do intestino, como B. mori, a
flacidez apos 7 dias € o sinal mais nitido da infec¢do quando estas sdo infectadas per os com o
BmDNV-1 (KAWASE et al., 1990). As células colunares do intestino se hipertrofiam e
reagem com o reativo de Feulgen, se degeneram e os virus sdo liberados na cavidade do
intestino médio (KAWASE & KURSTAK, 1991).

Para 0o BmMDNV- 2 e 3, os nucleos infectados no altimo estagio da infecgdo sdo duas
vezes maiores que os normais. O aumento do niicleo ocasiona danos no citoplasma, causando
rompimento da membrana e consequente liberagdo do virus na cavidade do intestino
(KAWASE & KURSTAK, 1991).

As primeiras modificagdes ultraestruturais sdo observadas no nucleo de 6 a 12 h apos a
infecgdio. Pode-se notar a hipertrofia do niicleolo onde os componentes fibrilares e granulares
se separam. Um estroma virogénico denso aos elétrons se forma no centro do nucleo. O
nucléolo e a cromatina sdo empurrados para a periferia do nicleo e 4 a 5 dias apés a infec¢o,
o estroma virogénico ocupa totalmente o niicleo. O nucleo fica hipertrofiado, enquanto que no
interior do estroma os virions se individualizam e se agrupam em pequenas ilhas. Em estagio
avangado da infecgfio, a hipertofia do niicleo ¢ tanta, que o citoplasma fica reduzido a uma
fina camada na superficie da célula. A membrana nuclear termina por se romper liberando os
virions no citoplasma. (VAGO et al., 1966a; MEYNADIER et al., 1977a ¢ GARZON e
KURSTAK, 1976). Acumulagdes citoplasmaticas do virus em estruturas paracristalinas foram
descritas em células de S. littorallis, com grande acimulo de particulas virais de JcDNV
(DIALLO, 1978). O mesmo foi observado em A. aegypti, L. dubia e linhagens celulares de 4.

Revisdo Bibliogrdfica



9

pseudocutelaris e L. dispar infectadas cronicamente (BUCHATSKY & RAIKOVA, 1987,
CHARPENTIER, 1979; GORZIGLIA et al., 1980 e GRIGNON, 1982).

2.2 Detecgao do virus

Na auséncia de sintomas externos tipicos da doenga provocada pelo DNV ¢ necessario
o emprego de testes bioquimicos simples para constatagdo da presenca do virus. Assim
utilizando-se a hemolinfa de uma lagarta supostamente infectada em testes ELISA,
eletroforese de DNA ou proteinas podemos constatar a presenca viral por padrdes tipicos nas
eletroforeses € a deteccdo em baixas concentragdes (nanogramas-ng) nos imunoensaios
(TIJSSEN et al., 1990). Com a hemolinfa pode-se também confeccionar telas em contraste

negativo para observagdo em microscopio eletronico.

Em cultura de células a presenga do virus é detectada através de imunofluorescéncia
(LI et al., 1990; FEDIERE et al., 1990 e GIRAUD, 1991). Estes testes podem também ser
utilizados in vivo (TIJSSEN et al., 1990; KURSTAK et al.,, 1968; SATO & INOUE, 1978 e
MAEDA & WATANABE, 1970). A autoradiografia também foi utilizada para estudo da
sintese nucléica (KURSTAK, 1972a). Atualmente pode-se utilizar a técnica de dot blot para
uma confirmacfo rapida e segura da presenga do virus (JOUSSET, comunicagdo pessoal).

2.3 Infeccio muiltipla

Quando a inoculagio do GmDNV foi precedida pelo menos 16 h da inoculagio de um
virus de Poliedrose Nuclear (NPV) em lagartas de G. mellonella observou-se uma inibi¢4o na

entrada do segundo virus inoculado em células do tecido gorduroso. (KURSTAK &
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GARZON, 1975 e ODIER, 1975). Ao contrario, as glandulas de seda que ndo sdo
susceptiveis a0 NPV, desenvolvem sintomas tipicos de infec¢do por DNV. Quando as
inoculagdes do DNV e NPV foram realizadas simultaneamente, sinais da infecgdo por DNV
aparecem em todas as células. ODIER (1975) observou os dois virus em diferentes estagios
de desenvolvimento no niicleo de uma mesma célula, e que a inoculagfo inicial com o DNV
impediu o desenvolvimento do NPV. KURSTAK & GARZON (1975) também observaram

numa mesma célula o virus irisdecente de Tipula e o DNV sem que ocorresse antagonismo.

A modificagio de tropismo de tecido foi observada quando ocorreu infec¢do multipla.
Em lagartas de S. littorallis infectadas com JcDNV, raramente pode-se observar o virus em
células do tecido gorduroso. Quando ocorre a coinfecgdo com baculovirus, o tropismo do
DNV por este tecido aumenta e as células sio infectadas pelos dois virus (KAWASE et al.,
1990).

2.4 Gama de hospedeiros

A especificidade dos DNVs varia de um virus a outro mas parece estar restrita a uma
mesma ordem (BELLONCIK, 1990), ou seja, um DNV isolado em lepidoptero pode vir a
infectar outro lepidoptero, mas certamente ndo um diptero. Assim, 0 GmDNYV ¢ restrito ao
inseto no qual ele foi isolado, o mesmo acontecendo com 0 AUDNV e CeDNV. Ao contrario,
o JcDNV, muito semelhante ao GmDNYV, infecta vérias outras espécies como Mamestra
brassicae (Noctuidae), S. exigua, S. littorallis (Noctuidae), B. mori (Bombylidae), L. dispar
(Lymantridae), Aglais urticae (Nynphalydae), mas ndo infecta G. mellonella (GIRAN, 1966;
FEDIERE et al., 1990; JOUSSET et al, 1986; RIVERS & LONGWORTH, 1972 e
KAWASE & KURSTAK, 1991).
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Uma grande varia¢do na gama de hospedeiros ¢ também encontrada para Aedes DNV
que infecta diferentes espécies de mosquitos como: A. vexans, A. geniculatus, A. caspius
dorsalis, A. cantans, A. albopictus, Culex pipiens pipiens, C. pipiens molestus e Culiseta
anulata. Assim como o P. fuliginosa DNV que infecta adultos de P. austrasiae e P.brunnaea
e ninfas de P. japonica. Ja os adultos de P. americana sdo menos susceptiveis a este virus

(KAWASE & KURSTAK, 1991).

Segundo KURSTAK (1972a) o pequeno genoma dos DNVs poderia explicar sua

consideravel especificidade, uma vez que estes dependem do sistema celular do hospedeiro.

A interagio DNV/mamiferos tem sido pouco estudada e so escassas as informagdes a
respeito de sua patogenicidade. A inoculagdo de GmDNV em camundongos e coelhos parece
ser inocua (GIRAN , 1966). O mesmo ocorre para o Jc(DNV e AaDNV quando inoculados
nestes mesmos animais para obtencdo de anti-soro (JOURDAN et al., 1990). A infecgdo de
ratos com DNV foi também infrutifera (KURSTAK et al., 1977).

Em rela¢do ao homem ndo foi realizado nenhum experimento, porém nio se tem

noticias de acidentes causados por estes virus em laboratorios de pesquisa.

2.5 Utilizagio em controle bioldgico

Grande parte das pesquisas realizadas até hoje investigou os seguintes virus para
controle bioldgico de insetos: Virus de Poliedrose Nuclear (NPV), Virus de Granulose (GV) e
Virus de Poliedrose Citoplasmatica (CPV). Todos eles possuem protegdo contra a
degradagdo no meio ambiente. A utilizagdo de virus ndo inclusos como inseticida bioldgico,

depende principalmente da natureza do problema a ser resolvido, do inseto a ser controlado e
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sobretudo, do virus a ser empregado. Entretanto, experimentos com dispersdo de DNVs no
ambiente tém revelado uma alta porcentagem de mortalidade dos insetos no campo. A
populag¢do de uma importante praga de palmeiras oleaginosas, C. extranea, foi controlada a
nivel de 92 % apos duas semanas de aplicacio do CeDNV (FEDIERE et al., 1986). A
utilizacdo do DNV de Sibine fusca, também praga de palmeiras, induziu uma mortalidade de
94 a 97 % da populagdo de insetos, quinze dias ap0s a aplicagdo. A mortalidade chegou a 100
% apds um més (BELLONCIK, 1990).

A interagdo destes virus com outros entomopatdogenos como: baculovirus, CPV e
Bacillus thuringiensis, assim como sua rela¢cdo com inseticidas quimicos, vem sendo estudada

como possibilidade da sua utilizagdo como controle intregado (BELLONCIK, 1990).

Como dito anteriormente pouco € conhecido sobre a interagdo destes virus com células
de vertebrados. Pesquisas sobre esta interagdo e sobre a indugdo de multiplicacio de virus
latentes se fazem necessarias antes de sua utilizacdo em controle bioldgico. Estudos basicos

sobre eles, assim como virus a manipulagdo genética podem tornar seu emprego mais seguro.

Outro aspecto a ser analisado no estudo dos DNVs a serem utilizados em controle
biologico € sua disseminagdo sob forma epizootica (BELLONCIK, 1990). WATANABE &
SHIMIZU (1980) concluiram que uma epizootia causada pelo virus em fazendas de
sericicultura no Japao foram devidas a dois fatores: 1) criagdo de insetos susceptiveis ao

BmDNV-1 e, 2) transmissdo por um inseto parasita.

A transmissdo horizontal do virus pode ocorrer se existe canibalismo na populagio a
ser controlada. A formagdo de células tumorais no intestino pode levar a exterioriza¢do do

virus no ambiente. Ainda existem parasitas que tem papel importante na disseminag¢do do
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virus (KURSTAK & VAGO, 1967). Estes dados podem ser considerados a fim de aumentar a

eficiéncia do controle.

2.6 Multiplicacio viral em cultura de células

O estabelecimento de linhagens celulares permissivas aos DNVs € recente, mas as
primeiras tentativas neste sentido foram realizadas na mesma época em que estes comegaram
a ser descritos e caracterizados (MIALHE et al., 1984; FEDIERE et al., 1990 e LI et al.,
1990).

VAGO et al. (1966b) infectaram culturas primdarias de células ovarianas de B. mori
com 0 GmDNV. Posteriormente foi observado o desenvolvimento do GmDNYV em ovarios.
glandulas de seda e tecido gorduroso de lagartas de G. mellonella mantidas em culturas
organotipicas (QUIOT et al., 1970). Foi também relatado que o0 BmDNV multiplicou-se em
cultura de células de embrido de linhagens susceptiveis ao bicho da seda, mas ndo em
linhagens resistentes (KAWASE, 1985).

As primeiras linhagens celulares que se apresentaram permissivas a0 GmDNV e
JcDNV foram obtidas por MIALHE et al. (1984) a partir de ovariolos de crisalidas de S.
littorallis. FEDIERE et al. (1990) verificaram que a linhagem celular SPC Bm 40 de B. mori é
permissivel ao CeDNV. LI et al. (1990) utilizaram as linhagens SPC-SL 52 (MIALHE et al.,
1984) e SPC-PL 65 que se mostraram susceptiveis a infec¢o e transfecgio pelo JCDNV.

Deve-se salientar a constatagdo de uma linhagem celular de L. dispar (SCLd 135)
infectada cronicamente LADNV (QUIOT et al., 1976 e GRIGNON, 1982). O aparecimento

do virus foi constatado apds um estresse para cultura celular (JOUSSET, dados nio
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publicados). Estes dados sugerem a integra¢do do DNA viral no genoma da célula hospedeira.

Esta hipotese foi mais tarde demonstrada por ROLLING (1992), apés a transfecgdo de
linhagens celulares com um plasmideo contendo o genoma viral inteiro de JcDNV. Este autor
construiu dois vetores para exprimir o gene da resisténcia a neomicina, derivados do genoma
de JcCDNV clonado no plasmideo pBr322. O gene da resisténcia a neomicina foi inserido sob
o controle do promotor dos genes de proteinas do capsideo. Um deles apresentando os genes
ndo estruturais intactos € o outro com estes genes deletados, mas conservando sempre suas
sequéncias terminais invertidas repetidas (ITR). Ele observou que quando os genes ndo
estruturais estio presentes, 0 genoma viral se integra no DNA celular em uma s6 cdpia e num
sitio diferente para cada clone analisado, sugerindo um mecanismo de integracdo ndo
especifico. Quando os genes ndo estruturais estdo ausentes o plasmideo recombinante persiste

sob a forma de um replicon autdnomo dentro das células transfectadas, sem se integrar.

O estabelecimento de técnicas de transfecc@io de linhagens celulares foi realizada por
Llet al., 1990 com enorme sucesso. Utilizando-se esta técnica pode-se estudar varios fatores
relacionados ao DNV, como: integragdo no sistema celular do hospedeiro, infecciosidade das
particulas virais produzidas, estudos sobre a transcri¢gdo e tradugdo (GIRAUD, 1991;
ROLLING, 1992; LI, 1993; BOUBLIK, 1993 e KOUASSI, 1993).

As linhagens descritas mostraram-se permissivas a alguns DNVs assim, para cada
DNV estudado deve-se testar as linhagens disponiveis ou até mesmo estabelecé-las.
Aparentemente a especificidade in vitro ndo é a mesma que in vivo, pois, 0 GmDNV que ndo
se multiplica em outros insetos mostrou-se infeccioso para células ovarianas de B. mori
(KURSTAK etal., 1977 e VAGO et al., 1966b).
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Embora a descoberta destas linhagens tenha permitido um enorme progresso no estudo
dos DNVs é necessario optimizar esta técnica visando minorar problemas, como o decréscimo

da titulag¢o do virus no decorrer de sucessivas passagens (LI et al., 1990).

KURSTAK et al. (1969a, b) demonstraram a oncogenicidade dos DNVs infectando
células L de camundongos com GmDNV. Eles observaram a transformacdo, a produggo de
virus pelas células de camundongo e a patogenicidade destes virus em lagartas de G.
mellonella. Os mesmos resultados foram observados em células de embrido de rato
(KURSTAK & ONIJI, 1972). Outros pesquisadores tentaram infectar células de vertebrados e
invertebrados sem sucesso (LONGWORTH, 1978). Posteriormente observou-se que a
linhagem celular VERO pode ser infectada com P. rapae DNV (HO et al.. 1985).

Apesar destes trabalhos constatando o poder de transformagao destes virus em relago
a células de mamiferos, as pesquisas ndo foram prosseguidas e até hoje nenhum outro

trabalho confirmou estes dados.

2.7 Particula viral

Os DNVs possuem particulas esféricas, sem envelope de 19 a 24 nm de didmetro e sdo
compostos de 65 % de proteinas e 35 % de DNA (KURSTAK, 1972a; KAWASE, 1985 e
MATHEWS, 1982). Nao possuem fracdo glicidica nem lipidica (SUTO et al.,1979). A
densidade das particulas varia entre 1,39 e 1,45 g/ml em CsCl, com massa molecular entre 5,5
e6.2x 10° d e com coeficiente de sedimentacdo em gradiente de sacarose situado entre 117-
119 S para particulas completas ou cheias e 59-60 S para particulas vazias (LONGWORTH et
al., 1968; TRUFFAUT et al., 1967, MATHEWS, 1982 e SIEGL, 1985). As particulas ocas
apresentam densidade de 1,31 g/ml (SIEGL, 1985).
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O capsideo ¢ formado por 12 capsomeros e apresenta uma estrutura icosaédrica. Cada
capsomero é constituido de agregados pentaméricos da menor proteina sintetizada (VP4),
porém sintetizada em maior quantidade (TIJSSEN & KURSTAK, 1979a; KURSTAK et al,
1977 e NAKAGAKI & KAWASE, 1982).

Associados aos JcDNV, GmDNYV e PDNV foram observadas particulas de 7 a 9 nm,
sem DNA e nfio se conhece até o momento a sua fungio (KURSTAK & COTE, 1968;
DIALLOQ, 1978 e SUTO et al., 1979).

Ainda fazem parte da composi¢do de alguns DNVs poliaminas como: espermina,
espermidina e putrescina que sdo associadas ao DNA viral e sdo provavelmente responsaveis

por sua carga negativa (KELLY & ELLIOT, 1977 e BANDO et al., 1983).

Os virions sdo estaveis em pH 4cidos, resistentes a varios solventes organicos como
éter, cloroférmio e também a temperaturas entre 56 e 65°C (BOEMARE et al., 1970 e SUTO
et al., 1979) e sdo inativados por irradiagdo UV (SIEGL, 1985).

2.8 Composiciao protéica

Todos os DNVs até hoje estudados apresentam quatro proteinas estruturais (VP1,
VP2, VP3 e VP4) com massa molecular variando de 42 a 110 KDa (Tabela 4). Na maioria
dos casos a VP4 que apresenta a menor massa molecular aparece em maior concentragdo
(CHAO et al., 1985; NAKAGAKI & KAWASE, 1980; TIJSSEN & KURSTAK, 1979, b e
KELLY et al., 1980). Variagdes na massa molecular das proteinas observadas para um
mesmo DNV sio provavelmente associadas as diferentes técnicas empregadas para avaliagio

e também as diferentes proveniéncias ou fontes do virus.
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Diferentemente dos DNVs, os Parvovirus Autdnomos e AAVs possuem 3 proteinas
estruturais, com massa molecular variando entre 40 e 96 KDa. A VP3 € a presente em maior
concentragdo, representando 80-85 % da massa total de proteinas, sendo a concentragdo de
VP1 e VP2 muito varidveis. A sequéncia de VP1 contém a sequéncia de VP2 e VP3 (appud
BOUBLIK, 1993).

Segundo TIJSSEN et al. (1982) as proporg¢des relativas de uma mesma proteina como
VP4 variam segundo o estdgio de desenvolvimento larval, sugerindo a hipétese de uma

variacdo na sintese e do mecanismo de maturagéo da proteina durante o desenvolvimento.

Segundo FEDIERE (1983) as concentragdes de VP1, VP2, VP3 e VP4 em JcDNV sio
14, 26, 21 e 39 % respectivamente, mas parecem variar de um isolado a outro uma vez que
KELLY et al. (1980) encontraram 11, 28, 22 e 37 % para GmDNYV e 15, 22, 24 e 38% para

as mesmas proteinas de Jc(DNV.

Quanto a composi¢do protéica dos DNVs existem duas excegdes, uma para o dedes
DNV, que possui somente dois polipeptideos de 40 e 38 KDa e outra para o A. albopictus
Parvovirus (AaPV) que possui 3 proteinas de 53, 41 e 40 KDa (AFANASIEV et al., 1991 e
JOUSSET et al., 1993). Esses virus cujo genoma é menor que dos DNVs classicos devem

constituir um novo grupo de Parvovirus de invertebrados (BOUBLIK, 1993).

A soma dos pesos moleculares das proteinas estruturais (270 KDa) ultrapassa a
capacidade codificadora do genoma (170 KDa), sugerindo que as proteinas estruturais s3o
obtidas através de genes superpostos (KELLY et al., 1980). Varos dados corroboraram esta

hipétese.
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As primeiras indica¢Oes que os quatro polipeptideos apresentavam sequéncias comuns
foram observadas por TIJSSEN & KURSTAK (1979b) através do mapa peptidico das
proteinas do GmDNV. Estes mesmos pesquisadores observaram que as quatro proteinas
estruturais tinham determinantes antigénicos comuns € que VP1 apresentava sequéncias
Unicas. Posteriormente outros pesquisadores utilizando as mesmas técnicas observaram
resultados semelhantes para 0 BmDNV, GmDNV e JcDNV (BANDO et al., 1984 e MOORE
& KELLY, 1980).

Recentemente, pode-se obter os mesmos resultados in vitro inserindo-se em pontos do
genoma viral o gene procarioto lac Z, obtendo-se proteinas quimericas VP2-fgal, VP3-gal e
VP4-Bgal. A proteina VP1-Bgal ndo pode ser detectada por ser pouco exprimida (GIRAUD,
1991).

2.9 Genoma dos DNVs

2.9.1 Propriedades

A constatagdo de que o material genético dos DNVs era composto por DNA foi feita
pela primeira vez em 1967 por TRUFFAUT et al. Eles observaram DNAs bicatenarios com
massa molecular de 3,9 x 10° Da. Entretanto, esta massa molecular era incompativel com o
tamanho do virion. Posteriormente outros pesquisadores concluiram que dentro do capsideo
encontravam-se DNAs de fita simples e que a forte concentragdo idnica utilizada no
procedimento de extragdo juntava as fitas complementares tornando-o dupla fita (BARWISE
& WALKER, 1970 e KURSTAK, 1972a). Este resultado levou a conclusdo que, assim como
para os virus Adeno-Associados (AAV), as fitas (+) e (-) dos DNAs dos DNVs sdo
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encapsidadas de forma equimolar (BERNS & ROSE, 1970; KURSTAK et al.; 1971 e
KELLY et al., 1977). J4 os Parvovirus Autonomos encapsidam preferencialmente fitas de
polaridade negativa (BERNS & ADLER, 1972). A molécula de DNA representa 1/3 da massa
total do virion (TRUFFAUT et al., 1967; KELLY et al., 1977, NAKAGAKI & KAWASE,
1980; SUTO et al., 1979; MEYNADIER et al., 1977c e CHAO et al., 1985).

Diferentes métodos como, microscopia eletronica, constante de sedimentacdo em
ultracentrifugacdo analitica e eletroforese em gel de agarose foram utilizados para calcular a
massa molecular do DNA do BmDNV, GmDNV, CeDNV, JcDNV. Eles possuem de 5 a 6
Kb e respectivamente 3.4 x 10°, 3,9 x 10°, 3.9 x 10° e 4,1 x 10° Da, quando em fita dupla
(KAWASE & KURSTAK, 1991; FEDIERE, 1983; TRUFFAUT et al., 1967; KELLY et al.,
1980 e JOUSSET et al., 1986). O Aedes DNV apresenta 4 kb e, diferentemente dos outros
DNVs 85 % das moléculas de DNA encapsidadas sdo de polaridade negativa (AFANASIEV
etal., 1991).

A observagdo destes DNAs em microscopio eletronico levou a conclusio de que eles
possuem extremidades coesivas. Foram verificadas moléculas circulares monocatendrias,
concatameros bicatenarios e algumas moléculas com tamanhos ndo compativeis com sua
massa molecular (KELLY & BUD, 1978 e KAWASE & KURSTAK, 1991). A presenca de
moléculas circulares monocatendrias com uma protusdo (panhandle) sugere a existéncia de
sequéncias terminais invertidas repetidas (ITRs) (CHAO et al., 1985; BANDO et al., 1990 e
KAWASE & KURSTAK, 1991). Essas sequéncias representam 6-7% do genoma e
correspondem a aproximadamente 440 pb em Pseudoplusia includens DNV(CHAOQ et al.,
1985).
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TABELA 4 - Massa Molecular (Da) das proteinas estruturais (VP) de diferentes Densovirus.

DNV VP1 VP2 VP3 VP4 REFERENCIAS

G. mellonella* 98000 69000 58500 49000 TIJSSEN etal,1976

G. mellonella 92000 67000 58500 49000 TIISSEN et al.,1982

G. mellonella 107300 70900 61100 42600 KELLY etal., 1980

J. coenia* 109600 70800 58700 41900 KELLY et al., 1980

J. coenia 101000 68000 58000 49000 FEDIERE. 1983

B. mori 77000 70000 57000 50000 NAGAKAKI&KAWASE. 1980
C. extranea 82000 74000 54000 49000 FEDIERE, 1983

A. pseudocutelaris 100000 75000 70000 52000 GORZIGLIA et al., 1980
P. includens 87000 64000 54000 46500 CHAO etal., 1985

L. dispar 74000 59000 48000 29000 GRIGNON, 1982

A. vanillae 11000 72000 82000 43000 KELLY etal., 1980

C. mediterraneus 84000 80000 42000 26000 MARI & BONAMI, 1988

*Pode-se observar variagdes para um mesmo DNV.
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Com relagdo a infecciosidade destes DNAs em insetos susceptiveis verificou-se que,
lagartas de G. mellonella e S. littorallis desenvolveram a doenca quando foram infectadas
com o0 DNA de fita dupla. O poder infeccioso do DNA também foi evidenciado em linhagens
celulares permissivas transfectadas com DNA de CeDNV e JcDNV (FEDIERE, 1983). Ao
contrario, insetos de Acheta domestica infectados com o DNA de AdDNV nio
desenvolveram a doenga (JOUSSET et al., 1986).

Apesar do grande nimero de DNVs relatados na literatura, poucos tiveram seus
genomas clonados e sequénciados. Atuaimente conhece-se a sequéncia dos genomas dos
densovirus de Bombyx mori (BANDO et al., 1987a, b, 1990) de Galleria mellonella
(TIJSSEN et al., 1990), Aedes aegypti (AFANASIEV et al., 1991 e Junonia coenia (DUMAS
et al., 1992, BERGOIN et al., 1989; JOURDAN et al., 1990, DUMAS et al., 1992) e P.
includens (TIJISSEN & BERGERON, 1993). Recentemente foi também clonado o genoma do
densovirus de Diatraea sacharallis (KOUASSI, 1993).

2.9.2 Organizacao das sequéncias codificadoras

Entre os genomas de DNV sequenciados existem dois grupos distintos em relagdo ao
quadro aberto de leitura (Open reading frame) (Figura 1). O primeiro grupo é constituido por
genomas, cuja organizagio destes quadros € semelhantes & dos Parvovirus de vertebrados com
dois grandes quadros de leitura (Right e Left ORF) na mesma fita (Figura 1d). O BmDNV e
AaDNV fazem parte deste grupo. Apesar desta semelhanca, o que os diferencia dos
Parvovirus de vertebrados € a presenga de um terceiro quadro de leitura menor (ORF 3 ou
Minus ORF), situado na fita complementar (BANDO et al., 1987a, b; 1990 e AFANASIEV et
al., 1991, 1994).
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As proteinas ndo estruturais sdo codificadas pelo quadro de leitura situado na
extremidade 5' (ORF 1 ou Left ORF), enquanto que o quadro seguinte, situado na
extremidade 3' codifica para as proteinas estruturais (ORF 2 ou Right ORF ). No caso de
AaDNV, os dois ORFs se superpdem e um quadro de leitura menor suplementar situa-se na
extremidade 5' do genoma (Mid ORF) que codificaria proteinas ndo estruturais. (BANDO et
al., 1987a, b; 1990 e AFANASIEV et al., 1991, 1994).

O segundo grupo foi revelado com a clonagem e sequenciamento do JcDNV
mostrando uma organizagdo diferente da descrita acima, ou seja, unica na familia dos
Parvovirus. O JcDNV juntamente com GmDNV e PIDNV formam o segundo grupo quanto a
organiza¢do dos quadros de leitura (DUMAS et al., 1992; TISSEN, 1990 e TIJSSEN &
BERGERON, 1993). No JcDNV um quadro de leitura maior (ORF 1) situa-se na
extremidade 5' de uma das fitas e os trés outros (ORF 2, 3 e 4) encontram-se na extremidade
5' da fita complementar (Figura 2). Demonstrou-se também que ORF 1 € responsavel pela
sintese das quatro proteinas estruturais. Os quadros de leitura da fita complementar codificam
as proteinas ndo estruturais envolvidas na replicagdo. A constatacdo de que as duas fitas sdo
codificadoras confunde o conceito de fita (+) e (-). Se considerarmos que o ORF 1 situa-se na
fita (+) o virus ndo podera se multiplicar na auséncia dos genes nao estruturais (JOURDAN et
al., 1990). No caso do GmDNV existe um quadro de leitura que codifica as proteinas nao
estruturais localizado na extremidade esquerda e um segundo localizado na fita complementar
na extremidade direita que codifica as proteinas estruturais (TIJSSEN, 1990; TIJSSEN &
BERGERON, 1993; CHEJANOVSKY & TAL, 1992 e TAL & ATTATHOM, 1993).
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FIGURA 1 - Organizac@o genomica de JcDNV (DUMAS et al., 1992), BmDNV (BANDO
et al., 1990), AaDNV (AFANASIEV et al., 1991) e do Parvovirus de vertebrados MVM
(SHADE et al, 1986). ITR - Sequéncia terminal invertida repetida; NS - Proteina ndo
estrutural; S - Proteina estrutural; ORF - Quadro de leitura (open reading frame).
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FIGURA 2 - Organizagdo do genoma viral do Densovirus de Junonia coenia clonado no
plasmideo pBR 322 (DUMAS et al., 1992). O genoma viral é contituido de 5908 pb e possue
quatro quadros abertos de leitura (ORFs) localizados na extremidade 5' de cada fita. A
capacidade de codificagdo destes é 89, 60, 30 e 20 KDa para os ORFs 1, 2, 3 e 4
respectivamente. O genoma foi inserido ao acaso, sendo a fita codificadora das proteinas
estruturais posicionadas na extremidade 5' do lado esquerdo. Existe em cada extremidade do
genoma_uma longa sequenc1a palindromica formando uma repeticdo terminal invertida
. As 96 primeiras bases da extremidade esquerda podem se dobrar para formar
uma estrutura de "hairpin” (H). Em consequéncia de uma delegio de 88 pb na clonagem, a
insergdo viral de pBRJ ndo possue hairpin na extremidade direita. Os dois promotores (il
do ORF 1 (P9) e dos ORFs 2, 3 e 4 (P93) sdo incluidos parcialmente na sequéncia
palindrémica. A posi¢go dos cédons de iniciagdo dos 4 polipeptideos estruturais s3o indicados
pelas flechas verticais.
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2.9.3 Estrutura das extremidades

KELLY & BUD. 1978 e CHAO et al., 1985 observaram por microscopia eletronica e
através da digestdo pela nuclease S1 moléculas circulares monocatenarias e concatameros
bicatendrios indicando a presenca de sequéncias terminais repetidas e invertidas (ITRs) em
cada extremidade. A presenca de sitios de restri¢do simétricos foi também observada como
evidéncia deste fato (JOUSSET et al., 1990). Posteriormente. o sequenciamento destes
genomas confirmou estas informagdes (TIJSSEN, 1990; JOURDAN et al., 1990; DUMAS et
al.. 1992 e BANDO et al.. 1990).

O sequenciamento das extremidades de GmDNV mostrou que suas ITRs sdo
compostas de 350 pb (TIJSSEN, 1986). CHAO et al. (1985), estimaram por microscopia
eletronica que estas sequéncias em Pseudoplusia includens DNV apresentavam 440 pb, mas a
auséncia de sequéncias palindromicas internas ndo permite a formagdo de estruturas em T. As
ITRs de JcDNV possuem 517 nt, a maior entre os Parvovirus. Devido ao seu tamanho e
sequéncias palindromicas podem formar estruturas secundarias complexas (Figura 3)
(DUMAS et al., 1992).

As repeti¢des terminais invertidas sdo encontradas nos AAV e Parvovirus Autonomos.
Estes também podem formar estruturas secundarias complexas, gragas a presenca de
numerosas sequéncias palindromicas complementares. Estas estruturas em formade T ou Y
sdo caracteristica dos AAVs e de parvovirus autonomos. A presenga de ITRs de JcDNV levou
a supor, por analogia com as propriedades integrativas dos AAVs, que seu genoma poderia
integrar-se no genoma de seu hospedeiro. Essa hipotése foi confirmada posteriormente por
ROLLING. 1992.
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O genoma de BmDNV apresenta ITRs de 225 pb, onde as primeiras 153 formam
estruturas de "hairpin" (grampo de cabelo), sem que se formem as estruturas em T ou Y,
caracteristicas estas, comuns aos Parvovirus de vertebrados e aos DNVs (KAWASE, 1985 e
BANDO et al., 1990).

O genoma de Aedes DNV apresenta em cada extremidade uma sequéncia
palindromica tnica em sequéncia primaria. Possuem 146 nt na extremidade 5' e 164 na 3/,

podendo formar estruturas em T (AFANASIEV et al., 1991).

2.9.4 Replicagiio e transcricao do genoma viral

Contrariamente aos AAV2, os densovirus s3o virus autdbnomos em sua replica¢do
assim como outros Parvovirus. Estudos recentes dos genomas de BmDNV e JcDNV
mostraram que as [TRs estdo envolvidas na replicagdo (BANDO et al., 1990 e JOURDAN et
al.,, 1990). Delegoes simétricas de 149 a 258 pb dentro das ITRs do genoma de JcDNV
anulam o poder transfectante dos plasmideos nos quais foram clonados. Através destes
resultados concluiu-se que as ITRs tem papel fundamental na replicagdo do genoma viral pois
serviriam de primer (JOURDAN et al., 1990 e TIJSSEN et al., 1990). Os mecanismos de
replicagdo dos Parvovirus sdo muito diversificados e restam ainda a ser elucidados para os
DNVs.

Até hoje, foram poucos os DNVs estudados quanto ao aspecto da tradugdo e
transcricdo de seu genoma entre eles encontra-se 0 GmDNYV. Foram observados cinco
"transcritos" poliadenilados gerados no hospedeiro natural. Estes RNAs mensageiros
apreentaram 1,8, 2.4, 3,5, 4,0 e 5,0 kb (GROSS et al., 1990). A tradugio destes fragmentos

gerou polipeptideos de 30, 49, 55, 65 e 94 kDa respectivamente, sendo que os quatro ultimos
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parecem corresponder aos pesos moleculares das quatro proteinas estruturais que formam o
capsideo. O polipeptideo de 30 kDa foi o mais abundante e corresponde a uma proteina ndo
estrutural. Embora sendo de tamanho compativel ao fragmento 1,8 kb, estes pesquisadores
ndo puderam definir se este polipeptideo corresponde & este fragmento transcrito ou a um

produto de degradagdo do polipeptideo viral maior de 49 kDa.
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FIGURA 3 - Organizagio secundaria da extremidade do genoma do densovirus de J. coenia.
A. 517 primeiras bases e B. 96 primeiras bases que constituem o "hairpin" terminal (DUMAS
et al.,, 1992).
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Os produtos da tradugdo in vitro dos RNAs mensageiros extraidos de células do
intestino médio de lagartas de B. mori infectadas com 0 BmDNV-2 mostraram a presenca de
seis polipepeptideos de 115, 53,5, 49, 46,5, 17 e 16,5 kDa (KOBAYASHI et al., 1986). Trés
deles (53,5, 49 e 46,5 kDa) correspondem aos polipeptideos estruturais. Cinco promotores
potenciais foram identificados antes dos trés quadros abertos de leitura e dois na sequéncia
codificadora do ORF 2 (BANDO et al., 1987b e 1990).

LI (1993), identificou dois RNAs mensageiros virais de 2,6 e 2,2 kb nos tecidos
larvais e em culturas de células transfectadas com JcCDNV. Ele demonstrou que o mensageiro
de 2,6 kb é o produto de transcricdo do promotor P9, dentro do ORF 1 e codificando as
proteinas estruturais. Enquanto que o o mensageiro de 2,2 kb ¢ o produto de trancricdo a
‘partir do promotor P93, situado na fita complementar e codificando as proteinas néo
estruturais. Os produtos de transcrigdo in vitro do RNA de 2,6 kb revelaram 4 polipeptideos
maiores correspondentes em tamanho aos quatro polipeptideos do capsideo, VP1, VP2, VP3 e
VP4. A trancricdo e traducdo in vitro das sequéncias n3o estruturais mostraram dois
polipeptideos menores de 20 e 30 kDa e outro maior de 68 kDa. O tamanho destes trés
polipeptideos é compativel com a capacidade tedrica de codificagdo dos ORF 4, 3 e 2

respectivamente.

2.10 Clonagem do genoma de JcDNV e DsDNV

2.10.1 JcDNV

O genoma de JcDNV foi clonado no sitio Eco RV do plasmideo pBR 322

(JOURDAN et al., 1990). O plasmideo recombinante foi denominado pBRJ e mostrou-se tdo

infeccioso por transfec¢do em lagartas de Spodoptera littorallis quanto o DNA viral. Os
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virions obtidos a partir desta infeccdo apresentam as mesmas caracteristicas do virus
selvagem. O DNA viral é capaz de deixar o plasmideo e gerar uma infec¢do em lagartas de S.
littorallis. Estes mesmos plasmideos podem transfectar as seguintes linhagens celulares SPC-
PL 65. SPC-SL 52.

2.10.2 DsDNV

O genoma de DsDNV ¢é composto de 5950 pb (determinado através de eletroforese) e
foi clonado no sitio Hind I do plasmideo pEMBL 19 (Figura 4). e o plasmideo recombinante
foi denominado pDst 50. Determinou-se que o genoma clonado possui 5890 pb e como
ocorreu para pBRJ, aproximadamente 60 pb do genoma foram deletadas no momento da
clonagem (KOUASSI, 1993). Foi também estabelecida pelo mesmo autor o mapa de restrigdo
deste virus (Figura 5). O pDst 50 foi utilizado para transfectar varias linhagens celulares de
lepidopteros, sendo que apenas BCIRL-PX 2 HNU3 (Plutela xylostella) mostrou-se
susceptivel (KOUASSI, 1993).

2.11 Organiza¢io do genoma viral de JeDNV

A inser¢do viral clonada (pBRJ) e sequénciada permitiu definir a organizagéo
gendmica deste virus. O genoma viral € constituido 5908 pb sendo que a sequéncia
codificadora é flanqueada por duas longas ITRs, regides ndo codificadoras. Enquanto que nos
Parvovirus sequénciados até hoje, as sequéncias codificadoras se encontram numa s¢ fita de
DNA, no JcDNV estas sequéncias se encontram nas duas fitas complementares (DUMAS et
al., 1992).
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O ORF 1 foi posicionado ao acaso na posigdo 5, a esquerda de uma das fitas,
ocupando metade desta. A outra metade da fita complementar comporta os outros trés
quadros de leitura. O ORF 1 possue 2453 bases que corresponde a uma capacidade
codificadora de 89 kDa. O ORF 1 codifica as quatro proteinas estruturais. Os outros trés
quadros de leitura (ORF 2, ORF 3 e ORF 4) situados na fita complementar possuem
capacidade codificadora de 60, 30 e 20 kDa. Posicionado a esquerda do ORF 1, encontra-se
um promotor funcional, P9, onde seu "TATA" box se situa a 35 nucleotideos do primeiro

ATG.

Os ORFs 2, 3 e 4 se posicionam no sentido 5'—3' na seguinte ordem: ORF 4, ORF 2 e
depois ORF 3 e estdo sob controle de um s6 promotor P93, que ¢ simétrico ao do ORF 1. Um
tinico codon stop separa o ORF 4 do ORF 2. O ORF 3 comega 11 nt ap6s o inicio do ORF 2 e
esta deslocado em um nucleotideo em relacdo aos outros dois ORFs. Estes trés ORFs

codificam as proteinas ndo estruturais envolvidas na replicacéo.

O plasmideo pBRJ néo apresenta a sequéncia viral total do JcDNV. Dados publicados
por JOURDAN et al. (1990) mostraram que a ITR da extremidade direita foi deletada em 88
pb no momento da clonagem. No entanto, sua capacidade infecciosa, ndo foi alterada, e os
virus obtidos a partir da transfecgdio tem o perfil do virus selvagem. E provavel que esta
delecdo seja reparada durante o processo de replicagdo viral como no caso dos AAVs
(SAMULSKI et al., 1983). Os 429 nt desta extremidade sdo complementares a sequéncia da
extremidade esquerda entre os nucleotideos 89 e 517. Pode-se concluir que o virus
"selvagem" possue em cada extremidade uma repeti¢do terminal invertida de de 517 pb. O

JcDNV é o unico entre os Parvoviridae que apresenta uma sequéncia ITR mais longa.
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FIGURA 4 - Plasmideo recombinante no qual foi inserido o genoma de DspNV. A. insergdo
foi feita no sitio Hind I de pEMBL 19 e o plasmideo recombinante foi denominado de

pDst50 (KOUASSI, 1993).
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FIGURA 5 - Mapa de restrigdo do DNA de DsDNV mostrando esquematicamente a posigdo
dos sitios de restricio (KOUASSI, 1993).
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Através do sequenciamento do genoma pode-se observar que as sequéncias invertidas
apresentam repeti¢des diretas de 6 a4 12 nt, e que 0s 96 nt de cada extremidade formam, por
dobramento, uma estrutura secundaria de "hairpin" em forma de Y (Figura 3). Este tipo de
estrutura comum a todos os Parvovirus tem um papel fundamental na replicagdo, podendo ser
responsavel pela encapsidagdo e reconhecimento pelas enzimas de replicacdo e da transcrigdo.
Os pBRIJ deletados utilizando-se enzimas de restrigdo em 149 pb ou de 258 pb em suas ITRs,
transfectados em lagartas de S. littorallis ndo foram capaz de gerar uma infeccdo (DUMAS et
al., 1992). Provou-se também que as extremidades do JcDNV permitem ao virus integrar-se
no genoma do hospedeiro, propriedade comum aos AAVs (GIRAUD, 1991 e ROLLING,
1992). O pBRJ também foi empregado como vetor de expressdo e integrag¢do. Foram
inseridos os genes de lac Z de E. coli, da poliedrina do Baculovirus de Autographa
californica, da resisténcia 4 neomicina e da eritropoitina humana (GIRAUD, 1991;
ROLLING, 1992 e BOSSIN, 1993). Depois destes trabalhos publicados utilizando o JcDNV
como vetor de expressdo, varios pesquisadores utilizaram outros DNVs também como vetor
de expressdo. TAL & ATTATHOM, 1993 usaram o promotor das proteinas estruturais do
GmDNYV para expressar o gene de cloranfenicol acetil transferase e AFFANASIEV et al.,

1994 que também expressaram o gene da 3-galactosidase no genoma do AeDNV.

KOUASSI (1993) construiu quimeras dos genomas de DsDNV-JcDNV onde as ITRs
de cada um dos virus foi conservada no plasmideo recombinante e 0 genoma viral (sequéncia
interna codificadora) foi clonado sem suas [TRs visando novamente mostrar a fungdo destas
sequéncias. O genoma dos dois virus possui em cada extremidade um sitio BamH I que indica
a localizagdo das ITRs. Assim pBRJ + ITRs recebeu o genoma de DsDNV sem suas proprias
ITRs e o pDst50 + ITRs recebeu a sequéncia interna do JcDNV. Deve-se lembrar que o
DsDNV nio foi capaz de transfectar as linhagens celulares (SPC-PL 52 e SPC-SL 65) em que
se replica o pBRJ. Entretanto, o plasmideo quimera (BamH I fragmentos terminais - ITRs - de
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JcDNV e fragmento BamH I interno de DsDNV) foi capaz de transfectar linhagens celulares
de S. litorallis indicando que as ITRs podem atuar como origem de replicagdo para JcDNV
(KOUASSI, 1993)

2.12 Homologia entre os Parvovirus

Como mencionado anteriormente os DNVs apresentam quatro proteinas estruturais
variando de 42000 a 110000 Da (Tabela 4). Varios estudos de comparagdo foram realizados
entre JcDNV e 0 GmDNV. Foi observado que estes virus apresentam pequenas diferengas em
relacdo a massa molecular das proteinas estruturais. As VP1, VP2, VP3 e VP4 de JcDNV
apresentam 42600, 61100, 70900 e 107300 Da enquanto que as do GmDNYV 41900, 58700,
70800 e 109600 Da (KELLY et al., 1980). Quando comparados por suas propriedades
biofisicas, bioquimicas e serologicas eles podem ser considerados similares mas nio
idénticos, ainda deve-se a estes mesmos pesquisadores estudos de cinética de reassociagio
dos dois DNAs, mostrando que os dois virus apresentam uma identidade de 87 % a nivel

gendmico.

JOUSSET et al. (1986 a, b) observou que estes mesmos virus apresentam mapas de
restricdo semelhante, diferindo em relagdo a oito enzimas entre todas experimentadas. A

comparagdo destes com o genoma de AADNV mostrou ser totalmente diferente dos dois .

Recentemente estudos comparativos tem sido realizados sobretudo em relagio a
sequéncia nucleotidica. Os parvovirus de vertebrados sdo os mais conhecidos e estudados em
relagdo a sequéncia nucleotidica, modo de agdo, organizagdo e replicacdo. Entre eles estdo o
H-1(Human tumor Hep-1virus), MVM (Minute virus of mice) e AAV-2 (Adeno-Associated
virus). DUMAS et al. (1992) verificaram que uma parte da sequéncia do JcDNV, dentro da
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regido codificadora de proteinas estruturais apresenta 54 % de homologia com 0 AAV, 64 %
com o H-1 e MMV, 76 % com o PPV e 69 % com o CPV (Canine Parvovirus), FPV (Feline
Parvovirus) e MEV. Existe também uma regido do ORF-1 de JcDNV que apresenta 57 % de
homologia com a regido do ORF-2 de BmDNV (DUMAS et al., 1992).

Outros pesquisadores encontraram uma homologia de 35 % entre BmDNV-1 e H-1,
MVM e 300 pb para AAV (BANDO et al., 1987b). Estas regides homologas encontram-se
localizadas no ORF-2 e na parte do genoma que codifica proteinas ndo estruturais (ORF 1).
Através dos resultados obtidos por H-1, MVM, AAV e BmDNV, concluiu-se que todos os
virus da familia Parvoviridae apresentam um ancestral comum. O fato destas homologias
situarem-se na regido codificadora de proteinas ndo estruturais (NS), que tem importante
papel na replicagdo, leva a crer que existe em relacdo a todos os Parvovirus modalidades
comuns nesta etapa do seu ciclo (LI, 1993).

Enquanto que um grande numero de parvovirus de vertebrados tem seus genomas
clonados e sequenciados, entre os 25 DNVs descritos apenas seis foram sequenciados o
BmDNV (BANDO et al., 1987b, 1990), GmDNV (TLJSSEN et al., 1990, 1993), AaDNV
AFANASIEV et al,, 1991), JcDNV (DUMAS et al., 1992), PIDNV (TIJSSEN & BERGSON,
1993)e mais recentemente o AaPV que ndo se enquadra na categoria dos DNVs tipicos
(BOUBLIK, 1993).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Virus

Utilizaram-se nos experimentos virus de duas procedéncias. Os virus de densonucleose
de Junonia coenia (Jc(DNV), de Galleria mellonella (GmDNV) e Acheta domestica
(AdDNYV) foram obtidos do Laboratoire de Pathologie Comparée - INRA - Saint Christol-les-
Alés - Franga e o virus de densonucleose de Diatraea saccharallis (DsDNV) da cole¢do do
Laboratdrio de Virologia de Insetos, Departamento de Genética e Evolugdo - IB - UNICAMP

- Campinas - Brasil.
3.2 Insetos

Para multiplicacdo do JcDNV empregaram-se lagartas de Spodoptera littorallis
Boisduval (Noctuidae). Lagartés de Diatraea saccharalis provenientes da criagdo do
Laboratério de Virologia de Insetos - IB - UNICAMP e do CIRAD foram utilizadas para a
multiplicagdo do DsDNV, e também em experimentos de especificidade de hospedeiros. A

dieta oferecida para estas lagartas foi a mesma utilizada nas criagdes de S. littorallis.

Varias espécies de lepidopteros foram inoculadas com DsDNV com o intuito de
avaliar a eficiéncia de multiplicagdo do virus e a especificidade de hospedeiro. Sédo elas:
Spodoptera littorallis (11 dias) e Ephestia khuniela (20 dias), obtidas do insetario mantido
pelo Institut de Recherches du Coton et Textile (IRCT - CIRAD atualmente CIRAD-CA -
Montpellier - Franga), e lagartas de Sesamia sp. provenientes de criagdes artificiais em
Atenas, Grécia. Lagartas de Galleria mellonella foram fornecidas pelo insetdrio mantido na
Station de Patholgie Comparée - INRA - St Christol-les-Alés e adultos de Acheta domestica

foram coletadas no campo.
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3.3 Plasmideos

7 pDst 50 - compreende o plasmideo pEMBL 19 (Boehringer) com o genoma
completo de DsDNV, clonado e fornecido por KOUASSI, 1993.

7 pDst 9 - mesmo plasmideo com o genoma no sentido inverso.

2 pBSK - pBluescript I SK - Stratagene

3.4 Bactérias e meio de cultura

7 JM 83 - E. coli (YANNISH-PERRON et al., 1985): ara, D. (lac - pro AB), rsp L, F
80, lac Z, DM 15.

7 DH50F' - E. coli (WOODCOCK et al., 1989 e RALEIGH et al., 1989) F/ end Al
hsd R17, sup E 44 thi - rec Al gyr A, rel Al, lac ZYA, argF, U 169, lac Z M15.

7 XL1 Bleu - E. coli (BULLACK et al., 1986) F': Tn10 pro A+ B+, lac Z M15/ rec
Al, end Al, gyr 96, thi hsdh 17, sup E 44 rel Al lac.

Foi empregado o meio LB (anexo 1), cuja composi¢@o encontra-se descrita no Anexo
2, para as pré-culturas e culturas de todas as bactérias utilizadas. Utilizou-se ampicilina na

concentracio de 50 mg/ml tanto no meio liquido como no sélido.
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3.5 Linhagens celulares e meios de cultura

As culturas celulares sdo mantidas por repicagens semanais em placas de cultura de 25
cm’ contendo 5 ml de meio de cultura. As culturas sdo homogeneizadas aspirando e voltando
o meio, com uma pipeta Pasteur, sobre o tapete celular, até que as células se descolem da
parede. Uma aliquota desta mistura (0,5 a 1 ml) serve para semear uma nova placa e o volume

é aumentado até 5 ml através de meio fresco. As placas sdo conservadas em estufa a 28°C.

Foram utilizadas cinco linhagens celulares de inseto, sio elas: linhagem SPC-PL 65,
derivada de hemocitos Spodoprera litura (QUIOT, dados ndo publicados), clone SfOIPBL-Sf-
21 de Spodoptera frugiperda (VAUGHN et al., 1977), SPC-SL 52 de Spodoptera litioralis
(MIALHE et al., 1984), SPC-GM 17 de Galleria mellonella (QUIOT, dados ndo publicados)
e BCIRL-PX2-HNU3 de Plutella xylostella (CHEN et al., 1983).

Para as trés primeiras linhagens foi utilizado o meio TG3 (anexo 2) e para as duas
ultimas BM25 (QUIOT, dados néo publicados). Para todas as linhagens adicionou-se 10% de

soro fetal bovino com exce¢do de PX 2-HNU3 que também foi utilizada sem soro (ss).

3.6 Preparo dos inéculos para infecgiio de insetos e células

Lagartas de D. saccharalis infectadas com o DsDNV foram homogeneizadas em meio
de cultura celular TG3. Esta suspenséo foi clarificada e filtrada em filtro Millipore 0,45 um
em condi¢des estéreis para inoculagio em lagartas de S. littorallis e nas linhagens celulares.
Para inoculacio de Sesamia sp., as lagartas de D. saccharalis foram homgeneizadas em

tampao Tris-acido ascorbico.
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Lagartas de S. littorallis infectadas com JcDNV foram homogeneizadas em Tris-acido
ascorbico seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito acima e, esta solugdo foi empregada

para a inocula¢do de lagartas de D. saccharalis.
3.7 Inoculagio de lagartas

Este experimento teve por finalidade testar a especificidade e viruléncia do DsDNV
em lagartas criadas na estagdo de pesquisa e na utilizada para multiplicagdo do JcDNv. Apds a
assepsia das lagartas inoculou-se o virus utilizando-se uma seringa de insulina adaptada a um

micro aplicador.

3.7.1 Spodoptera littorallis

Lagartas de S. littorallis de 11 dias foram infectadas com o DsDNV em suspensdo,
injetando-se 16 ul por lagarta, empregou-se como controle o tampéo Tris-EDTA (TE) e o
meio de cultura no qual o virus estava suspenso. As lagartas inoculadas foram deixadas por 24
h sem alimento e, as que sobreviveram a injegdo foram colocadas em caixas individuais com

dieta. Estas foram observadas diariamente para coleta de lagartas mortas e pupas.

3.7.2 Ephestia khuniella

Lagartas de E. khuniella foram inoculadas com 9 pl de DsDNV (7,65 pg de virion).
Como alimento para estas lagartas utilizou-se sémola de milho. Apés a inoculagdo seguiu-se o

mesmo procedimento descrito acima.
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3.7.3 Sesamia sp.

O mesmo procedimento descrito acima foi empregado para infecgdo de lagartas de
Sesamia com 0 DsDNV. Neste caso injetou-se 27 pl de suspensdo viral/lagarta. Estas lagartas

estavam com 20 dias.

3.7.4 Diatraea saccharalis

Lagartas de D. saccharalis de 15 dias foram inoculadas com 27 pl de JcDNV. Foram
escolhidas lagartas com o mesmo tamanho e aparéncia sadia para que pudessem sobreviver a
injecdo. ApoOs 15 dias da inoculagdo as lagartas e pupas de cada espécie foram
homogeneizadas individualmente para serem empregadas em testes ELISA para confirmacgio
da multiplicac@o dos virus. A hemolinfa da lagartas de S. littorallis e E. khuniella foi utilizada

para preparagdes e observada em microscopio eletronico.

3.7.5 Galleria melionella

Lagartas de G. mellonella de 11 dias, foram inoculadas com 16 ul de DsDNV. As
lagartas foram selecionadas 24 h depois da inoculagio e mantidas em dieta artificial por 15
dias. As lagartas mortas e pupas foram analisadas posteriormente como as das outras espécies.

3.7.6 Acheta domestica

Adultos desta espécie de grilo foram coletados durante a primavera nos arredores da

estagdo experimental, ndo sendo, portanto, definida a idade dos mesmos. Os insetos foram
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inoculados com 16 pl de DsDNV, deixados 24 h sem alimentag&o, selecionados e observados

diariamente. Ap6s 15 dias, todos os insetos mortos ou nfo, foram analisados.

3.8 Infeccio e titulacio em culturas de células

Foram utilizadas placas de cultura de tecido de 96 cavidades. Cada placa foi dividida
de forma a empregar-se trés linhagens por ensaio. Na primeira placa foram testadas as
linhagens Sf9, SPC-SL 52 e SPC-PL 65 e na segunda SPC-GM 17, PX2 e PX2 ss. Colocou-
se 100 pul de suspensdo celular por cavidade. Apds 24 h a 28°C o meio de cultura livre de
virus foi retirado e substituido pelo meio contendo o virus, diluido em até 10°. Como
controle positivo, utilizou-se a suspensdo viral pura e como controle negativo, o meio de
cultura livre do virus. Apés 5 dias foram realizados testes de imunofluorescéncia para

constatagdo da presenca do virus.

3.9 Infeccao de frascos de cultura

Definida a titulagio ideal do virus, empregou-se frascos de 25 cm’ para infecgdo de
linhagens celulares que se mostraram mais susceptiveis ao DsDNV. As células foram
semeadas na razdo de 1:5, sendo 1 ml de suspensdo celular para 5 ml de meio de cultura. Para
cada inéculo, foram rrealizadas duas repetigdes. Apos 24 h a 28°C retirou-se 1 ml do meio e
adicionou-se 1 ml de suspensio viral a 10™. As células foram incubadas 6 dias & 28°C quando
o meio foi retirado, e as células, coradas por imunofluorescéncia e observadas em

microscopio de luz ultra violeta. O meio de cultura retirado dos frascos foi reinoculado em
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frascos contendo células sadias. As células foram repicadas em varias passagens, sempre com

duas repetigdes e a cada uma um frasco foi corado por imunofluorescéncia.

3.10 Titulacfio da suspensio viral empregada para infeccdo de linhagens celulares

e insetos

A dose infecciosa de uma suspensio viral foi determinada pelo método da dilui¢do
limite. O meio de cultura proveniente dos frascos utilizados para imunoflurescéncia foram
estocados e empregados para titulagdo em insetos e células. O meio de cultura dos frascos
inoculados foi denominado como sendo a primeira passagem (1P), da infecgdo. Frascos de

cultura contendo células novas foram inoculados com o meio 1P e foram, entdo denominados

de SN-1P (sobrenadante da 1° passagem).

Para testar a infecciosidade destes virus, o meio foi inoculado em lagartas de D.
saccahralis de 15 dias. A suspensdo viral usada como inoculo inicial foi diluida 10’1, 10'2, 107
3,107, 107, 10° e 10" vezes. Os meios de cultura referente as diferentes passagens também

foram diluidos de 10™ até 10 e inoculado.

Foram inoculadas aproximadamente 15 lagartas com cada uma das dilui¢Ges e estas
foram analisadas individualmente.

3.11 Imunofluorescéncia

O diagnéstico da infecgdo foi baseado na detecgdo do complexo antigeno-anticorpo

por imunofluorescéncia. A técnica utilizada foi aquela descrita por STITZ et al (1988) com

modificagoes (LI, Y., dados ndo publicados)
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As células inoculadas com o DsDNV, depois de 7 dias foram fixadas com tampdo
PBS (anexo 3) contendo 3% de formaldeido por 20 min a temperatura ambiente. Adicionou-
se a seguir 3% de Triton X-100 em tamp3o PBS e incubou-se no mesmo tempo e temperatura.
As células foram lavadas com PBS e, entdo adicionou-se anti-soro anti-virion de DsDNV,
preparados a partir de camundongos ou coelhos diluidos na razdo de 1/500. Incubou-se de 40
2 120 min a 37°C. O anti-soro foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS. As
células foram entdo incubadas no tampdo PBS contendo anticorpo anti-IgG de camundongo,
marcado com flurosceina e azul de Evans por 40 4 60 min a temperatura ambiente, na

auséncia de luz. Ap6s este periodo observou-se em microscdpio UV.

3.12 ELISA

As lagartas inoculadas nos diferentes experimentos foram homogeneizadas
individualmente em tampdo PBS sendo 90 pl desta suspensdo depositado por cavidade da
placa. Foi empregado como controle negativo e como branco da placa o proprio tampdo PBS
e como controle positivo a hemolinfa de lagartas contaminadas com o virus. Apds a
incubacdo durante a noite a 4°C, as cavidades foram lavadas com PBS-Tween (Anexo 4) trés
vezes por 3 min. O anti-soro (anti-DsDNV ou anti-JcDNV) foi diluido 500 vezes em PBS-T
ao qual foi adicionadao 0,5% de BSA e depositado a razdo de 90 pl/cavidade. A placa foi
incubada com esta solugdo durante toda a noite a 4 °C. A seguir foram realizadas trés
lavagens por 3 min com PBS-T. Adicionou-se entdio 90 pl de PBS-T + anti-IgG de
camundongo marcado com peroxidase, diluido 500 x + 5 % de BSA, incubou-se 2 h a
temperatura ambiente. Apds este periodo lavou-se a placa seguindo-se o0 mesmo procedimento

descrito anteriormente. A revela¢do foi realizada adicionando-se 200 pl de substrato (1,1
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mg/ml de ABTS - 2,2 Azino-D, 3-ethylbenzothiazoline 6 sulfonato) dissolvido em tampéo
citrato pH 4,7 e H,O, a uma concentrago final de 0,003%. A absorbancia foi lida a 405 nm
num leitor de placas Titertek Multiskan.

3.13 Purificacio viral

Trinta lagartas de Diatraea saccharalis infectada com DsDNV foram homogeneizadas
em Omni Mixer em 30 ml de tamp@o Tris + acido ascorbico (Anexo 5) (pH-7,5) por 5 min. A
seguir o homogeneizado foi filtrado e sonicado de 2 a 6 min e submetido a centrifugacdo a
10000 g durante 10 min para clarificagdo. O precipitado P-1 foi descartado e o sobrenadante
S-1 foi submetido & centrifugagfo em gradiente de renografina 20-76% a 120000 g, 4°C por
16 h. As bandas de cada tubo foram recuperadas e dializadas contra tampdo PBS durante 48
h, sendo o trocado o tampdo a cada 12 h. As bandas obtidas foram observadas em

microscopio eletronico e a concentrago viral estimada através de espectrofotometria.

3.14 Centrifugacio em cloreto de césio

Para a determinagdo da densidade do DsDNV empregou-se gradiente de cloreto de
césio (CsCl) pré-formado nas concentragdes de 20 e 44% diluido em tampdo PBS 0,1 X. A
densidade deste gradiente variou de 1,23 a 1,49 g/ml. A suspensdo viral clarificada descrita no
procedimento anterior foi colocada sobre o gradiente e centrifugada & 120000 g - 4°C por 16
h. Apos a centrifugagdo, aliquotas de 1 ml foram recuperadas em um coletor de fragdo
Autodensiflow e a absorbancia a 254 nm foi determinada e registrada em um monitor ISCO
UAS u.v.
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3.15 Observacao em microscopio eletronico

A eficiéncia das inoculagdes em experimentos de especificidade de hospedeiro foi
avaliada através da hemolinfa de lagartas, assim como de suspensdes virais clarificadas e
purificadas. As suspensdes virais foram tratadas negativamente com acido fosfotungstico a 2

% e observadas.

3.16 Eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS

As eletroforeses foram realizadas em aparato vertical de pequenas dimensdes 80 x 85
x 1 mm. A metodologia empregada no preparo dos géis foi a descrita por Laemmli (1970)
com modificagdes. Adicionou-se as amostras virais o tampdo da amostra 4 X (Anexo 6) e
desnaturou-se as proteinas a 100°C por 3 min. Nos anexos 7 a 14 encontram-se a composi¢do

dos géis, das solugdes estoque, tampdes, solugdes corante e descorante.

O tempo de duragio das corridas foi aproximadamente 1:30 h utilizando-se corrente
constante de 15 mA até o limite do gel de empacotamento e 25 mA até o final. A
concentragio de acrilamida foi de S % para o gel de empacotamento e 8,5 a 10% para o gel de
resolugdo. Como padrio protéico foi empregado o kit LMW da Pharmacia, com as seguintes
proteinas: fosforilase $-94000 Da, albumina 67000 Da, ovoalbumina 43000 Da, anidrase
carbonica 30000 Da, inibidor de tripsina 20100 Da e o-lactoalbumina 14400 Da e/ou kit
Boehringer com «-2 macroglobulina 170000 Da, fosforilase (-97400 Da, glutamato
desidrogenase 55400 Da, lactato desidrogenase 36500 Da e inibidor de tripsina 20100 Da.
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3.17 Western blot

Apés a eletroforese em SDS-PAGE as bandas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose. A transferéncia foi realizada em aparelho da BioRad, Trans Blot Cell e os
componentes do sistema foram montados na seguinte ordem: esponja Scoth-brite, papel
Whatmam 3 MM, gel, filtro de nitrocelulose (0,45 um), papel Whatman e esponja Scoth-
brite. Todos os papéis e esponjas foram umedecidos no tampdo da cuba. A transferéncia de
proteinas do gel para o filtro de nitrocelulose foi realizada com amperagem constante de 150
mA 2 4°C durante 2 h. A composi¢do do tampdo da cuba encontra-se descrito no anexo 15.
Ap6s o tempo de corrida, o filtro de nitrocelulose foi colocado entre folhas de papel de seda,

para depois de seco, ser revelado.

3.18 Dot blot

Esta técnica é uma variacdo do Western Blot e foi utilizada para detectar a quantidade
minima do antigeno homoélogo revelado por diferentes dilui¢des do anticorpo. Para cada virus
foram feitas as seguintes dilui¢des: 1 pg, 100 ng, 10 ng, Ing, 100 pg e 10 pg. As diluigdes dos
anticorpos para os diferentes virus foram: 1/200, 1/500, 1/1000 e 1/2000. Em cada cavidade
da placa, sobre a membrana colocou-se 100 pl de cada dilui¢do do antigeno. O aparelho

utilizado foi o Bio-dot da BioRad.
3.19 Revelacio das proteinas transferidas
O filtro de nitrocelulose utilizado tanto nos Western Blot quanto no Dot foi imerso

numa solugdo de tampdo PBS e leite em p6 desnatado a 1 %, por 1 h a temperatura ambiente.

Este procedimento tem por finalidade saturar a membrana para que ocorram somente reagdes
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especificas. Esta solu¢do foi eliminada e a membrana lavada com PBS-Tween 20 a 0,05 %
por trés vezes por 1, 5 e | min. A seguir os anticorpos de cada virus foram diluidos em 1/1000
( na solucdo de PBS-leite) onde a membrana foi incubada por 1 h a temperatura ambiente.
Realizou-se nova lavagem com PBS-Tween. Posteriormente a membrana foi incubada a
mesma temperatura e mesmo tempo em solu¢do de PBS-leite e anticorpo conjugado (anti IgG

de camundongo marcado om peroxidase) diluido 1/1000.

Apos a lavagem em PBS-Tween adicionou-se o meio de revelagdo. Utilizou-se o 4
cloro-naphtol durante 10 a 30 min ou o diamino benzidina de 5 a 20min, ambos na auséncia
de luz. A reagdo de coloragio foi encerrada lavando-se as membranas com agua. As solugdes

e tampdes empregados neste procedimento estdo nos anexos 16 a 18.

3.20 Extraciio do DNA viral

A suspensdo viral purificada foi ajustada a concentra¢do final de 4 mM de EDTA,
adicionou-se 2% (p/v) de sarcosil, 200 mg/ml de proteinase K e incubou-se a 37°C por 2 h.
A seguir, adicionou-se 0 mesmo volume de fenol (saturado com TE 10:1) agitou-se por 5 min
e centrifugou-se a 12000 rpm por 3 min. Repetiu-se 0 mesmo procedimento. Adicionou-se a
fase aquosa o mesmo volume de cloroféormio:alcool isoamilico (24:1) seguido de
centrifugacdo nas mesmas condigdes. Em seguida foi adicionado duas vezes o volume de
etanol 100 % e acetato de sodio na concentragdo final de 0,3 M. Esta solugdo foi incubada
durante a noite & - 20°C ou durante 30 min a -70°C. Apos centrifugacdo o precipitado foi
lavado com etanol 100% e em seguida 70 %. O DNA foi secado em Speed Vac e depois
ressuspendido em tampéo TE.
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3.21 Reacoes enzimaticas

As enzimas empregadas neste trabalho (Southern) foram fornecidas pela Boehringer
Mannhein e utilizadas conforme as condi¢des preconizadas. Sdo elas: Bgl II, Clal, Eco RI,
Hind I, Hind III e Nco 1. Respeitou-se as condigdes indicadas pelo fornecedor e empregou-se

de 0,5 a 1 ng de DNA viral, sendo utilizada 4 unidades de enzima por pg de DNA. A solugéo

foi incubada 2 h a 37°C e a reagdo foi interrompida colocando-se a 0°C. Para a digestdo do
DNA de AADNV empregou-se Cla I e Hind III, de DsDNV HindIl e NCo I, de GmDNYV Bgl
11 e HindII e de JcDNV Eco Rl e Hind 11

As reag0des enzimaticas com endonucleases e exonucleases de restricdo, fragmentos de
Klenow, T4 DNA ligase foram utilizadas segundo as normas preconizadas pelo fornecedor,

Boehringer e Biolab, assim como o Kit Exo IlI/Mung Bean (Stratagene).

3.22 Eletroforese em gel de agarose

Anélise do DNA total e/ou seus respectivos produtos de digestdo foram realizada em
gel de agarose a 1% em tampdo TEP (anexo 19). Aos DNAs adicionou-se a solugdo corante
(anexo 20) e, ap6s a migracgdo, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio 0,5 mg/ml
durante 5 min e, em seguida lavado em agua corrente pelo mesmo tempo, sendo entdo
observado em transiluminador UV. Foram utilizados como padrio de peso molecular os
marcadores da Boehringer-Mannhein I (3530, 4878, 5643, 7421 e 21226 pb), IH (125, 564,
831, 947, 1357, 1584, 1904, 2027, 3530, 4268, 4973, 5148 e 21226 pb), VI (154, 220, 234,
298, 394, 453, 517, 653, 1033, 1230, 1766, 2176 pb) e VI (370, 490, 680, 1000, 1150,
1400, 1500, 1850, 1900, 2700, 3500, 4800, 6000, 7100 e 8000 pb) que sdo respectivamente:
lambda EcoRI, Lambda EcoRI e HindIIl, pBR328 Bgl I e Hinf I e SPP1 DNA EcoRL
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A andlise dos DNAs plasmidiais e seus produtos de digestdo foi realizada em gel de

agarose de 1 a 1,6 % em tampdo TEP.

3.23 Purifica¢do do DNA

O procedimento empregado é o descrito no Kit GeneClean T™M OZYME.
Aproximadamente 10pug de DNA foi migrado nas condi¢Ges descritas acima. Apds a
migracdo e coloragdo a banda foi cortada em pequenos fragmentos e colocada em um tubo
Eppendorf. Adicionou-se para cada 100 mg de gel 250 ul de Nal e incubou-se por 5 min a
55°C, até o dissolvimento completo da agarose. Adicionou-se 7 pl de Glassmilk (silica),
incubou-se por 5 min a 0°C e centrifugou-se por 30 segundos. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi ressuspendido em 250 ul de solugdo de lavagem (new wash - anexo 21).
Centrifugou-se 30 segundos e repetiu-se o procedimento por mais duas vezes. O ultimo
precipitado foi ressuspendido em em 100 pl de TE. A seguir. utilizou-se uma aliquota de 5 ul
para observar a pureza e a concentragdo do DNA obtido. Este DNA foi empregado para

digestdo com enzimas e no preparo de sondas.
3.24 Preparo de sondas
Para o preparo das sondas foi utilizada a marcagem ndo radioativa, utilizando-se a

digoxigenina-11-dUTP do Kit Boehringer Mannhein, conforme as condi¢des preconizadas

pelo fabricante.
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As sondas do DNA total de AADNV, DsDNV, GmDNYV e JcDNV foram preparadas
partir de 0.5 ug de DNA num volume final de 15 pl. Este foi desnaturado a 95°C por 10 min,
sendo colocado imediatamente no gelo. Adicionou-se entdo as diferentes solugdes na seguinte
ordem: 2 pl de solug¢do de mistura de nucleotideo, 2 ul de dNTP (solucdo contendo dATP
ImM. dCTP 1mM, dGTP 1mM, dTTP 0,65 mM. dioxigenina 11 dUTP 0,35 mM) e 1 ul de
fragmento de Klenow de DNA polimerase (2U/ul). Incubou-se a 37°C por 1:30 h.
Interrompeu-se a reac@o adicionando-se 2 ul de EDTA 0,2 M. As sondas foram estocadas a -

20°C para posterior utilizagio.

3.25 Southern blot

O procedimento empregado € o descrito no Kit Boehringer Mannhein. Apos
eletroforese em gel de agarose dos diferentes DNAs digeridos por enzimas de restri¢do foi

realizada a transferéncia das bandas para membrana de nylon (Boehringer).

O gel foi colocado em solugdo desnaturante (anexo 22) durante 30 min a temperatura
ambiente. sob agitacdo. A seguir foi montada a cuba de transferéncia na seguinte ordem: trés
folhas de papel 3 M como ponte do tampdo SSC 20 X (anexo 23), gel, membrana, trés folhas
de papel 3 M, todos umedecidos no tampdo. uma caixa de lenco de papel e um peso. As
laterais do gel foram vedadas com Parafilm. A transferéncia foi realizada a temperatura
ambiente durante a noite. A membrana foi exposta a radiacdo UV durante 3 min e colocada
em um saco plastico com a solugdo de hibridacdo (anexo 24) por pelo menos 6 h a 68°C. Esta
solu¢do serviu para pré-hibridacdo e apds este periodo foi trocada pela mesma solugdo
adicionada de uma das sondas (AADNV, DsDNV, GmDNV e JcDNV). Antes de ser

adicionada a solugdo a sonda foi desnaturada durante 5 min & 95°C. A hibridac¢éo foi realizada

durante a noite a4 68°C. A membrana foi lavada duas vezes com a solucdo de lavagem 1
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(anexo 25) a temperatura ambiente e duas vezes por 15 min com a solugdo de lavagem 2

(anexo 26) a 68°C.

A membrana foi entdo incubada no tampdo 2 (anexo 27) por 30 min & temperatura
ambiente e sob agitagdo. Foi lavada rapidamente no tampdo 1 (anexo 28) e incubada 30 min
no tampdo 1 mais o anticorpo anti digoxigenina conjugado com fosfatase alcalina (1:5000). O
anticorpo foi removido lavando-se a membrana por 15 min no tamp3o 1 e a seguir 2 min no
tampdo 3 (anexo 29). A reagdo de revelagdo foi realizada colocando-se a solug¢do corante
(anexo 30) e incubando-se de 15 min a 2 h, na auséncia de luz. A reagdo foi bloqueada

lavando-se a membrana em TE.
3.26 Dot blot

Esta técnica teve por finalidade definir a concentragdo minima de DNA capaz de ser
revelada pelas diferentes sondas. Uma aliquota inicial de 2 pl contendo aproximadamente 500
ng de DNA foi diluida oito vezes em tampdo TE. Depositou-se sobre a membrana 2 pl destas
dilui¢des contendo 500, 50, 5, 2.5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 e 0,078 ng de DNA. Utilizou-se
o TE como controle negativo. Foram confeccionadas quatro membranas e cada uma delas foi
hibridizada com uma das sondas. O procedimento utilizado para revelagdo foi 0 mesmo

descrito acima para as membranas do Southern Blot.

3.27 Preparacio e transformacio de bactérias competentes

O preparo e transformagdo de bactérias competentes foram aqueles descritos no

"Current Protocols in Molecular Biology" (1987). Uma coldnia foi semeada em dois tubos de

Material e Métodos



53

ensaio contendo 2 ml de meio LB e incubada durante a noite a 37°C sob agitagdo 195 rpm.
Esta suspensdo foi adicionada a um frasco erlenmeyer contendo 200 ml de meio LB sendo
novamente incubado a 37°C sob agitagdo até a obten¢do de uma D.O. de 0,375 a 590 nm.
Esta suspensdo foi entdo repartida em 4 tubos Corex de 30 ml e centrifugada a 5000 rpm
durante 7 min a temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspendido em 5 ml de uma
solu¢do de CaCl, (Anexo 31) gelada e incubado por 30 min no gelo, sendo em seguida
novamente centrifugado a 5000 rpm por 5 min-TA. O precipitado foi ressuspendido em 5 ml
de CaCl,, incubado e centrifugado da mesma forma descrita acima, sendo entdo

ressuspendido em 1 ml de TE. A suspensdo bacteriana foi mantida de 12 a 24 h a 4°C e foram

entio aliquotadas para conservagdo a -80°C.

A partir deste passo procedeu-se a transformacdo destas bactérias ditas competentes.
Adicionou-se a 100 pl de bactérias, 10 pl de plasmideo (10 a 100 ng/DNA) e incubou-se 10
min no gelo, 5 min a 37°C e adicionou-se entdo, 1 ml de meio LB (sem ampicilina), incubou-
se a 37°C sob agitagdo durante 60 min. As bactérias foram inoculadas em placas de Petri

contendo meio LB + ampicilina e mantidas em estufa a 37°C.

3.27.1 Minipreparacoes

As mipreparagdes de DNA foram realizadas por lise alcalina (Bimboim & Doly,

1979). Cada clone foi semeado em 2 ml de meio L.B + ampicilina e mantido durante a noite a
37°C sob agitac@o. A suspensio foi colocada num tubo Eppendorf e centrifugada a 5000 rpm
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se ao precipitado 100 pl de solugéo
BD1 a 4°C + 10 mg/ml de lisozima (Anexo 32), incubando-se por 5 min & temperatura

ambiente. Adicionou-se 200 ul de solug¢do BD2 recém preparada (Anexo 33), e manteve-se
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por 5 min no gelo. Adicionou-se 150 ul de BD3 (Anexo 34) e o eppendorf foi agitado em
vortex e colocado por 5 min no gelo, sendo entdo centrifugado a 12000 rpm por 15 min. O
sobrenadante foi recuperado e submetido a uma lavagem fenol/cloroférmio, apds
centrifugacdo adicionou-se 1 ml de etanol 100 %, manteve-se por 30 min a -80°C. Apds nova
centrifugacdo a 12000 rpm por 15 min, o precipitado foi lavado com etanol 70 %, secado em
Speed Vac e ressuspendido em 40 ul de agua destilada. Os plasmideos assim obtidos foram

digeridos por uma ou duas enzimas de restri¢do e submetidos a eletroforese para controle.

3.27.2 Maxipreparacoes

As maxipreparagdes foram realizadas por lise alcalina, precipitacdo com PEG e/ou
centrifugacdo em cloreto de césio. Uma coldnia ou 10 a 20 ul de meio contendo bactérias, foi
semeada num erlenmeyer contendo 200 ml de meio LB + ampicilina sendo a suspensio,
incubada durante a noite a 37°C sob agitagdo (pré-cultura). A cultura foi entfo transferida
para tubos de Nalgene de 250 ml. Neste passo pode-se retirar aliquotas de 600 ul da
suspensdo, para estocagem, adicionando-se 400 pl de glicerol autoclavado, em freezer a -
80°C. Os tubos foram centrifugados a 3700 rpm por 20 min. O sobrenadante foi descartado, o
precipitado ressuspendido em 10 ml de BD1 e 1 ml de lisozima 10 mg/ml e incubado 5 min a
temperatura ambiente. Adicionou-se BD2 recém preparada e incubou-se novamente 10 min a
temperatura ambiente. Adicionou-se 15 ml de BD3 4 4 °C, agitou-se vigorosamente em vortex
e incubou-se 10 min no gelo. A seguir a mistura foi centrifugada 5 min a 5000 rpm e
posteriormente o sobrenadante foi filrado em um lengo de papel. Adicionou-se 0 mesmo
volume de isopropanol incubou-se 10 min a temperatura ambiente. A solucdo foi centrifugada
a 5000 rpm durante 15 min. O precipitado foi lavado com etanol 70 % e depois de retirado
todo traco de alcool ressuspendeu-se em 3 ml de TE. Adicionou-se entdo 3 ml de LiCl 5SM e
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centrifugou-se a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. Ao sobrenadante foi adicionado o mesmo
volume de isopropanol e este foi novamente centrifugado a 10000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70
% e seco em Speed Vac. Adicionou-se 450 pl de TE, 50 pl de RNAse 1 mg/ml (100 pg,
concentragdo final) e incubou-se 4 temperatura ambiente durante 30 min. Adicionou-se 500 pl
de NaCl 1,6 M. 13 % de PEG 8000, homogeinizou-se bem e centrifugou-se a 10000 rpm 5
min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 400 pl de TE.
Lavou-se uma vez com fenol, fenol/cloroférmio e cloroférmio. Adicionou-se entdo a fase
aquosa 40 pl de acetato de sédio 3M e 1 ml de etanol 100 %, precipitou-se a -80°C durante
30 min. Centrifugou-se a 10000 rpm a 4°C durante 10 min. O precipitado foi lavado com
etanol 70 %, seco em Speed Vac e ressuspendido em 500 ul de TE. Em seguida esta solugéo
foi lida em espectrofotometro a 260 nm e estimou-se a concentragio de DNA sendo uma

aliquota analisada em gel de agarose. Os plasmideos foram entdo aliquotados em eppendorfs e

estocados a -20°C.

3.28 Escolha dos clones

3.28.1 Screening X-GAL/IPTG

Empregou-se X-Gal (2 % em DMF) e IPTG (O,1 M) na razio de 1 ml e 200 pl
respectivamente, na preparagdo de 500 ml de meio LB solido como controle de inser¢do dos
fragmentos do genoma viral. Foram também preparadas placas individuais onde adicionou-se
50 pl de X-Gal, 10 pl IPTG e 40 ul de 4gua destilada a solugdo foi espalhada. e apos estarem
secas as placas foram utilizadas para repicagem dos clones. O plasmideo pEMBL 19 possue

um indicador de selecdio do gene lac Z. Apds uma incubagdo durante a noite a 37°C, as
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bactérias transformadas pelos plasmideos recombinantes formam colénias brancas e aqueles
nos quais os fragmentos ndo foram inseridos formam col0nias azuis. Apenas 0s clones que se

revelaram positivos foram utilizados nas minipreparagoes.

3.28.2 Screening por hibridacio in situ

Cada clone obtido foi repicado numa placa de Petri contendo meio LB ao qual foi
adicionado X-gal e IPTG e mantidos durante a noite a 37°C. Sobre os clones foi colocado o

filtro Millipore (0,45 um - HATF 08550) por 30 a 60 segundos.

Preparou-se folhas de papel Whatman 3 MM embebidas em solugdo desnaturante
(Anexo 35), neutralizante (Anexo 36) e de lavagem (Anexo 37) e colocou-se o filtro por 5
min em cada um dos papéis embebidos nas diferentes solugdes. A seguir os filtros foram
colocados em duas camadas de papel Wathman 3 MM e fixou-se 0 DNA em estufa a vacuo a
80°C por 1 a 2 h. O procedimento seguido é o mesmo utilizado para dot e Southern blotting.
Os clones revelados positivos foram preparados (miniprep) para andlise por dupla digestéo, de

forma o obter o plasmideo e a inser¢o.

3.29 Obtencio dos plasmideos superenrolados

Para a obten¢do de 85 % de plasmideos superenrolados, porcentagem necessaria para
emprego nos experimentos de digestio com enzimas Exo II, seguiu-se o protocolo de
extracdo por fenol 4cido descrito por ZASLOFF et al. (1978). Os plasmideos foram obtidos

pelos métodos usuais descritos acima, reprecipitados e ressuspendidos em agua deionizada
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sendo adicionado acetato de sddio pH 4,0 e cloreto de sddio na concentragio final de 50 mM
e 75 mM respectivamente. A seguir foi adicionado o mesmo volume de fenol redestilado
equilibrado com 50 mM de acetato de sodio pH 4,0. A mistura foi agitada em vortex por 1
min. mantida em repouso por 1 min e novamente agitada por 1 min, sendo entdo centrifugada
a 10000 g por 5 min. A fase aquosa foi removida e submetida mais duas ou trés vezes ao
mesmo tratamento, visando eliminar o DNA linear e fragmentos. Adicionou-se 0,05 volume
de Tris-HCI 1 M pH 8,6 e 1 volume de cloroférmio. Recuperou-se a fase aquosa, adicionou-

se 0.1 v de NaCl 2 M e etanol 100 %. O DNA foi lavado em fenol/cloroféormio, secado,

ressuspendido em TE e estocado a -20°C.

3.30 Digestao Exo III/Mung Bean

Os plasmideos extraidos em fenol acido segundo o protocolo descrito acima foram
digeridos com a enzima Kpn I de forma a obter uma extremidade "overhangs 3™ protegendo a

extremidade, e Sma I que corta "blunt" para ser digerido pela exonuclease.

A temperatura empregada para digestdo foi de 32°C, que segundo célculos obtidos a
partir do Kit Exo III/Mung Bean Nuclease Deletions, nesta temperatura apresenta uma
velocidade de delecdio de 300 pb/min. Partindo-se do inserto de pDst 50, planejou-se 21
pontos (minutos) para obten¢do de todos os clones necessarios para o sequenciamento dos
3500 pb iniciais. Para cada minuto de digestdo foi empregado 5 pg DNA e adicionou-se 12,5
ul de tampdo Exo I 2 X. 2,5 ul de B mercaptoetanol 100 mM. 100 U de Exonuclease Il e

agua até o volume de 25 pl.
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Realizou-se coletas sucessivas de 25 ul da solugdo a cada 1 min e colocou-se em
eppendorfs contendo tampdo Mung Bean mantidos no gelo, a seguir os tubos foram
incubados a 68°C por 15 min e novamente mantidos no gelo. Adicionou-se para cada aliquota
15 U de nuclease Mung Bean e incubou-se por 30 min a 30°C. Adicionou-se entdo 4 ul de
SDS 20 %, 10 pl de Tris-HCI pH 9,5, 20 pl de LiCl 8 M e 250 pl de fenol/cloroférmio.
Centrifugou-se a 10000 rpm recuperou-se a fase aquosa e adicionou-se 20 ul de acetato de
sodio 3 M pH 5,2, 2 ul de tRNA na concentrago final de 10 ng/pl, 650 pl de etanol 100% a
4°C, centrifugou-se a 12000 rpm a 10 min e lavou-se com etanol 70%. O precipitado foi
ressuspendido em 15 pl de Tris-HCl 10 mM e 0,1 mM EDTA pH 7,5.

Aliquotas foram coletadas durante os 21 min de digestdo de Exo I/ Mung Bean ¢
estas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose como forma de controle da digestéo e

para calculo do tamanho dos plasmideos.

A seguir realizou-se a ligagio dos plasmideos assim digeridos utilizando-se de 1 a2 pl
de DNA, 2,0 ul do tampéo de ligagdo, 2 ul de ATP 5 mM pH 7,0-7,5, 2,0 ul de T4 DNA
ligase adicionando-se agua q.s.p. 20 pl, a reagdo foi realizada durante a noite a 4°C. Os
plasmideos assim obtidos foram utilizados para a transformagdo de bactérias DH5aF'1Q. Os

clones obtidos foram preparados e digeridos permitindo a separagdo do genoma viral digerido

e do plasmideo.

3.31 Obtengciio e preparacio dos fragmentos a serem subclonados

Para o sequenciamento dos 3500 pb referente ao ORF 1 e partindo da extremidade 5'

esquerda foram preparados onze plasmideos. Quatro deles foram obtidos por corte e ligag3o:
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pA - pDst50 cortado por BamH I e ligado
pB - pDst50/Hinc [I-Sma I e ligado

pC - pDst50/Xba I e ligado

pD - pDst50/Pst I e ligado (Figuras 4 e 5).

Os outros foram obtidos a partir de digestdio dupla ou simples e ligados seja em
pEMBL 18, 19 ou pBSK. Sao eles:

pE - pDst50 cortado por Pst I-Nsi I - fragmento de 550 pb clonado em
pBSK/Pst 1

pF - pDst50/Spe I - 540 pb - pBSK/Xba I

pG - pDst50/Pst I-Hinc II - 1050 pb - pBSK/Pst I-Hinc I

pH - pDst50/Spe I - 280 pb - pBSK/Xba I

pl - pDst50/Spe I-Eco RI - 600 pb - pEMBL 18 e 19/Xbal-Eco RI

pJ - pDst50/Bgl I - 440 pb - pBSK/BamH I

pK - pDst50/Eco RI - 900 pb - pBSK/Eco RI.

Os fragmentos foram purificados utilizando-se o kit "GeneClean" e os plasmideos

foram lavados em fenol/cloroférmio e desfosforilados.
3.32 Desfosforilaciao

Os plasmideos com os diferentes insertos foram digeridos com as enzimas escolhidas,
lavados em fenol/cloroférmio e precipitados. A seguir foram ressuspendidos num volume
minimo de tampédo Tris 10 mM pH 8,0. Adicionou-se 5 pl de tampéo CIP 10 X, 2 pl de
fosfatase alcalina e agua q.s.p. 50 ul, a mistura foi incubada 15 min a 37°C, 15 min a 56°C
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adicionou-se 0 mesmo volume de enzima e repetiu-se as incubacdes. Lavou-se em
fenol/cloroférmio e ressuspendeu-se em 13 pl de agua destilada. Utilizou-se 1 ul para

controle em gel de agarose.
3.33 Preparo dos plasmideos para sequenciamento

Os plasmideos denominados pA, pB, pC, pD, pE, pF, pG, pH, pl, pJ, pK foram
preparados para sequenciamento utilizando-se o Kit Qiagen 20 S procedendo-se da mesma

forma nos passos iniciais descritos acima (minipreparagoes).

O precipitado de bactérias foi ressuspendido em 300 pl de tampdo P1 (Anexo 38),
adiéionou—se 300 pl de tampdo P2 (Anexo 39) e incubou-se 5 min a temperatura ambiente.
Adicionou-se 300 ul do tampdo P3 4 4°C (Anexo 40) e a mistura foi incubada por 10 min em
gelo. Centrifugou-se em seguida a 10000 rpm durante 15 min. A coluna Qiagen foi
equilibrada com 1 ml de tampdo QBT (Anexo 41). O sobrenadante foi filtrado na coluna e
esta foi lavada quatro vezes com 1 ml de tamp&o QC (Anexo 42). O DNA ¢ entfo eluido com
800 pi de tampdo QF (Anexo 43), precipitado com 0,7 volumes de isopropanol e centrifugado
a 10000 rpm por 30 min. O DNA ¢ lavado em etanol 70%, seco, redissolvido no volume
desejado de agua e dialisado. Uma aliquota foi empregada em gel de agarose e este DNA

pode ser utilizado para sequenciamento.
3.34 Sequenciamento

O sequenciamento dos fragmentos foi realizado em sequenciador automatico Applied
Biosystem modelo 373 A, utilizando-se o Kit DyeDeoxy ™ Terminator n° 401150 da Applied

Biosystem onde os ddNTPs sdo acoplados a 4 fluorocromos diferentes. Para cada reacdo foi
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utilizado 5 pl de DNA (250 ng), 9,5 ul de premix, 3,2 pmol de primer e 20 ul de agua q.s.p.,
sendo a solugdo premix composta de: 4 pl de tampao TACS 5X, 1 pl de mistura de dNTPs, 1
ul dye deoxy A terminator, 1 pl dye deoxy C terminator, 1 pl dye deoxy G terminator, 1 pl
dye deoxy T terminator e 0,5 ul taq DNA polimerase (8U/l). Adicionou-se 20 pl de dleo
mineral e a solu¢do foi introduzida em aparelho PCR, onde foram realizados ciclos de 96°C-4
min, 96°C-30 segundos, 50°C-15 segundos e 60°C-4 min, sendo realizado 25 ciclos das trés
ultimas temperaturas. ApOs este procedimento a solugdo foi incubada a 4°C e foram
realizadas duas extracdes fenol/cloroformio, 0 DNA foi ressuspendido em 1 pl de 50 mM

EDTA e 5 pl de formamida deionisada. A seguir as amostras foram submetidas a eletroforese

em gel de poliacrilamida a 6% por 14 h.

3.35 Analise das sequéncias de DNA

As comparagdes por alinhamento entre os fragmentos de sequéncias do DsDNV foram

realizadas utilizando-se o programa Blasta e Fasta do GeneBank e EMBL e para mapa de
restri¢io e ORFs foi utilizado o programa DNA Strider (MacIntosh).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho serdo descritos e discutidos a seguir,
subdivididos em 4 itens. O primeiro item relaciona-se a técnica de multiplicagdo do DsDNV,
para sua utilizagdo experimental. Os demais virus (AdDNV, GmDNV e JcDNV) foram
obtidos da colegdo do Laboratoire de Pathlogie Comparée. No segundo item sdo discutidos
algumas das propriedades gerais dos DNVs, como a densidade e especificidade. As
caracterizagbes e comparagGes a nivel protéico e molecular sdo relatadas e discutidas

respectivamente nos itens 3 e 4.
4.1 Purificacdo do DsDNYV a partir de lagartas de D. saccharalis

Grande quantidade de DsDNV foi obtida a partir de purificagdes em gradiente de
renografina. Em parte das purificacGes realizadas foram observadas duas bandas localizadas a
2,5 e 1,5 cm do fundo do tubo. Estas foram denominadas de B-1 e B-2 respectivamente. A
banda B-1 quando observada através de contraste negativo em ME, apresentou somente
particulas vazias do virus, revelando auséncia de seu material genético. No entanto, na
maioria das amostras purificadas observou-se somente a banda B-2, que em todas as
purificagdes apresentou o virus inteiro. O resultado de uma destas purificagdes pode ser
observado na Figura 6. As particulas de DsDNV obtidas nestas bandas, mostraram-se
posteriormente ser infecciosas. As bandas contendo os virus, foram dialisadas e estocadas a -
20°C para utilizagdo posterior. Observa¢les periddicas das amostras contendo particulas
virais completas revelaram um aumento no numero de particulas vazias. SupOe-se que
alteragOes frequentes na temperatura (descongelamentos sucessivos) podem ser responsaveis
pela degradacdo observada. Estas informagdes foram evidentemente consideradas na
utilizacdo destas amostras em experimentos de infecciosidade e multiplicacdo viral, assim

como eletroforeses de proteina e DNA.
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FIGURA 6 - Micrografia eletronica de uma suspenséo viral purificada do DsDNV. Coloragdo

negativa, aumento 31500 X. Pode-se observar capsideos inteiros (i) e vazios (6cos - 0).
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4.2 Caracteristicas gerais do DsDNV

4.2.1 Densidade do DsDNV

A centrifugacdo em gradiente de cloreto de césio revelou a existéncia de 4 bandas
localizadas a 4,5, 2,5, 2,0 e 1,5 cm do fundo do tubo que foram denominadas B-1, B-2, B-3 e
B-4 respectivamente. A leitura destas bandas em espectofotdmetro a 254 nm apresentou como
pico de maior densidade as aliquotas coletadas na banda B-2, demonstrando a presenca de
particulas virais inteiras do DsDNV. A banda B-1 quando observada em ME mostrou apenas
particulas virais vazias, sem seu DNA. As outras bandas apresentaram particulas defeituosas e
restos da purificagdo. A densidade calculada do DsDNV resultou em 1,39 g/ml nas condi¢des
descritas no item Material e Métodos.

Este dado concorda com os descritos na literatura onde os virions inteiros dos DNVs
apresentam uma densidade na pequena faixa entre 1,39 e 1,42 g/ml (MATHEWS, 1982 e
SIEGL et al., 1985).

4.2.2 Avaliaciio sobre a especificidade de hospedeiro

A especificidade de hospedeiro foi avaliada primeiramente através de bioensaios onde
o DsDNV foi inoculado em lagartas das espécies descritas anteriormente. Os resultados
foram entdo analisados através da taxa de mortalidade, da andlise individual das lagartas e
insetos infectados por testes ELISA e da analise da hemolinfa dos insetos em contraste
negativo em Microscopia Eletronica. Posteriormente estudou-se a especificidade in vitro,
através da infecgdo de linhagens celulares. A presenga dos virus nas células fo1 analisada pela

técnica de imunofluorescéncia.
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4.2.2.1 Multiplicaciio do DsDNV em lepidopteros

A tentativa de multiplicagio do DsDNV foi realizada em uma etapa inicial do
trabalho, infectando-se lagartas de E. khuniella e S. littorallis. Estas espécies foram utilizadas
visando-se a obten¢do de um hospedeiro alternativo para a multiplicagfio do virus devido a
inexisténcia de criacdes artificiais de D. saccharalis, o hospedeiro natural no laboratério de
Saint-Christol-les-Alés. Apesar das taxas de mortalidade: 76,2% e 48,7% relativamente altas,
o exame da hemolinfa e de macerado de lagartas mortas, quando observados em contraste

negativo em ME, ndo revelaram a presenca do virus.

Estes resultados poderiam ser interpretados sob dois aspectos. A purificagdo para

constatacdo do virus, ndo teria sido eficaz ou a multiplicagio dos virus néo teria ocorrido.

Numa segunda etapa visando determinar a especificidade de hospedeiro do DsDNV,
as espécies utilizadas inicialmente foram novamente testadas, assim como lagartas de G.

mellonella e adultos de A. domestica.

A verificacdo da presen¢a do virus nestas espécies foram realizadas utilizando-se
exames através de ME e das técnicas de FLISA e dot blot. O teste ELISA para lagartas de
todos os lepidopteros (E. khuniella, S. littorallis, Sesamia sp e G. mellonella) assim como
para adultos de A. domestica apresentarém resultados negativos. As membranas de dot blot
quando tratadas com o anticorpo anti-DsDNV também apresentaram resultados negativo, para
todos os insetos. No se detectou, portanto, a presenga do virus por nenhuma das técnicas em

nenhuma das espécies testadas.
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Estes resultados experimentais indicam que o DsDNV seria espécie-especifico como o
GmDNYV que apesar da grande homologia que apresenta com o JcDNV, ndo infecta outros
hospedeiros. Este por sua vez apresenta uma larga gama de hospedeiros mas ndo infecta
lagartas de G. mellonella (GIRAN, 1966; RIVERS & LONGWORTH, 1972; JOUSSET et
al., 1986; BELLONCIK, 1990; KAWASE & KURSTAK, 1991).

Os experimentos de inocula¢do de JcDNV em lagartas de D. saccharalis, que tinham
por objetivo testar a especificidade de hospedeiro, ndo puderam ser levadas a termo uma vez
que as lagartas utilizadas apresentavam-se contaminadas com particulas de densovirus,
provavelmente o DsDNV.

4.2.2.2 Infeccio de linhagens celulares

A tentativa de identificacfo de linhagens permissivas ao DSDNV, foi realizada através
de testes de varias linhagens regularmente utilizadas na estagdo INRA-Saint Christol-les-Algés
e que sdo permissiveis a0 JCDNV. A linhagem BCIRL-PX2-HNU3 sem soro foi a tinica que
apresentou resultados positivos para a replicagdo do DsDNV (Figura 7). As linhagens SPC-
PL 65, SPC-SL 52, SPC-GM 17 e Sf-9 mostraram-se ineficientes para multiplicagdo do
DsDNV. As duas primeiras linhagens (SPC-PL 65 e SPC-SL 52) foram utilizadas por LI et

al., (1990) com sucesso para infecgdo e transfec¢do com o JcDNV.

A linhagem BCIRL-PX2-HNU3 (CHEN et al., 1983) sem soro, infectada com a
suspensdo viral pura (estoque) e diluida até 10° submetidas a imunofluorescéncia
apresentaram-se coradas. Pontos fluorescentes demarcando a presenca do virus puderam ser

observadas no citoplasma das células.
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A observagio dos frascos de cultura de células de 25 cm® infectados com DsDNV,
mostrou uma diminui¢cio gradual no nimero de células coradas a cada repicagem. Seis dias
apos a inoculagdo foi feito o primeiro teste IF. correspondente a 1° passagem. Pode-se entdo
observar 100% de células coradas (Figura 7). No final da 3° passagem, 18 dias apos a
inoculagdo, o resultado foi negativo. ou seja, nenhuma célula apresentava-se infectada pelo
virus. E provavel que, as células apresentaram-se positivas incialmente devido a alta
concentragdo do virus inoculado e posteriormente devido ao virus residual e ndo a
multiplica¢do deste. Sabe-se, que o local de replica¢do destes € no nicleo e, a presenca destes
virus apenas no citoplasma parece indicar uma capacidade limitada de infec¢dio. O virus

conseguiria penetrar na célula, mas ndo atingiria o nucleo e portanto ndo se multiplicaria.

Esta linhagem, no entanto, mostrou-se permissiva a transfeccdo do DNA do DsDNV e
do plasmideo pDst50 (KOUASSI, 1993). A taxa de infeccdo em condi¢des Otimas foi
entretanto de 20 %, bem abaixo daquela observada para o plasmideo contendo o genoma de
JcDNV, onde a taxa de infeccdo é da ordem de 50% das células (LI, 1993).

4.3 Caracterizacio e analogia a nivel protéico

A determinacdo da massa molecular das proteinas estruturais foi realizada atraves da
eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS. Desta forma, foram estimados as massas
moleculares (MM) de todas as proteinas que compdem o capsideo dos diferentes DNVs
estudados até o momento (Tabela 4). O MM das proteinas estruturais do DsDNV, assim
como do AADNV foram aqui pela primeira vez determinadas e comparadas a MM do
GmDNYV e JcDNV. A comparagdo entre as proteinas dos DNVs também estendeu-se a nivel
serologico, observando a atuagdo dos diferentes anticorpos frente aos diferentes antigenos.

Para 1sso utilizou-se 0 Dot e Western Blot.
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4.3.1 Determinacio da massa molecular das proteinas estruturais

A principio foram estabelecidas as condiges ideais para a preparacdo e resolugdo dos
géis. Das duas concentragdes de acrilamida utilizadas nos géis a que mostrou melhor
resolucdo foi a de 8.5 %. Quanto ao tamanho do gel, ndo houve diferenga significativa, por

isso utilizou-se o minigel na determinagio do peso molecular das proteinas.

A MM das quatro proteinas estruturais dos DNVs analisados foram estimados através
de uma média de todos os géis obtidos. Para os quatro virus a proteina presente em maior
quantidade foi VP4, a de menor MM. A proteina encontrada em menor concentragdo foi VP1,
que apresenta a maior MM. A MM de cada uma das proteinas dos diferentes DNVs, pode ser
observada na Tabela 5 e Figura 8.

A massa molecular das proteinas estruturais do DsDNV e do AADNV foram pela
primeira vez determinadas. Para o DSDNV obteve-se os valores a seguir referentes as MMs
de VP1, VP2, VP3 e VP4 107600, 72500, 55200 e 45200 Da para . Para o AADNV obteve-
se os valores de 120200, 8800. 50500 e 41500 Da. Para o JcDNV obteve-se 102600, 67600,
54800 e 45000 Da e para o GmDNV os resultados foram 104600, 72600, 59200 e 47500 Da.
As proteinas do JcDNV e GmDNV foram amplamente estudadas e caracterizadas
anteriormente (TIJSSEN et al.. 1976, 1982; KELLY et al.. 1980 e FEDIERE 1983).

A exemplo da maioria dos DNVs estudados, o DsDNV apresenta 4 proteinas
estruturais, dentro da faixa de variacdo descrita na literatura de 42 a 110 kDa (ver Tabela 2).
A concentracdo relativa das proteinas virais também encontra-se dentro do padrdo descrito
para estes virus. Ou seja, a VP1 € a encontrada em menor concentragio enquanto que VP4 em
maior. A utilizacdo de particulas virais vazias do DsDNV (sem o DNA) neste experimento

mostrou uma variagdo no perfil protéico. Segundo TIJSSEN et al., (1982) as proporc¢les
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relativas de uma mesma proteina podem se alterar segundo o estigio de desenvolvimento

larval, sugerindo uma varia¢3o na sintese € no mecanismo de maturago.

Para o AJDNV obteve-se para VP1 uma MM de 120 kDa, um pouco acima do
observado na literatura. Em todos os géis notou-se uma banda muito fraca logo abaixo de
VP4, esta foi considerada como um artefato, ja que até entdo, todos os DNVs apresentavam 4
proteinas relacionadas ao capsideo. Posteriormente a estes experimentos foi caracterizado o
AaDNV que é totalmente diferente, pois possue somente dois polipeptideos estruturais de 40
e 38 kDa (AFANASIEV et al., 1991). O AaPV descoberto e caracterizado neste laboratério
possue 3 polipeptideos estruturais de 53, 41 e 40 kDa (JOUSSET et al., 1993). Estes virus,
apresentam um genoma menor que os DNVs tipicos, enquadrando-se num novo grupo de
parvovirus de inseto. O perfil protéico do AADNV deve ser reestudado, assim como outras de

suas caracteristicas.

Para as MMs obtidas para o JcCDNV, assim com para o0 GmDNYV, encontramos uma
pequena diferenga em relagdo & MMs anteriormente verificados por outros pesquisadores.
Estas discrepancias podem ser atribuidas as técnicas empregadas, assim como 4 manipulagio.
Para a obtenciio da MM destas proteinas vérios autores utilizaram diferentes concentracdes de

acrilamida e a média destes resultados (NAKAGAKI & KAWASE, 1980 e KELLY et al., 1982).

TABELA 5 - Pesos moleculares (Da) das 4 proteinas estruturais dos Densovirus de J. coenia,
D. saccharallis, A. domestica e G. mellonella.

Proteinas JcDNV DsDNV AdDNV GmDNV
VP1 102600 107600 120200 104600
VP2 67600 72500 88000 72600
VP3 54800 55200 50500 59200
VP4 45000 45200 41500 47500
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FIGURA 7 - Linhagem célular PX2 ss, observada através 