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RESUMO

Os membros da familia Paramyxoviridae sao virus que causam infec¢cdes em humanos
e animais de importincia econdmica global. Entre os membros desta familia incluem
patégenos de importincia mundial para os humanos, como o virus respiratdrio sincicial
humano (hRSV), o metapneumovirus humano (hMPV) e virus de importancia em Medicina
Veterinaria, como o virus respiratério sincicial bovino (bRSV) e o metapnemovirus avidrio
(aMPV). Os membros da familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae sao virus
envelopados, ndo-segmentados dotados de genoma de RNA de fita simples com sentido
negativo.

Na primeira parte do estudo, desenvolvemos um adenovirus recombinante
expressando a proteina F do aMPV. A expressao da proteina F foi determinada por Western
Blot. Os niveis de transcri¢do do gene F foram avaliados por RT-PCR em tempo real, em
células HEK-293 e células HEP-2. Foi realizada a imunizacdo experimental de Ad-aMPV-F
e fol analisada a inducdo de resposta de anticorpos em camundongas BALB/c. Os titulos de
anticorpos neutralizantes foram detectados apds a imunizacdo com Ad-aMPV-F.

Na segunda parte do trabalho o objetivo foi a constru¢do de adenovirus
recombinantes expressando a proteina F do bRSV. A proteina F parece ser um antigeno
ideal para fins de diagndstico. Utilizando anticorpo anti-V-5, uma banda de ~90 kDa foi1
detectada no sobrenadante de cultura de células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-F.

Na terceira parte do estudo, o objetivo foi a construcdo de dois vetores adenovirais
expressando as proteinas G do aMPV e bRSV, a expressdo destas proteinas em células
HEK-293 infectadas foram analisadas pela expressao do gene reporter, da proteina verde

fluorescente (GFP).
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ABSTRACT

The members of the family Paramyxoviridae are viruses that cause infectious in
human and animals of importance to global economics. Among the member of this family
include pathogens of importance global for humans such as human respiratory syncytial
virus (hRSV), the human and metapneumovirus (hMPV) and of viruses importance in
veterinary medicine, such as bovine respiratory syncytial virus (bRSV) and avian
metapnemovirus (aMPV). The members of the Paramyxoviridae are enveloped, non-
segmented viruses, with negative-sense single stranded genomes.

In the first part of the study, we developed a recombinant adenovirus expressing the F
protein of AMPV. The expression of F gene was determined by Western Blot. The levels of
transcription were evaluated by RT-PCR in real time in HEK-293 cells and HEP-2 cells.
Immunization experiment was carried out Ad-AMPV-F was analyzed and the induction of
antibody response in BALB/c mice. The neutralizing antibody titers detected after
immunization with Ad-AMPV-F.

In the second part, the objective was to construct recombinant adenoviruses
expressing the F protein of bRSV. Protein F appears to be an ideal antigen for diagnostic
purposes. Using the anti-antibody AdV-5, a single band of ~ 90 kDa was detected in the
culture supernatant in 293 cells infected with Ad-bRSV-F.

In the third part of the study, the objective was to build two adenoviral vectors
expressing the G protein of aMPV and bRSV and the expression of these proteins in
infected HEK-293 cells were analyzed for expression of the reporter gene, green

fluorescent protein (GFP).

Abstract
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INTRODUCAO

1.1. Familia Paramyxoviridae

Os membros da familia Paramyxoviridae sdo virus que causam infec¢des em
humanos e animais de importancia economica global (CHANG & DUTCH, 2012). Entre os
membros desta familia incluem patdgenos altamente contagiosos e de importancia mundial
para os humanos, como os virus do sarampo (MeV), da caxumba (MuV), o virus
respiratorio sincicial humano (hRSV), o metapneumovirus humano (hMPV), e os virus de
potencial zoonoticos Hendra (HeV) e Nipah (NiV) (CHANG & DUTCH, 2012).

Os paramixovirus sdo responsaveis por algumas doengas de grande importincia em
Medicina Veterindria, pela sua prevaléncia e pelo impacto econdmico na produ¢do animal.
Sdo virus que causam doencgas em vdrias espécies, como o virus respiratorio sincicial bovino
(bRSV), ovino (0RSV), o virus da pneumonia murina (MPV), o virus da parainfluenza
bovina tipo 3 (bPiv-3), o virus da cinomose canina (CV), o virus da peste bovina (Rinderoest
virus, RPV) e os virus avidrios, metapnemovirus avidrio (aMPV) e o virus da doenca de
Newcastle (NDV) (LE BAYON et al., 2013).

Analises filogenéticas (Figura 1) distinguem esta familia em duas subfamilias: a
subfamilia Paramyxovirinae que inclui cinco géneros: Rubulavirus (MuV, PIVS),
Avulavirus (NDV), Respirovirus (SeV, hPIV3), Henipavirus (HeV, NiV) e Morbillivirus
(MeV); e a subfamilia Pneumovirinae no qual incluem dois géneros os Pneumovirus (hRSV,

bRSV) e Metapneumovirus (hMPV, aMPV) (LE BAYON et al., 2013).

Introdugdo
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Fig. 1- Arvore Filogenética representando os membros da familia Paramyxoviridae. A subfamilia
Paramyxovirinae que incluem os géneros, Rubulavirus, Avulavirus, Respirovirus, Henipavirus e
Morbillivirus. A subfamilia Pneumovirinae inclui dois géneros, Pneumovirus ¢ Metapneumovirus

(LE BAYON et al., 2013).

O género Metapneumovirus difere do género Pneumovirus (Figura 2) na auséncia das
proteinas ndo estruturais NS1 e NS2 e na ordem dos genes F e M2 (COLLINS et al., 2001).
O genoma do aMPV ¢ constituido por oito genes virais dispostos na seguinte ordem:
Nucleocapsideo - Fosfoproteina - Matriz - Glicoproteina F - Segunda Matriz - Pequena
proteina hidrofobica - Glicoproteina G e Grande polimerase (3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5),
flanqueado pelas sequéncias leader e trailer nas posi¢des 3 e 5, respectivamente (EASTON
et al., 2004). Cada um destes mRNAs contém uma unica fase aberta de leitura (ORF, open
reading frame), exceto o gene M2, que contém as ORFs M2-1 e M2-2 (COLLINS et al.,

2001).

Introdugdo
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Pneumovirinae
Metapneumovirus
ahMPY
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Fig. 2- Estrutura esquematica dos genomas de virus da subfamilia Pneumovirinae, géneros
Pneumovirus e Metapneumovirus. Esta ilustragdo compara os genes em comum nos dois géneros
indicando a auséncia das proteinas ndo estruturais NS1 e NS2 no género Metapneumovirus ¢ a
ordem dos genes F ¢ M2. Modificada de LE BAYON et al., 2013. Review Medical Virology,

23(1):15-34.

1.2. Classificacao
O aMPV e bRSV sdo membros da familia Paramyxoviridae, sdo classificados
na ordem Mononegavirales e subfamilia Pneumovirinae. Sdo virus envelopados, nao-

segmentados dotados de genoma de RNA de fita simples com sentido negativo.

1.3. Estrutura dos virions

Os membros da subfamilia Pneumovirinae apresentam uma estrutura que
consiste de um envelope lipoprotéico, derivado da membrana plasmatica da célula
hospedeira (COLLINS et al., 2001), um nucleocapsideo e uma proteina de matriz. Sao
virus pleomorficos de tamanho variavel: as particulas esféricas medem 150 a 300 nm de
didmetro; as particulas filamentosas medem entre 60 e 100 nm de didmetro com
aproximadamente 10 pm de comprimento (COLLINS ez al., 2001).

Sua superficie possui trés glicoproteinas (Figura 3), a proteina de ligacdo ao

receptor celular (G), a proteina de fusdo (F) e a pequena proteina hidrofobica

Introdugdo
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(small hydrofobic; SH). As glicoproteinas F e G estdo intimamente relacionadas com a
proteina de matriz (M) localizada na camada interna do envelope viral (COLLINS et al.,

2001; EASTON et al., 2004).

Proteina de ligacao (G)

Proteina de matriz (M) Bicamada lipidica

Proteina de fusio (F)

Proteina hidrofébica pequena (SH) RNA + Nucleocapsideo

Fig. 3- Representacdo esquematica da particula viral dos pneumovirus com as proteinas de matriz
(M), de fusdo (F), a hidrofobica pequena (SH), de ligacdo (G), a bicamada lipidica, o RNA e as
proteinas associadas ao nucleocapsideo. Modificada de CHANG & DUCH (2012). Viruses Review,

4:613-636

1.4. O genoma

O genoma dos metapneumovirus possui aproximadamente 13.000 nucleotideos (nt)
e genoma dos pneumovirus consiste de aproximadamente 15.000 nt. Por possuir polaridade
negativa, o genoma desnudo ndo ¢ infeccioso quando introduzido em células permissivas.
O RNA genomico ¢ utilizado por um lado na sintese de um mRNA, que por sua vez ¢é
traduzido em novas proteinas virais; por outro lado, ocorre a sintese de antigenomas que

irdo servir como moldes na sintese de um novo RNA genomico (EASTON et al., 2004).

Introdugdo
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Em ambos os virus, a transcricdo do genoma se processa no sentido 3’—5’. O
genoma contém sequéncias nao-codificantes na extremidade 3’ que consiste de uma regiao
extragénica de aproximadamente 50 nt, conhecida como leader, onde se localiza o
promotor viral havendo também uma regido trailer com 50 a 160 nt na extremidade 5’
(MINK et al., 1991). Essas regides sdo importantes para a transcri¢ao e replicagao do
genoma.

O inicio de cada gene contém um sinal de 10 nt, altamente conservado 3 —
CCCCGUUUA (U/C), exceto o gene L que apresenta diferencas em dois nt (negrito e
sublinhado): 3° — CCCUGUUUUA, e termina com um sinal de 12 a 13 nt, semiconservado
que elicia a poliadenilagdo e a liberagdo do mRNA viral completo (COLLINS et al., 2001).
Regiodes intergénicas de 56 nt estdo presentes entre os genes dos Pneumovirus - NS1, NS2,
N, P, M, SH, G, F - a exce¢ao dos genes M2 ¢ L, no qual o gene L sobrepde em 68 nt o
gene M2 (VALARCHER & TAYLOR, 2007). Deste modo, a sobreposicdo em 68 nt, ¢
transcrita duas vezes, uma durante a sintese do mRNA M2; a segunda, durante a sintese do

mRNA L (COLLINS et al., 2001).

1.5. A Proteina F

A proteina F ¢ uma glicoproteina transmembrana do tipo I (WEI et al., 2012),
ou seja, a sua por¢do de ancoragem a membrana celular estd localizada na por¢ao carboxi-
terminal (localizada no citoplasma), e contém um sinal de clivagem préximo a porcao
amino-terminal (localizado externamente a membrana) (COLLINS ef al., 1996). A proteina
F esta inserida no envelope viral sendo responsavel pela fusdo, penetragdo e formacao de

sincicios, portanto determinando caracteristicas estreitamente associadas ao efeito
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citopatico do virus (COLLINS et al., 2001). A proteina F dos pneumovirus apresenta
caracteristicas semelhantes com aquelas descritas em outros membros da familia
Paramyxoviridae (MORRISON, 1988; VAN DEN HOOGEN et al., 2002).

A proteina F ¢ sintetizada como um precursor inativo F0, posteriormente
clivado por proteases celulares semelhantes a tripsina, no compartimento trans-Golgi,
dando origem ao heterodimero F2 ¢ F1, que consiste de subunidades protéicas ligadas por
pontes dissulfeto (COLLINS er al., 2001). A clivagem libera o peptideo de fusdo
(131 KKRKRR36), um fragmento hidrofobico localizado na por¢do amino-terminal da
subunidade F1, estando diretamente envolvido a inser¢do da proteina na membrana celular
(ELLIS et al., 1992; COLLINS et al., 2001; EARP et al., 2004; RUIZ-ARGUELO et al.,
2004; SCHICKLI et al., 2005). A subunidade F2 demonstrou-se como determinante de
especificidade nas infecgdes por virus respiratdrios sinciciais (SCHLENDER et al., 2003).

Adjacente a proteina F existem duas regides contendo sequéncias repetidas de
sete aminoacidos (aa) denominadas HR-N e HR-C. Estas regides repetidas sao necessarias
para o processo de fusdo viral (CHAMBERS, et al., 1990; BUCKLAND & WILD, 1989;
LAMB, 1993; VAN DEN HOOGEN et al.; 2002; WEI et al., 2012). As regides HR-N e
HR-C sdo consideradas candidatos, como alvo para o desenvolvimento de drogas
direcionadas contra a proteina F, inibindo a ligacdo de peptideos a regido HR-C e
prevenindo a mudanga conformacional necessaria para a fusdo do envelope viral a
membrana celular (LAMBERT et al., 1996).

A proteina F também interage com uma proteina da familia Ras chamada RhoA
(PASTEY et al., 1999). RhoA ¢é uma pequena GTPase que possui inumeras fungdes

bioldgicas, tais como: secre¢do de interleucinas (IL), especificamente IL-13; IL-6 e IL-8;
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interferéncia com a reorganizacdo da actina no citoesqueleto; modulacdo da expressao
génica; alteragdes na morfologia, mobilidade e proliferacao celular (NARUMIYA, 1996;

PASTEY et al., 1999).

1.6. A Proteina G

A proteina G foi identificada como a principal responsavel pela adesdo do virus
a célula hospedeira, pela observagdo de que anticorpos especificos contra a mesma inibem
esse processo (LEVINE et al., 1987; COLLINS et al., 2001). A proteina G ¢ analoga as
proteinas hemaglutinina (H) e neuroaminidase (N) presentes em membros da subfamilia
Paramyxoviridae, porém ndo possui acdo hemaglutinante ou neuraminica
(COLLINS et al., 2001). A glicoproteina G ¢ uma proteina transmembrana do tipo II, ou
seja, a mesma possui uma regido hidrofobica localizada préoxima a sua porgao
amino-terminal, sendo esta localizada no citoplasma, enquanto seu fragmento
carboxi-terminal permanece exposto externamente a membrana (LANGEDIIK et al.,
1998). A massa molecular da proteina G estimado ¢ de 32 kDa, aumentando para 90 kDa na
sua forma madura devido a intensa glicosilagao do tipo mucin-like (ligacao de glicidios por
ligacdes glicosidicas do tipo O), existente nas regides amino e carboxi-terminal da proteina
(COLLINS et al., 2001; HACKING & HULL, 2002). O ectodominio ¢ altamente variavel,
sendo rico em serina, treonina, prolina e potenciais sitios de ligagdo de glicidios por
ligacdes glicosidicas mucin-like e tipo N. As regides mucin-like sdo separadas por uma
regido conservada de 13 aa (164 a 176) incluindo quatro residuos de cisteina (C'”, C'"°,
C'™, ') ¢ sdo conservados em praticamente todas as amostras do hRSV (COLLINS et

al., 2001; HACKING & HULL, 2002). A proteina G ndo ¢ essencial a replicacdo viral in
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vitro; todavia, a mesma parece desempenhar importante papel na infeccdo in vivo
(KARGER et al., 2001).

A proteina SH ¢ somente encontrada em alguns paramixovirus, como os virus
da caxumba, o parainfluenza do tipo 5, os pneumovirus e os metapenumovirus de
importancia para os humanos e animais (DENG et al., 2012).

A proteina SH é uma proteina pequena, integral de membrana, inserida no
envelope viral, sua regido C-terminal é voltada ao compartimento interno do envelope,
correspondente a face citoplasmatica da membrana (COLLINS et al., 2001). A mesma pode
ser encontrada em quatro formas diferentes: SHy SHg, SHp € SHt (COLLINS et al., 2001).
Tais conformagdes, exceto SHt, s3o encontradas nas células infectadas associadas entre si
na forma de oligomeros (PEREZ et al., 1997), os quais se acumulam nas membranas do
complexo de Golgi formando estruturas do tipo lipid-raft e a expressdo de tais proteinas ¢é
capaz de alterar a permeabilidade de membrana. A fungdo exata da proteina SH ainda
permanece desconhecida; entretanto, a expressdo da mesma em sistemas heterologos induz
a um desequilibrio osmoético na célula que a expressa, sugerindo que a proteina SH forme
canais de membrana, modificando também as propriedades do complexo de Golgi
(RIXON et al., 2004).

A proteina de matriz (M) é uma proteina pequena nao-glicosilada, interna a
particula viral, sendo composta por 256 aa (COLLINS et al., 2001). A proteina M tem
como fun¢do promover a associagdo do nucleocapsideo com o envelope viral nascente
(GHILDYAL et al.,, 2002; EASTON et al., 2004). A proteina possui um dominio
hidrofébico localizado na por¢do C-terminal da molécula, este dominio é responsavel pela

interagdo da mesma com membranas da célula hospedeira (GHILDYAL et al., 2006).
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As proteinas N, P e L sdo proteinas do nucleocapsideo viral. A proteina N se
liga fortemente ao RNA genOmico e antigendmico na formagdo do nucleocapsideo
resistente a RNAses (COLLINS et al., 2001). A proteina N do hRSV possui alto nivel de
identidade com aquela encontrada em outros membros do género Prneumovirus, tais como o
virus da Pneumonia dos camundongos (BARR et al., 1991). A proteina possui regioes
especificas na sua sequéncia de aa que apresentam identidade com as proteinas homologas
do aMPV e hMPV (LI et al., 1996; VAN DEN HOOGEN et al., 2002; EASTON et al.,
2004).

A proteina P ¢ uma fosfoproteina que atua como chaperonina para a forma soluvel
da proteina N (COLLINS et al., 2001). A fosforilagdo da proteina P se deve ao alto teor de
serina, constituindo aproximadamente 80% dos 241 aa (COLLINS et al., 2001). E aceito
que a proteina P também atue como co-fator para a polimerase viral apos sua fosforilagao
(COLLINS et al., 2001). Na auséncia de fosforilacdo da proteina P, a polimerase produz
uma série de curtos oligonucleotideos a partir da extremidade 3' do genoma sugerindo que a
proteina P funcional é necessaria para converter a polimerase em um complexo estavel
(COLLINS et al., 2001). A proteina L ¢ a polimerase viral, componente do complexo RNA
polimerase RNA — dependente; a proteina possui 2.165 aa constituintes no hRSV e 2.000
aa constituintes para o hMPV (RANDHAWA et al., 1996; VAN DEN HOOGEN et al.,
2001).

As proteinas N, P e L s3o responsaveis e suficientes para a replicagdo do RNA
viral, requerendo a associacdo da proteina M2-1(COLLINS et al., 2001). A proteina M2-1

funciona como um fator de elongacdo durante o processo de transcri¢gdo viral
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(COLLINS et al., 2001). A proteina M2-2 tem como fung¢ao a regulagdo da sintese do RNA
viral (COLLINS et al., 2001).

As proteinas nao-estruturais NS1 e NS2 estdo presentes somente nos membros
do género Pneumovirus. O papel destas proteinas ¢ de inibir a acdo dos interferons (IFNs)
alfa (o) e beta (B) pela célula hospedeira, por meio do bloqueio da ativacdo do fator

regulatorio 3 dos IFNs, e de inibir a expressao de Stat2, diminuindo a resposta da célula a

acdo dos IFNs (VALARCHER et al., 2003).

1.7. Replicacao viral

A adsorcao desses virus a célula ¢ mediada pela ligacdo da proteina G a receptores
celulares. Apos a ligagdo da proteina G, a proteina F promove a fusdo do envelope viral a
membrana celular da célula hospedeira através de um mecanismo no qual se envolve
principalmente a por¢ao hidrofébica amino-terminal de F1. O processo de fusdo introduz o
nucleocapsideo viral dentro do citoplasma da célula hospedeira. A replicagdo se inicia com
a transcricdo do genoma viral pela polimerase (COLLINS et al., 2001). Os genes sao
transcritos de forma sequencial a partir da extremidade 3', onde se localiza o promotor
viral, terminando e reiniciando a cada uma das junc¢des intergénicas. A expressdo de cada
mRNA estd relacionada com a posicdo do gene no sentido 3'—5', ocorrendo um maior
acimulo dos mRNAs, quanto mais proximos se encontram do promotor viral (COLLINS et
al., 2001; KREMPL et al., 2002). Na jungdo entre a regido intergénica nao-transcrita € o
gene seguinte, o complexo polimerase reinicia a transcri¢ao, pelo reconhecimento de sitios
indutores da replicacdo que estdo presentes na regido inicial de cada gene. Durante o

processo de transcri¢do ocorre a sintese de mRNAs antigenOmicos, que sdo copias
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complementares completas do genoma viral, com adi¢do de um sitio CAP na extremidade
5'. Durante a atividade antiterminacdo durante o processo de transcricdo, ocasionalmente
acontece uma falha do complexo RNA polimerase em reconhecer o sinal de terminacao dos
genes localizados mais proximo a extremidade 5', no que pode resultar no acumulo de
mRNAs proximos a extremidade 3' (EASTON et al., 2004). Os antigenomas (genoma viral
intermediario positivo) s3o 10 a 20 vezes menos abundantes no citoplasma de uma célula
infectada que o genoma viral propriamente dito (COLLINS et al., 2001).

A montagem dos nucleocapsideos acontece no citoplasma, sendo que a mesma
acontece em etapas distintas. Primeiramente ocorre com a associagcdo da proteina N aos
genomas ou antigenomas, formando o complexo ribonucleoproteina (RNP) subsequente as
proteinas P e L se associam ao complexo formando o nucleocapsideo. A proteina M
direciona os nucleocapsideos as regidoes da membrana celular onde se localizam as
glicoproteinas virais, ja modificadas durante o seu transporte através do reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi. O nucleocapsideo alcanga a superficie viral
realizando entdo o processo de brotamento da particula viral, com a liberagdo do virus, no
qual este adquire o envelope protéico na superficie da célula hospedeira

(WECHSLER et al., 1985; KINGSBURY, 1990).

2.1. O metapneumovirus aviario

O aMPV ¢ reconhecido como um dos principais patogenos de doencgas respiratorias
em aves, ¢ o agente etiolégico da Rinotraqueite dos perus (TRT, do inglés Turkey
rhinotracheitis) e estd associado a Sindrome da cabeca inchada (SHS, do inglés Swollen

head syndrom) em aves comerciais (DANI et al., 1999; DENG et al., 2012). O virus causa
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uma doenca aguda e altamente contagiosa, que afeta o trato respiratorio de aves comerciais €

populagdes de aves silvestres com distribuicao mundial (MUNIR & KAPUR, 2003).

2.2. Epidemiologia

Os primeiros relatos da presenca do aMPV em produgdes avicolas de galinhas e
perus foram realizados no final dos anos 70, na Africa do Sul (BUYS & DU PREEZ,
1980a; DU PREEZ et al., 1989b). Logo apo6s foram relatados casos em frangos na Espanha
(DIAZ DE ESPADA & PERONA, 1984), em galinhas e galinhas d'Angola na Franca
(DROUIN et al., 1985) em frangos de corte na Inglaterra (O’BRIEN, 1985; WYETH, ef al.,
1987), em poedeiras ¢ matrizes na Holanda (GOREN, 1985), e em matrizes em Israel
(PERELMAN, et al., 1988).

Sorologia positiva para o aMPV também foi descrita no Chile ¢ América Central
(JONES, 1996; TORO, et al., 1998), em avestruzes no Zimbabwe (CADMAN, et al., 1994)
e em gaivotas no mar Baltico (HEFFELS-REDMANN, et al, 1998). Nos EUA, as
primeiras confirmacdes de surtos por estes virus ocorreram em perus, em 1997 (SEAL,
1998). No Brasil, seu isolamento foi realizado a partir de material proveniente de matrizes
antes da introducgdo da vacina no pais (ARNS & HAFEZ, 1995).

Embora n3o existam dados disponiveis sobre a circulagio do aMPV em diversas
areas geograficas, dois paises se declararam como livres destes virus: Australia (BELL &
ALEXANDER, 1990) e Canadda (HECKERT & MYERS, 1993).

A disseminagdo viral da Africa para Europa e o seu primeiro aparecimento na costa
leste da Inglaterra sugere que as aves migratdrias desempenham um papel importante na

transmissdo global do aMPV (STUART, 1989). Esta hipétese ¢ corroborada pelo
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aparecimento do virus em Minnesota, EUA, onde ha uma grande populacao de aves
migratorias (ANON, 1998).

Inicialmente, acreditava-se que havia apenas um sorotipo de aMPV, contendo dois
subtipos A e B diferenciados pela andlise da sequéncias de nt ou utilizando anticorpos
monoclonais (COLLINS et al., 1993). Entretanto, o surgimento de um diferente tipo de
aMPV nos Estados Unidos, designado como subtipo C, mudou essa situagdo (COOK,
1999). Além disso, ha um quarto subtipo encontrado na Franga, uma estirpe de aMPV
geneticamente distinta dos subtipos A, B e C referida como tipo D (BAYON-AUBOYER
et al., 2000). Até o ano de 2005, todos os isolados brasileiros existentes foram descritos
como similares ao isolado europeu CVL14/1 (ARNS & HAFEZ, 1995; DANI et al., 1999;
D’ARCE et al., 2005) e, portanto, se enquadram no subtipo A descrito por JUHASZ &
EASTON (1994). A evidéncia da presenca do subtipo B no Brasil foi relatada por
CHACON, et al. (2007) em isolados no Estado de Sdo Paulo, sendo observados problemas
respiratorios e na producdo de ovos em aves comerciais.

As infecgdes envolvendo os aMPV dos subtipos A, B e C em espécies de aves
diferentes dos perus e das galinhas, foi relatado por CATELLI et al. (2001), no qual
encontraram anticorpos em faisdes de criacdes comerciais e de vida livre reativos aos
subtipos A e B. O subtipo C tem sido encontrado em uma grande variedade de espécies de
aves nao domésticas, como pombas, ganso canadense, gansos da neve, marrecos de asas
azuis, pardais e gaivotas (SHIN et al., 2000; BENNETT et al., 2002; BENNETT et al.,
2004; TURPIN et al., 2008). Em analises filogenéticas de diferentes fragmentos do genoma
0 aMPV C se demonstra mais relacionado ao hMPV do que aos demais subtipos do aMPV

(VAN DEN HOOGEN et al., 2002).
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FELIPPE et al. (2011) relatou em seu estudo a presenca do aMPV dos subtipos A ¢
B a partir de material proveniente de espécies de aves selvagens, pombos selvagens de
espécimes diferentes de Columba livia e de aves comerciais de diferentes regides do
Brasil. Os subtipos A ¢ B do aMPV tem sido relatados na Europa, Asia e Brasil, o subtipo
C nos Estados Unidos, recentemente na Franca em isolados de anatideos selvagens
(TOQUIN et al., 2006) e em faisdes na Coreia (LEE et al., 2007) e o subtipo D somente na

Franga (CHACON, et al. 2011).

2.3. Sinais Clinicos

O aMPV causa infecgdo respiratoria severa em perus. A enfermidade € caracterizada
por espirros, estertores traqueais, edema dos seios infraorbitais, nasais e muitas vezes
frontais, com descarga ocular abundante. A descarga nasal pode se tornar mucopurulenta
devido a infeccgdo bacteriana secundaria. Apesar da replicagdo do virus ocorrer na traquéia e
pulmdes, ¢ mais limitado ao trato respiratdrio superior, onde as particulas virais podem ser
detectadas mais facilmente (COOK, 2000).

Em poedeiras e matrizes de perus, a infeccdo pelo aMPV provoca queda na
qualidade e na producdo de ovos (STUART, 1989; COOK et al., 1996). A recuperacao
pode ser alcangada em até trés semanas, ¢ um aumento na incidéncia de ovos com casca
fina pode ser vista durante esse periodo. Peritonite por ruptura de ovos também ja foi
relatada (JONES et al., 1988). Ainda ndo esta esclarecido se o tecido do oviduto ¢
susceptivel a infecgdo pelo virus, ou se as alteragdes no trato reprodutivo sdo causadas por
efeitos sistémicos (COOK, 2000). O virus ja foi isolado a partir de frangos e galinhas em

todas as idades (PICAULT et al., 1987; DU PREEZ et al., 1989b).

Introdugdo

27



2.4. Perdas economicas

As doencas respiratdrias sdo causadoras de grandes perdas econdmicas na criagao
de aves em todo o mundo, tanto na producao de carne, quanto na producao de ovos. Tais
perdas sdo representadas por gastos com o uso de medicamentos, aumento de mortalidade,
elevacdo dos indices de condenacdo de carcagas, quedas na produgdo e incubabilidade de
ovos férteis, diminuicdo da espessura da casca de ovos e diminui¢do da viabilidade das
ninhadas.

Com a criagdo intensiva de aves, grandes populagdes vivendo em espagos
confinados, a entrada de patdgenos virulentos podem causar alta mortalidade e grandes
perdas econdmicas, em especial alguns virus respiratorios que afetam o plantel avicola
(MORLEY & THOMSON, 1984; O’BRIEN, 1985). Sao doengas transmissiveis
consideradas de importancia socio-econdmica e de relevancia em tratados internacionais no

comércio de animais e produtos.

2.5. Controle

As boas praticas de manejo e a biosseguranca sdo fundamentais para o controle de
surtos causados pelo aMPV, especialmente em perus. Porém somente estas medidas por si
s0, ndo controlam a infec¢do causada pelo virus, indicando que uma intervengdo urgente
para controlar a doenga em aves comerciais era necessaria. A erradicacdo da doenca
normalmente ndo ¢é possivel, provavelmente devido ao tamanho e¢ a complexidade da
industria avicola na maioria das areas afetadas. Apesar disso, existe um exemplo de
erradicacdo da doenga no Estado de Minessota-EUA, onde nenhum caso clinico ou

isolamento do virus ¢ feito ha mais de quatro anos (JONES er al., 2009).
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Curiosamente, enquanto na Europa considerava-se essencial vacinar 100% do lote,
nos EUA resultados satisfatorios foram obtidos em lotes onde apenas duas aves em um
grupo de 1000 receberam a vacina (GULATI et al., 2001). Contudo, em Minessota apenas
as areas ou granjas afetadas pela doenca foram vacinadas e a administracao da vacina foi
cancelada assim que os surtos foram controlados. Aparentemente, em regides onde a
densidade nos lotes ¢ baixa, a infeccdo por aMPV pode ser erradicada com a aplicacdo da
vacina seguida de monitoramento cuidadoso e estrita atencdo a bioseguridade (Cook, 2009;

JONES, 2009).

2.6. Protecao vacinal

A utilizagdo de vacinas vivas atenuadas através de passagens seriadas em culturas
de células ou de vacinas inativadas é o principal método de controle da infec¢do pelo
aMPV. O uso destas vacinas, se administradas cuidadosamente e corretamente,
demonstram conferir excelente protecdo em aves comerciais contra o aMPV (COOK,
2009). Uma tnica dose de vacina pode oferecer prote¢do aos perus durante toda a vida.
Entretanto, pode ocorrer re-infec¢do na fase tardia da vida. Por isso, em alguns casos, os
perus sdo revacinados depois de aproximadamente 10-12 semanas (COOK, 2000). Em
frangos, a protecao ¢ durante toda a vida e também pode ser obtida com uma tnica dose de
vacina.

Em galinhas, as vacinas vivas contra o aMPV e o Virus da bronquite infecciosa

(VBI) devem ser administradas em momentos diferentes, devido a ocorréncia de

interferéncia na protecdo contra ambas (COOK er al, 2001), entretanto a vacinagdo
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simultanea contra aMPV e o NDV, ndo interfere a eficacia de nenhuma das duas vacinas
(GANAPATHY et al., 2005).

O programa completo de vacinagao composto por uma dose de vacina viva seguida
de uma vacina inativada € necessario para uma prote¢ao completa de aves adultas (COOK
et al., 1996). O que se observa que apoOs a administragdo da vacina viva, a vacina inativada
oferece uma redugdo dos efeitos da infec¢dao pelo aMPV durante o periodo de postura. No
Brasil estdo disponiveis vacinas dos subtipos A e B do aMPV. As vacinas contra os
subtipos A e B tém sido utilizadas com sucesso na maioria dos paises afetados pela doenga
e oferecem boa protecdo cruzada entre os dois subtipos (COOK et al, 1995;
ETERRADOSSI et al., 1995; TOQUIN et al., 1996; VAN DE ZANDE et al., 2000).

Estas vacinas também oferecem protecdo contra o isolado do subtipo C, porém a
prote¢do ndo ocorre no sentido contrario (COOK et al., 1999). Varios relatos sugerem que
uma maior aten¢do deve ser dada ao desenvolvimento e método de administracdo das
vacinas contra o0 aMPV. Por exemplo, em perus, algumas semanas apds a vacinagao contra
0 aMPV, observou-se a ocorréncia de doenga respiratdria diagnosticada como TRT.

Segundo CATELLI et al. (2006) este fendmeno acontece devido a recirculagao do
virus vacinal entre as aves que nao receberam ou receberam uma dose inadequada da
vacina, levando a reversao de sua viruléncia. Um estudo epidemioldgico longitudinal feito
em Israel revela que tanto amostras vacinais quanto amostras de campo do aMPV dos
subtipos A e B podem ser detectados simultaneamente em perus (BANET-NOACH et al.,
2009). No Brasil (VILLARREAL et al., 2009) e na Itdlia (CECCHINATO et al., 2009)
evidéncias a campo sugerem que as vacinas existentes no mercado podem ndo oferecer

protegdo completa (CHACON et al., 2011) contra novas amostras circulantes do virus. E
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finalmente, na Italia o desafio de aves vacinadas com uma amostra viral recente
demonstrou que a protecao ¢ inferior a conferida para uma amostra viral isolada em 1987.

Os autores sugerem que as mudancas ocorridas em regides antigénicas
fundamentais do virus, permitindo que este se replique e cause doenga em animais
vacinados (CATELLI et al., 2010). As falhas no desempenho vacinal podem ser atribuidas
a uma série de fatores, incluindo: atenuagdo exacerbada da amostra vacinal (a baixa
replicagdo implica em incapacidade de induzir resposta imune protetora), atenuacao
insuficiente (com possivel reversdo da viruléncia do virus vacinal), administragdo vacinal
inadequada (ocorréncia de falha na protecdo ou reagdo severa) e em alguns casos,
divergéncia genética entre as amostras vacinais ¢ de campo (COOK, 2009; CATELLI et al.,
2010). As vacinas em circulagdo sdo eficazes se administradas corretamente, mas
problemas relacionados a reversdo de viruléncia podem surgir e existe evidéncia de
possivel evolugao viral.

Embora estas vacinas vivas e atenuadas sejam eficazes quando administradas com
precisdo, esfor¢os t€m sido feitos para o desenvolvimento de novas vacinas mais seguras ¢
eficazes e que ndo revertam a viruléncia.

A imunidade de curta duragdo, conferida apds a infec¢do natural, deixa davidas
sobre a durabilidade da protecdo conferida pelas vacinas. E a necessidade de que a vacina

induza imunidade protetora contra as diferentes variantes antigénicas encontradas a campo.

3.1. O virus respiratério sincicial bovino
O bRSV foi isolado pela primeira vez em 1967 (PACCAUD & JACQUIER, 1970),

o virus apresenta distribuicdo mundial e causa severa doenga respiratoria em bovinos
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jovens, caracterizada por bronquiolite e pneumonia intersticial, de forma similar a
enfermidade decorrente da infeccao pelo hRSV em criangas (BAKER, 1991; KIMMAN,

1993).

3.2. Epidemiologia

Independentemente da localizacdo geografica, taxas de infec¢do pelo bRSV sdo
geralmente bastante elevada, sugerindo que a transmissdo viral € um evento comum entre
os rebanhos. Os bovinos sdo o principal reservatorio de infecgdo, no entanto, as ovelhas
também podem ser infectados (MASOT et al., 2000; SARMIENTO-SILVA et al., 2012).

A transmissdo do bRSV, provavelmetne ocorre por aerossois por via aérea o contato
direto entre animais (intra-rebanho) (LARSEN, 2000). Apos a infec¢@o natural pelo bRSV,
a protecao contra reinfecgdes € de curta duracdo e as reinfec¢des sdo comuns. Em humanos
as reinfecgdes apresentam sinais clinicos brandos, sugerindo que a severidade da doenga
diminui apds reinfec¢des consecutivas (VAN DER POEL et al., 1994). Em bovinos, os
sinais clinicos evidentes normalmente sé sdo observados na primeira infec¢do (VAN DER
POEL et al., 1994).

Os surtos de bRSV ocorrem geralmente durante o inverno (VALARCHER &
TAYLOR, 2007). Em climas temperados, a maioria dos surtos associados ao virus ocorre
durante o outono e inverno (BIDOKHTI et al., 2012). No entanto, tem sido observada
infeccdo causada pelo bRSV durante o verdo (BIDOKHTI et al., 2012) Alteragdes
climaticas podem aumentar a incidéncia da infec¢do principalmente o clima umido e a

presenca de vento.
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A morbidade da doenca pode atingir 80 a 100% dos animais. A taxa de mortalidade
observada ¢ de aproximadamente 5 a 10%, dependendo das condi¢des sanitarias do
rebanho. No entanto a soroprevaléncia da infec¢ao varia muito entre as diferentes regioes
geograficas (SAA et al., 2012). Os rebanhos que foram previamente expostos ao virus
tendem a ter infecgdes que sdo limitadas a animais mais jovens no qual sdo mais
susceptiveis. Em consequéncia, a morbidade ¢ geralmente elevada, durante a ocorréncia de
focos (RAAPERI et al., 2012).

No Brasil, o bRSV foi detectado pela primeira vez por GONCALVES et al. (1993),
a partir de amostras de pulmdes de bezerros no Estado do Rio Grande do Sul (RS). O
isolamento e a caracterizagdo ocorreram em 1995 por ARNS et al., (2003), a partir de
amostras de secre¢do naso-traqueais de animais com sintomas respiratorios procedentes do
RS. Ha relatos de casos de infec¢do por bRSV nas regides Sudeste e Norte do pais (SPILKI
& ARNS, 2008). A doenca em nosso pais ocorre em bovinos de corte € em animais
destinados a producado leiteira, envolvendo animais alojados tanto em criagdes extensivas

quanto em condig¢des semi-extensivas (SPILKI & ARNS, 2008).

3.3. Sinais Clinicos

A infeccdo primaria pelo virus induz severa doenca respiratoria do trato inferior em
bovinos suscetiveis, tanto jovens quanto adultos. Apds a infec¢do natural pelo bRSV, os
sinais clinicos incluem apatia, anorexia, aumento de temperatura corporal (>39,5°C),
descargas nasais abundantes, tosse, taquipnéia, respiracdo bucal e abdominal, enfisema
pulmonar e subcutineo, e acarretando na morte do animal (VERHOEFF et al., 1984,

DRIEMEIER et al., 1997; ALMEIDA et al., 2005).
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Os animais, muitas vezes, apresentam dor ao toque da parede toracica e abdominal
anterior. E comum encontra-los em posigdo ortopnéica, com membros toracicos e pescogo
estendido para frente, respirando quase exclusivamente pela boca. Infecgdes bacterianas
secundarias sdo frequentes em surtos de bRSV, bem como o isolamento concomitante de
outros virus, formando o que constitui, no hemisfério norte, no chamado Complexo da

Doenga Respiratoria dos Bovinos (CDRB) (ELLIS et al., 2001).

3.4. Perdas economicas

O impacto da infec¢do causada pelo bRSV resulta para a industria de gado em
perdas econdomicas devido a morbidade, mortalidade, gastos com tratamento e prevengao.
Ocasionando, eventualmente a perda de producdo e o valor da carcaga ¢ reduzida

(SARMIENTO-SILVA et al., 2012).

3.5. Controle

Os programas de controle sdo baseados em melhorias de manejo, biosseguranga, no
controle do transito de animais e na utilizagdo de vacinas. Apesar de a vacinag¢ao prevenir
a doenca e suas consequéncias econdmicas, ndo garante que a circulagdo viral seja

suprimida (mesmo que em pequenas quantidades).

3.6. Protecao vacinal
Inimeras sdo as vacinas inativadas e vivas disponiveis comercialmente para o

controle das infec¢des pelo bRSV. Estudos utilizando o desafio experimental e a campo
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tétm levado a resultados inconclusivos quanto a eficacia destas vacinas (VAN
DONKERSGOED et al., 1991; FRANKENA et al., 1994; WEST et al., 1999).

Recentemente, uma vacina utilizando o herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) como
vetor para a proteina G do bRSV diminuiu os sinais clinicos e a excregao viral apos o
desafio por bRSV (SCHRIJVER et al., 1997; TAYLOR et al., 1998). A proteina G como
antigeno alvo de uma vacina de DNA também foi testada com relativo sucesso
(SCHRIJVER et al., 1997; TAYLOR et al., 2005).

A literatura apresenta poucas informag¢des a respeito do potencial uso
imunorregulador de adjuvantes em vacinas para bRSV; assim fazem-se necessarios estudos
quanto ao uso potencial de adjuvantes, hoje utilizados em larga escala em outras vacinas
para a espécie bovina tais como o 6leo mineral e saponinas (ELLIS et al., 2001; ELLIS et

al., 2005).

4.1. Os vetores adenovirais

Os vetores adenovirais sdo ferramentas versateis na investigacdo da expressdo e
regulacdo génica assim como na terapia génica. Diversas sdo as vantagens para a utilizagdo
destes vetores. Uma destas vantagens inclui a incapacidade dos adenovirus de integrar o
genoma da célula alvo. Sendo descritas outras vantagens como o amplo espectro de
aplicagdes, o alto nivel de expressdo do gene de interesse, a capacidade de produzir altos
titulos do virus recombinante, ¢ a capacidade de transferir o gene independente da divisdo
da célula (TAN et al., 2006).

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para a construgdo direta ou indireta de

adenovirus recombinantes (MULLAN et al., 2004). Em geral, a construcdo direta utiliza-se
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somente de uma etapa de clonagem em plasmideo, sdo construgdes limitadas na escolha dos
sitios de enzimas de restri¢do e sdo encontradas dificuldades na manipulagdao de grandes
plasmideos. Na construcao indireta utilizam-se dois sistemas de plasmideos, um plasmideo
do tipo pShuttle, contendo o cassete de expressao, € apos uma segunda clonagem em um
segundo plasmideo contendo o genoma de adenovirus, usualmente com dele¢des dos genes
promotores da transcri¢do E1 e E3.

O vetor de adenovirus humano sorotipo 5 (AdS) pertencem a primeira geracao,
possuindo as deleg¢des dos genes E1 e E3 (RUSSEL, 2000). Estes vetores t€ém a capacidade
de expressar genes de até 6.5 kb (kilo base) de DNA sob um controle de um promotor
heterdlogo, neste sistema, o citomegalovirus (CMV). O vetor ¢ incapaz de se replicar em
células in vitro ou in vivo, a menos que a célula infectada contenha a regido El, ja que este
gene ¢ indispensavel para a sua replicagdo. As células HEK-293, que sdo utilizadas para a
replicagdo do Ad5 defectivo, possui, em seu genoma a regido E1 (GRAHAN et al., 1977).

Devido a delecdo dos genes da regido El1 onde se encontram as defesas pro-
apoptdticas bem como a regido E3 que tem fungdes semelhantes, as células hospedeiras se
tornam um alvo para as defesas inatas do sistema imune.

A expressdo génica dos adenovirus divide-se em duas fases: iniciais e tardias. As
proteinas que sdo necessarias para a transcrigdo dos genes virais e replicacio do DNA,
também estdo envolvidas com a interferéncia nos mecanismos inflamatorios ¢ de apoptose
desencadeados pelo hospedeiro.

Os produtos dos genes de expressao imediata (E1A) estdo envolvidos no controle do
ciclo celular, pela expressdo de fatores de transcricio e de replicagdo. Nesta regido se

encontram os genes que modulam a resposta imune inata do hospedeiro e o ciclo celular
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interferindo na atividade de interleucinas (IL), como o fator de necrose tumoral (TNF), na
producao de moléculas de complexo de histocompatibilidade maior tipo 1 (MHC-I).

As proteinas E1A desempenham um papel importante na indugdo do ciclo celular,
focalizando a sua agdo nos reguladores principais do ciclo celular, os genes pRb e p53. A
interacao entre E1A e pRb resulta na dissociagao dos complexos E2F-pRb e na ativagdo da
transcri¢ao de genes que promovem a entrada na fase S do ciclo celular. A E2F também se
liga e ativa os promotores das regides E1 e E2, o que provavelmente represente um
mecanismo do virus para coordenar a progressao do ciclo celular com a expressao génica e
replicagdao do DNA viral.

Nas fases iniciais da infec¢do, os adenovirus induzem apoptose na célula hospedeira,
principalmente através de efeitos indiretos da E1A e também vérias proteinas virais, como
as E1B/55kDa, E1B/19kDa e E4orf6, atuam bloqueando a apoptose por varios mecanismos.
A E1B e Edorf6 bloqueiam o mecanismo pro-apoptoético dependente da p53, ligando-se e
inativando essa proteina. A E1B/19kDa ¢é semelhante a proteina celular antiapoptética Bcel-
2, que se localiza na membrana mitocondrial e impede a ativagdo da caspase 9, uma efetora
da apoptose.

A sobrevivéncia das células infectadas também depende da interferéncia com sinais
de morte celular induzidos pela resposta imune. A regido E3 19kDa é uma glicoproteina
transmembrana que fica retida no reticulo endoplasmatico (RE), o seu dominio luminal se
liga em moléculas do MHC-I, provocando a sua retengdo no RE. Essa regido também se
liga no complexo TAP e o impede de transferir peptideos ao MHC-I. O efeito destas
atividades ¢ a protecdo das células infectadas do reconhecimento e lise mediada por

linfocitos T citotoxicos (CTLs). Os CTLs também podem induzir lise celular,

Introdugdo

37



desencandeando sinais através do receptor de Fas, induzindo a degradagao do seu receptor.
Esse complexo também inibe a lise celular pelo fator de necrose tumoral alfa (TNFa), uma
citoquina antiviral potente.

Umas das respostas mais precoces contra infec¢des virais ¢ aquela mediada pelos
interferons (IFNs) a e 8, que agem de forma autdcrina e paracrina, induzindo um estado de
resisténcia antiviral nas células. Os IFNs atuam por meio de seu receptor, provocando a
ativacdo da transcricdo de genes cujos os seus produtos possuem agdes antivirais. E os
elementos nesse mecanismo sao as quinases citplasmaticas denominadas STATSs, uma vez
ativadas, sao translocadas para o nucleo, onde se ligam e ativam os promotores responsivos
ao IFN. As proteinas EIA atuam diretamente nos mecanismos mediados pelos IFNs,
ligando-se e inativando a STAT]1 e, bloqueando a ativagdo dos genes responsaveis aos IFNs
(MORAES & COSTA 2007).

Os AdS5 tem sido amplamente utilizados como vetores para o desenvolvimento de
vacinas para a Medicina Veterinaria. Os mesmos t€ém sido utilizados para os virus da
imunodeficiéncia felina, virus da raiva, virus da bronquite infecciosa, virus da diarréia
bovina, virus parainfluenza bovino do tipo 3, herpes virus bovino 1 ¢ o virus da febre aftosa
(FERREIRA et al., 2005, DRAPPER & HEENEY, 2009). O Ad5 tem sido usado como um
vetor para febre aftosa, conferindo protecdo completa em suinos contra o sorotipo A apos

uma tnica dose (MORAES et al., 2002).

4.2. Os AdS infectam células de galinhas
O AdS5 com delegdes dos genes E1/E3 foi utilizado como vetor para a expressao do

gene hemaglutinina (HA) do virus Influenza aviaria (VIA) cepa A/Vietman/1203/2004, foi
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testada a sua habilidade em proteger camundongos e galinhas apds desafio com a amostra
virulenta HSN1 (GAO et al., 2006). Neste estudo a utilizagdo de vacinas baseadas em Ad5,
demonstrou uma resposta rapida na inducao de imunidade protetora. As galinhas podem ser
protegidas contra a cepa HSN1 por administragdo em ovos com vetor AdS contendo o gene
HA (HS5) em uma dose Unica, utilizando a administragdo em massa (TORO et al., 2007).

A imunidade protetora contra o VIA foi demonstrada no trabalho citado acima
(TORO et al., 2007) e TORO et al., (2008) em seu segundo trabalho utilizou vacinas
administradas em ovos, demonstraram que esta metodologia pode ser utilizada em
populacdes de aves dentro de um perfil de seguranca e de uma alta resposta a uma
pandemia emergente do VIA. O uso de Ad5 na imunizacdo de aves poedeiras fornece uma
barreira imunologica contra as varias cepas do VIA. Essa barreira imunologica nao sé
podera proteger esta importante fonte de proteina para o consumo humano, como também
significativamente reduziria o risco de uma pandemia em humanos do virus.

TANG et al. (2009) concluiram em seu trabalho, que o rapido e custo efetivo da
produgdo de vacinas para VIA utilizando o vetor Ad5 em conjunto com a administracdo em
massa ¢ uma importante ferramenta para a imunizagdo tanto para humanos quanto para a
avicultura no caso de uma pandemia de influenza aviaria (IA).

SINGH et al. (2010) avaliaram vacinas utilizando Ad5 o gene HA do VIA e o mesmo
induziu resposta imune humoral e celular contra o virus em galinhas. J4 RAMOS et al.
(2010) exploraram em seu estudo a possibilidade de exarcebar a resposta imune utilizando
como adjuvante o gene CDI154, uma glicoproteina integral de membrana do tipo II
estimulador da ativagdo de células apresentadoras de antigenos (APCs), fusionada ao gene

da HA do VIA.
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ZESHAN et al. (2010) demonstraram pela primeira vez a constru¢ao de adenovirus
recombinantes expressando a proteina S1 do VBI das galinhas, induzindo resposta humoral
e celular, além da protecao apés o desafio com cepa virulenta depois da administracdo em

OoVos.
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OBJETIVOS

1.1. Objetivos gerais
= Construir recombinantes adenovirais expressando as glicoproteinas F e G do

aMPV e bRSV.
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MATERIAL E METODOS

1. Propagacao viral

A estirpe viral SHS/669/03 isolada por D’ARCE et al., 2005 (pertencente ao subtipo
A do aMPV), foi replicada em células da linhagem CER (Chicken embryo related),
gentilmente doadas por Hafez Mohamed Hafez (Institute for Poultry Diseases, Free
University of Berlin, Alemanha), seguindo metodologia previamente descrita (SMITH et
al., 1977; COSWIG et al., 2010).

A estirpe viral bRSV-25-BR isolada por ARNS & CAMPALANS, proveniente de
casos clinicos de bRSV ocorridos no Rio Grande do Sul em 2003, foi replicada em células
da linhagem CRIB (Cell resistant to the infection with BVDV), um clone de células MDBK
(ATCC CRL-11883), resistente a contaminacdo pelo Virus da Diarréia Viral Bovina
(FLORES & DONIS, 1996).

As titulagdes da infectividade viral, foram realizadas seguindo o método recomendado

por REED & MUNCH (1938).

1.2. Amplificacao do gene F do aMPV e bRSV

O RNA de cultivos de aMPV e bRSV com 72 horas apos a inoculagdo foi extraido
por meio do kit de extracdo High Pure Viral Nucleic Acid Extraction Kit® (Roche
Diagnostics, Alemanha), seguindo as instrug¢des do fabricante.

O RNA viral dos virus foram convertidos a uma copia complementar de DNA
(cDNA), por amplificagdo enzimatica utilizando o kit (High capacity cDNA kit Applied

Biosystems™, Foster City, USA), seguindo as instru¢des do fabricante.
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1.4. Oligonucleotideos Iniciadores
Foram desenhados oligonucleotideos iniciadores especificos para flanquear toda
Open Reading Frame (ORF) do gene codificador da glicoproteina F do aMPV e bRSV

(quadro 1) e (quadro 2) respectivamente, a partir das sequéncias completas dos genes

depositadas no GenBak (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) e com o

auxilio do programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi).

Quadro 1 - Descricao dos iniciadores utilizados para a amplificacdo do gene que codifica

para a glicoproteina F do aMPV

primers sequéncia (5°—>3’) posicao

ATGGATGTAAGAATCTGTCTCC
FF2+ 1-1617

FR2- TTAACTGACATAAGCCATGC

Quadro 2 - Descri¢ao dos iniciadores utilizados para a amplificagdo do gene que codifica

para a glicoproteina F do bRSV

primers sequéncia (5°>3’) posicio
bRSVF5+ ATAAGGATGGCGACAACAGC
1-1538
bRSVF3- AGGCCAGGCTTTGGTTTATT

1.5. PCR para o gene F do aMPV

A reagdo de PCR consistiu de 1uL. de cDNA diluido em 14,5uL de H,O, 2,5uL de

tampdo 10X, 2uL (4 mM) de MgCl, 50 mM, 0,75uL (0,3 mM) de dNTP 10mM, 2uL
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(0,8pmol) de primer FF2+ (10pmol) e 2uL (0,8pmol) de primer FR2- (10pmol) e 0,25uL
(1,25 unidade) Taq Polimerase (5 unidades) Invitrogen.

A reacdo compreendeu uma etapa inicial de 3 minutos a 94°C, 35 ciclos de 30
segundos a 94°C para desnaturacdo das cadeias, 30 segundos seguindo de 54°C de T° de
anelamento dos iniciadores e 1 minuto a 72°C para extensao das cadeias, além de 7 minutos
a 72°C para extensao final.

Apos a reacdo, o produto foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% em
tampao TEB 1X com adi¢do de Brometo de etidio numa concentragado final de 0,5ug/mL e

posteriormente visualizados sob luz ultravioleta (UV).

1.5.1. PCR para o gene F do bRSV

As reacoes foram realizadas em volume final de 50uL, contendo SuL de cDNA diluido
em 31,8uL de H,O, 5uL de tampao 10X, 1,5uL (4 mM) de MgSO, 50mM, 1,5uL (0,2mM) de
dNTP 10mM, 2,5uL (0,5pmol) de primer BRSVF5+ (10pmol) e 2,5uL (0,5pmol) de primer
bRSVF3- (10pmol) para o gene F e 0,2uL (lunidade) Taqg Platinum Pfx (5 unidades)
Invitrogen.

A reagdo compreendeu uma etapa inicial de 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de 1 minuto a
94°C para desnaturagdo das cadeias, 1 minuto a 56°C para anelamento dos primers e 1
minuto a 72°C para extensdo das cadeias, além de 7 minutos a 72°C para extensao final.

Ap0s a reacgdo, o produto foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% em
tampao TEB 1X com adi¢do de Brometo de etidio numa concentracdo final de 0,5pg/mL e

posteriormente visualizados sob luz UV.
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Construcao Indireta dos adenovirus recombinantes

2. Primeira clonagem do Gene F do aMPV e bRSV

2.1. Vetor de Clonagem do produto de PCR

O primeiro vetor utilizado foi pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® (Invitrogen),
possui duas sequéncias denominadas AttL1 e AttL2, que possibilita a recombinagao deste
vetor com o vetor adenoviral que possui as regides AttR1 e AttR2 (Figura 4). O fragmento
codificante dos genes F foram clonados no vetor pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning®
conforme as instrucdes do fabricante. Bactérias Escherichia coli da linhagem DHS5a
(Clontech, Heidelberg, Germany) competentes foram transformadas com o vetor
recombinante por choque térmico. Os clones bacterianos contendo os plasmideos dotados
dos insertos dos genes F foram selecionados pelo crescimento em meio contendo o
antibiotico spectinomycin (Sigma). Apds extragdo do DNA plasmidial com a utilizagdo do
Kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen), seguindo as instrugdes do
fabricante. A preseng¢a dos insertos foi confirmada pela técnica de PCR, seguindo o

protocolo anteriormente descrito.
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Fig. 4- A figura ilustra o Vetor de Clonagem pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning®

2.2. Sequenciamento de nucleotideos do produto de PCR e do inserto génico nos
clones bacterianos transformantes selecionados

Para confirmar a identidade e orientacdo dos fragmentos clonados, o sequenciamento
dos produtos de PCR e dos clones transformantes foram realizados utilizando-se os primers
sentido positivo e negativo especificos para os genes e os primers M13 para o vetor,
fazendo cada sentido em triplicata para os primer especificos e para os primers do vetor.

As reacgdes foram realizadas utilizando sequenciador automatico ABI PRISM 3700
DNA (Applied Biosystems, Foster - City, EUA), com o kit ABI PRISM Dye ™ Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Big Dye - Applied Biosystems), seguindo as
instrugdes do fabricante. As sequéncias de nucleotideos foram manipuladas utilizando o

programa Bioedit versdo 7.0.5.2 (HALL et al., 1999), alinhadas usando-se o programa
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Clustal W versao 1.83 (THOMPSON et al., 1994) e foram comparadas, a similaridade dos

produtos de PCR e de cada clone, com as sequéncias depositadas no GenBak.

3. Segunda clonagem do Gene F do aMPV e bRSV

3.1. Preparacao de Bactérias Eletrocompetentes

Para a preparacao das bactérias eletrocompetentes foi utilizada a bactéria Escherichia
coli da linhagem DH10B seguindo o protocolo AUSUBEL et al (1995), com modificagdes
para as melhores condic¢des ideais para preparagdo, transformagao e crescimento da bactéria
com o plasmideo recombinante.

Foi realizado um pré-inoculo da bactéria crescido overnight em SmL de meio LB
(Luria-Bertani) a 37°C por 250 g, foi feito um repique da bactéria do pré-indéculo de 1/100
em 100mL de meio LB com crescimento aproximadamente de trés horas durante este
periodo foi medido a ODgg. As bactérias foram crescidas sob agitagcdo vigorosa até atingir
a ODggp (absorbancia 0,6), apds o frasco contendo as bactérias foi colocado em banho de
gelo por 30 minutos. As bactérias foram entdo centrifugadas a 4200 g por 15 minutos a 4°C.
Neste passo foi removido o maximo possivel do sobrenadante e o pellet foi ressuspendido
em 20mL de glicerol 10%, seguido de uma centrifugagdo a 4200 g por 15 minutos a 4°C.

Novamente, o sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 2mL de
glicerol 10%, seguindo a centrifugacdo a 4200 g por 15 minutos a 4°C. Apos a
centrifugagdo, o sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 200uL de
glicerol 10%. Foram preparadas aliquotas de aproximadamente 40uL de bactérias, sendo

utilizadas em seguida para a transformagdo por eletroporacdo dos plasmideos pShuttle F
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aMPV e bRSV. Para verificar a eficiéncia das bactérias eletrocompetentes foi utilizado o

vetor PUC 18.

3.2. Vetor de expressio pAd/CMV/V-5-DES™ Gateway Vectors

Para expressar a proteina F do aMPV e bRSV foi utilizado o sistema PA d/CMV/V-5-
DES™ Gateway Vectors (Invitrogen) (Figura 5). Os genes foram inseridos no primeiro
plasmideo pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kits (Invitrogen) e denominados pShuttle F:
paMPV-F e pbRSV-F. Apos esta etapa, foram inseridos do primeiro para o segundo
plasmideo (através de recombinagdo) utilizando a enzima Gateway® LR Clonase™ II
Enzyme Mix (Invitrogen), seguindo o protocolo abaixo.

Os plasmideos pShuttle foram utilizados em concentragdes de 50 a 150ng por reacgao,
1uL do vetor, a reagdo foi completada com tampao TE pH 8.0 para um volume de 8uL. Em
seguida, foi adicionada a esta reagdo 2uL da enzima Gateway® LR Clonase ™ II Enzyme
Mix (Invitrogen) e a reacdo foi incubada por 8 horas a 25°C. Apds este periodo, foi
adicionada 1uL de proteinase K na reacdo, sendo incubada novamente por 10 minutos a
37°C. As bactérias foram transformadas através de eletroporacdo, em seguida as células
foram incubadas por 1 hora em estufa a 37°C, e plaqueadas em meio LB-Agar contendo
100pg de ampicilina para a sele¢do dos clones de expressdo. Apds o crescimento dos clones
de expressdo, os mesmos foram plaqueados novamente por duas vezes em meio LB-Agar
contendo 100pg de ampicilina para a verificagdo da presenca de colonias satélites e
contaminagao.

Confirmagao dos clones de expressao, foi realizada apos extragdo do DNA plasmidial

com a utilizagdo do Kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen), seguindo as
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instrucoes do fabricante. A presenga dos insertos foi confirmada pela técnica de PCR,
seguindo o protocolo para a amplificagdo do gene F do aMPV e bRSV, utilizando os
primers especificos descritos nos quadros 1 e 2. A reagdo foi realizada como citada nos

itens: 1.5. PCR para o gene F do aMPV e 1.5.1. PCR para o gene F do bRSV.

| » m CmR attR2 V5 epitope |

pAd/CMV/V5-

DEST"
36686 bp

Comments for pAd/CMV/V5-DEST™
36686 nucleotides

Fig. 5- A figura ilustra o mapa do Vetor pAd/CMV/V-5-DES™ (Invitrogen).

3.3 Sequenciamento de nucleotideos do inserto génico nos clones de expressio
selecionados

Para confirmar a identidade e orientacdo dos clones de expressao foram utilizados os
primers sentido positivo e negativo especificos para o gene e os primers T7 para o vetor,
fazendo cada sentido em triplicata. As reagdes foram realizadas utilizando sequenciador
automatico ABI PRISM 3700 DNA (Applied Biosystems, Foster - City, EUA), com o kit
ABI PRISM Dye ™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Big Dye - Applied
Biosystems), seguindo as instru¢des do fabricante. As sequéncias de nt foram analisadas

como descrito no item 2.2. sequenciamento de nt.
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3.4. Transfeccao em células da linhagem HEK-293 (Rim de embrido humano)

3.4.1. Preparaciao para transfeccio

Pré-Transfeccio: Extracao DNA plasmidial '"Midi Prep"

Para a extracio do plasmideo foi utilizado o kit S.N.A.P™ (Invitrogen), seguindo as
instrucdes do fabricante. Seguindo o protocolo acima, foi adicionado no DNA plasmidial
ImL de fenol, misturado vigorosamente por 5 minutos a temperatura ambiente, e foi
centrifugado a 14000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e transferido
para um novo tubo e adicionado ImL de cloroférmio, em seguida foi misturado
vigorosamente por 5 minutos a temperatura ambiente, seguida de centrifugacao de 14000 g
por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo novo e adicionado 10uL
de 3M de acetato de sodio pH 5,2 ¢ ImL de etanol absoluto gelado o contetdo foi
misturado gentilmente e incubado overnight a -20°C.

Seguida de centrifugagdo a 14000 g por 30 minutos a 4°C e, o pellet lavado com
etanol 70%, deixando secar o DNA plasmidial, e entdo ressuspendido em 20uL de agua
destilada (MilliQ, RNAse/ DNAse free water system).

Para a digestdo com a enzima Pacl (New England Biolabs), o DNA plasmidial
precipitado foi quantificado utilizando Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e foi utilizado
na concentragdo de Sug/ul, a reagdo foi incubada por 3 horas seguindo as orientagdes do
fabricante. A digestdo do vetor com a enzima Pacl expdem as regides invertidas repetidas
(ITRs) do adenovirus e remove as sequéncias da bactéria. Apds a digestdio o DNA
plasmidial foi purificado por fenol/cloroférmio e em seguida quantificado novamente

utilizando NanoDrop 2000.
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Para a transfeccio foi utilizado Lipofectamine 2000™ (Invitrogen), ¢ DNA
plasmidial na concentracdo 1pg/uL. A reacdo compreendeu um volume final de 250uL
(230uL de Opti-MEM™ Invitrogen + 20uL de Lipofectamine 2000™) que foi incubada
por 30 minutos a temperatura ambiente. O DNA plasmidial foi entdo adicionado formando
o complexo e novamente incubado por 40 minutos a temperatura ambiente. A mistura foi
colocada em placa de seis orificios contendo células HEK-293 semi-confluente. E seis
horas apo6s a transfeccdo foi adicionado 10% de soro fetal bovino (SFB). Apos 48 horas, foi
realizada a tripsinizacdo das células transfectadas, sendo diariamente observadas para a

verificagdo do inicio do efeito citopatico (ECP) dos adenovirus recombinantes.

3.5. Western Blot

Para a confirmag¢ao da tradugdo das proteinas transfectadas foi realizado a técnica de
Western Blot. Para o gene F do aMPV, foi utilizado o PCR em tempo real para quantificar
o RNA mensageiro nas células HEK-293 transfectadas e o Western Blot da proteina, foi
realizado a partir da produgdo de antissoro policlonal anti-aMPV inoculado com a cepa
SHS/669/03 em camundongas da linhagem BALB/c por via intraperitoneal.

Para o gene F do bRSV, ndo inserimos stop codon na sequéncia dos primers € como
apresentado na figura 2 o mapa do vetor, este possui uma regido denominada epitopo V-5.
Para a proteina F do bRSV foi utilizado anticorpo contra o epitopo V-5 Anti-V5-HRP
Antibody™ (Invitrogen) na dilui¢do 1:1000 para as analises do o Western Blot.

As amostras transfectadas foram coletadas da seguinte forma: as transfecgoes foram
realizadas em placas de seis orificios, um dos orificios era um controle de célula, outro

orificio um controle somente com lipofectamina e quatro oficios com amostra.
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Para o gene F do aMPV foi utilizado DNA plasmidial na concentracao de Sug/uL
onde foram coletadas amostras de controle de célula, de lipofectamina e com duas coletas
diferentes de amostra, a saber: 1) apos 48 horas de transfec¢ao o sobrenadante foi coletado
e realizado a inocula¢io em garrafa de 25cm” contendo células HEK-293 semi-confluente.

O sobrenadante (1mL) foi adicionado as células e incubadas do sobrenadante por 1
hora para adsor¢do das particulas virais nas células e adicionado meio completo Meio
Dulbecco MEM (DMEM - enriquecido com alta glicose) contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) e apo6s 48 horas, foi coletada a amostra; 2) a segunda coleta foi realizada
também apds 48 horas da transfec¢do de forma diferente da primeira, ou seja, foi realizada
a tripsinizagdo das células e colocadas em garrafa 25cm™ Ap0s seis dias da transfecgio foi
realizado um raspado da monocamada e coletada a amostra.

Para o gene F do bRSV foi utilizado DNA plasmidial também na concentragdo de
Sug/ul. Foram realizadas coletas do controle de célula e lipofectamina, e foram realizadas
quatro coletas das amostras, a saber: 1) 24 horas apds a transfecgdo; 2) apds 48 horas de
transfec¢do o sobrenadante foi coletado e realizado a inoculagio em garrafa de 25cm’
contendo células HEK-293 semi-confluente. Apos este passo, foi adicionado 1mL do
sobrenadante seguido de incubagdo por 1 hora para adsor¢do das particulas virais nas
células e adicionado meio completo DMEM contendo 10% de SFB e apo6s 48 horas foi
coletada a amostra; 3) 48 apds a transfeccao foi realizado a tripsinizagdo das células e 4) a
coleta foi apds 48 horas da transfeccdo utilizando células HEK-293 doadas pelo
Laboratério Nacional Luiz Sincrotron (LNLS).

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida-bis-acrilamida a

12%, juntamente com o padrio de massa molecular. Apés corrida em tampao TrisHCI-
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Glicina pH8,3 e 1% de SDS, foi realizada a transferéncia para a membrana de nitrocelulose
(Hybond C-Amersham Life Science). Para controle das proteinas foi utilizado o anticorpo
contra a proteina GADPH para a proteina F do aMPV e B-actina para F do bRSV.

A imunomarcagdo com anticorpo foi realizada apds bloqueio da membrana com leite
desnatado a 5% em TBS-T (Tris HC1 0,1M pH7,5, NaCl 0,9%. Tween 20 0,1%). A reacdo
com anticorpo diluido 1:1000 em TBS por 120 min em estufa umida a 37°C, a reagdo

antigeno e anticorpo foi revelada com anticorpo anti IgG de camundongo

4. Construcao direta dos adenovirus recombinantes

4.1. Desenho dos iniciadores

Os iniciadores foram desenhados para a proteina G do aMPV e bRSV (quadro 3) e
(quadro 4) respectivamente, a partir das sequéncias completas dos genes depositadas no

GenBak e com o auxilio do programa DNASTAR (http:// http://www.dnastar.com), sendo

inserida 15 bases de sequéncia com homologia com o vetor.

Quadro 3 - Descri¢ao dos primers utilizados para a amplificagdo do gene que codifica para

a proteina G do aMPV

primers sequéncia (5°—>3’) Posicao

G aMPV+ gtaactataacggtcATGGGGTCCAAACTATATATGG L1175

G aMPV- attacctctttctccTTAACTAGTGCAACACCACTCAA
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Quadro 4 - Descricao dos primers utilizados para a amplificagdo do gene que codifica para

a proteina G do bRSV

primers sequéncia (5°—>3’) posicao

gtaactataacggtcATGTCCAACCATACCCACCATCT
G bRSV+ 1-773

G bRSV- attacctctttctccTTAGATCTGTGTAGTTGATTGAT

Apoés a amplificacdo dos genes, os produtos destas reagdes foram analisados por
eletroforese em gel de agarose, seguido da purificacdo dos mesmos utilizando NucleoSpin

Gel and PCR Clean-Up, seguindo as instru¢des do fabricante.

4.2. Vetor de expressiio Adeno — X Adenoviral Systems (Clontech) ¢ In-Fusion®
reacao.

Para expressar as proteinas G do aMPV e bRSV foi utilizado o sistema Adeno — X
Adenoviral Systems 3™ (Clontech) In-Fusion no qual os genes foram inseridos
diretamente no vetor de expressio utilizando a enzima In-Fusion™ (Clontech), seguindo as
instrugdes do fabricante.

Apos foi feita a transformacdo das bactérias Stellar'™ (Clontech) quimicamente
competentes seguindo as instru¢des do fabricante. A confirmacao dos clones de expressao
foi realizada apos triagem por intermédio de PCR de 10 a 11 colonias utilizando os primers
especificos para cada gene.

Os insertos foram confirmados através de PCR de colonias foi feita a extragao do
DNA plasmidial com o NucleoBond Xtra Midi™ e para confirma¢io novamente dos

clones foram realizadas digestdes individuais com as enzimas de restricdo Xhol e Nhel.
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4.3. Digestao com a enzima Pacl foi realizada como citado no item 3.4.1. Pré-
Transfeccio.

4.3.1. Transfeccao

Para a transfeccio foi utilizado Lipofectamine 2000™ (Invitrogen), ¢ DNA
plasmidial na concentragao Sug/ul, seguindo as orientagdes do fabricante e como foi
citado no item 3.4.1. Pré-Transfeccao.

Com a expressdao do gene GFP foi possivel verificar a produgdo de adenovirus
recombinantes nas células transfectadas, o uso do microscopio de fluorescéncia foi
realizado no Laboratorio de Protedmica (IB-UNICAMP), utilizando contraste de fase Axio
Observer Z1 (Zeiss) com filtros Brightfield ¢ GFP, com o auxilio da Profa Dra Cristina

Vicente Pontes.

4.5. Efeito Citopatico dos adenovirus recombinantes expressando a proteina F
do aMPV em células HEK-293

Para a producdo dos vetores adenovirais, as células HEK-293 foram cultivadas em
garrafas (25cm?) e infectadas com os vetores e, apds a completa destrui¢do da monocamada
de células (aproximadamente 72 horas apds a infec¢do), o meio de cultura contendo as
células foi congelado a -80°C. Apds o congelamento foram realizados trés ciclos de
congelamento e descongelamento em banho a 37 °C com a suspensdo de células, com a
finalidade de romper as membranas das células e liberar as particulas virais. Esse material
foi centrifugado a 2000 g por 15 min e o sobrenadante foi coletado.

Foram realizadas passagens em células permissivas HEK-293 até o aparecimento do

efeito citopatico (ECP) na segunda passagem. Apods a segunda passagem e a confirmacao
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do ECP dos adenovirus recombinantes foram realizadas duas passagens em células nao-

permissivas HEp-2.

4.6. PCR em tempo real
As reagdes de PCR em tempo real (Real time PCR) foram realizadas utilizando o
equipamento ABI7500 ® (Applied Biosystems, CA, EUA). Os iniciadores utilizados foram
direcionados para as regides do gene F do aMPV, descritos no quadro 5 (FERREIRA et
al., 2007). Os primers foram desenhados a partir de sequéncias completas do gene com o

auxilio do software Primer Express 2.0.

Quadro 5 - Descricao dos iniciadores e probes desenhados para a amplificagdo do gene que

codifica para a proteina F do aMPV

Iniciador sequéncia (5°>3’)
Primer AMPVF+3643 f ATGCCAACTTCATCAGGACAGA
Primer AMPV -3721 r TCAATATACCAAACCCCTTCCTTCT
Probe AMPV+3667 FAM ~AGTTTGATGTTGAACAATCGTGCCATGGT- TAMRA

Foram realizados dois experimentos diferentes um para verificar a transcricdo do
gene F do aMPV em células permissivas e ndo-permissivas utilizando como material a
extracdo do RNA total das células infectadas com os adenovirus recombinantes utilizando
kit de extracdo de RNeasy Mini, RNA isolation kit (Qiagen), foi utilizado como controle
interno da reagdo de PCR em tempo real o gene GAPDH (human glyceraldehyde phosphate

dehydrogenase) como house keeping gene.
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O segundo experimento foi realizado a partir da extragdo de DNA total das células
permissivas e ndo-permissivas infectadas, com o intuito de quantificar o nimero particulas
virais, foi utilizado o kit DNA preparation kit (Qiagen), utilizando os iniciadores descritos
no quadro 5, neste experimento foi realizado curvas Standard utilizando dilui¢des seriadas
na base 10 do primeiro plasmideo contendo o gene F do aMPV (paMPV-F) descrito no
item 2.1. Vetor de Clonagem do produto de PCR.

A amplificagdo foi realizada utilizando o kit Quantitec Probe PCR kit (Qiagen,
Hilden, Germany), com as concentra¢des de 900nM para cada primer ¢ 300nM para a probe

Tagman. Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.7. Titulacao dos adenovirus recombinantes
As titulagdes dos mesmos foram determinadas utilizando o Adeno-X rapid titer kit”

(Clontech), e seguindo o método de REED & MUENCH (1938).

4.8. Imunizacio experimental de camundongas BALB/c

A imunizagao foi realizada utilizando camundongas da linhagem BALB/c com seis a
oito semanas de vida. Estes foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério da UNICAMP (CEMIB). Os
animais foram acondicionados em microisoladores de policarbonato em racks ventilados
(Alesco, Brasil), em condigdes livres de patogenos, no Laboratorio de Experimentagao
Animal, composto por uma sala com ciclo claro/escuro de 12 horas. Durante o periodo
experimental, os animais foram alimentados com racao comercial (Labina-Purina, Brasil) e

agua a vontade, ambos esterilizados por autoclavagem.
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Os animais foram imunizados experimentalmente, com duas doses via intramuscular
(IM). Foram realizados trés grupos, cada grupo com cinco animais. O primeiro grupo: os
animais foram inoculados com 50uL Ad-aMPV-F com TCID50105’3/mL (Dose infectiva
para 50% dos cultivos celulares), segundo grupo: animais inoculados com adenovirus
expressando GFP foi utilizado como grupo controle Ad-GFP com TCIDso10>*/mL no
volume de 50ul, e o terceiro grupo: foi inoculado 50ul. PBS grupo controle da
imunizagdo. Apo6s 14 dias da primeira imunizacdo os animais receberam um booster
seguindo a mesma via de inoculagdo e dose. As coletas de soros foram realizadas nos dias

0,7, 14 e 21 dias de experimentos pela via retro-orbital.

4.9. Elisa Indireto

As placas de Elisa foram sensibilizadas com 100uL do antigeno SHS/669/03 log 10
TCIDs10>%/mL, previamente diluido em tampao carbonato 0,015M Bicarbonato 0,035M
pH 9.6), e mantida a 4 °C por 18 horas. Apds a incubacdo a placa foi lavada duas vezes
(200uL cada) com PBS 1X + Tween 20 (0,05%). Apos as lavagens, foi realizado bloqueio
dos sitios inespecificos de ligagdo, incubando-se com PBS 1X adicionado de 5% SFB por
1 hora a temperatura ambiente. Novamente, foram realizadas duas lavagens (200uL cada)
com PBS + Tween 20 (0,05%). Em seguida as dilui¢des seriadas dos soros dos animais,
(1:25 a 1:1280) foram realizadas em PBS 1 X adicionado de 2% SFB, ¢ 100uL de cada
dilui¢do, foram adicionados em cada orificio da placa deixando por 1 hora a temperatura
ambiente.

Seguiram-se trés lavagens com PBS 1 X + Tween 20 (0.05%), e foi utilizada a

dilui¢do de 1:2000 do conjugado (HRP Conjugated Goat anti-Mouse - Sigma) em 100uL
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de PBS 1 X adicionado de 2% SFB, em cada orificio da placa, deixando reagir por 1 hora
em temperatura ambiente. Trés novas lavagens foram realizadas com PBS 1X + Tween 20
(0.05%) e foi adicionado em cada orificio 100pL do revelador o-Phenylenediamine
dihydrochloride (oPd) (Sigma Aldrich, VA, USA), incubando-se por 15 minutos. Seguido
este periodo foi realizada a leitura a OD4gpnm . Todos os soros foram avaliados em duplicata.

A determinagdo do ponto de corte (“cut off point”), para soro nao-reagente definido
foi calculada utilizando a média de dois soros pré-imunes multiplicado por trés, deste modo

aumentando a confiabilidade do teste.
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RESULTADOS

1. Construcao indireta dos adenovirus recombinantes

1.1. Clonagem do gene F do aMPV e bRSV

1.2. Obtencao dos genes F do aMPV e bRSV

O RNA viral foi obtido a partir das células infectadas, conforme descrito em Material
e M¢étodos, e submetido a uma reagdo de RT-PCR utilizando gradiente de temperatura e
iniciadores desenhados visando a amplificacdo do gene alvo para ambos os virus.

Para a amplificacdo da regido codificante completa do gene F, e avaliacdo dos
produtos de RT-PCR revelou a amplificacdo do fragmento de acordo com o tamanho
esperado a regido do gene F correspondente de 1617 pb (oligonucleotideos FF2+ For e FF2-

Rev (quadro 1) do aMPV) (Figura 6) a partir da amostra SHS/669/03.

<«— 1617 pb

Fig. 6- Obtencdo do gene de fusdo (F) do aMPV. Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio mostrando o produto de amplificacio do RT-PCR utilizando os
oligonucleotideos FF2+ For e FF2- Rev (Pogo 2) e marcador de massa molecular 1Kb Plus™

(Invitrogen) (Pogo 1). A seta indica o fragmento de 1617 pb referente ao tamanho do gene F.
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Para a amplificacao da regido codificante completa do gene F do bRSV, e avaliacao
dos produtos de RT-PCR revelou a amplificacdo do fragmento de acordo com o tamanho
esperado a regido do gene F correspondente de 1538 pb (oligonucleotideos bRSVF5+ For e

bRSVF3- Rev (quadro 2) do aMPV) (Figura 7) a partir da amostra bRSV-25-BR.

<+— 1538 pb

Fig. 7- Obtengdo do gene de fusdo (F) do bRSV. Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio mostrando o produto de amplificagdo do RT-PCR utilizando os
oligonucleotideos bRSVF5+ For e bRSVF3- Rev (Pogo 2) e marcador de massa molecular
1Kb Plus™ (Invitrogen) (Pogo 1). A seta indica o fragmento de 1538 pb referente ao

tamanho do gene F.

1.3. Clonagem e sequenciamento dos genes F do aMPV e bRSV

Os fragmentos amplificados para os genes F (1617 pb e 1538 pb do aMPV e bRSV,
respectivamente) foram clonados no plasmideo pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning®

(Invitrogen). Os dois plasmideos obtidos apos a transformacdo de células competentes
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(paMPV-F e pbRSV-F) foram avaliados por sequenciamento.

sequenciados (Figuras 8 ¢ 9) e a analise da sequéncia mostrou que os clones paMPV-F e

pbRSV-F possuiam a sequéncia correta.

Os clones foram

paMPV-F GCTCCGAATT CGCCCTTATG GATGTAAGAA TCTGTCTCCT ATTGTTCCTT
AY640317/LAH ————— GGGAC AAGTAGGATG GATGTAAGAA TCTGTCTCCT ATTGTTCCTT
paMPV-F ATATCTAATC CTAGTAGCTG CATACAAGAA ACATACAATG AAGAATCCTG
AY640317/LAH ATATCTAATC CTAGTAGCTG CATACAAGAA ACATACAATG AAGAATCCTG
paMPV-F CAGTACTGTA ACTAGGGGTT ATAAGAGTGT GTTAAGGACA GGGTGGTATA
AY640317/LAH CAGTACTGTA ACTAGGGGTT ATAAGAGTGT GTTAAGGACA GGGTGGTATA
paMPV-F CGAATGTATT TAACCTCGAA ATAGGGAATG TTGAGAACAT CACTTGCAAT
AY640317/LAH CGAATGTATT TAACCTCGAA ATAGGGAATG TTGAGAACAT CACTTGCAAT
paMPV-F GATGGACCCA GCCTAATTGA CACTGAGTTA GTACTCACAA AGAATGCTTT
AY640317/LAH GATGGACCCA GCCTAATTGA CACTGAGTTA GTACTCACAA AGAATGCTTT

Fig. 8- Sequéncia génica parcial da regido dos genes de fusdo (F) do aMPV SHS/669/03 e da
amostra referéncia LAH (AY640317). Na confirmagdo das sequéncias de nt obtidas através de
sequenciamento utilizando os oligonucleotideos M13 forward e reverse e os oligonucleotideos

especificos para o gene (1-1617 nt).
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ATGAGCTGAC
GAACATAACA
TGCATTAAGA
AAATGTATGT
CAACAATGCA
AGCAAAAAGA
TGGACTAATG
TGCTATTGCA
AATTAACAAT
TGTCCTTACT
AGTTAACAAT
AAACAATAGA
CCCTTCAGTA
CCTTTAACGA
TCATGTCAGT
CATAGACTAC
AAGGGTCAAG
CTGTGTCTCT
ACACAATGAA
ATGCAAAGTA
CTTCAATAGG
ATCGTGGAAT
ATACTGTATC
ATATAAAGGG
TTGATGCATC

ATCAGCATTA
GAAGAATTTT
ACTGGATGGT
AACGGTACTG
GTAGTGGAAT
GGGATACCAG
GGCAAAAAGA
AGTGGTGTAG
GCACTGCTAT
AGCAAAGTAC
CATGATTGTA
TTGTTGAAAA
CATACATGTT
ATGACCCACA
GCTAAAGAAG
CCCTCGTTGG
CATCTGCTTA
GCTCCCACAC
CAGTTTAACT
TGATTGTAAA
AGCTATTGTA
CATAAAGACT
AGTTGGTAAC
TGAACCAATT
AATTGCTCAA

TCCTCATCTC
ATCAATCGAC
ATACAAGTGT
ATTCAAAAGT
TGCAATCACT
AGTCGATACA
GAAAAAGGAG
CAGTGTCCAA
CCACAAATAA
TTGATCTAAA
GGATATCCAA
TTGCTAGGAA
ACCCAAATAG
AAATTCCAGT
AGTCATAAGC
ATACTACGCA
CTTAGGACAG
GCAGAGTCGT
TTGCCTACTG
ATAATGACAT
TCATGCTATG
TTTTCCAATG
ACACTATATT
ATTAATTACT
GGAAACAACG

TACCTATGTG
ATGCAGTGCA
GGTAACAATA
GAAATTAATA
TATGCAAAAT
TTATACAAGA
ATTTTTAGGA
AGTACTACAC
AGCAGTGGTT
AGACTATATA
CATAGCAACT
TTTTTTAGTG
GTGAGTACTA
ATGTCATATG
TTATGTAGTA
CCTTTCCTTT
ATCGTGCGTG
GTAAGGTACA
ATGTTAACTT
CTAAAACTGA
GGAAGACAAA
GGTGTGATTA
ATGTAAATAA
ATAATCCACT

CCACATATCA
GTTAGTAGAG
GAGTTGAGCA
AAGCAAGAAC
GAACCGACCT
AACTCTACAA
TTCTTGCTAG
TTGGAGGGAG
AGTCTGTCCA
GACAAAGAGC
GTGATAGAAT
TAAATGCTGG
TTAAATAATT
TCAGCTAACA
CACTCGCCTC
ATGCACAGCT
GTATTGTGAT
ATCAACCAGA
ATGCAACACT
CATAAGTAGC
ATGTACAGCC
TGTATCAAAC
ACTAGAGGGG
AGTATTTGCT

CTTTATGCCA
GTTACCTTAG
AAATACAAAA
TAGAAAGATA
CCTCTAGTAG
AAAAGTTTTA
GTATTGGATC
AGGTGAACAA
ATGGAGTTAG
TTCTACCTAA
TCCAACAAAA
TATTACCACA
AAAGATATGT
GAGTGTTGCA
TCTATGGAGT
GATACTAAAG
AATGCAGGCT
GTGTTCTGTG
GACATATTCA
TCTGTGATAA
TCTAATAAAA
AAAGGAGTTG
AAAGCACTCT
TCTGATGAGT

Fig. 9- Sequéncia génica completa do gene de fusdo (F) do bRSV da amostra bRSV-25-BR.
Na confirmagdo das sequéncias de nt obtidas através de sequenciamento utilizando os

oligonucleotideos M13 forward e reverse e os oligonucleotideos especificos para o gene (1-1538 nt).
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1.4. Obtencao dos adenovirus recombinantes utilizando o vetor pAd/CMV/V-5-
DES™

Os plasmideos paMPV-F e pbRSV-F foram utilizados na transformacao de bactérias
E. coli DH10B competentes e, através de um evento de recombinacdo, os insertos foram
transferidos para o genoma de um adenovirus presente na forma plasmidial. A
recombinacdo pode ser confirmada com a realizagdo de uma reagao de PCR.

A reacao de PCR utilizando 1uL do DNA do adenovirus recombinante Ad-aMPV-F
amplificou um fragmento de 1617 pb conforme esperado quando os oligonucleotideos FF2+
For e FF2- Rev foram utilizados. J& a reacdo de PCR utilizando 1pL do DNA do
adenovirus recombinante Ad-bRSV-F amplificou um fragmento de 1538 pb quando os
oligonucleotideos bRSVF5+ For e bRSVF3- Rev, foram utilizados. A confirmacao dos
genes que codificam as proteinas F do aMPV e bRSV nos adenovirus recombinantes,
também foram avaliadas por sequenciamento. E a andlise das sequéncias mostrou que os

Ad-aMPV-F e Ad-bRSV-F possuiam a sequéncia correta.

1.5. Andlise dos genes F expressos em células HEK-293

1.5.1.Preparacao para transfeccao

Para a transfeccao dos genes F nas células HEK-293, cinco micrograma de DNA do
Ad-aMPV-F foram digeridos com a enzima Pacl. A enzima expde as regides invertidas
repetidas (ITRs) dos adenovirus e remove as sequéncias da bactéria, gerando um fragmento
de aproximadamente 2 Kb (Figura 10).

O mesmo foi feito com cinco micrograma de DNA do Ad-bRSV-F que, uma vez

transfectado em células HEK-293, deu origem aos adenovirus recombinantes.
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<+“— 2 Kb

Fig. 10- Analise de cinco micrograma de DNA do Ad-aMPV-F digeridos com a enzima Pacl,
gerando um fragmento de aproximadamente 2 Kb. Eletroforese em gel de agarose 0,8%.
(Pogo 1) Marcador de massa molecular de 1Kb (Novargen); (Pogo 2) tamanho do Ad-aMPV-

F intacto e (Pogo 3) tamanho do Ad-aMPV-F digerido com a enzima Pacl.

1.5.2.Transfeccao em células da linhagem HEK-293
A transfecgdo em células da linhagem HEK-293 foi utilizado Lipofectamine 2000™
(Invitrogen), foram utilizadas as concentra¢des de cinco microgramas e as c¢lulas foram

coletadas com 48, 72 e 96 horas ap0s a inoculagdo a 37°C.

1.6.Analise da expressao da proteina F do aMPV e do bRSV em Imuno-deteccao
(Western Blot)

As células HEK-293 foram utilizadas para a analise da expressao das proteinas F em
dois géis desnaturantes de poliacrilamida SSD-PAGE a 12% para cada analise de

expressdo. Foram analisados, também extrato de células (HEK-293) ndo infectadas, extrato
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de células infectadas com Ad-aMPV-F (contendo o gene F do aMPV) e o extrato de células
infectadas com Ad-bRSV-F (contendo o gene F do bRSV). Os géis foram corados e fixados
em solucao de 40% de metanol e 10% de 4cido acético e Coomassie blue e posteriormente
descorado e utilizado para transferéncia das proteinas para uma membrana de Nitrocelulose
para o experimento de imuno-deteccao.

A membrana foi marcada com antissoro policlonal anti-aMPV inoculado com a cepa
SHS/669/03 em camundongas da linhagem BALB/c por via intraperitoneal. A imuno-
marcacao com antissoro policlonal anti-aMPV foi capaz de detectar uma banda
correspondente & massa molecular de 50 kDa (Figura 11). Contudo, a proteina F do aMPV
possui uma massa molecular de 70 kDa e o que observamos foi uma proteina de tamanho
correspondente a proteina na sua forma F1 com massa molecular de aproximadamente 47
kDa. A proteina F ¢ sintetizada primeiramente em FO0, que se torna ativa por uma clivagem
em duas subunidades F1 e F2 (COLLINS, et al., 1984; GONZALEZ-REYES, et al., 2001).

Para o gene F do bRSV a membrana foi marcada com anticorpo contra o epitopo V-5
Anti-V5-HRP Antibody™ (Invitrogen). A imuno-marcacio com anticorpo contra o epitopo
foi capaz de detectar uma banda correspondente a massa molecular de 90 kDa (Figura 12).
No entanto, a proteina F do bRSV possui uma massa molecular de 70 kDa, indicando
possiveis alteracdes na estrutura protéica da proteina, durante o processo de replicagao

viral, como glicosilag@o e processamento pds-tradugao.
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37 kDa

Fig. 11- Andlise da expressdo da proteina F do aMPV, utilizando antissoro do aMPV
produzido em camundonga. Imuno-marcagao de extratos de células HEK-293 infectadas com
Ad-aMPV-F. (A) A imuno-marcagdo com anticorpo anti-GADPH. Pogo 1: Marcador de
massa molecular; Poco 2: células HEK-293 ndo infectadas; Pogco 3: controle de
lipofectamina; Pogo 4: células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV 48 horas apos inoculagdo
e Pogo 5: células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV 6 dias apds inoculagdo.

(B) A imuno-marcagdo com antissoro policlonal anti-aMPV. Pog¢o 1: Marcador de
massa molecular; Pogo 2: células HEK-293 nao infectadas; Pogo 3: controle de
lipofectamina; Pogo 4: células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV 48 horas apos inoculagdo
e Poco 5: células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV 6 dias apds inoculagdo. A seta indica a

marcacao na altura de 50 kDa.
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A) Epitopo V-5 P <+<— 90kDA

B) B-Actina

Fig. 12- Analise da expressao da proteina F do bRSV, utilizando anticorpo contra o epitopo

V-5. Imuno-marcacio de extratos de células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-F. (A) A
imuno-marcagdo com anticorpo anti- f-actina (Sigma). Pogo 1: células HEK-293 ndo
infectadas; Pogo 2 controle de lipofectamina; Pogo 3: células HEK-293 infectadas com Ad-
bRSV-F 48 horas ap6s inoculagdo; Poco 4: células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-F 24
horas apods inoculagdo coletadas do sobrenadante; Pogo 5: células HEK-293 infectadas com
Ad-bRSV-F 48 horas ap6s inoculacgéo e Pogo 6: células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-
F 48 horas apo6s inoculagdo células doadas pelo Laboratério Nacional Luis Sincrotron
(LNLS).

(B) A imuno-marca¢do com anticorpo anti- V-5. Pogo 1: células HEK-293 nio
infectadas; Pogo 2 controle de lipofectamina; Pogo 3: células HEK-293 infectadas com Ad-
bRSV-F 48 horas ap6s inoculagdo; Poco 4: células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-F 24
horas apos inoculagdo coletadas do sobrenadante; Pogo 5: células HEK-293 infectadas com
Ad-bRSV-F 48 horas ap6s inoculagdo e Pogo 6: células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-
F 48 horas apods inoculagdo células doadas pelo Laboratério Nacional Luis Sincrotron

(LNLS). A seta indica a marcagdo na altura de 90 kDa.
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2. Construcao direta do vetor de expressio pAdeno-X Adenoviral Systmes 3™
In-Fusion

O fragmento dos genes G do aMPV (1175 pb) e bRSV (773 pb), foram clonados no
vetor de expressao pAdeno-X Adenoviral através de recombinacdo. A recombinagdo foi
confirmada por meio de reagdo de PCR utilizando os oligonucleotideos especificos para os
genes G aMPV+ For e G aMPV- Rev para 0 aMPV e G bRSV+ For e G bRSV- Rev para o
bRSV. Os produtos amplificados deram origem a bandas ja esperadas de 1175 e 773 pb
respectivamente aMPV e bRSV (Figuras 13 e 14). A confirmagao dos genes que codificam
as proteinas G do aMPV e bRSV nos adenovirus recombinantes, também foram avaliadas
por sequenciamento. E a andlise das sequéncias mostrou que os Ad-aMPV-G-GFP e Ad-
bRSV-G-GFP possuiam a sequéncia correta. E também foram cortados com as enzimas

Xhol e Nhel para a confirmacgdo da clonagem dos genes.

<«
1175pb

Fig. 13- Confirmagédo da clonagem do gene G do aMPV em pAdeno-X Adenoviral. Gel
de agarose 1%. Pogo 1: Marcador de massa molecular 1Kb Plus™ (Invitrogen); Pogo 2 a 12,
produto de PCR a partir de colonias dos clones utilizando oligonucleotideos especificos G aMPV+
For e G aMPV- Rev para o gene G do aMPV e confirmando a inser¢do do gene pela banda de 1175

pb (indicada pela seta). O tamanho corresponde ao gene G (1175 pb).
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773pb

Fig. 14- Confirmagdo da clonagem do gene G do bRSV em pAdeno-X Adenoviral. Gel de
agarose 1%. Pogo 1: Marcador de massa molecular 1Kb Plus™ (Invitrogen); Pogo 2 a 12, produto
de PCR a partir de colonias dos clones utilizando oligonucleotideos especificos G bRSV+ For ¢ G
b-BRSV Rev para o gene G do bRSV e confirmando a insercdo do gene pela banda de 773 pb

(indicada pela seta). O tamanho corresponde ao gene G (773 pb).

2.1. Analise dos genes G em células HEK-293

2.1.1.Preparacio para transfeccio

Para a transfec¢do dos genes G nas células HEK-293, cinco micrograma de DNA do
pAdeno-GaMPV-GFP foram digeridos com a enzima Pacl, gerando um fragmento de
aproximadamente 3 Kb (Figura 15).

O mesmo foi feito com cinco micrograma de DNA do pAdeno-GbRSV-GFP que,

uma vez transfectado em células HEK-293, deu origem aos adenovirus recombinantes.
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2.1.2.Transfeccao em células da linhagem HEK-293

A transfeccdo em células da linhagem HEK-293 foi utilizado Lipofectamine 2000™
(Invitrogen), foram utilizadas as concentracdes de cinco microgramas e as células foram
coletadas com 48 e 96 horas ap0s a inoculagdo a 37°C.

Apesar da confirmag¢dao do gene, apoOs infectar as células permissivas HEK-293, a
recombinacdo homologa entre o genoma viral e o cassete de expressao contendo o
transgene foi verificada através do aparecimento de fluorescéncia devido a expressao do

gene reporter GFP (Figura 16).

<+— 3 Kb

Fig. 15- Analise de cinco micrograma de DNA do pAdeno-GaMPV-GFP digeridos com a
enzima Pacl, gerando um fragmento de aproximadamente 3 Kb. Eletroforese em gel de
agarose 0,8%. (Poco 1) Marcador de massa molecular de 1Kb (Novargen); (Pogo 2) tamanho

do pAdeno-GaMPV-GFP digerido com a enzima Pacl.
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Brightfield GFP Brightfield + GFP

Fig. 16- Células HEK-293 infectadas com pAdeno-GaMPV-GFP e pAdeno-GbRSV-GFP. A)
células HEK-23 ndo infectadas; B) células HEK-293 infectadas com adenovirus sorotipo 5;
C) células HEK-293 infectadas com pAdeno-GaMPV-GFP e D) células HEK-293 infectadas

com pAdeno-GbRSV-GFP. As células foram mantidas a 37°C por 48 horas (Objetiva

20X).
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3. Efeito citopatico dos adenovirus recombinantes expressando a proteina F do
aMPV e analise transcricional dos em células permissivas e em células nao-
permissivas

Os adenovirus recombinantes expressando a proteina F do aMPV, foram observadas
por microscopia Optica o aparecimento do ECP na segunda passagem dos virus
recombinantes nas células permissivas HEK-293, apds 24 horas de inoculagao (Figura 17).
Por base de comparagdo, das células HEK-293 ndo infectadas e células infectadas com
adenovirus recombinantes.

Somente, em duas passagens dos virus recombinantes nas células HEp-2, nao foram
observados o ECP, o que ja era esperado neste sentido, pois o vetor ¢ incapaz de se replicar

em cé¢lulas que nao contenha a regido E1, que ¢ indispensavel para a sua replicacao.

Fig. 17- Células HEK-293 infectadas com paMPV. A) células HEK-293 ndo infectadas; B)

segunda passagem dos virus recombinantes nas células permissivas HEK-293, apos

24 horas de inoculagdo. As células foram mantidas a 37°C por 24 horas (Objetiva 20X).
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3.1. PCR em tempo real

Células permissivas HEK-293 e células ndo-permissivas Hep-2 foram infectadas com
adenovirus recombinantes expressando a proteina F do aMPV. A partir do RNA foi obtido
o cDNA, das células infectadas com os adenovirus recombinantes. Foi feita uma reacao de
PCR em tempo real para amplificar o cDNA correspondente ao RNA mensageiro do gene
F. O par de oligonucleotideos e probe utilizado (Materiais e métodos quadro 5) e como
controle interno da reagdo foi utilizado o gene GAPDH como house keeping gene.

Neste experimento das passagens nas células HEK-293, foi observado um aumento
na transcricdo do gene F, na primeira passagem para a segunda passagem (Figura 18),
momento em que foi visualizado o ECP nas células, as passagens foram comparadas com o

controle de células ndo infectadas.
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Transcrig¢ao do gene F do aMPV

CIC F21P F22P F23P F24P
Passagens em Células HEK-293

Fig. 18- Comparagao dos niveis de transcri¢ao do gene F do aMPV nas passagens em células
HEK-293 infectadas com Ad-aMPV-F; (1) Controle de Células; (2) Ad-aMPV-F primeira
passagem; (3) Ad-aMPV-F segunda passagem; (4) Ad-aMPV-F terceira passagem; (5) Ad-aMPV-F

quarta passagem.

Resultados

74



Nas passagens nas células HEp-2, também foi observado um aumento no nivel de
transcri¢ao do gene F do aMPV, da primeira passagem para a segunda passagem (Figura
19). No entanto, a transcrigdo transiente do gene F nas células ndo-pemissivas, acontece
somente na presenga da precursora proteina terminal (pTP), que se encontra ligada
covalentemente as extremidades do genoma viral dos adenovirus no qual a mesma ajuda a

estabilizar o genoma viral no ntcleo da célula infectada (RUSSEL, 2000).
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Passagens em Células HEp-2

Fig. 19- Comparagao dos niveis de transcri¢ao do gene F do aMPYV nas passagens em células
HEp-2 infectadas com Ad-aMPV-F; (1) Controle de Células; (2) Ad-aMPV-F primeira passagem;

(3) Ad-aMPV-F segunda passagem.

O segundo experimento foi realizado a partir da extracdo de DNA total das células
permissivas e ndo-permissivas infectadas, com o intuito de quantificar o nimero particulas
virais para a analise da transcri¢ao do gene F do aMPV. Neste experimento, foi observado o
menor numero de Ct na quarta passagem nas células HEK-293 (Figura 20) (o Ct ¢
proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de expressdo do gene alvo em uma
determinada amostra, quanto menor o numero inicial do Ct obtido do gene-alvo existente

na amostra, comparativamente com outro gene, acontece porque houve uma maior
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amplificacao do gene-alvo, o0 mesmo apresenta maior transcri¢dao). Quando foi observado o
resultado nas células HEP-2 o Ct apresentou um menor valor na primeira passagem quando
comparada com a segunda passagem (Figura 21). Demonstrando um maior nimero de

particulas virais presentes na primeira passagem.
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Fig. 20- Comparagdo da quantificacdo do niimero de copias de DNA do Ad-aMPV-F.
Passagens em células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV-F; (1) controle de células; (2) Ad-
aMPV-aMPV-F primeira passagem; (3) Ad-aMPV-F segunda passagem; (4) Ad-aMPV-F

terceira passagem; (5) Ad-aMPV-F quarta passagem.
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Fig. 21- Comparagdo da quantificagdo do numero de copias de DNA do Ad-aMPV-F
Passagens em células HEp-2 infectadas com Ad-aMPV-F; (1) controle de células; (2) Ad-

aMPV-F primeira passagem; (3) Ad-aMPV-F segunda passagem.
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4. Imunizacao em camundongas BALB/c e ELISA indireto

Com relagdo a aplicacdo do método ELISA indireto usando-se as imunizagdes nas
camundongas com TCIDs(10™*/mL de Ad-aMPV-F, para a mensuracdo de anticorpos IgG,
colocando-se diluigdes sérica do soro para reagir com o virus SHS/669/03, previamente
adsorvidas as cavidades da microplaca. Verificou-se que os niveis de anticorpos na segunda
colheita realizada no décimo quarto dia (Figura 22), e ap6s 14 dias da primeira dose os
animais receberam um booster. A colheita realizada com 7 dias apds booster, demonstrou
que os niveis de anticorpos mostrou uma elevacao de forma marcante da segunda colheita

(21 dias) para a primeira colheita (14 dias).
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Fig. 22- Mensuracdo de anticorpos IgG, colocando-se diluigdes sérica do soro para reagir
com o virus SHS/669/03, previamente adsorvidas as cavidades da microplaca. Verificou-se
resposta induzida apo6s a imunizagdo em BALB/c com Ad-aMPV-F expressando a proteina F
do aMPV. Pré (animais pré-imunes); C 14 d (Controle 14 dias); 14 d (Imuniza¢do com 14

dias); C 21 d (Controle 21 dias) e 21 d (Imunizag@o com 21 dias).
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DISCUSSAO

Um grande esforgo tem sido realizado para entender a resposta imune contra os virus
respiratorios que acometem os humanos e os animais. Nesse sentido, o desenvolvimento de
novas modalidades de vacinas tem sido explorado como alternativa aos métodos tradicio-
nais de vacinagao.

A expressdo de proteinas heterdlogas em sistemas procariotos, eucariotos e vetores
virais, para a producdo de antigenos isolados, pode contribuir ndo somente na producao de
vacinas, como também na producdo de imunoreagentes ou imunoensaios. Na literatura,
encontram-se as vantagens e desvantagens de utilizar cada um desses sistemas de expressao
e, principalmente, se sdo apropriados ou nao para a expressdo de um determinado antigeno
viral.

Os sistemas sdo constituidos por procariotos, como E. coli, ou por eucariotos, como
as leveduras Saccharomyces spp., Picchia spp., e por vetores virais, como os adenovirus,
baculovirus e poxvirus, dentre outros, juntamente com células animais em culturas in vitro.

A utiliza¢do de proteinas recombinantes e vetores virais tem sido uma grande pro-
messa para o futuro das vacinas, tanto na ativagdo da resposta imune, quanto na imuniza¢ao
segura e efetiva. Por outro lado, as proteinas recombinantes possuem a capacidade de indu-
¢do de resposta imune limitada, e a maioria dos protocolos que as utilizam necessitam de
adjuvantes para a ativacdo do sistema imune em niveis significativos.

Neste cenario, os vetores adenovirais sdo potenciais candidatos para o desenvolvi-
mento de vacinas para o uso na industria veterinaria, pois sdo capazes de induzir resposta
imune humoral e celular. A indugdo de linfécitos T CD8" foi comprovada apds o uso desses

vetores em modelos murinos, expressando as proteinas do virus influenza avidria (VIA)
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(HOESCHER et al., 2007; HOLMAN et al., 2008; SINGH et al., 2008; SINGH et al.,
2010).

Neste trabalho, o sistema adenovirus foi utilizado para expressar as proteinas dos vi-
rus aMPV e bRSV. Os genes de fusao (F) e os genes de ligacao (G) foram isolados por RT-
PCR de culturas de células previamente infectadas com os isolados brasileiros SHS/669/03
e bRSV-25-BR dos virus aMPV e bRSV, respectivamente. Os genes F foram inseridos no
plasmideo pCR®8/GW/TOPO®, o qual possui sequéncias que possibilitam a recombinagio
deste plasmideo com o vetor adenovirus.

Foi utilizado, para a expressao dos genes de interesse através de recombinagao, o sis-
tema conhecido como Gateway Vectors PAd/CMV/V-5-DES™ (Invitrogen). O mesmo
sistema Gateway Vectors ja foi usado para expressar outras proteinas com sucesso, como
descrito na literatura: por Morimoto e colaboradores (2005), para a producao endogena dos
acidos graxos n-3 e n-6 em células de mamiferos; por Scott e outros pesquisadores (2008),
para elucidar o papel do gene TMPRSS-2ERG no cancer de prostata; e por Sharmon e co-
laboradores (2008), que o utilizaram para demonstrar que Sinvastatina inibe Staphylococ-
cus aureus em c¢lulas de invasdao no hospedeiro, através da modulagdo de isoprendides
intermediarios.

Lee e colaboradores (2009) também utilizaram o sistema em questdo para de-
monstrar a superexpressdo de SIRTI1, que protege as células-B do pancreas contra a
toxicidade de citocinas, pela supressdo do fator nuclear-kB via de sinalizagdo. Li e outros
autores (2004) usaram tal sistema como ferramenta para elucidar o rompimento de glicose e

o sensoriamento da secrecdo de insulina pelo gene da ribozima Kir6.2, alvo das células
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secretoras de insulina. George & Eo (2011) utilizaram-no para o desenvolvimento de
adenovirus recombinantes, expressando a proteina E do virus da Dengue do tipo 2.

Neste trabalho, foram produzidos dois virus recombinantes utilizando o sistema
Gateway, Ad-aMPV-F e Ad-bRSV-F, contendo os genes F do aMPV e bRSV. Os virus
recombinantes obtidos foram usados para infectar células permissivas HEK-293. Tais célu-
las possuem a regido E1 do genoma do adenovirus, que ¢ indispensavel para a replicacao
dos virus recombinantes. As células em questdo foram utilizadas em todas as etapas de
transfecgdo e replicacdo dos adenovirus recombinantes, sendo observado o ECP nestas cé-
lulas. Uma analise transcricional foi feita para avaliar a presenca do gene F do aMPV no
RNA mensageiro celular, em células HEK-293 e nas células ndo-permissivas Hep-2.

A andlise transcricional revelou que as células permissivas HEK-293 e as células
ndo permissivas Hep-2 estavam, sim, produzindo RNA mensageiro (mRNA) contendo o
gene F do aMPV, a partir do amplificado pelo oligonucleotideo interno ao gene, nas rea-
¢oes de PCR em tempo real, utilizando o gene GAPDH como controle interno da reagao.
Neste contexto, a utilizagdo das células ndo-permissivas Hep-2 confere uma vantagem na
facilidade e manuten¢ao destas células.

Takahashi e colaboradores (2010), em seus estudos, também investigaram o uso
de células ndo-permissivas A549, em um modelo in vitro de replicagdo do adenovirus re-
combinante, pertencente ao sorotipo 5 humano (Ad5), na expressao dos genes (gag, pol e
nef) do HIV. A habilidade de um adenovirus, baseado em uma vacina, de elicitar uma res-
posta clinica depende da habilidade do sistema carreador apropriado para a expressdo do
transcrito, que determina os niveis de expressao do transgene e oferece, como resultado in

vitro, a relativa poténcia de uma vacina. Contudo, a expressao do transgene em células ndo-
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permissivas pode reproduzir a modulagdao dos adenovirus de replicacdo incompetente, con-
siderando-se o desenvolvimento de uma vacina de adenovirus, a sua dose ¢ a sua poténcia.

Os adenovirus recombinantes, AdS, também foram analisados em um gel de poli-
acrilamida e, posteriormente, para uma imunomarcacao utilizando antissoro contra aMPV
produzido em camundongo. Esse anticorpo reconheceu a proteina F (com massa molecular
de aproximadamente 50 kDa) na sua forma F1 (com massa molecular de aproximadamente
47 kDa). A proteina F ¢ sintetizada, primeiramente, em F0, que se torna ativa por uma cli-
vagem em duas subunidades, F1 ¢ F2 (COLLINS et al., 1984; GONZALEZ-REYES et al.,
2001).

Taylor e colaboradores (2007) também utilizaram antissoros para aMPV, preparados
em aves infectadas, para analises por Western Blot, sendo observado uma forte banda na
altura de 55 kDa, que foi previamente identificado como a proteina F (CAVANAGH &
BARRET, 1998; COLLINS & COUGHE, 1998; LING & PRINGLE, 1998).

Os baixos niveis de expressdo da proteina F e a falta de anticorpo especifico contra a
proteina resultaram em uma dificuldade para as analises por Western Blot. Uma pequena
quantidade da proteina F, secretada em células, foi investigada por Boxus e colaboradores
(2007), que observaram o impacto do codon otimizado na expressdo das proteinas F e N do
bRSV, tranfectadas em células COS-7, comparadas com a proteina nativa. Os autores ob-
servaram que, 24 horas apds a transfec¢do, a expressao das proteinas foram reveladas com
soros contra bRSV e a expressdo da proteina F foi detectada nas células que receberam a
proteina nativa. Porém, os resultados demonstraram que os niveis de expressdo foram maio-

res nas células transfectadas com o plasmideo contendo as sequéncias do cédon otimizado.
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No entanto, esse trabalho nos indica que a utilizagao do c6don otimizado pode aumentar os
niveis de expressao da proteina F do aMPV.

Para avaliar a resposta de anticorpos IgG, foi desenvolvido um Elisa indireto para a
deteccdo dos adenovirus recombinantes expressando a proteina F do aMPV, utilizando a
estratégia de vacinacao de prime-boost para a imunizagdo dos animais, que foram capazes
de gerar resposta imune humoral, com produgdo de IgG em todos os animais analisados. A
utilizagdo dessa estratégia apresentou um titulo maior nos niveis de IgG na segunda dose
em relacdo a primeira dose.

A resposta humoral tem um papel importante na prote¢do curta e de longo prazo contra
infecgoes virais (PRINCE et al., 1985; WEISMAN et al., 2009; FU et al., 2010). Em estu-
dos anteriores, foi demonstrada a imunizagdo com a estratégia prime-boost, utilizando ade-
novirus de replicagdo defectiva como vetor, expressando a proteina de fusdo do virus respi-
ratorio sincicial humano (hRSV). A deteccdo de IgG no soro e IgA nas mucosas ¢ anticor-
pos especificos contra hRSV; a resposta de células T CDS8" e a prote¢io em camundongos e
cobaias, foram demonstradas por Hsu e colaboradores (1994) e Fu e outros autores (2009).

Os adenovirus recombinantes expressando a proteina F do aMPV induziram uma
resposta imune, através da imunizacdo em um modelo murino, e a proteina mostrou-se im-
portante na induc¢ao de imunidade (FU et al., 2010).

A patente PCTEP99/07400, depositada na International Application Published Un-
der the Patent Cooperation Treaty (PCT) por Cook, J.K. e colaboradores (1999), foi basea-
da na expressao da proteina F do aMPV, através da constru¢do de uma vacina de DNA re-

combinante, sinalizando a importancia deste modelo. A imunidade, neste caso, ¢ definida
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como uma inducao de alto nivel de protecdo na populacao animal, depois da vacinagao,
comparando-se ao grupo nao vacinado.

Com base nos nossos resultados, a proteina F do bRSV também foi expressa em um
vetor de adenovirus humano. A proteina foi caracterizada como expressa com 90 kDa, o
que difere da sua forma inativa FO, que apresenta um peso molecular de 70 kDa. A proteina
F ¢ modificada apods a tradugdo por dobragem, clivagem e glicosilagdo, antes de ser trans-
portada para a superficie celular (COLLINS & MOTTET, 1991). Dependendo da estirpe de
bRSV, a proteina F pode ter de trés ou quatro locais de N-glicosilagdo (LERCH et al.,
1991).

A glicosilacdo ¢ uma modificagdo importante, que pode afetar o transporte, dobra e
imunogenicidade de proteinas (DOMS et al., 1993). Por¢des de hidrato de carbono em gli-
coproteinas de superficies, tais como a proteina F, podem modular a imunogenicidade. E
também possivel que a remog¢ao de hidratos de carbono possa causar uma mudanga na con-
formagao do polipeptideo (KLINK et al., 2003). No entanto, o estudo de Naylor (2006)
demonstrou que as alteracdes sdo possiveis, sem a perda da viabilidade da proteina.

As razdes para essa diferenca de tamanho da proteina, comparada com a proteina pa-
rental do bRSV, sdo muito importantes na continuagdo dos estudos da expressdo da protei-
na F, utilizando o sistema de adenovirus para caracterizar os efeitos de glicosilagdo e imu-
nogenicidade.

A proteina recombinante pode ser testada em ensaios de prote¢do contra o bRSV e,
potencialmente, para o desenvolvimento de uma vacina. Em adi¢do, pode determinar a ha-
bilidade dos vetores adenovirais de indug¢do de anticorpos e uma resposta imune efetiva

contra 0 bRSV em um modelo murino proposto por Spilki e colaboradores (2006).
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Os genes G do aMPV e bRSV foram inseridos no vetor de expressao Adeno - X Ade-
noviral Systems, utilizando In Fusion reagdo, que possibilita a recombinagdo com o gene de
interesse. Os virus recombinantes obtidos foram utilizados para infectar as células HEK-
293 e uma analise transcricional foi realizada para avaliar a presenca do gene no RNA
mensageiro celular, apos infectar as células permissivas HEK-293. Apesar da confirmagao
do gene, apos infectar as células permissivas HEK-293, a recombinagdo homoéloga entre o
genoma viral e o cassete de expressao contendo o transgene foi verificada através do apare-
cimento de fluorescéncia devido a expressao do gene reporter GFP.

Infelizmente, ndo foi possivel a deteccdo da proteina pela analise por Western Blot,
devido ao baixo rendimento na expressao das proteinas. Santos e colaboradores (2007) rela-
taram que sdo diversos os parametros que devem ser considerados para o aperfeigoamento
no processo de expressao do gene de interesse.

Outros autores testaram a capacidade antigénica destas proteinas recombinantes em
modelos animais, sendo que a glicoproteina G destes virus é altamente imunogénica e re-
presenta um importante alvo para a resposta imune. Taylor e outros pesquisadores (1997),
em seus estudos utilizando recombinantes do virus vaccinia expressando as proteinas F, G
ou N, mostraram que essas proteinas induziram uma resposta especifica de anticorpos e de
células T, bem como a prote¢do contra o desafio de uma cepa virulenta do bRSV. Neste
estudo e de Antonis e colaboradores (2007), teve-se o uso de recombinantes utilizando o
virus vaccinia, baseado em uma vacina para bRSV e, ao mesmo tempo, houve a utilizagao
destes recombinantes, por exemplo, para um Elisa especifico, como foi proposto por Samal

e outros autores (1993), que utilizaram a proteina N do bRSV.
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Hu e colaboradores (2011) expressaram a proteina G do aMPV do subtipo C utilizan-
do o virus da doenca de Newcastle como vetor e propondo uma vacina bivalente para a
vacinacao em perus. Em tal estudo, a proteina G induziu parcial protecao e, com estes da-
dos, os autores observaram que a expressao de uma Unica proteina ndo ¢ capaz de conferir
protecao completa contra o aMPV. Especula-se, portanto, que a coexpressao de mais de
uma proteina, por exemplo, as proteinas F, G ¢ ou M, sera capaz de induzir uma resposta
eficaz e protetora.

Poucos sdo os estudos que descrevem a expressao das proteinas F e G dos virus avia-
rio e bovino. Pela primeira vez, as proteinas F destes virus foram expressas em vetores ade-
novirais humano e houve a constru¢do de adenovirus recombinantes contendo os genes G
do aMPV e bRSV.

O uso destes vetores para expressar proteinas heterologas tem sido amplamente utili-
zado para imunizagdo de aves induzindo imunidade local por mucosa e mediada por célu-
las. Estes vetores tém sido uma promessa para a industria avicola, pois induzem protecao e

sdo eficazes contra uma variedade de doengas aviarias (ZESHAN et al., 2010).
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CONCLUSOES

Este foi o primeiro estudo descrevendo a expressdo das proteinas F e G dos

virus avidrio (aMPV) e bovino (bRSV) em vetores adenovirais humano;

A proteina F expressa no sistema adenoviral induziu resposta humoral em

camundongas BALB/c;

Foi demonstrado o ECPs dos adenovirus recombinantes adAMPV-F em

células HEK-293;

A transcricdo do gene F do aMPV foi quantificada por PCR em tempo real

nas células permissivas HEK-293 e nas células ndo-permissivas HEp-2;

A expressdo da proteina F do bRSV apresentou uma massa molecular de
aproximadamente 90 kDa, indicando alteracdes na estrutura protéica, estas
alteragcdes sdo possiveis durante o processo de replicacdo viral, tais como

glicosilagdo e processamento pds-tradugio;

Infelizmente, ndo foi possivel a detec¢do das proteinas G do aMPV e bRSV
pela andlise por Western Blot, devido ao baixo rendimento na expressdo das
proteinas. Uma anélise transcricional foi realizada para avaliar a presenca do
gene no RNA mensageiro celular. E a confirmacdo da recombinagdo
homodloga entre o genoma adenoviral e o cassete de expressdo contendo o
transgene, foi verificada através do aparecimento de fluorescéncia devido a

expressao do gene reporter GFP.

Conclusoes
86



= E finalmente, a expressio destas proteinas constituird ferramentas
importantes, podendo auxiliar nos experimentos futuros visando a
conformagdo destas proteinas, a identificacdo de sitios antigé€nicos,
imunizagdo e estudos funcionais tanto como vacinas, quanto na produgdo de

insumos para o imunodiagndstico de aMPV e bRSV.
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ABSTRACT

The aim of this work was the cloning of those transmembrane glycoproteins G and F from an isolate
bovine respiratory syncytial viruses (BRSV) — a Brazilian isolate of BRSV, named BRSV-25-BR in
previous studies, in a prokaryotic system to proceed the sequencing of larger genomic fragments. The
nucleotide substitutions were confirmed and these clones may also be used in further studies regarding
the biological effects of those proteins in vitro and i viva.

Kevwords: bovine respiratory syncytial virus, calves, glveoproteins G and F
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a clonagem das glicoproteinas transmembrana G e F de um isolado de virus
respiratério sincicial bovino (BRSV) - um isolado brasileire denominado BRSV-25-BR- que ja
demenstrou pessuir mutagées em regides altamente conservadas do gene da proteina G - em sistema
procarictico, com o intuite de sequenciar fragmentos genémicos maiores. As substituicdes de
nucleotideos foram confirmadas e tais clones podem ser utilizados em futuros estudos sobre os efeitos
biolégicos destas proteinas tanfe 1 vitro como m vivo.

Palavras-chave: virus respiratério sincicial bovine, bazerros, glicoproteinas Ge F

INTRODUCTION pathogenesis of infection for these viruses are
stmilar (Valarcher and Taylor, 2007).

Bovine respiratory syncytial virus (BRSV) was

first 1solated in 1967 (Paccand and Jacquier The B_RSV belqngs fo the genus
1970) from calves presenting respiratory distress. Pneumovirus. subfamily Pneumovirinae, family
The distribution of BRSV is worldwide and it Paramyxoviridae, Mononegavirales  order

causes severe respiratory disease in young (Vainionpii ef al., 1989; Larsen, 2000; Easton ef
calves, characterized by bronchiolitis and al., 2004). Members of the Mononegavirales
interstitial pneumonia. BRSV is closely related order possess SEIOICS constituted by a single
to human respiratory syncytial virus (hRSV). stand  of negative-sense  RNA —§3

which is a major cause of respiratory disease in sense). The subfamuly Pueumovirinae of

young children, and the epidemiology and Paramyxoviridae has two genera: the genus
' Pneumovirus contains bovine (RSV) as well as

Recebide em 23 de agosto de 2010
Aceito em 12 de abnl de 2011
E-mail: ams/@unicamp.br
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human. caprine. and ovine RSVs and pneumonia
virus of mice; the genus Metapneumovirus
consists of avian metapneumovirus (aMPV) and
human metapnenmovirus (WMPV). The gemus
Metapneumovirus  differs  from the genus
Pneumovirus on the absence of non-structural
proteins NS1 and NS2. and 1n gene order for the
F and M2 genes (Collins er al., 2001).

The BRSV virion consists of a nucleocapsid
contained within a lipid envelope. The envelope
15 a lipid bilayer that is derived from the host
plasmatic membrane. It contams three virally
encoded transmenbrane surface glycoproteins:
the attachment protein (G), the fusion protein
(F), and the small hydrophobic SH protein
(Collins et al.. 2001).

The G protein was identified as the major
attachment protein because antibodies specific to
the G protem blocked the binding of the virus to
cells (Levine et al., 1987). playing an important
role m the immune response against BRSWV
mfection (Bastien et al.. 1997 Buchholz et al .
2000; Spilka et al., 2006a). The G protem is a
heavily glycosylated, type I membrane protein
that does not share anv sequence or structural
homologies with attachment proteins of other
paramyxoviruses (Wertz ef al., 1985) and lacks
haemaglutinating and neuraminidase activities
(Easton ef al., 2004).

Glycoprotein G 15 composed of three domains:
cytoplasmatic (AA 1-37) transmembrane (AA
38-65) and extracellular ectodomain (AA 66-
257) (Langedyk et al.. 1996). The cvtoplasmatic
domain 15 placed inside the viral envelope: the
transmembrane domain runs across  the
cytoplasmatic membrane envelope. Both these
sections of the protein are considerably
conserved (Stine erf al, 1997; Valentova, 2003).
The extracellular domain of glycoproten G 1s
responsible for binding the virus to the sensitive
cells, and the greatest differences within all viral
proteins are localized there (Lerch ef al . 1990).
The ectodomain of the vims consists of
hydrophobic variable regions and a central
conserved region (Doreleyers et al. 1996;
Langedyk et al. 1996). The vanable regions of
the protein are called mucin-hke due to their
high content of carbohydrate side-chains
bounded to Ser, Thr (O-linked sugars). and Pro
(N-linked sugars). The central conserved region
1s the only relatively fixed and folded part of the

Arg. Bras. Med. Ver, Zootec., v.63, 0.3, p.552-558, 2011

ectodomain of RSV-G. containing four
conserved cysteine residues which can form two
disulphide brnidges. It 1s speculated that this
structure may interact with the host immune
system. due to its simlanty with fractalkines
(Doreleyjers et al.. 1996; Langedyk ef al. 1996).
A Brazilian isolate has a major substitution of
amino acids in this same region (Spilki er al.,
2006a), and studies using this peptide may be of
mterest to discover whether these features may
mduce differences in the biological effects of the
protein in vivo.

Experiments with mutant viruses possessing an
mduced deletion glycoproten G codmg gene
showed that this glycoprotein 1s not necessary for
virus replication in vifro, although its replication
15 considerably decreased in both cell cultures
and the respiratory tract of mice It also seems
that glycoprotemn G 1s not the only virus protein
with attachment activity, but both the
glycoproteins G and F play a role in attachment
of the virus to cells (Karger ef al. 2001:
Techaarpornkul et al., 2001; Teng and Collins,
2002).

The F protein directs viral penetration through
the fusion between the virion envelope and the
host cell plasma membrane, delivering the
nucleocapsid to the cytoplasm. Later in infection,
the F protein expressed on the cell surface can
mediate fusion with neighbormg cells and form
syncviia. This 15 a pronunent cytophatic effect
and is probably an additional mechanism of viral
spread (Collins et al., 2001). The protein is
synthesized primarily as the uncleaved precursor
Fy that 1s cleaved by cellular proteases in the
trans-Golg: network to yield the disulfide-linked
heterodimer F>-F; (Collins ef al.. 2001). The F
protein induces neutralizing antibodies and
confers resistance to BRSV infection (Taylor et
al, 1992; Taylor et al, 1997; Thomas, ef al.,
1998; Taylor er al, 2005). The F protein m
BRSV 15 574 AA 1n length (Lerch ef al., 1990;
Pastey ef al, 1993) and 1s lighly conserved
between different BRSV 1solates.

The objectives of the present work were to clone
the transmembrane glycoprotens G and F from a
Brazilian BRSV 1solate (antigenic subgroup B)
m a prokaryotic system. to examune the
nucleotide sequences on the conserved central
region G and on particular sites of the F protein
m BRSV. furthermore. to show mutations which

553
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are located in the conserved central region G
protein demonstrated in previous work and to
examine whether there were mutations on the F
protein gene.

MATERIAL AND MEHTODS

The Brazilian stramm BRSV-25-BR (Ams er al..
2003). was propagated in CRIB cells (Flores and
Deonis, 1995). a clone of MDBK cells resistant to
the infection with BVDV, which is highly
susceptible to the infection with BRSV (Flores
and Doms, 1995; Spilla et al.. 2006Db). Cells were
cultivated 1n Eagle’s minimal essential medum
(E-MEM) supplemented with 10% of Fetal
Bovine Serum, free of anfibiotics following
routine protocols. and titrated through the
visualization of syncytia formation mn an iverted
microscope  (Zeiss Axyovertn{. Oberkochen.
Germany).

RNA was extracted from infected CRIB cultures
using High Pure Viral Nucleic extraction kit™
(Roche Diagnostics™. Manheim. Germany).
cDNA was synthesized using SuperscriptIll
FirstStrand Synthesis Super Mix™ (Invitrogen
Ltd.. California, USA) following kit instructions
for wuse with random hexamers. Primer
oligonucleotides were onginally designed for
the present work. PCR of BRSV genes were
amplified vsing specific primers designed for the
3" and 5" flanking regions of the G protemn gene.
which was the target for polymerase chain
reaction. The forward primer BRSVGS (5" ATG
TCC AAC CAT ACC CAC CAT CT 37); the
reverse primer BRSVG3 (5° GGT GAA GAG
AGG ATG CCT TG 37) corresponding to
amplified products of 752 bp.

For the F protein gene the forward primer
BRSVFS (5" ATA AGG ATG GCG ACA ACA
GC 3 was used, annealing to the 3° F protein
gene flanking region); the reverse pnmer
BRSVF3 (5" AGG CCA GGC TTT GGT TTA
TT 3°). near to the 5° F protein gene flanking
region. coresponds to amplified products of
1538 bp.

PCR was done in a Spl.  mixture containing
2.5ul of 10X PCR buffer (10mp Tris—HCI Ph
8.0. 50 mp KCI and 02mp MgCl12). 1ul. of a
10mp dNTPs nuxture. 10mp of each primer.

25ml. of cDNA and 02pL (5U/uL ) of
Platimm™ High Fidelity DNA Polymerase
554

(Invitrogen Ltd, Califormia, USA). The
amplification was pre-heated for 5min at 95°C.
following for 35 cycles, each of them composed
of 1min at 94°C (denaturation). lmin at 56°C
(annealing). and 1min at 72°C (extension). After
the completion of the 35 cycles. a final extension
of Tmin at 72°C was performed. Amplifications
were carried out m a thermal cycler PCR System
9700 (Gene Amp, Applied Biosystems, Perkin-
Elmer. California, USA). The PCR products
were run on 1% agarose gel and visualized under
UV light after being stamed with ethidium
bromide.

The cloning of PCR product G and F genes was
performed by wusing the plasmid vector
PCRES/GW/TOPO® TA Cloning® (Invitrogen
Ltd. California, USA). procedures were
performed according to the manufacturer’s
mstructions.

The cloning reactions pTOPOG and pTOPOF.
which transformed pCREE/GW/TOPO®E TA
Cloning® construct into competent Escherichia
coli DH5w (Clontech. Heidelberg, Germany).
following the transform heat-shock The bacterial
colonies containing recombinant plasmids were
selected in LB medium confaining antibiotic
spectinomycin (Sigma) and the plasmid DNA
was extracted and purified uwsing by Kit
PureLink™  Quick Plasmid Miniprep Kit
{Invitrogen Ltd.. Califormia, USA), according to
the manufacturer’s imstructions. The presence
mserts pTOPOG and pTOPOF, were confirmed
by PCR, following the protocol described.

The confirmation of the identity and ortentation
mserts, the PCR products and pTOPOG and
pTOPOF were sequenced using specific primers
G and F genes and primers M13 vector were
sequenced three times each, both in forward and
reverse directions using ABI PRISM Big Dye
Termunator Cycle Sequencing Ready Reaction
kit (Applied Biosystems ™).

The BioEdit software. version 7.0.5.2 (Hall
1999), was used to manipulate the nucleotide
sequences.  Nucleotide  alignments  were
performed using the Clustal W software, version
1.83 (Thompson er al, 1994). Similarity to the
PCR products and inserts with complete gene
sequences are  depostted 1 GenBank
http:/fwww.ncbinlm nih gov/Genbank/index ht
ml). The BRSV mnucleotide sequences and
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pTOPOG and pTOPOF nucleotide sequences
obtained were submitted to the GenBank with
access numbers FI543090 and FI543091.

RESULTS AND DISCTUSSION

The obtamned PCR products (Figure 1) were
cloned into vector pTOPQ generating pTOPOG
and pTOPOF. The nucleotide sequences G and F
genes were obtained through the partal
sequencing of the plasmuds pTOPOG and
pTOPOF  with pnmer MI13.  Obtamed
nucleotide sequences were compared with
homolog sequences deposited at GenBank using
the NCBI BLAST N program
(http://blast. ncbinlm nih gov/Blast.cgi). The
sinulanty sequences have demonstrated the
higher degree homology 98% for G protein gene
and 96% for F protein gene. thus confirming the
identity of the target genomic nserts.

Some differences were observed in the deduced
amino acid level on the immunodominant region
of the G gene. The two cystemns in positions 173
and 176 of the amino acid sequence were
replaced by alanine residues, and there were also
other substitutions at this site: Ser'' was
replaced by another alanine, Thr'™ was
substituted for a hystidine and Glu'"", and Gly'™®
was replaced by lysine and arginine residues,
respectively (Spilki er al. 2006c). The amino
acid changes were examined for putative
structural changes on the central domain of the
protem, and the result 1s that a major substitution
occurred in the cystine-noose coding region of
the Brazilian strain BRSV-25-BR of the G
protem (Spilk: ef al | 2006c).

The mutations described earlier for the G gene
protemn based on a smaller fragment which was
sequenced directly from PCR products were now
confirmed using  plasmud-cloning  based
sequencing. No relevant mutations were found
on the F protemn gene.

In this work the cloning and prokaryotic sistem
was desciibed for the transmembrane
glycoproteins G and F of BRSV, wich are the
main targets of immune response. The
neutralizing antibodies are induced by G and F
proteins. as evalvated in calves vaccinated with
recombmant vaccima viruses (fVV) encoding
these proteins. The high titre of neutralizing

Arq. Bras. Med. Ver. Zootec., v.63, n.3, p.552-558, 2011

antibodies are induced by F protein. but only a
low level of complement-dependent neutralizing
antibodies are mduced by G protem (Taylor er
al., 1997; Thomas er al., 1998). These antibodies
provide predominantly stramn-specific immunity,
although recombinant vaccines which express
only G protein BRSV are able to mduce
complete protective immunity of the lower and
to a lesser extent upper respiratory tract
(Shimgver et al., 1996; Taylor ef al . 1998).

The ability to manipulate the genome of BRSV
may increase the understanding of the role of
different proteins in the pathogenesis of this
virus in calves and has provided opportunities for
the development of stable. live attenuated virus
vaccines, vector vaccines and DNA vaccines.
Especially regarding the G protein of the isolate
presently cloned, this may be useful to check
whether particular features of this protein 1 such
viral isolate may play a biological role or not.
since previous work has shown that there 1s a
major mutation between amino acid residues 173
and 178, within the central hydrophobic
conserved region. exactly on the site of two of
the four cysteine-noose forming cysteine
residues. which may interact with the cellular
receptor (Valarcher er al., 2000) and plays an
important role in the induction of antiviral host
immunity (Langedijk et al__ 1997).

It may be speculated that the mutations presented
by BRSV-25-BR G protemn may have been
mduced by the presence of active and passive
naturally acquired immune response against viral
mfection itself, and the virus may have been
selected by infection amimals processing
antibodies to the wvirus, which selects antibody
escape mutants, as demonstrated i wvitro for
hRSV (Martinez et al., 1997; Melero et al., 1997
Spilki et al., 2006¢).

Despite  these alterations on the central
hydrophobic region of the attachment protein,
this virus infects calves efficiently under
experimental conditions inducing moderate
lesions on the lungs of infected animals
(Almeida et al.. 2005; Spilki ef al.. 2006c).

An optimal BRSV wvaccme would combine
genetic stabality, satisfactory growth in vitro,
high attenuation in vive and a satisfactory level
of immunogenicity. Future studies with
recombinant viruses represent a particularly
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promusing avenue for the development of
vaccines and research. expressing antigens by
virus vectors has proven to be a productive
approach for studving i vitre and m wvive
immune responses. An important feature of
almost all recombinant viruses 1s the ability to
induce not only humoral, but also cell-mediated
immumty (Imler. 1995). Another possible use for
the genes cloned on the present work may be as
tools for the construction of recombinant vaccine
candidates aiming BRSV immunization.

Figure 1. Bovine respiratory syncytial virus G
and F gene amplificanon RT-PCR  was
performed i RNA extracted from strain BRSV-
25-BR wnfected CRIB cells for G and F genes.
1% agarose gel and wisuahzed under UV light
after bemng stamned with ethidrum brommde. A
1Kb DNA Ladder (Invitrogen Ltd.. California,
USA): B. strain BRSV-25BR G gene: C. 1Kb
DNA Ladder (Invitrogen Ltd., Califormia. USA);
B — strain BRSV-25BR F gene and E. Reaction
control.
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