UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

CONSTRUCAO E MANIPULACAO DE CLONE
INFECCIOSO DE UMA AMOSTRA BRASILEIRA DO
VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

TESE DE DOUTORADO

Sandra Arenhart

Santa Maria, RS, Brasil
2012



CONSTRUCAO E MANIPULACAO DE CLONE INFECCIOSO
DE UMA AMOSTRA BRASILEIRA DO VIiRUS DA DIARREIA
VIRAL BOVINA

Sandra Arenhart

Tese apresentada ao Curso de Doutorado do Programa de Pds-Graduagdo em
Medicina Veterinaria, Area de Concentracdo em Medicina Veterinaria
Preventiva da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS),
como requisito parcial para obtengao do grau de
Doutor em Medicina Veterinaria

Orientador: Prof. Eduardo Furtado Flores

Santa Maria, RS, Brasil
2012



Ficha catalogréfica elaborada através do Programa de Geragdo Automética
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Arenhart, Sandra

Construcdo e manipulagdo de clone infeccioso de uma
amostra brasileira do virus da diarreia viral bovina /
Sandra Arenhart.-2012.

118 p.; 30cm

Orientador: Eduardo Furtado Flores

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Programa de Pés-
Graduagdo em Medicina Veterindria, RS, 2012

1. BVDV 2. genética reversa 3. clone infeccioso 4.
gene repdérter 5. recombinagdo homéloga em levedura I.
Furtado Flores, Eduardo II. Titulo.




Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Rurais
Programa de Pos-Graduacio em Medicina Veterinaria

A comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Tese de Doutorado

CONSTRUCAO E MANTPULACAO DE CLONE INFECCIOSO DE UMA
AMOSTRA BRASILEIRA DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

Elaborada por
Sandra Arenhart

Como requisito parcial para obtencao do grau de
Doutor em Medicina Veterinaria

COMISSAO EXAMINADORA:

Eduardo Furtado Flores, PhD.

(Presidente/Orientador)

Laura Helena Vega Gonzales Gil, PhD. (Fiocruz)

Rudi Weiblen, PhD. (UFSM)

Luiz Carlos Kreutz, PhD. (UPF)

Fernando R. Spilki, Dr. (Feevale)

Santa Maria, 29 de marco de 2012.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Eduardo Furtado Flores, pela oportunidade, pela orientacdo, pela
confianga e pela paciéncia, demonstradas durante todos esses anos de convivio, em especial
durante a execug¢ao desse trabalho.

Ao professor Rudi Weiblen, pela orientagdo, ensinamentos e exemplo profissional,
também dedicados durante todos esses anos de convivio.

A pesquisadora Laura H.V.G. Gil pela oportunidade proporcionada, por tornar
possivel a realizagdo deste estudo, pela confianca e ensinamentos em genética reversa.

Ao professor Giovani R. Bertani, pela confianga e por permitir a realizacao de parte de
minha docéncia orientada.

A professora Luciane Lovato, pelos ensinamentos, pelo carinho demonstrado e pela
amizade.

Aos meus pais Guido G. Arenhart e Norma Z. Arenhart, que mesmo estando longe
sempre apoiaram as minhas decisdes e tornaram minha formacao possivel.

A minha irmd Marcia Arenhart, pela paciéncia, por me ouvir e me apoiar nos
momentos decisivos da minha vida e por estar sempre ao meu lado.

Ao Erik Amazonas, meu housekeeping gene - home, home again I like to be here when
I can... Pelas nossas incansaveis discussoes, pela paciéncia e companheirismo dedicados.

A todos os colegas do Setor de Virologia, pela convivéncia, pela amizade e pelos
ensinamentos, nesses dez anos de colaboragdo e parceria.

Aos colegas do LaViTE — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (FIOCRUZ), pelos
ensinamentos, pela paciéncia e pelo espirito olimpico, sempre!

Ao Programa de Pos-graduacdo em Medicina Veterinaria da UFSM, pela formagdo
académica e cientifica.

Ao CNPq pela concessdo da bolsa e suporte financeiro.

A Universidade Federal de Santa Maria pela oportunidade de realiza¢io de mais uma

grande etapa na minha formagao.



RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

CONSTRUCAO E MANIPULACAO DE CLONE INFECCIOSO DE UMA AMOSTRA
BRASILEIRA DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

AUTORA: SANDRA ARENHART
ORIENTADOR: EDUARDO FURTADO FLORES
Santa Maria, 29 de margo de 2012.

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) ¢ um patégeno de bovinos distribuido
mundialmente, associado com importantes perdas econdmicas. As maiores perdas devem-se
aos problemas reprodutivos causados pela infec¢ao, e pela capacidade do virus de causar
persisténcia apos infec¢ao fetal no tergo inicial da gestagdao. Para entender melhor a biologia
desse virus, sistemas de genética reversa foram desenvolvidos e tem permitido a elucidacao
de varios aspectos da replicacdo viral, interacdo virus — hospedeiro, resposta imune e
patogenia da infeccdo fetal. O presente estudo relata a construgdo, caracterizagdo e
manipulagdo de um clone infeccioso, a partir da cepa brasileira ndo-citopatica IBSP4-ncp. O
clone de DNA recombinante foi construido pela técnica de recombinagdo homoéloga em
levedura, utilizando um vetor de baixo nimero de cdpias, construido a partir de trés
fragmentos gendmicos, que compreendiam a fase aberta de leitura (open reading frame, ORF)
do virus. As duas regides nao traduzidas (5’ e 3° UTR) foram substituidas pelas respectivas
UTRs da cepa de referéncia NADL. O vetor construido foi transcrito in vitro e o RNA obtido
foi transfectado em células MDBK para recuperagdo de virus infecciosos. Os virus
recuperados (CI-pBSC IBSP4-ncp#2 e #3) foram mantidos por 10 passagens em cultivo
celular e caracterizados in vitro, apresentando dindmica de replicacao, tamanho e morfologia
de focos similares ao virus parental IBSP-4. A anélise do genoma por sequenciamento revelou
cinco mutagdes pontuais no gene NP, com trocas de aminoacidos, provavelmente refletindo
uma adaptacdo do virus as UTRs heterologas. O clone infeccioso construido CI-
pBSC IBSP4-ncp#2, foi entdo utilizado para a construcdo de um virus recombinante
expressando o gene reporter Gaussia luciferase (Gluc). O gene repoérter foi inserido entre os
genes NP e Core do virus. Para o processamento da proteina repdrter, uma sequéncia ligante
foi adicionada anteriormente ao gene, e a sequéncia da protease do virus da Febre Aftosa
(FMDV2AP™®) foi inserida apds o gene. O vetor recombinante construido foi transcrito in vitro

e 0 RNA obtido foi transfectado em células MDBK. Virus recombinantes infecciosos foram



recuperados (CI-pBSC IBSP4-ncpGluc#3 e #4) e caracterizados in vitro, apresentando
dindmica de replicacdo, tamanho e morfologia de focos similares ao virus obtido do clone
infecioso. O gene reporter Gluc foi corretamente expresso e processado pelo virus
recombinante durante 15 passagens em cultivo celular. Com os resultados obtidos nestes
estudos, conclui-se que o clone infeccioso construido pode ser facilmente manipulado e ¢
capaz de carrear em seu genoma, e expressar de forma estavel, genes heter6logos com até 555
pares de base, que parecem nao interferir com sua capacidade replicativa. Dessa forma, o
clone obtido pode ser muito 1util para manipulagdo genética visando estudar diferentes
aspectos da biologia do BVDV e de suas interagdes com o hospedeiro, assim como para a

producao de cepas vacinais com fendtipo atenuado e/ou com marcadores antigénicos.

Palavras-chave: BVDV, genética reversa, clone infeccioso, gene reporter, recombinacao

homologa em levedura.



ABSTRACT
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Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a worldwide pathogen associated with
important losses to livestock production. Most of these losses come from reproductive
disorders and from the ability of the virus to produce persistent infections following in utero
infection of the fetus. A number of reverse genetics methodologies have been used for BVDV
in order to better understand the biology of the virus, which allowed the elucidation of a
number of biological features including virus replication, host-virus interaction, immune
response, and the pathogenesis of fetal infection. The present study describes the construction,
characterization and manipulation of an infectious clone out of a non-cytophatic Brazilian
BVDV strain IBSP4-ncp. The cDNA recombinant clone was constructed by yeast
homologous recombination with a low-copy vector, from three genomic fragments
comprising the open reading frame (ORF). The two untranslated regions (5' and 3' UTR) were
replaced by the respective UTRs of the reference strain NADL. The constructed vector was
transcribed in vitro and the resulting RNA was transfected on MDBK cells to rescue
infectious virus. The rescued viruses (IC-pBSC_IBSP4-ncp#2 and #3) were maintained for
ten passages in tissue culture and characterized in vitro, showing replication dynamics, focus
size and morphology similar to those of the parental IBSP-4. Genomic analysis revealed five
point mutations in the gene coding for N protein, resulting in amino acid changes. These
mutations probably reflect an adaptation of the virus to the heterologous UTRs. The infectious
clone IC-pBSC_IBSP4-ncp#2 was further used for the construction of a recombinant virus
expressing the Gaussia luciferase (Gluc) reporter gene. The reporter gene was inserted
between the NP and Core genes, being flanked by an upstream linker and a downstream
sequence of the Foot and Mouth Disease virus protease (FMDV2AP®) for accurate protein
processing. The recombinant vector was in vitro transcribed and the RNA was transfected on

MDBK cells. Recombinant infectious viruses were rescued (IC-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3 and



#4) and characterized in vitro, showing replication dynamics, focus size and morphology
similar to those of the parental IBSP-4 clone. The Gluc reporter gene was accurately
expressed and processed by the recombinant virus during 15 passages in tissue culture. These
studies revealed that the infectious clone constructed herein can be easily manipulated and is
able to carry in its genome heterologous genes up to 555 base pairs in length in a stable
fashion and without interference with its replication efficiency. Thus, the constructed clone
may be very useful for genetic manipulation towards studying different aspects of the BVDV
biology and its interactions with the host, and for the development of vaccine strains with

attenuated phenotype and/or with antigenic markers.

Key words: BVDV, reverse genetics, infectious clone, reporter gene, yeast homologous

recombination.
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1. INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) ¢ um patogeno de bovinos de grande
importancia econOmica, causando muitas perdas, principalmente reprodutivas (BAKER,
1995; HOUE et al., 2006). O BVDV pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus.
Dentro deste género também sdo classificados outras duas espécies virais de importancia
veterinaria: o virus da peste suina classica (CSFV) e o virus da doenga da fronteira (BDV)
(LINDENBACH & RICE, 2001; RIDPATH, 2005).

Os pestivirus sdo virus envelopados, esféricos, variam entre 40 a 60 nm de didmetro e
possuem genoma RNA fita simples de polaridade positiva. O genoma do virus ¢ de
aproximadamente 12.3 Kb, possui uma regido 5’UTR (regido nao traduzida), uma unica fase
aberta de leitura (open reading frame - ORF) que codifica uma poliproteina de
aproximadamente 4.000 aminoacidos e uma regido 3’UTR (DONIS, 1995; RIDPATH, 2005).
A poliproteina viral € traduzida via IRES (internal ribossome entry site) e ¢é clivada durante e
apds a traducdo, gerando 11 ou 12 proteinas maduras funcionais na seguinte ordem: NH,-
NPP-C-E™-E1-E2-p7-NS2/3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH (RIDPATH, 2005).

O BVDV pode ser classificado em dois genotipos: 1 e 2 (PELLERIN et al., 1994;
RIDPATH, 2003). Os gendtipos também podem ser divididos em dois biotipos: citopatico
(cp) e ndo citopatico (ncp), de acordo com o efeito da replicacdo em cultivo celular. O biotipo
cp € gerado a partir do ncp através de mutagdes e/ou recombinagdes na proteina nao estrutural
NS2-3, que passa a ser clivada em NS2 e NS3 no biotipo cp (TAUTZ et al.,, 1994,
KUMMERER & MEYERS, 2000; RIDPATH, 2005). Isolados ncp representam a grande
maioria dos virus na natureza e sao os responsaveis pelas infeccdes agudas e persistentes, €
consequentemente pelas perdas econdOmicas. Isolados cp sdo encontrados em animais
acometidos pela doenga das mucosas (DM) juntamente com o virus ncp que o gerou, sendo
chamados de virus pares (BOLIN & GROOMS, 2004).

As consequéncias da infeccdo variam desde infecgdes subclinicas (maioria das
infec¢des), doenca respiratoria, digestiva, reprodutiva, a doenca das mucosas, a sindrome
hemorragica (SA), além de condi¢des associadas com os efeitos imunossupressivos da
infeccao (BAKER, 1995; BOLIN & GROOMS, 2004). Fémeas prenhes infectadas podem
apresentar uma série de falhas reprodutivas entre elas, o nascimento de bezerros

imunotolerantes e persistentemente infectados (PI), quando infectadas com o virus ncp
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(McCLURKIN et al., 1984; GROOMS et al., 2006). Os animais PI replicam e excretam o virus
durante toda a vida, sendo responsaveis pela manuten¢ao do virus nos rebanhos (BOLIN,
1995; HOUE, 1995). O controle da infec¢do pelo BVDV baseia-se na identificagdo e
eliminacdo dos animais PI, associados ou nao com o uso de vacinas (BOLIN, 1995). Além de
prevenir a doenga clinica, a vacinacdo visa prevenir a infeccdo fetal, principalmente no
primeiro terco da gestacdo, evitando a produgdo de bezerros PI (BOLIN, 1995; LAUREYNS
et al., 2010). Dois tipos principais de vacinas contra o BVDV sdo disponiveis no mercado:
vacinas inativadas e vacinas atenuadas ( KELLING, 2004; FLORES et al., 2005).

A tecnologia de sintese de RNA in vitro a partir do cDNA do genoma viral clonado em
um vetor plasmideal (clone infeccioso) tem sido responsdvel por notaveis avangos na virologia
dos pestivirus, contribuindo para o conhecimento de aspectos genéticos, moleculares e
imunologicos (AGAPOV et al., 2004; LACKNER et al., 2004; GIL et al., 2006ab; HILTON et
al., 2006). Dentro do género Pestivirus, varios clones infecciosos foram construidos para
CSFV,BVDV-1¢e2 e BDV (MEYERS et al., 1996; MOORMAN et al., 1996; DEHAN et al.,
2005; RASMUSSEN et al., 2008), gerando novas informagdes a respeito da biologia viral e
consequente aplicagdo deste conhecimento para constru¢cdo de vacinas, diagnostico e controle
da infeccao (MEYERS et al., 2007; HENNINGSON et al., 2009; MISCHKALE et al., 2010).

Diversas estratégias de construcdo de clones de cDNA para pestivirus tem sido
descritas ao longo das duas ultimas décadas e todas elas utilizam técnicas classicas de
clonagem. Mais recentemente, foram descritas técnicas mais modernas, com menos
manipulagdo do material genético viral (RASMUSSEN et al., 2008; 2010). Porém, a
instabilidade desses sistemas em FE. coli ainda ¢ um problema constante (MEYERS et al.,
1996; DEHAN et al., 2005; RASMUSSEN et al., 2010). O usos de diferentes cepas de E. coli
e de diferentes vetores tem em muitos casos resultado em estabilidade nas constru¢des dos
clones de cDNA (VASSILEV et al., 1997; FAN & BIRD, 2008b; MISCHKALE et al., 2010).
Um outro sistema de técnicas moleculares, utilizado também para a construcdo de clones
infecciosos, tem conseguido resolver problemas de instabilidade para alguns virus da Dengue
(DENV) (POLO et al., 1997; PURI et al., 2000). Essa técnica utiliza o sistema de eucariotos
(Sacharomyces cerevisae), em que a propria maquinaria da célula com seu sistema de reparo
de DNA, realiza as recombinacdes para a montagem da estratégia de constru¢cdo desejada.
Como eucariotos possuem sistemas de correcao de erros no DNA, a ocorréncia de mutacdes ¢
praticamente inexistente (OLDENBURG et al., 1997; GIBSON, 2009). No presente estudo,
um clone de cDNA da cepa brasileira de BVDV IBSP4-ncp foi construido e manipulado pela

inser¢do de um gene reporter, utilizando o sistema de recombina¢do homologa em levedura.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O virus da diarreia viral bovina

O virus da diarreia viral bovina (bovine viral diarrhea virus, BVDV) € um patéogeno
de grande importancia na espécie bovina, distribuido mundialmente (BAKER, 1995; HOUE
et al., 2006). Além de bovinos, suinos e outros ruminantes domésticos e silvestres também
podem servir de hospedeiros para o virus. O BVDYV esta classificado na familia Flaviviridae,
que abriga os géneros Flavivirus, Hepacivirus e Pestivirus. O BVDV pertence ao género
Pestivirus, que contém somente espécies de importancia veterinaria: o virus da peste suina
classica (CSFV) que infecta suideos domésticos e silvestres e o virus da doenca da fronteira
(BDV) que infecta ovinos, caprinos e cervideos (LINDENBACH & RICE, 2001; RIDPATH,
2005). Trés critérios sao utilizados para classificar os pestivirus: hospedeiro de origem,
caracteristicas antigénicas e reatividade soroldgica cruzada e homologias das sequéncias
genOmicas, sendo o ultimo critério, o mais seguro para diferenciar as espécies (RIDPATH,
2005). Os pestivirus possuem caracteristicas Unicas dentro da familia Flaviviridae: os genes
ms

das proteinas NP, uma autoprotease ¢ a E

ribonuclease (RIDPATH, 2003, 2005).

, uma glicoproteina com atividade de

Os virions do BVDV apresentam um genoma RNA de fita simples, polaridade positiva
e um nucleocapsideo icosaédrico. Os pestivirus possuem virions esféricos, que variam entre
40 a 60 nm de diametro e um envelope bilipidico (HORZINEK et al., 1971). Trés
glicoproteinas virais (EO, E1 e E2) estdo presentes no envelope, e a presenga do envelope
torna esses virus sensiveis a solventes organicos e detergentes. O virion também apresenta
resisténcia a inativacao por pH baixo (HAFEZ & LIESS, 1972).

A doenga conhecida como diarreia viral bovina (BVD) foi descrita pela primeira vez
em 1946, como uma doenca infecciosa e aguda de bovinos. Os animais apresentavam
hipertermia, anorexia, gastrenterite severa, ulceragdes nas mucosas oral e nasal, salivacao
intensa e descarga nasal. Apesar da mortalidade baixa e de alguns animais ndo apresentarem
sinais clinicos, as fémeas prenhes, especialmente as novilhas, abortavam (OLAFSON et al.,
1946). Desde entdo a infec¢do pelo BVDV tem sido associada com uma ampla variedade

de manifestagdes clinicas. Dentre as principais consequéncias da infec¢do estdo enfermidades
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gastrentérica, doenga respiratoria, sindrome hemorradgica com trombocitopenia, doenga
reprodutiva, e imunossupressao, além da geracao de animais persistentemente infectados (PI).
Entretanto, a maioria das infecgdes em animais imunocompetentes cursa de forma subclinica
(POTGIETER, 2004; RIDPATH, 2005). No Brasil, em 1974 foi descrito o primeiro
isolamento do BVDV (VIDOR, 1974). Estudos posteriores confirmaram a presenca do agente
na populacdo bovina brasileira, e as amostras do virus isoladas compreendem principalmente
virus isolados de fetos abortados, de bezerros (provavelmente Pls), de rebanhos com

problemas reprodutivos e casos de doenga gastrentérica (FLORES et al., 2005).

2.2 Genotipos, biotipos e diversidade antigénica

O BVDV inicialmente foi segregado em dois gendtipos: 1 e 2, de acordo com a analise
filogenética da regido 5’UTR do genoma e também pela andlise fenotipica utilizando
anticorpos monoclonais (Mabs) contra a glicoproteina E2 (PELLERIN et al.,, 1994;
RIDPATH et al.,, 1994). A regido 5’UTR ¢ altamente conservada no BVDV quando
comparada ao restante do genoma. Por isso, diferengas nessa regido tendem a ser mais
significantes do que as diferengas no restante do genoma entre os dois genotipos (RIDPATH
et al., 1994). Outras regides também tem sido utilizadas para classificacdo filogenética do
BVDYV como NP E™, C e NS3 (BECHER et al., 2003; XIA et al., 2007; LIU et al., 2009;
MINAMI et al., 2009). As cepas “classicas” sao designadas como BVDV- tipo 1, ja& as cepas
do tipo 2 foram detectadas originalmente em surtos na América do Norte associados com uma
severa sindrome hemorragica (SA) (RIDPATH et al., 1994). Até os dias atuais, a SA somente
foi reportada como sendo causada por BVDV-2, no entanto estas cepas sdo a minoria dentro
deste gendtipo e a maioria das cepas de BVDV-2 sdo tdo virulentas quanto o BVDV-1.
Ambos os gendtipos sdo atualmente reconhecidos como duas espécies de BVDV de bovinos
(RIDPATH & FULTON, 2009). Além destas espécies ja reconhecidas, ainda existem alguns
pestivirus de origem bovina isolados na ultima década que ainda nao estdo classificados e sao
conhecidos como pestivirus “atipicos”, sugerindo uma possivel nova espécie: BVDV-3 ou
Hobi-viruses (STAHL et al., 2007; LIU et al., 2009).

Ambos os gendtipos também podem ser divididos em dois biotipos: citopatico (cp) e
nao citopatico (ncp), de acordo com o efeito da replicagdo em cultivo celular (GILLESPIE et

al., 1960). Os dois biotipos sdao geralmente isolados de animais com doenca das mucosas
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(DM) como pares, possuindo caracteristicas similares genotipicas, fenotipicas e antigénicas.
O biotipo cp ¢ gerado a partir do ncp por mutacdes, durante esse processo uma proteina a
mais ¢ expressa, a NS3 (80KDa), como resultado da clivagem de NS2-3. A partir desta
descoberta, a NS3 passou a ser considerada o marcador molecular para os virus cp e
implicada na indugdo de citopatogenicidade (TAUTZ et al., 1998). Além dos erros da RNA
polimerase viral, o genoma do BVDV ncp pode sofrer alteragdes que resultam de
recombinagdes tanto homodlogas como nao homoélogas (TAUTZ et al., 1998). Como resultado,
varias formas de geracdo da NS3 j& foram relatadas: inser¢des de sequéncias celulares do
hospedeiro (QI et al., 1992; MENDEZ et al., 1998), duplicagdes de sequéncias do proprio
genoma (MEYERS et al., 1992; 1996; QI et al., 1992; TAUTZ et al., 1996), delegdes de parte
do genoma (TAUTZ et al., 1994; KUPFERMANN et al, 1996), mutacdes em ponto
(KUMMERER et al., 1998; KUMMERER & MEYERS, 2000) ou rearranjos dentro do
genoma (MEYERS et al., 1992). Apesar de muitas das mutacdes ocorrerem na NS2-3, parece
nao haver um Aot spot para as mutagdes que levem a clivagem de NS2-3. Além disso, o mais
intrigante € que NS3 ja foi detectada nas primeiras horas pos-infeccdo em células infectadas
com o biotipo ncp (LACKNER et al., 2004) e também in vivo, em animais persistentemente
infectados, em que somente o virus ncp estava presente (KAMEYAMA et al., 2008).

Ambos os biotipos possuem a capacidade de atravessar a placenta e infectar o feto,
porém somente o ncp € capaz de causar infec¢do persistente. A infec¢do de fémeas prenhes no
primeiro terco da gestacdo com cepas ncp pode resultar no nascimento de animais
persistentemente infectados (PI) e imunotolerantes para o virus que os gerou. Essa
imunotolerancia parece ser virus-especifica e o hospedeiro ¢ incapaz de montar uma resposta
imune e eliminar o BVDV persistente (McCLURKIN et al., 1984). Isolados ncp representam
a grande maioria dos virus na natureza e se mantém na populagdo pela geracdo de novos
animais PI. Virus cp s@o o biotipo de elei¢ao para uso em vacinas e diagndstico laboratorial

pela sua facilidade de manipulagdao (RIDPATH, 2005).

2.3 Organizacio do genoma

O genoma dos pestivirus ¢ composto por uma fita simples de RNA com polaridade
positiva e, portanto infeccioso quando introduzido em células permissivas. O genoma do virus

¢ de aproximadamente 12.3Kb (RIDPATH & BOLIN, 1995), dependendo da cepa; possui
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uma regido terminal 5’UTR (regido ndo traduzida), uma tnica fase aberta de leitura (ORF)
que codifica uma poliproteina com aproximadamente 4.000 aminoacidos € uma regido
terminal 3’UTR (DONIS, 1995; RIDPATH, 2005). A regido 5’UTR do genoma contém duas
estruturas em forma de grampo que sdo importantes para a replicacdo € um sitio para o
reconhecimento pelos ribossomos (internal ribossome entry site - IRES), importante para o
inicio da traducdo, que ocorre independente do cap. Essa regido também ¢ a mais conservada
entre os pestivirus, e portanto, importante para o diagndstico (RIDPATH, 2005). Na regiao
3’UTR também estdo presentes importantes estruturas primarias e secundarias, que
provavelmente atuam em cis para iniciar a sintese da fita antigenomica durante a replicagao
do virus (GONG et al., 1996).

A poliproteina viral € traduzida via IRES e ¢ clivada durante e apos a tradugdo por
proteases virais e celulares, gerando 11 ou 12 proteinas maduras funcionais. A poliproteina ¢
organizada na seguinte ordem, primeiro as proteinas estruturais (exce¢do para NP) e depois
as  ndo-estruturais:  NHp-NP°-C-E™-E1-E2-p7-NS2/3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH
(RIDPATH, 2005).

A primeira proteina traduzida é a N" (protease amino-terminal, 20kDa), uma proteina
nao estrutural com funcdo de autoprotease do tipo serina protease que se autocliva da
poliproteina assim que ¢ traduzida. A clivagem ocorre em um sitio bem conservado, entre
uma cisteina e uma serina (STARK et al., 1993). A NP possui homologia com outros
Pestivirus como o CSFV, mas ndo com outros membros da familia Flaviviridae. A fungao
atribuida a ela € de interferir nas defesas celulares do hospedeiro. Ela ¢ dispensavel para a
replicacdo, com excecao de parte da regido N-terminal, cuja sequéncia codificante faz parte
do IRES (BEHRENS et al., 1998).

A proteina Core (C, p14) € a seguinte, sendo uma pequena proteina estrutural (14KDa)
que compoe o capsideo. Carregada positivamente, interage com o RNA genomico para formar
o nucleocapsideo, porém parece ndo ser essencial para a montagem dos virions (IVANYI-
NAGY et al., 2008). A proteina C também apresenta um alto grau de conservagdo entre os
Pestivirus (DONIS, 1995).

Depois da proteina C, seguem-se as trés glicoproteinas estruturais que participam da
composi¢do do envelope: E™ (gp48, E0), E1 (gp25 ou 33), E2 (gp53). A E™ ¢ clivada por
signalases celulares no reticulo endoplasmatico. Neste processo ela perde a sua regido
hidrofébica e mantém sua por¢do hidrofilica, o que sugere que perde associacdo com o
envelope. E secretada das células infectadas em grande quantidade, e também é encontrada

associada ao virion (WEILAND et al., 1999). Na sua forma livre, ¢ capaz de atravessar a
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membrana celular, exerce efeitos imunossupressivos por induzir apoptose em linfocitos,
podendo também ter um papel na viruléncia (MEYER et al., 2002). Possui atividade de
RNase na forma de mondémero ndo glicosilado. Na sua apresentagdo glicosilada, forma
heterodimeros por pontes dissulfeto com a El, e também heterodimeros com E2 estdo
presentes no envelope (RUMENAPF et al., 1993; WEILAND et al., 1999).

A glicoproteina E1 estrutural também heterodimeriza com a E2 e juntas formam o
principal complexo proteico do envelope viral, essencial para a penetracdo viral
(RONECKER et al., 2008). A sua heterodimerizagdo com a E™ também ¢ essencial para a
replicacdo viral (WEGELT et al., 2009). A El ¢ imunologicamente pouco importante, uma
vez que nao induz niveis altos de anticorpos (RIDPATH, 2005).

A glicoproteina E2 estd envolvida na ligagdo dos virions aos receptores celulares e
apresenta-se com carater imunodominante, induzindo anticorpos neutralizantes em alto niveis.
Por esse motivo, ¢ alvo de iniimeras estratégias vacinais de subunidades e de DNA. A E2
contém uma regiao hipervariavel N-terminal onde se localizam os epitopos neutralizantes que
sdo responsaveis pela variagao antigénica da E2 entre os isolados de BVDV (DONIS, 1995).
Essas variagdes sao de grande relevancia para controle e diagnostico e implicadas nas falhas
de protecao vacinal (RIDPATH, 2003, 2005).

Depois de E2, seguem-se as proteinas nao-estruturais, iniciando com a p7 (7KDa),
uma pequena proteina conservada que forma canais i0nicos, € que pode participar do
transporte, maturacao e liberacao das particulas infecciosas (ELBERS et al., 1996; HARADA
et al., 2000).

A NS2-3 (p125) ¢ a proxima proteina a ser traduzida. A NS2 possui funcdo de cisteina
protease e ¢ responsavel pelo processamento da NS2-3. A NS2 sozinha também participa na
regulagdo da replicagdo, limitando a replicacdo no inicio da infec¢do juntamente com um
cofator celular (Jiv). Esse controle parece ser essencial para manuten¢ao do fenotipo ncp
(LACKNER et al., 2005). A regido da NS3 tem funcao de serina protease e, junto com a
NS4A, que atua como cofator, faz a clivagem de todas as proteinas seguintes. A NS3 também
possui atividade de helicase e NTPase necessarias para a replicagdo viral. A proteina NS2-3
também tem participacdo regulatoria na sintese de RNA e morfogénese dos virions maduros
(AGAPOV et al., 2004; LACKNER et al., 2004). A proteina NS2-3 tem sido muito estudada,
por causa da por¢ao NS3 presente nos virus cp, além de ser uma proteina imunogénica, mas
que nao induz resposta imune protetora (DONIS 1995; LAMBOT et al., 1997).

A NS4A (pl0) ¢ uma proteina altamente conservada que atua como cofator na

atividade de protease da NS3, interagindo com a por¢ao N-terminal da NS3 (TAUTZ et al.,
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2000). Também parece ter um papel essencial para a replicacdo eficiente do RNA
(GRASSMANN et al., 2001). J4 a NS4B (p38) ¢ uma fosfoproteina que se associa com as
membranas celulares como as do reticulo endoplasmatico, e também pode ter participagdo na
atenuacgao da citopatogenicidade (QU et al., 2001).

A tltima proteina codificada pelo genoma € a replicase viral, também dividida em
duas: NS5A (p58) e NS5B (p75). A NS5A interage com a subunidade alfa do fator de
iniciagdo da elongagao eucariotico 1a (eEIF1a), podendo participar da replicacdo do genoma
viral (JOHNSON et al., 2001).

A NS5B ¢ a polimerase de RNA, dependente de RNA (RdRp), responsavel pela
replicagdo do genoma viral, contém o motivo candnico das polimerases Gli-Asp-Asp
(ZHONG et al., 1998). E capaz de iniciar a sintese do RNA viral dependente ou independente
de sequéncias iniciadoras (de novo) (CHOI et al.,, 2004). Também participa no

direcionamento do RNA recém sintetizado para a encapsidagao (ANSARI et al., 2004).

2.4 Penetracio e replicacao viral

A glicoproteina E2 ¢ a principal ligante a superficie celular e responsavel pelo
tropismo viral (THIEL et al., 1996). Heterodimeros de E1-E2 sdo essenciais para a penetragdo
do BVDV (RONECKER et al., 2008) ¢ a E™ participa com liga¢des inespecificas, mas nio é
necessaria (IQBAL et al., 2000; RONECKER et al., 2008). O receptor identificado (CD46) ¢
uma proteina transmembrana presente em todas as células, que regula a ativagdao do sistema
complemento e determina a susceptibilidade celular ao virus (MAURER et al., 2004;
ZEZAFOUN et al.,, 2011). A penetracdo ocorre por endocitose mediada por clatrina
(GRUMMER et al., 2004), fusdo do envelope com a membrana endossomal sob pH baixo e
entdo o acido nucléico € liberado no citoplasma (DONIS 1995; GONG et al., 1996). Apds, o
genoma de polaridade positiva € diretamente traduzido em uma poliproteina e, aparentemente,
somente um cdédon AUG (345-388 nt) estda envolvido na iniciagdo da traducao. O
recrutamento de ribossomos ocorre via IRES, um elemento de RNA presente na regido
5’UTR que atua em cis (DENG & BROCK, 1993).

A replicacdo do genoma do BVDV ¢ similar a de outros virus RNA de polaridade
positiva e ocorre logo apds a tradugdo. Primeiro, um complexo de replicagdo ¢ montado

associado as membranas, composto por fatores celulares e virais na regido 3’UTR.
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Concomitantemente inicia-se a producdo de copias de RNA de polaridade negativa
(antigenomica). Entdo, a regido 5’UTR das fitas negativas recém sintetizadas se arranja em
estruturas secundarias em forma grampo e modula a sintese de nova fitas de RNA positivas
genomicas. Esse processo requer a polimerase (NS5B), proteinas celulares e cofatores virais
(NS2/3, NS4B, NS5A) (GONG et al., 1996; GU et al., 2000). No decorrer da replicacao, a
quantidade de fitas positivas no citoplasma vai aumentando em comparagdo com as fitas
negativas de RNA (GONG et al., 1996; YU et al., 1999). A progénie de fitas RNA gendmicas
se associa com a proteina do capsideo Core por interacdes com a regido 5S’UTR. Depois de
encapsidado, os virions sofrem maturagdo em vesiculas intracelulares e sdo liberados por

exocitose (GONG et al., 1996).

2.5 Resposta imune, evasio e imunossupressio

O BVDV induz resposta imune humoral e celular. A resposta imune a infec¢ao resulta
na produc¢do de anticorpos contra as proteinas E™, E1, E2 e NS3/NS2-3, enquanto que € a
resposta a virus inativados somente induz anticorpos contra as proteinas estruturais E™, E1 e
E2. As proteinas E2 e NS2-3/NS3 sao imunodominantes (RIDPATH, 2005). Dos quatro
dominios da E2, trés sdo determinantes antigénicos, € para uma resposta imune efetiva e
protetora, ¢ necessario que a E2 mantenha a sua conformagdo nativa. Anticorpos contra o
BVDYV sao detectados 2-3 semanas pds-infec¢do e podem ter o seu plato em 10-12 semanas
(HOWARD et al.,, 1992). A reatividade soroldgica entre os dois genotipos 1 e 2 ¢
relativamente baixa, o que indica um distinto sitio antigénico na sequéncia de E2 entre os dois
genotipos (RIDPATH, 2005).

Linfécitos T CD4" possuem um papel central no estabelecimento da meméria imune
contra 0 BVDV. Essa resposta ¢ primariamente direcionada as proteinas NS3 e E2, mas
também contra a Core, E™ e NS2-3 (COLLEN et al., 2000; 2002). Uma resposta de células T
CD4" com fenétipo Th2 é observada, induzindo altos niveis do fator de crescimento de
células B e interleucina-4 (IL-4) (RHODES et al., 1999). Linfocitos T CD8" também
produzem IL-2 e interferon-y (IFN- y), demonstrando uma resposta de memoria tipo Th1, mas
nao produzem IL-4 ou atividade estimulatoria de células B (RHODES et al., 1999). LEE et al.
(2008) observaram que a IL-12 foi induzida em monocitos 1 h poés-infec¢do com o virus ncp,

mas voltou aos niveis normais dentro de 24 h, tanto para o virus ncp quanto para o cp. A
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resposta dos linfocitos T CD8" ¢ primariamente dirigida contra as mesmas proteinas da
resposta dos linfocitos T CD4" (COLLEN et al., 2002).

Diferentes respostas tem sido observadas de acordo com o biotipo infectante
(LAMBOT et al., 1997, 1998b; RHODES et al., 1999; GLEW et al., 2003). Varios estudos
demonstram que virus ncp nao induzem IFN-1 in vitro, independente das cepas e tipos
celulares utilizados, € a essa caracteristica suspeitava-se ser implicada in vivo na indugdo de
persisténcia (NAKAMURA et al., 1995; SCHWEIZER & PETERHANS, 2001; GLEW et al.,
2003). Células infectadas pelo BVDV ncp também sdo resistentes a indugao de IFN-1 por
RNA de fita dupla (dsRNA) (NAKAMURA et al., 1995, SCHWEIZER & PETERHANS,
2001).

A proteina ndo estrutural N”tem sido implicada no bloqueio da sintese do IFN-1 in
vitro tanto para virus ncp quanto para cp. Baigent et al. (2002) demonstraram que a infecgao
pelo biotipo ncp levava a translocacao do fator 3 de regulacdo do interferon (IRF-3) para o
nucleo, mas sem sua ligagdo ao DNA, e que tanto o biotipo ncp quanto o cp inibem atividade
do IRF-3 (BAIGENT et al., 2004). Utilizando um replicon subgenémico, Horscroft et al.
(2005) observaram que a NP era a proteina responsavel pela supressio do IRF-3, quando
induzido pelo virus Sendai. Gil et al. (2006b) também demonstraram que a N* ¢ a proteina
responsavel pelo bloqueio na indu¢do de IFNo/p e o dominio amino-terminal da proteina (49
aa) seria o responsavel por esta func¢do, independente da atividade catalitica de N, Logo
apés, Hilton et al. (2006) observaram que, além de impedir a ligagdo do IRF-3 ao DNA, a N
também ¢ capaz de marcar o IRF-3 para ubiquitinagdo e subsequente degradagdo, e também
confirmaram que a atividade de autoprotease ndo ¢ requerida para a inibi¢do. Chen et al.
(2007) demonstraram que tanto cepas ncp quanto cp nio induzem IFN-1, e que NP interage
com IRF-3 independente da fosforilacio de IRF-3, o que resulta em poli-ubiquitinagdo pds
transcri¢do e subsequente degradagdo do IRF-3. A NP parece direcionar diretamente a
ubiquitinagdo e 1isso requer a enzima ubiquitina ativadora E1 (CHEN et al., 2007).
Adicionalmente, a N™ contém um motivo TRASH de liga¢do ao zinco Cis-X,;-Cis-X3-Cis
(X ¢ qualquer aminoacido) na regido C-terminal, que parece ser essencial para sua ligacao
com o IRF-3 (SZYMANSKI et al., 2009).

Resultados opostos in vitro e in vivo tem sido relatados. Em um experimento

utilizando uma cepa ncp defectiva na NP

inoculada em bezerros, detectou-se IFN em niveis
semelhantes aos animais inoculados com a cepa parental. Porém, a cepa defectiva teve a sua
viruléncia reduzida (HENNINGSON et al., 2009). Mutantes de uma cepa ncp virulenta (NY

93) em que a proteina NP foi deletada, ndo foram capazes de prevenir a infecgio fetal € nem
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os danos causados aos fetos apesar da indugdo de IFN-1, porém foram fortemente atenuados
para bovinos adultos (MEYERS et al., 2007).

ms

A proteina estrutural E™ na sua forma secretada também tem demonstrado a fung¢do
de bloquear a indugdo do IFN-1 in vitro. Igbal et al. (2004) utilizando a proteina E™ expressa
em células de inseto, demonstraram que ela bloqueia a indug¢do de IFN-1 por dsRNA, tanto
quando expressa na célula, como quando adicionada ao meio de cultura. Ela é capaz de se
ligar diretamente ao dsRNA, necessitando de seu sitio catalitico para inibir a sinaliza¢do, mas
sO atua sob pH baixo. Magkouras et al. (2008) confirmaram esses achados utilizando somente
a proteina E™ expressa em células MDBK ou expressa pelo proprio virus ncp, ambas também
foram capazes de eliminar a sintese de IFN quando adicionadas ao sobrenadante, mas ndo
quando transfectadas nas células, sua atividade foi independente da atividade da NP
Mitzener et al. (2009) mostraram evidéncias que E™ cliva RNA de fita simples (ssSRNA)
mais eficientemente do que dsRNA e que, para isto, necessita de sua atividade catalitica.
Também demonstraram que a clivagem ocorre sob pH neutro e ndo acido como descrito

anteriormente, sugerindo que a E™

pode funcionar como um receptor decoy, que degradaria o
RNA viral para prevenir a inducdo de IFN em células ainda ndo infectadas, em animais PI.
Um estudo in vivo utilizando mutantes gerados por genética reversa de uma cepa ncp
virulenta (NY 93) sem a atividade de E™, demonstrou que os mutantes ndo foram capazes de
prevenir a infec¢ao fetal e nem os danos causados aos fetos, apesar de induzirem IFN-1,
porém, foram fortemente atenuados para bovinos adultos (MEYERS et al., 2007). Quando

ms

utilizou-se um mutante duplo (E™ sem atividade enzimatica e N deletada), a infec¢do fetal
via intranasal foi evitada. Uma forte resposta de IFN-1 nos fetos foi detectada, diferentemente
do virus parental, que ndo induziu IFN-1. Porém, quando um mutante duplo construido a
partir de outra cepa ncp naturalmente atenuada (KE9) foi utilizado, a infeccao fetal ocorreu
em todos os fetos (MEYERS et al., 2007). Tanto a N quanto a E™, quando tiveram sua
atividade avaliada in vivo, ndo impediram a infecgdo fetal, mas demonstraram um fenotipo
atenuado para bezerros e para bovinos adultos.

A indugdo da persisténcia viral ¢ frequentemente atribuida a inabilidade do BVDV ncp
em induzir IFN tipo 1 in vitro, porém in vivo os resultados encontrados sdo um pouco
diferentes. Charleston et al. (2001) avaliaram a resposta imune de fetos infectados com o virus
ncp no periodo de gestacdo susceptivel a geragdo de animais PI e ndo detectaram IFN-1 no
fluido amnidtico, porém detectaram baixos niveis de proteina Mx no bago dos fetos (utilizada
como um indicador sensivel da presenga do IFN-1), além de IFN no soro das maes. Depois

Smirnova et al. (2008) demonstraram que fetos infectados com o biotipo ncp também sao



23

capazes de produzir IFN-1. Em um feto infectado aos 90 dias de gestacdo, foram detectados
IFN-1 em niveis baixos e ISG15 (gene induzido pelo IFN-1) em outros fetos também
infectados na mesma data. Em outro estudo, genes induzidos pelo IFN -1 (ISG15 e PKR) e
RNA helicases (RIG-1, LGP-2 e MDA-5) foram detectados em fetos infectados aos 75 dias
de gestacdo com a cepa ncp do BVDV (SHOEMAKER et al., 2009).

Esses resultados foram confirmados posteriormente em bezerros gnotobiodticos, que
demonstraram forte resposta de IFNa/B depois da infecgao pelo biotipo ncp (CHARLESTON
et al., 2002). A proteina Mx também foi induzida in vivo em bezerros inoculados com o
BVDV ncp (MULLER-DOBLIES et al., 2004). Na tentativa de saber quais as células
responsaveis pela producdo do IFN-1 in vivo, Brackenbury et al. (2005) conseguiram
identificar células presentes nos linfonodos expressando os marcadores mieldides CD14,
CD11b e CDI172a. Depois, Gibson et al. (2012), apontaram estas células produtoras de
IFNo/p como fazendo parte de um subgrupo de células apresentadoras de antigeno (APC), em
infec¢des com o biotipo ncp.

Animais persistentemente infectados (PI) sdo capazes de montar uma resposta imune
para varios antigenos, incluindo antigenos de BVDV heter6logos. Nao possuem anticorpos
contra o virus persistente e a tolerancia parece ser mediada por células T especificas. Porém,
a diferenga em apenas um aminoacido ja ¢ suficiente para induzir uma resposta a um BVDV
heterologo (COLLEN et al., 2000). Monocitos ex vivo de um animal PI foram capazes de
estimular resposta proliferativa em linfocitos ex vivo de um animal que teve infec¢do aguda.
Isso demonstra a presenca de memoéria T CD4" e T CD8" especifica e que monocitos de
animais PI estimulam resposta especifica via MHC-I e II (GLEW & HOWARD, 2001).

Muitas evidéncias tem se acumulado de que a infec¢do pelo BVDV resulta em
imunossupressao do hospedeiro. Seguindo-se a infeccdo, o0 BVDV tem sido detectado em
linfécitos, macréfagos e neutrofilos. O BVDV tem afinidade por linfécitos T, e isso pode ter
um papel na inducdo de tolerancia e interferéncia na fungdo dos linfocitos (RIDPATH, 2005;
RIDPATH & FULTON, 2009). Macrofagos alveolares tem sua expressao de receptores Fc e
da proteina do complemento 3 (C3) diminuidas, além da diminui¢cdo da atividade fagocitica,
ap6s a infeccdo com o BVDV cp (WELSH et al., 1995). Ambos os biotipos diminuem a
producao de anion superoxido e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) em macréfagos
derivados da medula 6ssea, mas somente o ncp potencializa a producao de 6xido nitrico (NO)
em resposta ao lipopolissacarideo (LPS) (ADLER et al., 1996). Diminui¢cao do TNFa também
foi encontrada em mondcitos periféricos infectados com os dois biotipos 24h pds-infeccao

(LEE et al., 2008). Glew et al. (2003) demonstraram que células dendriticas também sao
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susceptiveis a infeccao pelos dois biotipos in vitro, mas que estas células nao tem sua fungao
afetada pela infeccao viral, porém sofrem citopatologia e sdo capazes de produzir IFNa/p
somente em resposta ao virus cp. No entanto, monoécitos infectados pelo virus ncp tem suas
habilidades de estimulo alogénico e de estimular linfocitos T CD4" de memoria
comprometidas, mas nao sdo mortos pelo virus cp e também produzem IFN em reposta ao
virus cp. Lee et al. (2008) observaram que monocitos infectados in vitro induzem quantidades
semelhantes de IFN-1 para ambos os biotipos, porém para o ncp o aumento ja ocorreu lh pds-
infeccdo, o que poderia significar alguma diferenga da interacdo do virus ncp com o
hospedeiro.

Além dos estudos sobre inducao/bloqueio do IFN-1, alguns estudos também buscaram
saber como os virus ncp/cp sdo apresentados ao sistema imune e, portanto, que tipo de
resposta induzem no hospedeiro. Ambos os biotipos parecem interferir com a captura de
antigenos de monocitos, mudando a forma de captura de fase fluida (macropinocitose) para
aquela mediada por fase fluida mais a endocitose mediada pelo receptor de manose, 24h pos-
infeccao. Essa fungdo alterada dos mondcitos poderia implicar em imunotolerancia e também
na imunossupressao por alteragdo da sua capacidade funcional como APC (BOYD et al.,
2004). Monocitos infectados in vitro apresentam niveis maiores do receptor Toll-like (TLR) 3
para o virus ncp 1h pos-infeccao, porém 24h depois, ambos cp e ncp expressam mais o TLR7.
Dessa forma, o virus ncp poderia escapar do sistema imune alterando a expressdao dos TLRs e
sua sinalizagdo (LEE et al., 2008). A IL-1 também tem sua atividade diminuida em monocitos
de animais PI, demonstrando que o BVDV produz e/ou ativa algum fator solavel inibidor de
IL-1, tanto em infec¢des agudas causadas por ambos biotipos quanto persistentes (JENSEN &
SCHULTZ, 1991). Uma significativa diminuicdo da IL-1p também foi observada em
monocitos infectados com ambos os biotipos do BVDV. Nesse mesmo experimento, as
moléculas co-estimulatorias CD80/86 também foram significantemente diminuidas para
ambos os biotipos, o que na pratica poderia implicar em diminui¢do da apresentacdo de
antigenos para linfocitos T (LEE et al., 2008).

A infeccdo pelo BVDV possui um carater imunossupressor bem caracterizado,
potencializando doencgas do trato respiratdrio causadas pelos virus parainfluenza bovina tipo 3
(PI-3), herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e virus respiratorio sincicial bovino (BRSV),
pelos procariotos Mannheimia hemolytica, Pasteurella multocida, Mycoplasma bovis e
Hemophilus sommus. A infeccdo também potencializa patogenos do trato gastrentérico, como
o rotavirus bovino (BoRV) (KAPIL et al., 2005). As agdes imunossupressivas relatadas do

BVDYV incluem, entre outras: diminui¢cdo da proliferagdao de linfécitos, aumento da producao
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de prostaglandina E2, diminui¢do da atividade microbicida e migracdo aleatoria de
neutrofilos. Outras acdes sdo a diminuicdo da secrecdo de imunoglobulinas, reducao da
expressao do complemento, de receptores Fc e producdo de quimiocinas, diminui¢ao da
quimiotaxia, inibicdo da formacdo de leucotrienos e inibigdo da atividade metabdlica de

PBMCs (PETERHANS, 2003).

2.6 Inducio de apoptose

Uma das caracteristicas de cepas cp do BVDV ¢ a indu¢ao de morte celular em cultura
de células epiteliais, geralmente 24-48 h pds-infeccdo. Essa “habilidade” de cepas cp ¢
considerada uma perda de fungdo, uma vez que cepas ncp nao induzem apoptose, € parece
estar relacionada com as mudangas que ocorrem na NS2-3 e que dao origem a NS3, embora
outros mecanismos nao possam ser excluidos. As células infectadas com virus cp demonstram
sinais classicos de apoptose, como arredondamento, fragmentagdo do DNA e inativacao da
polimerase poly-ADP-ribose (PARP) (ZHANG et al., 1996; HOFF & DONIS, 1997).

As vias de indugdo de apoptose sdo variadas e diversas ja foram relatadas como sendo
induzidas pelo BVDV cp. A via intrinseca, com liberagdo de citocromo ¢ no citoplasma,
aumento da expressdo do fator ativador de protease apoptotica-1 (APAF-1) e aumento da
atividade da caspase-9, ja foi demonstrada (GRUMMER et al., 2002). Também foi
demonstrada a participacdo da via extrinseca, por meio do TNFa (YAMANE et al., 2005).
Células infectadas pelo BVDV cp apresentam aumento do estresse oxidativo que precede a
ativacdo das caspases (SCHWEIZER & PETERHANS, 1999), induzindo resposta mediada
pelo estresse via reticulo endoplasmatico, que leva a ativagdo da quinase PERK,
hiperfosforilacio do fator eucariotico iniciador da tradugdo-2a (elF2a) e diminui¢do da
proteina anti-apoptdtica bel-2, levando a apoptose via caspase 12 (JORDAN et al., 2002). Em
contraste, a bcl-2 foi superexpressa em células infectadas pelo BVDV ncp (BENDFELDT et
al., 2003).

Outra via de inducdo de apoptose pelo biotipo cp € a via iniciada pelo RNA de fita
dupla (dsRNA). Diversos autores ja relataram que os BVDV c¢p produzem maiores
quantidades de RNA durante a replicagdo, assim como maiores quantidades de proteina
(VASSILEV & DONIS, 2000; LACKNER et al., 2004). Essa via do dsRNA ativa as
proteinas 2’-5’-oligoadenilato sintetase (2°-5’-OAS) e a proteina quinase R (PKR), que
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participam da inducao da apoptose via caspase 3 (YAMANE et al., 2006). Ao contrario do
BVDV c¢p, o biotipo ncp desenvolveu a capacidade de bloquear a ativagdo de PKR,
permitindo a sobrevivéncia celular (GIL et al., 2006a).

Como mencionado anteriormente, uma das caracteristicas da infec¢cdo pelo BVDV cp,
¢ a expressao da NS3 como proteina separada, e que isso levaria a indugdo de apoptose.
Gamlen et al. (2010) demonstraram que a NS3, juntamente com seu cofator NS4A, ¢ capaz de
induzir apoptose via caspases 3 € 9, e que a inducao ¢ dependente da atividade catalitica de
NS3. Porém, St-Louis et al. (2005) ja haviam estudado a indu¢do de apoptose pela NS3 sem
seu cofator, e mesmo assim houve indugdo de apoptose via caspase 8 € 9.

In vitro, mondcitos tem sido implicados como indutores de apoptose. Adler et al.
(1997) observaram que macrofagos derivados da medula 6ssea tratados com sobrenadante de
células ou macrofagos infectados com o virus cp tinham uma diminui¢do dos niveis de 6xido
nitrico (NO) e um aumento na mortalidade celular. Utilizando células mononucleares do
sangue periférico (PBMC). Lambot et al. (1998a) identificaram monocitos como sendo a
populagdo celular que mais foi sofreu apoptose induzida direta e indiretamente pelo virus cp.
Esses mondcitos também contribuiram por meio de algum fator solivel para a apoptose de
células T CD4" e CD8". Perler et al. (2000) demonstraram que macréfagos derivados de
monocitos infectados com cp, mas ndo com ncp, produziram algum fator soltvel capaz de
induzir apoptose em macrofagos nao infectados.

In vivo, diferentemente do que ¢ encontrado in vitro, a apoptose também ¢ induzida
pelo virus ncp. Deplecdo massiva de linfécitos B nas placas de Peyer ¢ encontrada apds a
infeccdo com o virus ncp em bezerros e correlacionada com aumento da clivagem de caspase
3 e células positivas na técnica de TUNEL (PEDRERA et al., 2009). A apoptose de linfocitos
T também foi observada, porém em menor intensidade. Essa apoptose aparentemente foi
mediada por macréfagos secretando TNFa e IL-1a, mesmo presentes em baixo nimero
(PEDRERA et al., 2009). Em outro estudo, também com virus ncp em bezerros Pedrera et al.
(2011) encontraram apoptose moderada nas areas interfoliculares de células T das placas de
Peyer, associados a niveis moderados de caspase 8 clivada (via extrinseca). Intensa deplecao
foi observada nos foliculos de células B, associados a uma intensa ativagdo da caspase 8
clivada. Os niveis de caspase 3 clivada (efetora) também foram similares aos de caspase 8.
Outro achado interessante foi a expressao aumentada de bcl-2 nas areas de células T, que
poderiam estar protegendo estas células da apoptose, e justificando o fato destas células serem

menos susceptiveis a apoptose.
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2.7 Patogenia e apresentacdes da doenca

O BVDV geralmente penetra no hospedeiro pela via oronasal, replica nas mucosas €
linfonodos regionais, faz viremia associado a leucdcitos e se dissemina para outros 0rgaos.
Depois da fase de viremia, o que vai determinar a forma clinica apresentada vai depender
principalmente do biotipo infectante, se o animal esta gestando, e da fase da gestacao (Tabela
1).

O BVDV apresenta tropismo por tecidos epiteliais e linfoides, e também € responsavel
pela imunossupressdo nas infeccdes agudas. A maioria dos isolados de ambas as espécies
virais (BVDV-1 e BVDV-2) apresenta baixa viruléncia e causa uma infeccdo com doenga
branda ou subclinica. Nestes casos, os animais desenvolvem hipertermia moderada, leucopenia
e produzem anticorpos neutralizantes. Estima-se que 70 a 90% das infec¢cdes causadas por
BVDYV ocorram sem manifestacao de sinais clinicos (BOLIN & GROOMS, 2004; BROCK,
2004). Os sinais clinicos, quando presentes, sdo variaveis ¢ dependem da imunidade do
hospedeiro, da época da infeccao, da amostra viral envolvida e de outros patdogenos associados.
O biotipo ncp do BVDV ¢ o principal responsavel pelas manifestagdes clinicas causadas pela
infeccao que se apresentam de diversas formas (BAKER, 1995; BOLIN & GROOMS, 2004).

Ridpath & Fulton (2009) dividem a infec¢do pelo BVDV em dois tipos (aguda ou
persistente) e cinco formas da doenca aguda (infec¢do aguda, infeccao aguda severa, infec¢ao
aguda hemorragica, infeccao aguda — trato respiratorio e infec¢do aguda — imunossupressao).
A infecgdo persistente com o virus ncp seguida da infecgdo aguda com o virus cp resulta em
doenca das mucosas (DM). Infeccdes agudas podem resultar em doenca entérica, do trato
respiratorio, ou trato reprodutivo variando na severidade, que depende da cepa infectante, da
imunidade, do status reprodutivo e da presenga de outros patdégenos. Os animais podem
apresentar hipertermia leve passageira, sialorréia, tosse e diarreia A formas variam de
subclinicas a fatais, infecgdes agudas de animais naive de todas as idades pode resultar em
diarreia e pneumonia. Na forma aguda severa esse quadro leve passa ser acentuado
(RIDPATH & FULTON, 2009).

Na forma aguda hemorragica ocorre trombocitopenia e consequente hemorragia,
lesdes similares as da DM e altas taxas de mortalidade (CORAPI et al., 1989). Nesse caso, a
doenca se manifesta tanto em bezerros quanto em adultos e € causada por isolados mais

virulentos identificados inicialmente como BVDV-2 (RIDPATH et al., 1994).
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Tabela 1 — Possiveis consequéncias da infec¢do pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV)

dependendo da rota de transmissao, estado imune e gestacional do hospedeiro.

Rota de Animal infectado Consequéncias
transmissao
Poés-natal Soropositivo Nao prenhe - Doenga leve ou infecgao
(transmissao subclinica
horizontal) Susceptivel Nao prenhe - Doenga leve ou infeccdo
subclinica
- Doenc¢a moderada a severa
Periodo reprodutivo - Falha na concepg¢ado
- Sucesso na concepgao
Prenhe - Infecgao fetal
Prenhe Susceptivel Feto de Fémea PI - Infecgao fetal
(transmissao - perda embrionaria/aborto
vertical) - imunotolerancia,
feto/bezerro P1
Feto (0 até 90-125 - Infecgao fetal
dias), cepa cp - perda embrionaria/aborto
- malformagdes fetais
Feto (0 até 40-125 - Infecgao fetal
dias), cepa ncp - perda embrionaria/aborto
- imunotolerancia,
feto/bezerro P1
- malformagdes fetais
Feto - Infecgao fetal
imunocompetente - aborto
(>125 dias), cp/ncp - malformacdes fetais
- feto/bezerro normal,
SOropositivo
Soropositivo Infecgdo natural - Protecgao fetal

- Infeccao fetal?

Vacinado

- Protecao fetal

- Infecgao fetal
- perda embrionaria/aborto
- malformagdes fetais
- imunotolerancia,
feto/bezerro PI
- feto/bezerro normal,
SOropositivo

Fonte: Adaptado de Larson (2005).

A forma respiratoria € outro grande problema causado por sua agdo direta e indireta na

fase de recria dos bovinos. Novamente, a infeccdo aguda e a consequente imunossupressao

estdo envolvidas na patogenia do Complexo Respiratorio Bovino (CRB), uma doenga

frequentemente aguda e severa. O BVDV compde o grupo de agentes virais e bacterianos



29

responsaveis por essa enfermidade que leva a perda de peso, retardo no crescimento e que
pode evoluir para pneumonia e morte dos bezerros (DIEGUEZ et al., 2009; FULTON et al.,
2009; VAN CAMPEN, 2009).

A forma aguda imunossupressora apresenta-se devido as caracteristicas do BVDV de
interagir com o sistema imune do hospedeiro, comprometendo varias de suas fungdes,
destruindo células do tecido linféide associadas ao intestino (GALT) e reduzindo o nimero de
células circulantes, predispondo o hospedeiro a infecgdes secundarias (PETERHANS, 2003;
RIDPATH & FULTON, 2009).

Uma forma muito comum de apresentacao ¢ a reprodutiva, quando ocorre diminui¢ao
do desempenho dos rebanhos afetados. Essa forma pode ser subclinica ou acompanhada de
hipertermia, inapeténcia, retorno tardio ao cio, aborto e malformagdes congénitas (BAKER,
1995; HOUE, 1999; GROOMS, 2006). Em geral, acredita-se que todos os isolados de BVDV,
independente do biotipo, sejam capazes de infectar o feto. Esta infec¢do, dependendo da fase
gestacional, pode causar reabsorcdo embrionaria, mumificagdes, natimortalidade,
malformagdes congénitas e abortos em qualquer idade, ou ainda levar a geragao de bezerros
PL

A infecgdo fetal com amostras ncp entre os dias 45 e 125 de gestacao frequentemente
resulta no nascimento de bezerros imunotolerantes e persistentemente infectados (PI) com o
virus (McCLURKIN et al., 1984). Os animais PI (forma persistente da doenga) replicam e
excretam o virus durante toda a vida, constituindo-se no principal reservatério e fonte de
disseminagdo viral entre os animais (HOUE, 1995). Estes animais vivem entre 6 meses a dois
anos, em média, € podem desenvolver uma forma fatal da infeccdo conhecida como doenga
das mucosas.

A DM se apresenta na forma de lesdes ulcerativas gastrointestinais, hemorragia e
diarreia, e acontece devido a mutagdes do virus persistente ou superinfeccdo com virus cp
vacinal ou de campo (BAKER, 1995; BOLIN, 1995) A DM ¢ uma sequela tardia da infecgao
persistente estabelecida pelo BVDV (BAKER, 1995; TAUTZ et al., 1998). A DM também
pode se apresentar na forma cronica, em que os sinais clinicos sdo inespecificos, em um
quadro de definhamento progressivo prolongado, podendo apresentar lesdes orais e na pele

(FERREIRA et al., 2008).
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2.8 Controle e erradicacio

O controle da infeccao pelo BVDV pode ser realizado com ou sem com o uso de
vacinas (BOLIN, 1995). O principal objetivo da vacinagdo ¢ a prevencao da infec¢do fetal,
principalmente no primeiro ter¢o da gestacdo, antes que o feto se torne imunocompetente,
evitando a consequente produg¢do de bezerros PI (BOLIN, 1995; LINDBERG, 2003;
LAUREYNS et al., 2010). A importancia epidemiologica dos animais PI tem sido muito
evidenciada pelos programas de controle e erradicagdo que vem obtendo sucesso em alguns
paises da Europa (KALAICYOGLU, 2007, LAUREYNS et al., 2010), refor¢ando a
necessidade de eliminacdo dos animais PI dos rebanhos para controlar efetivamente a
infeccao (BOLIN, 1995; LINDBERG, 2003; RIDPATH, 2003). No entanto, o processo de
identificacdo de animais PI apresenta um elevado custo, e para resolver este problema muitos
estudos tem desenvolvidos estratégias de coleta e de amostragens dos animais, tanto de
rebanhos leiteiros (utilizando leite como amostras) quanto de rebanhos de corte (utilizando
soro como amostra) (DEREGT, 2005; HILL et al., 2010; GANNEE et al., 2011). Dois pontos
importantes no controle sem vacina¢ao devem ser levados em consideragdo. Primeiro, como
vantagem, esses rebanhos niao vacinados podem ser monitorados pelo status sorologico, os
animais somente serdo soropositivos se o virus estiver circulando no rebanho e nio por
anticorpos vacinais. Segundo, como desvantagem, esses rebanhos soronegativos passam a ser
totalmente susceptiveis a infec¢do, portanto medidas de monitoramento passam a ter extrema
importincia para impedir a reintroducdo do virus no rebanho (DEREGT, 2005; HOUE et al.,
20006).

A vacinacdo ¢ recomendada somente para propriedades de alto risco e deve ser
utilizada até que se removam todos os animais PI da propriedade ou até que se reduza a
incidéncia de animais PI a um nivel baixo e ndo haja riscos de reintrodugao do BVDV no
rebanho (VAN OIRSCHOT et al., 1999; HOUE et al., 2006; LAUREYNS et al., 2010). A
vacinacao ¢ recomendada também para a imunizacao de fémeas susceptiveis antes do periodo
de cobertura. Essa medida ¢ indicada para prevenir a transmissdo via transplacentaria
(MOENNIG et al., 2005). Por outro lado, a vacinacao de bezerros ¢ indicada para prevencao
de doencas respiratérias e digestivas severas, principalmente em rebanhos confinados
(FULTON et al., 2002; DEREGT, 2005).

Dois tipos principais de vacinas contra 0 BVDV sdo disponiveis no mercado: vacinas

inativadas e vacinas atenuadas (VAN OIRSCHOT, 1999; KELLING, 2004). Ambos os tipos
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apresentam vantagens e desvantagens. As vacinas inativadas necessitam de grandes quantidade
de antigeno, adjuvantes, aplicagdo de varias doses, normalmente ndo induzem resposta imune
celular completa, porém sao seguras quando aplicadas em vacas prenhes. Ja as vacinas
atenuadas necessitam de menores quantidade de antigeno — uma vez que o virus replica,
aplicacdo de somente uma ou duas doses, induz resposta imune completa — humoral e celular,
mas nao ¢ recomendada para vacas prenhes, pois pode infectar o feto (VAN OIRSCHOT et al.,
1999; KELLING, 2004). Essas vacinas tém sido extensivamente utilizadas no
controle/prevencao da infeccdo pelo BVDV, porém apesar da disponibilidade e grande uso das
vacinas inativadas e atenuadas, uma importante falha destas vacinas ¢ a falta de um marcador
antigénico.

O controle e a erradicagdo do BVDV poderiam ser mais facilmente alcangados com o
auxilio de vacinas com marcador antigénico, acompanhada de teste diagnostico que diferencie
animais vacinados de naturalmente infectados (VAN OIRSCHOT et al., 1999; SHAMS, 2005;
KALAICYOGLU, 2007). Vacinas diferenciais ja foram desenvolvidas e sdo utilizadas com
sucesso em programas de controle e erradicagdo para os virus da pseudoraiva (PRV) e
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1). Essa estratégia também esta sendo utilizada para CSFV
(MOORMANN et al., 2000; SHAMS, 2005; KALAICYOGLU, 2007). Existem atualmente
duas vacinas de subunidade baseadas na expressao da proteina E2 licenciadas e acompanhadas

de um teste de ELISA diferencial para este virus (KALAICYOGLU, 2007).

2.9 Genética reversa para pestivirus

A tecnologia de genética reversa permite a manipulacdo direta de um genoma de um
virus RNA, a partir de seu DNA clonado. Nesse contexto, a tecnologia de clones infecciosos €
uma ferramenta poderosa para investigar a biologia viral, por meio da introducao de mutagoes,
delecdes, inser¢oes e rearranjamentos do genoma viral, que resultariam em alteragdes no
fenotipo. Possui também aplicacdo na produgdo de vacinas, permitindo a produgdo de cepas
vacinais mais seguras, mais eficazes e possibilitando a diferenciagdo de animais infectados de
vacinados, entre outras vantagens. Além disso, esses sistemas de genética reversa para
pestivirus ja permitiram a elucidag¢ao de varios aspectos do ciclo replicativo do virus in vitro e
in vivo, das diferengas apresentadas tanto geneticamente quanto fenotipicamente dos dois

biotipos, da patogenia e/ou dos mecanismos de evasdo da resposta imune e inducdao de
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persisténcia fetal, contribuindo para o maior entendimento da infec¢ao pelo BVDV (BECHER
et al., 2000; MEYER et al., 2002; DEHAN et al., 2005; GIL et al., 2006b; MEYERS et al.,
2007; HENNINGSON et al., 2009; ZEMKE et al., 2010).

O primeiro sistema de genética reversa para pestivirus foi desenvolvido na década de
90, com a descrigdo da construcdo do clone infeccioso da cepa vacinal C do CSFV
(MOORMANN et al.,, 1996). Resumidamente, nessa constru¢do o genoma completo foi
construido em dois fragmentos de aproximadamente 6 Kb obtidos de varios cDNAs do virus
clonados em plasmideos. E mais um PCR para introducdo dos sitios de restricdo em cada
extremidade de cada fragmento e entre a sequéncia do promotor de T7 RNA polimerase
(também adicionada pelo primer) na regido 5’UTR do primeiro fragmento. As extremidades
do genoma foram determinadas pelo método de ligagdo de extremidades. Os fragmentos foram
clonados no plasmideo pGEM4z-blue (alto ntiimero de coépias), porém nao foi possivel
recuperar a sequéncia completa. Entdo os dois fragmentos foram clonados separadamente em
um vetor de baixo numero de copias (pPRK) para dar estabilidade aos construidos e clonados
novamente no pPRK onde foram ligados em um fragmento completo e transformados em
células E. coli DH50. Esse plasmideo foi entdo linearizado em um sitio de restricdo Uinico na
3’UTR, purificado e transcrito in vitro para transfeccdo e recuperagdo do virus. Mesmo
utilizando um vetor estavel rearranjos ou insercdes ocorreram depois de mais de um ciclo de
amplificacdo das colonias de E. coli, portanto virus somente foram recuperados de células
procariotas recém transformadas (MOORMANN et al., 1996).

Ainda no mesmo ano, o primeiro clone de BVDV foi construido por Meyers et al.
(1996), que utilizaram a cepa de BVDV-1 CP7. Na estratégia utilizada, o clone infeccioso foi
construido a partir de sete plasmideos que continham a fragmentos da sequéncia da cepa CP7,
menos 23 nucleotideos da extremidade 5’UTR que ndo haviam sido determinados, e foram
entdo substituidos pelos da cepa NADL e adicionada também a sequéncia promotora da T7. A
extremidade 3’UTR, também ainda nao conhecida, foi introduzida por oligonucleotideos com
base na sequéncia de outros isolados de BVDVs. Todos os fragmentos foram clonados por
técnicas moleculares cldssicas em um vetor de baixo numero de copias (pACYC177),
linearizado e transcrito in vitro. Os virus recuperados demonstraram uma capacidade
replicativa ao redor de 10 vezes menor que o parental, essa diminui¢cao na replicagdo foi
atribuida a mutagdes inseridas pela E. coli, e também talvez as sequéncias heterdlogas
introduzidas.

O segundo clone infeccioso de BVDV construido foi o da cepa de BVDV-1 NADL.

Nessa estratégia, Vassilev et al. (1997) também utilizaram cinco plasmideos que continham a
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sequéncia completa do genoma do virus. As extremidades das UTRs 5’ e 3’ foram inseridas
por meio de oligonucleotideos. Todos os fragmentos foram unidos em dois plasmideos e
depois em um plasmideo (pGEM4), também por técnicas moleculares classicas. Um marcador
genético foi inserido pela delecdo de 3 nt na posi¢ao 5182-5184 (cddon 1600 - Ac. Glu.), na
sequéncia celular de NADL. Problemas de instabilidade em E. coli foram observados, porém
resolvidos utilizando uma cepa diferente (GM119). O fendtipo do virus recuperado foi
indistinguivel do virus parental.

Kiimmerer & Meyers (2000) construiram o clone infecciosos da cepa de BVDV-1
Oregon utilizando uma estratégia similar a descrita por Meyers et al. (1996) e Vassilev et al.
(1997). Quatro plasmideos contendo a sequéncia do genoma e mais dois fragmentos de RT-
PCR das duas extremidades heterdlogas da cepa SD-1 (400 nt 5’UTR e 50 nt 3’UTR) foram
utilizados para construir o plasmideo pOR. O virus recuperado replicou com menor eficiéncia
do que o virus parental.

O primeiro clone infeccioso da cepa de BVDV-2 foi construido partir de uma
biblioteca de cDNA da cepa virulenta NY’93/C por Meyer et al. (2002). A 5’UTR foi
determinada pela tecnologia de amplificagdo rapida de extremidades do cDNA (RACE) e
amplificada por RT-PCR. A sequéncia da proteina E2 foi instdvel no vetor e teve que ser
amplificada por RT-PCR. A extremidade 3’UTR havia sido determinada anteriormente
também por RACE, assim oligonucleotideos foram planejados e o clone da biblioteca de
cDNA com a extremidade completa 3’ pode ser construido. O vetor de baixo nimero de copias
pACYC177 foi novamente utilizado e o virus recuperado demonstrou caracteristicas de
replicacdo equivalentes ao virus parental. Além disso, quando o virus recuperado foi inoculado
em animais € manteve as suas carateristicas virulentas originais.

Dehan et al. (2005) j& utilizaram uma metodologia mais moderna na constru¢do do
segundo clone infeccioso de BVDV-2 da cepa virulenta 890/256. As extremidades do genoma
foram determinadas por ligacao das extremidades e, entdo, dois fragmentos de RT-PCR (2kb e
10.5Kb) foram clonados, sequenciados, e digeridos em dois fragmentos e ligados. O genoma
inteiro ligado foi amplificado por PCR, e a sequéncia do promoter T7 adicionada com um
oligonucleotideo ao produto final. Ao terminal 3’do produto foi adicionado um sitio se
restricdo € um outro sitio de restricdo foi adicionado internamente para marcar o virus
construido. O PCR do genoma completo foi purificado, transcrito e transfectado em células
MDBK. O virus recuperado demonstrou uma replicacdo mais de 10 vezes inferior ao virus
parental e foi atenuado em bezerros, provavelmente pela menor eficiéncia replicativa.

Posteriormente, outro clone de cDNA da cepa 890 foi construido por Mischkale et al. (2010).
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Nessa estratégia, quatro fragmentos de RT-PCR foram digeridos, ligados e clonados em um
vetor de baixo numero de copias em E. coli. O clone foi instdvel em E. coli cepa DH10B e foi
entdo reconstruido na cepa MDS42. O virus recuperado apresentou caracteristicas de
replicagdo similares ao parental, mas quando foi inoculado em animais demonstrou um
fenotipo mais atenuado.

O clone infeccioso da cepa de BVDV SD-1 foi construido por Fan & Wang (2009). Na
estratégia utilizada, sete produtos de RT-PCR foram amplificados, digeridos com duas
enzimas diferentes cada um e clonados. Os erros encontrados foram corrigidos por mutagao
direta do sitio. Ao final, depois de varias subclonagens, o genoma completo foi unido no vetor
pACXF e transformado em E. coli XL1-blue. O virus recuperado demonstrou caracteristicas
de replicacao similares ao virus parental e foi capaz de infectar os fetos quando inoculado em
quatro fémeas prenhes.

Essas construcdes utilizaram diferentes estratégias para a obtencdo dos clones de
cDNA. Porém, o que elas apresentam em comum € o uso de varios produtos de RT-PCR, uso
de varios sitios de restri¢gdo, necessitando assim de varias digestdes e ligacdes, além de
subclonagens em diferentes plasmideos e usos do sistema de clonagem em procariotos. Alguns
problemas de instabilidade ainda sdo encontrados e tornam dificil a recuperacdo de clones
viaveis e/ou com replicagdo eficiente. Fan & Bird (2008b) utilizaram um cromossomo
artificial de bactéria (BAC) e diferentes cepas de E. coli para prevenir possiveis problemas de
instabilidade anteriormente relatados (FAN & BIRD, 2008a) e os virus foram eficientemente
recuperados.

Recentemente, Rasmussen et al. (2010) construiram dois clones infecciosos
(Paderborn - CSFV e Ghiforn - BDV) utilizando apenas um PCR do genoma completo,
clonados também no vetor BAC. Foram transformados em E. coli DH10B, digeridos e
transcritos in vitro. O virus Paderborn foi recuperado sem problemas, porém para o virus
Ghiforn, somente algumas células foram positivas na primeira passagem, indicando problemas
na replicagdo viral, mesmo com o minimo de manipulacao utilizada. Rasmussen et al. (2008),
ja haviam recuperado o primeiro virus de BDV (Ghiforn), a partir de um PCR do genoma
completo, adicionado da sequéncia do promotor da RNA polimerase do T7, transcrito in vitro,
transfectado e recuperado com fenétipo similar ao parental, porém dessa forma, sem a
clonagem do genoma em um plasmideo, a manipulacao nao ¢ possivel.

Outra técnica molecular tem sido utilizada para resolver problemas de instabilidade na
construgdo de clones infecciosos de alguns flavivirus em E. coli (POLO et al., 1997; PURI et

al., 2000). Polo et al. (1997), utilizaram duas estratégias para construir o clone infeccioso de
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DENV-2 cepa NGC, uma utilizando um cromossomo artificial de levedura (YAC) e outra
utilizando um vetor de transferéncia. Ambas as constru¢des foram realizadas utilizando uma
série de clonagens e subclonagens em diferentes plasmideos, por fim esses foram linearizados
e quatro fragmentos foram transformados em levedura para recombina¢do homodloga. Ambas
as construgdes foram realizadas em Sacharomyces cerevisae cepa YPH857. A construcao
utilizando o vetor de transferéncia, foi entdo transformada em E. coli STBL2 (para obten¢ao de
maiores quantidades de DNA) e o DNA purificado. Na constru¢do utilizando o YAC, o DNA
foi digerido, ligado e transformado no mesmo vetor de transferéncia em E. coli e o DNA
purificado. Colonias de dois tamanhos foram encontradas em E. coli, demonstrando ainda
alguma instabilidade. Para transcri¢do in vitro, os vetores foram linearizados, purificados e
transcritos utilizando o promotor da RNA polimerase SP6. Ambos virus recuperados foram
infecciosos com eficiéncia de replicagdo similar ao parental.

Puri et al. (2000) construiram um clone infecioso de DENV-1 cepa WP, a partir de trés
fragmentos de RT-PCR, transformados em levedura (YPH857) para recombinacdo homodloga
juntamente com um vetor de transferéncia. Os fragmentos 1 e 3 foram previamente clonados
no vetor em E. coli e unidos ao fragmento 2 diretamente da RT-PCR (que continha
sobreposi¢des ao 1 e 3) por recombinagdo. Novamente o material recombinado foi amplificado
em E. coli STBL2. O vetor foi linearizado, transcrito in vitro e transfectado em células
LLCMK2. Os virus recuperados foram fenotipicamente similares ao parental.

A técnica de recombinacao homodloga baseia-se na capacidade de reparo do DNA da
levedura Sacharomyces cerevisae, em que fragmentos com sequéncias homdlogas minimas de
15pb sdo corretamente unidos (OLDENBURG et al., 1997; GIBSON, 2009; SHANKS et al.,
2009). A recombinagdo homodloga em levedura como método de clonagem aplica-se como
uma alternativa as técnicas padrdo moleculares, e tem contribuido para as mais diversas
aplicacdes. Essa técnica tem sido empregada também em outros sistemas que ndo clones
infecciosos. Na constru¢do de adenovirus como vetores (HOKANSON et al., 2003), em
estudos de genes do HIV (MAROZSAN & ARTS, 2003), na criacdo de bibliotecas de virus
RNAs (DELMOND et al., 2004), além do uso na construcdo de organismos procariotos
(GIBSON et al., 2008).

No presente estudo, um clone infecioso da cepa brasileira do BVDV IBSP4-ncp foi
construido (CI-pBSC _IBSP4-ncp) utilizando o sistema de recombinagdo homologa em
levedura Sacharomyces cerevisae. Depois de caraterizado in vitro este clone foi utilizado para
a construcdo de um virus recombinante expressando um gene reporter (CI-pBSC IBSP4-

ncpGluc), construido também por recombinacdo homologa e caracterizado in vitro. As
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construgdes e caracterizacoes destes virus serdo apresentadas na forma de dois capitulos que

S€ seguem.
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3. CAPITULO 1

Construciio de um clone de cDNA recombinante do virus da diarreia viral bovina por

recombinac¢ido homoéloga em levedura

Sandra Arenhart], Eduardo F. Flores]*, Rudi Weiblen' e Laura H.V.G. Gil?

(Artigo a ser submetido a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira - 2012)

1 Setor de Virologia, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias Rurais
(CCR), Universidade Federal de Santa Maria, RS 97105-900, Brasil. *Autor para correspondéncia:
eduardofurtadoflores@gmail.com

2 Laboratoério de Virologia e Terapia Experimental (LaViTE), Departamento de Virologia, Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes (CPqAM), Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Recife, PE 50670-420, Brasil.
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ABSTRACT.- Arenhart S., Flores E.F., Weiblen R. & Gil L.H.V.G. 2012. [Construction of
a recombinant cDNA clone of bovine viral diarrhea virus by homologous recombination
in yeast.] Construcdo de um clone de cDNA recombinante do virus da diarreia viral bovina
por recombinacao homoéloga em levedura. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Setor
de Virologia, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias
Rurais (CCR), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS 97105-900,

Brazil. E-mail: eduardofurtadoflores@gmail.com

Bovine Viral Diarrhea virus (BVDV) infection is responsible for considerable
economic losses to the livestock industry. Two biotypes of the virus are known: cytopathic
(cp) and non-cytopathic (ncp). The ncp biotype has been implicated as responsible for the
majority of infections, and is able to produce persistence and to spread among cattle. The
development of new strategies to control the infection depends on a better understanding of
the viral biology. To this end, an infectious clone from the Brazilian strain of BVDV (IBSP4-
ncp) was obtained by homologous recombination in Saccharomyces cerevisae yeast. The
entire open reading frame (ORF) of the IBSP4 virus was amplified in three RT-PCR
fragments, and both 5' and 3' untranslated regions (UTR) were replaced by the UTRs from the
NADL strain. Two recombinant clones were characterized (IC-pBSC _IBSP4-ncp#2 and #3).
Transfection of MDBK cells with in vitro transcribed RNA of the clones resulted in recovery
of viable and replicative viruses. The kinetics of replication, focus size and morphology of the
rescued viruses were similar to those of the parental virus. In addition, the obtained viruses
were stable after ten cell passages in tissue culture. Sequencing of the viral genoma at the fifth
passage (p5) revealed five mutations in the N-terminal region of the first ORF protein, NP
(A18V, N26D, V38A, A43S e E55D). It was hypothesized that this mutation occurred in
order to stabilize secondary structure in this genome region, which contains cis elements

important or an efficient genome replication, thereby self-adapting to heterologous UTRs. In
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conclusion, the constructed infectious clone will be useful to develop studies concerning viral
biology and pathogenesis, viral mechanisms of evasion of the immune system, persistence

and, potentially for genetic manipulation for use in vaccines.

INDEX TERMS: BVDYV, pestivirus, reverse genetics, infectious clone, yeast homologous

recombination.

RESUMO.- A infec¢do pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) ¢ responsavel por
consideraveis perdas em rebanhos bovinos. Dois biotipos deste virus sdao conhecidos:
citopatico (cp) e nao-citopatico (ncp). Dentre eles, o biotipo ncp tem sido implicado como
responsavel pela maioria das infecgdes e consequentes perdas econdmicas, por sua capacidade
de causar persisténcia, e assim, se disseminar entre os animais. Para desenvolver novas
estratégias de controle da infecg¢do € necessario melhor entender a biologia do virus. Para isso,
construiu-se um clone infeccioso de uma cepa brasileira do BVDV (IBSP4-ncp), utilizando a
técnica molecular de recombinacao homologa em levedura Saccharomyces cerevisiae. A fase
aberta de leitura (ORF) completa do virus IBSP4 foi amplificada em trés fragmentos de RT-
PCR, substituindo-se as regidoes nao-traduzidas (UTRs) 5° e 3° pelas UTRs da cepa NADL.
Dois clones recombinantes obtidos foram caracterizados (CI-pBSC _IBSP4-ncp#2 e #3). A
transfeccao de células MDBK com RNA obtido por transcri¢ao in vitro dos clones resultou na
replicagdo e recuperacdo de virus vidvel. Os virus obtidos apresentaram cinética de
replicagdo, tamanho e morfologia de placas similares ao virus parental. Além disso, foram
estaveis apos 10 passagens em cultivo celular. O sequenciamento realizado na passagem 5
(p5) revelou cinco mutagdes na regido N-terminal da primeira proteina da ORF, N (A18V,
N26D, V38A, A43S e E55D). Hipotetiza-se que essas mutagdes tenham ocorrido para a
estabilizacdo da estrutura secundaria do RNA nesta regido, que contém elementos em cis

importantes para a replicagdo do genoma, assim adaptando-se as UTRs heter6logas. Em
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resumo, a obtengdo desse clone infeccioso sera util para estudos da biologia e patogenia viral,
mecanismos de evasdo viral, persisténcia e, potencialmente para manipulagdo genética para

uso em vacinas.

TERMOS DE INDEXACAO: BVDV, pestivirus, genética reversa, clone infeccioso,

recombinacdo homodloga em levedura.

INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um patdégeno de bovinos que causa
importantes perdas econdmicas, principalmente reprodutivas (Houe et al. 2006). O BVDV
pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus. Neste género também sdo classificados
outras duas espécies virais de importancia veterinaria: o virus da Peste Suina Classica (CSFV)
e o virus da Doenca da Fronteira (BDV) (Ridpath 2005). Os pestivirus sao virus envelopados,
esféricos, variam entre 40 a 60 nm de didmetro e possuem genoma RNA fita simples de
polaridade positiva. O genoma do virus ¢ de aproximadamente 12.3 Kb, possui uma regiao
5’UTR (regiao nao traduzida), uma unica fase aberta de leitura (ORF) que codifica uma
poliproteina de aproximadamente 4.000 aminoédcidos e uma regido 3’UTR (Donis 1995,
Ridpath 2005). A poliproteina viral ¢ traduzida via IRES (internal ribossome entry site) e €
clivada durante e apoés a tradugdo por proteases virais e celulares, gerando 11 proteinas
maduras funcionais. A poliproteina é organizada na seguinte ordem: NH2-N""°-C-E™-E1-E2-
p7-NS2/3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH. O BVDV pode ser classificado em dois
genotipos: 1 e 2 (Kiimmerer & Meyers 2000). Essa divisdo € baseada em diferengas na regido
5’UTR e na diversidade da glicoproteina E2. Ambos os gendtipos também podem ser
divididos em dois biotipos: citopatico (cp) e ndo citopatico (ncp), de acordo com o efeito da
replicagcdo em cultivo celular. O biotipo cp € gerado a partir do ncp por delecdes, duplicacoes,

rearranjos genéticos, inser¢des de sequéncias celulares ou por mutagdes em ponto. Essas
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mutacoes ocorrem principalmente na proteina ndo estrutural NS2-3, que passa a ser clivada
em NS2 e NS3 no biotipo cp (Tautz et al. 1994, Kiimmerer & Meyers 2000, Ridpath 2005).
Isolados ncp representam a grande maioria dos virus na natureza e sdo os responsaveis pelas
infec¢des agudas e, consequentemente, pela maioria das perdas economicas (Bolin & Grooms
2004).

As consequéncias da infeccao pelo BVDV se apresentam de diversas formas, como
infec¢des subclinicas, doenca respiratoria, digestiva, reprodutiva, doenca das mucosas (DM),
sindrome hemorragica (SH), e condi¢des associadas com os efeitos imunossupressivos da
infec¢ao (Bolin & Grooms 2004). Além disso, a infeccao fetal com o virus ncp no primeiro
terco gestacional frequentemente resulta no nascimento de bezerros imunotolerantes e
persistentemente infectados (PI), que sdo os principais mantenedores do virus nos rebanhos
(McClurkin et al. 1984). Diversos estudos tem sido realizados para o entendimento da
patogenia e persisténcia da infec¢do pelo virus ncp, focando principalmente na interacao virus-
resposta imune ou possiveis proteinas virais envolvidas no escape do sistema imune ou na
inducdo da persisténcia viral (Meyer et al. 2002, Gil et al. 2006, Hilton et al. 2006, Meyers et
al. 2007, Magkouras et al. 2008, Henningson et al. 2009). Porém, para tal € necessario o uso de
ferramentas como o sistema de genética reversa que permita a manipulagdo direta do genoma
de um virus de RNA, a partir de seu cDNA clonado. O primeiro sistema de genética reversa
para pestivirus foi desenvolvido na década de 1990, com a descri¢do da construcdo do clone
infeccioso da cepa vacinal C do CSFV (Moormann et al. 1996). Logo apds, o primeiro clone
de BVDYV foi construido por Meyers et al. (1996), que utilizou a cepa CP7. Desde entdo, foram
descritas a constru¢do de clones infecciosos para diversos pestivirus: Alfort/187 (Ruggli et al.
1996), NADL (Vassilev et al. 1997), Oregon (Kiimmerer & Meyers 2000), NY’93/C (Meyer et
al. 2002), SD-1 (Fan & Bird et al. 2009), 890 (Mischkale et al. 2010), Paderborn (Rasmussen

et al. 2010), entre outros. Estes sistemas de genética reversa para pestivirus t€ém permitido a



43

elucidacdo de varios aspectos do ciclo replicativo, da patogenia e/ou dos mecanismos de
evasdo da resposta imune (Becher et al. 2000, Meyer et al. 2002, Dehan et al. 2005, Gil et al.
2006, Meyers et al. 2007, Henningson et al. 2009, Szymanski et al. 2009, Zemke et al. 2010).

As técnicas utilizadas nas construgdes e manipulagdes dos clones infecciosos, no
entanto, sao laboriosas e incluem o uso de inimeros amplicons, plasmideos e varios sitios de
restri¢ao enzimatica. Nesse contexto, a técnica de recombinagao homodloga em levedura como
método de clonagem aplica-se como uma alternativa que tem contribuido para as mais
diversas aplicagdes moleculares. Essa técnica tem sido empregada para superar os problemas
de instabilidade de genomas de clones infecciosos de alguns flavivirus em E. coli (Polo et al.
1997, Puri et al. 2000), na construcao de adenovirus como vetores (Hokanson et al. 2003), em
estudos de genes do HIV (Marozsan & Arts 2003), na criagdo de bibliotecas de virus RNAs
(Delmond et al. 2004), além do uso na construcdo de organismos procariotos (Gibson et al.
2008). Nesta estratégia, um fragmento de DNA, contendo sequéncias homodlogas ao vetor nas
suas extremidades, pode ser diretamente clonado por recombinagdo in vivo no vetor.
Multiplos fragmentos de DNA podem ser corretamente recombinados numa Unica molécula
(Gibson et al. 2008, Gibson 2009). Essa estratégia possui as vantagens de nao depender de
varios sitios de restricdo, inser¢cdes de mutagdes ou varios produtos de amplificagdo, como no
sistema de clonagem em bactéria, o que torna a técnica mais eficiente e menos laboriosa e
(Oldenburg et al. 1997, Gibson et al. 2008, 2009, Shanks et al. 2009).

Esse trabalho relata a construcao de um clone infeccioso de BVDV da cepa brasileira
IBSP4-ncp, utilizando a técnica de recombinacdo homodloga em levedura. Dois clones foram
recuperados com sucesso, demonstrando caracteristicas fenotipicas similares ao virus
parental. A construcao de um clone infeccioso de BVDV de uma cepa brasileira abre novas
possibilidades de estudos moleculares, imunopatogénicos, constru¢do de virus atenuados ou

quiméricos para o desenvolvimento de vacinas contra o BVDV e outros pestivirus.
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MATERIAL E METODOS

Cultivo de células e virus. Células MDBK (Madin Darby bovine kidney), livres de
pestivirus, foram mantidas em meio MEM (minimal essential medium — SIGMA ALDRICH,
St Louis, MO, USA) suplementado com 10% soro equino, 100 U/mL de penicilina e 10
pg/mL de estreptomicina (GIBCO). Os cultivos celulares foram mantidos em estufa a 37°C
com 5% de CO,. Para a constru¢do do clone infeccioso foi utilizado o biotipo ndo-citopatico
(ncp) da cepa IBSP-4 do BVDV isolada no Instituto Bioldgico de Sdo Paulo (IBSP) de um
rebanho com problemas reprodutivos (Flores et al. 2005). Apo6s o isolamento, o virus foi
clonado biologicamente por dilui¢do limitante em células MDBK para a separacdo dos
biotipos cp e ncp. A clonagem e purificagdo foram confirmadas por imunoperoxidase (IPX) e
imunofluorescéncia indireta (IFI). Os virus purificados foram também caracterizados quanto
ao perfil de reatividade com anticorpos monoclonais (Mabs) e caracterizados
filogenéticamente por meio de sequenciamento da regido 5’ ndo traduzida (regido nao
traduzida - UTR) como pertencendo ao gendtipo tipo 1b (Flores et al. 2005, Bianchi et al.
2011).

Oligonucleotideos e plasmideo. Os oligonucleotideos para amplificagdo e
recombinacdo homologa (Quadro 1) foram inicialmente planejados com base em regides
conservadas entre diferentes cepas de referéncia e de isolados do BVDV tipo 1, utilizando
sequéncias  completas  disponiveis no banco de dados publico GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Estas sequéncias (U86600, U86599, U63479, M96751,
DQO088995, AJ585412, AJ133739, AJ133738, AF526381, AF091605) foram alinhadas
utilizando o programa para o alinhamento de multiplas sequéncias ClustalW?2 disponivel na
web (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Adicionalmente, os oligonucleotideos
foram planejados para que os amplicons obtidos tivessem além das sequéncias necessarias

para a amplificacdo, as regidoes homologas (~20-25 nt) para a recombinagdao homodloga em
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levedura. Todos os oligonucleotideos foram adquiridos da Invitrogen. O plasmideo de baixo
numero de copias pBSC NADL HDR contendo o genoma completo da cepa de referéncia
NADL utilizado para a construcao dos clones foi gentilmente cedido pelo Dr. Ruben O. Donis
(CDC Influenza Division, Atlanta, USA). Ja os oligonucleotideos para sequenciamento foram
posteriormente desenhados com base nos amplicons obtidos para a recombinagdo (Quadro 2).
Extracio do RNA viral. Células MDBK foram inoculadas com o virus IBSP4-ncp a
uma m.o.i. (multiplicity of infection) de 1. Apos 72 h de incubacgdo a 37°C e 5% de CO,, o
RNA viral gendmico foi extraido do sobrenadante através da utilizacdo do kit QIAamp Viral
RNA Mini Kit/QIAmp MiniElute Virus Spin (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com
instrucdes do fabricante. Resumidamente, 200 ulL de sobrenadante de células infectadas
foram tratados sob condi¢des de desnaturagdo para inativar RNAses e assegurar o isolamento
de RNA viral intacto, em seguida carreado em coluna de purificacdo. Apos a ligagdo do RNA
a membrana de silica-gel, os contaminantes foram removidos através de duas lavagens por
dois tampdes de lavagem diferentes. O RNA foi eluido da coluna com uma solugdo aquosa
livre de RNAses e armazenado - 80°C, até o momento do uso.
Construcao do clone de cDNA da cepa IBSP4-ncp por recombinacio homéloga em
levedura. A técnica de recombinagdo homodloga foi utilizada nas manipulagdes genéticas do
plasmideo pBSC NADL HDR que contém o clone infeccioso do virus NADL. O vetor
contém cinco sitios de restricdo para a enzima BamHI localizados na open reading frame
(ORF), o que permitiu a retirada parcial da ORF do clone NADL. Para a construc¢do do clone
de cDNA do IBSP4-ncp, a ORF completa do virus foi amplificada em trés fragmentos por
RT-PCR. Os fragmentos foram planejados para que houvesse sobreposicdo de nucleotideos

entre cada fragmento do genoma e entre os fragmentos das extremidades com o vetor digerido

(Fig.1).
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Preparacio do vetor para a recombinac¢ao. Para a recombinagdao homologa do vetor
com os trés fragmentos virais amplificados, o plasmideo de baixo numero de coépias
pBSC NADL HDR foi digerido de maneira que mantivesse suas regidoes ndo traduzidas
(UTR) 5’ e 3’ inteiras. Quatro ug do plasmideo foram entdo digeridas com a enzima BamHI
(NEW ENGLAND BioLabs, Ipswich, MA, USA) a 37°C durante 3 h, seguido da
desfosforilagdo com 5U da enzima CIAP (NEW ENGLAND BioLabs, Ipswich, MA, USA)
por 45 min a 37°C. O produto final foi resolvido em gel de agarose a 1% com brometo de
etideo. A banda com o tamanho especifico foi excisada do gel e purificada com o Kit
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Hilden, Germany) conforme instrugdes do fabricante.

Amplificacdo da ORF completa da cepa IBSP-4ncp por RT-PCR. A construcao do
virus pBSC IBSP4-ncp foi realizada por recombinacdo homologa em levedura de trés
produtos de RT-PCR contendo extremidades homologas e o vetor pBSC NADL HDR
digerido com BamHI. O primeiro fragmento (4.081pb) foi amplificado com os
oligonucleotideos BVDVgm 5’UTR_NADL IBSP-4-F e BVDV-Osloss-4458R e continha a
sequéncia de 25 nt 3’terminais da UTR 5’ do virus NADL. O segundo fragmento (4.466pb)
foi amplificado com os oligonucleotideos BVDV1-4121F e BVDV1-8893R e continha
somente a sequéncia da cepa IBSP4-ncp. E o terceiro fragmento (3.360pb) foi amplificado
com os oligonucleotideos BVDV-Osloss-8520F ¢ BVDVgm 3’UTR _NADL IBSP-4-R e
continha 25 nt 5’terminais na UTR3’do virus NADL. Os oligonucleotideos utilizados para
amplificacdo desses fragmentos estdo representados na (Quadro 1). A transcri¢do reversa a
partir no RNA viral foi realizada utilizando a enzima Superscript III Reverse Transcriptase
200U/uLlL (Invitrogen), os oligonucleotideos antisenso especificos para cada um dos trés
fragmentos e o inibidor de RNAse - RNAaseOUT 40 U/uL (Invitrogen), segundo o protocolo
estabelecido pelo fabricante (Invitrogen), tendo como volume de reagdo 20 uL. Para 50 ul de

reacao de PCR foi utilizado 1X do tampao KlenTaq-LA polymerase (Clontech), 1,3% DMSO,
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0.4 M betaina (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MA, USA), 200 uM de cada dNTP, 1U
KlenTaqg-LA polymerase (Clontech), 20 pmol dos oligonucleotideos especificos e
aproximadamente 50 ng do cDNA molde. As condi¢des de PCR foram: 5 min a 95°C para
desnaturagdes iniciais e ativacao da polimerase, seguidas de 35 ciclos, cada ciclo composto de
30 seg de desnaturagdo a 95°C, 30 seg de anelamento a 52°C, 1 min de extensdao para cada
1.000 pares de base (pb) a 72°C, e 10 min de extensdo final a 72°C.

Transformacdo da levedura e recombinacdo. Os trés fragmentos de RT-PCR
contendo os genes do virus IBSP4-ncp e o vetor pPBSC-NADL-HDR digerido com a enzima
BamHI foram introduzidos em leveduras Saccharomyces cerevisiae, cepa RFY206 (MATa
his3A200 leu2-3 lys2A201 ura3-52 trplA::hisG) (Finley & Brent 1994), pela transformacao
com acetato de litio (LiOAc) (Sambrook & Russel 2001). Para isto as leveduras foram
amplificadas em meio liquido YPD (Yeast Peptone Dextrose — 20 g de peptona, 10 g de
extrato de levedura, 20 g de glucose, ddH,O q.s.p. 1 L), a 30°C por 16h. No dia seguinte,
meio YPD foi inoculado com a levedura em uma densidade optica (DO) de 0,1, e
posteriormente crescido a 30°C at¢é uma DO de 0,55. Em seguida, as leveduras foram
concentradas por centrifugagdo, lavadas e transformadas. Apos a transformacao as leveduras
foram plaqueadas em placas de YNB (Yeast Nitrogen Base - 6,7 g Yeast nitrogen base w/o
amino acids, w/ ammonium sulfate — SIGMA-ALDRICH, St Louis, MA, USA, 20 g glucose,
1:10 V/V solugao de aminoacidos 10X — Yeast synthetic drop-out medium without tryptophan
— SIGMA-ALDRICH, St Louis, MA, USA) s6lido na auséncia do aminoacido triptofano (trp)
e mantidas a 30°C por até trés dias.

Extracido de DNA plasmideal da levedura e confirmacio da identidade dos clones.
Cinco colonias positivas para a recombinagdo entre todos os fragmentos de RT-PCR e para
vetor foram cultivadas em 20 mL de meio YNB liquido, na auséncia do trp, por 18-24 h a

30°C. Apos o periodo de incubacgao, as células foram concentradas por centrifugacao, lavadas
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com ddH,O e ressuspendidas em 400uL de tampao SCE (1 M Sorbitol, 100 mM NaAc e 60
mM EDTA). Em seguida, foram adicionados 4 pL de zimolase (200 mg/mL) e 2 uL de B-
mercaptoetanol. As células foram incubadas por uma hora e depois concentradas por
centrifugacdo. A extracdo do DNA plasmideal foi prosseguida com o Kit QIAprep Spin
MiniPrep (QIAGEN, Hilden, Germany), seguindo recomendagdes do fabricante. A
construgdo foi previamente confirmada por PCR com um par de oligonucleotideos
especificos para amplificar um produto contendo parte do vetor e parte do construido. As
condi¢des de PCR foram anteriormente descritas. Esse mesmo PCR foi reconfirmado por
sequenciamento genético. Posteriormente, os plasmideos confirmados foram amplificados em
levedura e extraidos utilizando-se o Kit Plasmid Midi (QIAGEN, Hilden, Germany), seguindo
as recomendacoes do fabricante.

Caracterizacao in vitro dos clones infecciosos construidos. Para a caracterizacao dos virus
construidos, RNA sintetizado in vitro de dois clones foi introduzido em células eucariotas por
eletroporacdo. A replicagdo viral foi avaliada por ensaios de imunofluorescéncia indireta e
imunoperoxidase. Todos os virus recuperados pelo sistema de genética reversa foram
amplificados, clarificados por centrifugacdo e estocados a -80°C, e posteriormente

caracterizados quanto as seu perfil genético e fenotipico na passagem cinco (p5).

PCR do genoma completo e transcrigao in vitro. A amplificacdo completa do genoma
viral para a transcri¢do in vitro foi realizada em uma reagdo de 50 pL utilizando a enzima
KlenTag-LA (Clontech). A reagdo foi composta de 100 ng de DNA plasmideal de levedura,
1X do tampao KlenTaq-LA (Clontech), 1,3% Dimetil-sulféxido (DMSO), 0,4 M betaina
(SIGMA-ALDRICH, St Louis, MA, USA), 200 uM de cada dNTP, 1U KlenTag-LA
polymerase e 20 pmol de oligonucleotideos especificos (pBSC-T7-NADL-F e NADL-3"UTR-
R). Esses oligonucleotideos se alinham nas extremidades 5’-UTR e 3’UTR do genoma

NADL, respectivamente. O oligonucleotideo pBSC-T7-NADL-F contém a sequéncia do
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promotor para RNA polimerase do bacteriéfago T7, o que permite a transcri¢ao in vitro do
produto de PCR amplificado por este par de oligonucleotideos. As condi¢des de amplificagdao
foram: 4 min a 95°C para desnaturagao inicial, seguido de 32 ciclos de 1 min de desnaturacao
a 93°C, 1 min de anelamento a 58°C, 13 min de extensdo a 72°C com acréscimos de 10 seg a
cada ciclo e 20 min finais de extensdo a 72°C.

O produto de PCR contendo a sequencia completa do genoma viral possui na regido 5’
terminal a sequencia para o promotor de bacteriéfago T7, o qual foi inserido através do
oligonucleotideo utilizado para a amplificagdo. Apos purificagdo com fenol- cloroférmio e
precipitagdo com etanol a transcri¢do in vitro foi realizada utilizando-se o kit T7 MEGAscript
(Ambion) conforme instrugdes do fabricante.

Transfeccio do RNA viral em células MDBK por eletroporacdao. Para a
eletroporagdo de células MDBK foram utilizados: 20 pg do RNA transcrito in vitro e 8 x 10°
células MDBK suspensos em tampao Cytomix (Ansari et al. 2004). A eletroporagdo foi
realizada em cubetas de 4 mm, seguindo as seguintes condigdes: 900 V, 99 mseg, 10 pulsos, 1
s de intervalo entre os pulsos (eletroporador ECM-830, BTX) (Lin Qu et al. 2001).
Resumidamente, as células foram individualizadas com tripsina 0,02% por 5 min, lavadas
uma vez com meio MEM (sem suplementos e antibidticos), centrifugadas e lavadas
novamente duas vezes com PBS pH7,2/DEPC (dietilpirocarbonato) a 4°C e ressuspendidas
em 400 uL Cytomix 1X pH 7,6, 24 uLL. de ATP 0.1 M e 60 pL de Glutationa 0.1 M. Apoés a
eletroporacdo, as cé€lulas foram mantidas em repouso a temperatura ambiente por
aproximadamente 10 min antes de serem ressuspendidas em meio MEM completo 5% de soro
equino e distribuidas em frascos de cultura de 75 cm?.

Ensaios de Imunofluorescéncia indireta e imunoperoxidase. As células eletroporadas
com o RNA viral foram monitoradas nos dias 1-5 apos eletroporacao, por imunofluorescéncia

indireta (IFI), utilizando-se anticorpos monoclonais especificos para BVDV (Kreutz et al.
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2000) e anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC [SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, USA]) diluido 1:100 em PBS pH 7,2.
A microscopia de imunofluorescénica indireta foi realizada utilizando-se o microscopio Leica
DMI 4000B.

Para a deteccdo dos antigenos virais por imunofluorescéncia indireta, células MDBK
transfectadas e/ou inoculadas foram cultivadas, fixadas em solugdo acetona 50% (em PBS pH
7,2) por 10 min a - 20°C. Posteriormente, foram incubadas a 37°C por 1 h com os anticorpos
primarios, lavadas trés vezes com PBS pH 7,2 e trés vezes com ddH,O, secas a temperatura
ambiente. ApoOs incubag¢do a 37°C por 1 h com o anticorpo secundario, as células foram
lavadas, secadas e montadas para leitura com glicerol (50% em PBS) e laminula de vidro.

Para a deteccdo de antigenos virais por imunoperoxidase (IPX), células MDBK
inoculadas, foram cultivadas, fixadas em solucdo acetona 30% (em PBS pH 7.,2) por 13 min a
4°C e secadas ao ar durante 24 h. As células foram entdo lavadas com PBS-Tween-20 0.25%,
incubadas a 37°C por 60-90 min com anticorpo monoclonal contra BVDV (descrito no item
anterior) diluido 1:2 em tampao de ligacao (PBS pH 7,2, NaCl 0.5M e Tween-20 0.01%).
Lavadas com PBS-Tween-20 0.25%, incubadas com um anticorpo anti-IgG de camundongo
conjugado com peroxidase (1/1000 - SIGMA-ALDRICH, St Louis, MA, USA), lavadas e
incubadas por mais 60-90 min com a Proteina G Rec conjugada com peroxidase (1/500 —
Invitrogen). Por fim, as células foram lavadas e incubadas com substrato para a peroxidase
(Tampao de Acetato 50 mM, pH 5.0) a 37°C por 30 min. Os focos/placas virais foram
visualizadas sob luz branca.

Transformaciao e extracio do DNA plasmideal de bactérias. Com o objetivo de
obter-se maiores quantias de DNA, os plasmideos construidos e extraidos de levedura foram
utilizados para transformar células Escherichia coli, linhagem DHI0B (Invitrogen) por

eletroporacao. As condi¢des de eletroporacao para cubetas de 1 mm foram: 2.75 kV, 99 usec,
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5 pulsos, intervalo de 1 seg entra cada pulso (eletroporador ECM-830, BTX). As bactérias
foram entdo distribuidas em placas de meio Luria Bertani (LB) sélido contendo cloranfenicol
(20 mg/mL) e incubadas a 37°C durante 18-20 h. Coldnias positivas foram confirmadas por
PCR para a presenca do plasmideo recombinante e posteriormente foram cultivadas em 5 mL
de meio LB com cloranfenicol (20 mg/mL) a 37°C sob agitagdo durante 16-20 h. Este pré-
inoculo foi inoculado em 500 mL de meio LB com o antibiético de sele¢ao e incubado a 37°C
16-20 h. Posteriormente, as células foram concentradas por centrifugagdo ¢ o DNA
plasmideal preparado utilizando-se o Kit Plasmid Midi (QIAGEN, Hilden, Germany),
seguindo as recomendagdes do fabricante.

Sequenciamento. As construgdes plasmideais pBSC IBSP4-ncp#2, pBSC IBSP4-
ncp#3, o virus parental IBSP4-ncp e um dos virus recuperados (CI-pBSC IBSP4-ncp#2),
foram submetidos ao sequenciamento completo do genoma. Os oligonucleotideos utilizados
para todos os sequenciamentos estdo representados no Quadro 2. As reagdes de
sequenciamento foram realizadas com o mix BigDye terminator 3.1 cycle sequencing
(Applied Biosystems) de acordo com instru¢des do fabricante e posteriormente os produtos
desta reacdo foram resolvidos em um sequenciador ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). As andlises das sequéncias de nucleotideos foram realizadas com softwares do
pacote Lasergene® (DNAstar Inc.) e uma sequéncia consenso de cada virus foi gerada pelo

programa SeqMan II (Lasergene®, DNAstar Inc.).

Avaliacido da infectividade viral dos clones infecciosos. Para avaliar a infectividade
viral dos clones infecciosos construidos, os mesmos foram inoculados em cultivo celular por
10 passagens consecutivas. Para isso células MDBK (confluéncia de 90%) foram inoculadas
com cada passagem dos virus recuperados a uma m.o.i. de 0.5 em placas de 6 pogos. Apds 1
hora de incubagdo, o indculo foi removido e substituido por meio fresco contendo 5% de soro

equino. As células foram mantidas a 37°C e 5% de CO, durante 72 h. As monocamadas de
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células foram tripsinizadas e ressuspendidas com MEM contendo 5% de soro equino em
laminas de IFI, mantidas overnight a 37°C e 5% de CO,, fixadas em acetona 50% e
submetidas ao ensaio de IFI. Os sobrenadantes dos pogos inoculados foram coletados e
congelados a -80°C.

Cinética de replicacdo dos virus construidos. Para determinar a dindmica de
replicagdo dos virus construidos, células MDBK (confluéncia de 90%) foram inoculadas com
os clones recuperados na passagem 5 (p5) (CI-pBSC IBSP4-ncp#2 e CI-pBSC_IBSP4-
ncp#3) e com o virus parental IBSP4-ncp com uma m.o.i. de 0.3, em placas de 24 pocos.
Apds 1 hora de incubagdo a 37°C, o indculo foi removido e a monocamada de células foi
lavada trés vezes com MEM. MEM contendo 5% de soro equino foi entdo adicionado e as
células foram incubadas a 37°C e 5% de CO; durante 72 h. Em diferentes periodos pos-
inoculagdo a progénie viral foi coletada (0, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56, 64 ¢ 72 h), congelada a -
80°C e seus titulos virais quantificados por diluicao seriada em placas de 24 pogos e revelados
por imunoperoxidase. O virus IBSP4-ncp foi utilizado como controle em todos os ensaios.

Ensaio de formacao de focos virais. Para avaliagdo do tamanho e da morfologia dos
focos dos virus construidos CI-pBSC _IBSP4-ncp#2, CI-pBSC IBSP4-ncp#3 e do virus
parental IBSP4-ncp, células MDBK (confluéncia de 90%) foram infectadas com diluigdes
seriadas (10" a 107) de cada virus (p5) em teste em placas de 6 pogos. Apés 1 hora de
adsor¢ao a 37°C, o indculo foi removido, e as células foram recobertas com meio MEM
contendo 1% de agarose ¢ 5% de soro equino, ¢ posteriormente incubadas a 37°C e 5% de
CO,. Apos trés dias, as células foram fixadas com acetona 30% a 4°C em PBS pH 7,2 durante
13 min, secas sob temperatura ambiente por 24 h e submetidas ao ensaio de imunoperoxidase.

Estabilidade dos plasmideos transformados em células procariotas. Os plasmideos
pBSC IBSP4-ncp#2 e pBSC IBSP4-ncp#3 transformados em células E. coli. DH10B

(Invitrogen) foram submetidos a reacdo de PCR para amplificagdo completa do genoma e
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adicao da sequéncia para o promotor do bacteriéfago T7. Foram entdo purificados com
fenol/cloroformio, precipitados, transcritos in vitro e o RNA resultante foi transfectado em
células MDBK nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Os virus recuperados foram
inoculados em placas de 6 pocos semeadas com células MDBK. Foram realizadas cinco

passagens consecutivas de trés dias para avaliagdo da infectividade viral revelada por IFI.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A construcdo de um clone infeccioso do genoma da cepa de BVDV IBSP4-ncp
utilizando a técnica de recombinagdo homologa foi realizada com sucesso. Na estratégia de
clonagem utilizou-se o vetor pPBSC NADL HDR, que contém o clone infeccioso do virus
NADL. Para isto foi necessario apenas o uso de sitios de restricdo para a enzima BamHI, o
que permitiu a retirada de praticamente toda a ORF do virus NADL, restando apenas 325 nt
da extremidade 5° da ORF e 836 nt da extremidade 3’, além das duas UTRs. Esses
nucleotideos excedentes da ORF do NADL foram retirados pela levedura durante o processo
de recombinagdo homoéloga. Para a recombinacdo dos amplicons com as UTRs presentes no
vetor, 25 nt terminais de cada UTR do virus NADL foram introduzidos com os
oligonucleotideos utilizados para recombina¢do (Quadro 1) nos fragmentos 1 e 2 (Fig.1), nas
suas extremidades 5’ e 3’°, respectivamente. Assim, os fragmentos 1 e 2 continham 25 nt a
mais em uma de suas extremidades para que houvesse a recombinacdo homologa. J& o
fragmento 2 foi produzido com uma sobreposi¢dao de 356 nt com o fragmento 1 e 373 nt com
o fragmento 3, para a recombinagao.

Um dos requisitos da recombinacao homoéloga em levedura ¢ a presenga de homologia
suficiente nas extremidades dos fragmentos, ou do vetor a serem recombinados para recrutar a
maquinaria de recombinacao. Inicialmente, acreditava-se que uma homologia maior que 100

pb fosse necessaria para induzir recombinacao (Oldenburg et al. 1997). Contudo, varios
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estudos tem demonstrado que uma homologia entre 15 — 50 pb ja ¢ suficiente para mediar o
processo (Oldenburg et al. 1997, Gibson 2009). Por outro lado, ndo haveria restricdes quanto
ao tamanho maximo de homologia entre fragmentos a serem recombinados, como no caso do
fragmento 2, com quase 400 nt de homologia com os fragmentos 1 e 3. Essas variagdes de
tamanho de fragmentos introduzidos, de tamanho de homologia nas sequéncias e a
possibilidade do uso de sitios de restrigdo nativos, tornam essa técnica bastante flexivel,
facilitando ou mesmo aumentando as possibilidades de estratégias de recombinacao.

Antigenos de virus infeccioso de dois clones (CI-pBSC IBSP4-ncp#2 e CI-
pBSC IBSP4-ncp#3), recuperados a partir do RNA transcrito e transfectado em células
MDBK, foram detectados por imunofluorescéncia indireta (IFI) ja na passagem zero (pO0)
(dados nao mostrados). Para verificar se esses virus mantinham a capacidade replicativa
similar a do virus parental IBSP4-ncp, foram realizadas dez passagens em cultivo celular,
avaliando-se periodicamente por IFI. Em todas as passagens, aproximadamente 100% das
células apresentavam-se positivas para antigenos virais aos trés dias ap6s a inoculagao (Fig.3
C, D, E e F). Esses resultados demonstraram que os virus obtidos a partir dos clones CI-
pBSC IBSP4-ncp#2 e CI-pBSC IBSP4-ncp#3 sdo estdveis apds sucessivos ciclos de
replicagcdo em cultivo celular. A eficiéncia de replicacdo também foi mantida ao longo dessas
passagens, a julgar pelo percentual alto de células positivas na IFI detectadas a cada
passagem.

A préxima etapa foi avaliar se os virus obtidos a partir dos clones CI-pBSC IBSP4-
ncp#2 e CI-pBSC_IBSP4-ncp#3 mantinham a mesma cinética de replicacdo do virus parental.
O estudo de cinética revelou que os virus recuperados de ambos os clones alcangaram seu
pico maximo de replicacdo por volta de 48 h pds-inoculacdo, assim como o virus parental
(Fig.4). Por fim, foi avaliada a morfologia dos focos virais, por imunoperoxidase. Esses

ensaios demonstraram que os virus obtidos dos dois clones produziram focos com morfologia
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e diametro indistinguiveis daqueles produzidos pelo virus parental IBSP4-ncp (Fig. 5). Juntos,
esses resultados demonstram que os virus recuperados dos clones mantém as caracteristicas
fenotipicas do virus parental, com relacao a eficiéncia de replicagdo em cultivo, morfologia e
tamanho de focos infecciosos e cinética de replicagdo. Assim, a troca das UTRs por UTRs de
uma cepa de mesmo gendtipo aparentemente ndo afetou a capacidade replicativa dos virus
obtidos (Fig.2). Além de nao influenciarem negativamente a replicagdo viral, nem alterarem o
fenotipo viral em cultivo celular, essas UTRs ainda podem ser utilizadas como marcadores
genéticos do clone infecioso, pois confirmam que os virus recuperados sdao realmente
oriundos dos clones construidos € ndo possiveis contaminagdes com o virus parental. As
UTRs da cepa NADL foram utilizadas na construgao dos clones porque a sequéncia completa
da cepa IBSP4-ncp ainda ndo havia sido determinada. Meyers et al. (1996) ja haviam descrito
estratégia semelhante quando construiram o primeiro clone infeccioso de BVDV, em que
parte das sequéncias terminais da cepa CP7 (que ainda nao haviam sido determinadas) foram
substituidas por parte das UTRs do virus NADL (21-23 nt na 5’UTR e 33 nt na 3°’UTR).
Posteriormente, as extremidades da cepa parental foram determinadas e, assim, substituidas
no clone sem qualquer alteragdo na replicacao viral (Becher et al. 2000). A alta taxa de
conservagao entre as UTRs do BVDV ou até mesmo entre espécies diferentes de pestivirus,
foi demonstrada de maneira pratica num experimento conduzido por Hoffmann (2003). O
autor construiu um virus quimérico da cepa C do CSFV que continha a 5’UTR completa do
BVDV, e que, a despeito da UTR quimérica de espécie diferente, virus infecciosos e
eficientes na replicagdo foram recuperados. Caso haja necessidade futura de substituicdao das
UTRs heterologas pelas originais, acredita-se que ndo havera qualquer alteragdo na cinética
viral, uma vez que suas sequéncias originais estarao sendo restituidas.

Como mencionado acima, ndo houve alteragdes nas caracteristicas fenotipicas dos

virus obtidos a partir dos clones infecciosos. No entanto, a analise do sequenciamento revelou
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a presencga de alteragdes em alguns aminoacidos (aa) da proteina N” (Quadro 3). Trés trocas
de nucleotideos geraram mutacdes ndo sindnimas de mesmo grupo quimico (Alal8Val,
Val38Ala e GluS5Asp). Outras duas trocas de nt levaram a mutagdes nao sindnimas de grupos
quimicos diferentes (Asn26Asp e Ala43Ser). Hipotetiza-se que essas mutacdes no terco
inicial da sequéncia da NP estdo possivelmente relacionadas a substituicdo da UTR original,
que teria gerado a necessidade de alteragdes na estrutura secundaria do RNA gendomico para
permitir interacdes necessarias a eficiente replicagdao viral. Nesse sentido, acredita-se que a
regido 5’ terminal da sequéncia da NP possa ter um papel importante na replicagdo do
BVDV (Behrens et al. 1998, Becher et al. 2000). Essa fun¢do ndo estaria relacionada a
iniciagdo da tradug¢do, mas sim com a replicacdo, o que demonstra a importancia das
sequéncias em cis contidas nessa regido para a replicacdo do genoma (Myers et al. 2001) e
justificam as altera¢des encontradas nessa regido, que provavelmente ocorreram para que o
virus se adaptasse a nova UTR e mantivesse a eficiéncia de replicacdo similar ao virus
parental.

Uma ultima mutacdo nao sindbnima de mesmo grupo quimico foi observada na
proteina NS5B, no tltimo coédon da poliproteina (Ser3898Asn). O significado dessa mutagao
¢ incerto, pois o aa Serina foi substituido por um aa de mesma funcdo quimica. Assim, essa
alteragdo poderia tanto ser uma mutagdo aleatoria quanto uma necessidade de adaptacao,
apesar dessa regido do genoma ndo ser ter sido diretamente implicada na replicacao viral,
como a regido da NP, Além destas, nenhuma outra mutagdo foi encontrada ao longo do
genoma, nem mesmo nas UTRs.

Por fim, os plasmideos foram transformados em células E. coli, para a obtencdo de
uma maior quantidade DNA e avaliacdo da estabilidade dos plasmideos em células
procariotas. Os dois clones ja recuperados em levedura foram transcritos in vitro a partir do

DNA plasmideal extraido de bactérias e transfectados em células MDBK. Depois de
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recuperados, os virus foram submetidos a cinco passagens consecutivas para avaliacao da
infectividade viral (Fig.3, G-H). As construgdes utilizando o vetor de baixo nimero de copias
pBSC _HDR foram estaveis quando recuperadas a partir de E. coli por pelo menos cinco
passagens consecutivas. Ou seja, os plasmideos sdo estaveis em E. coli e sdo capazes de gerar
transcritos que originam virus viaveis. Desta forma, células bacterianas podem ser utilizadas
para a amplificacdo dos plasmideos originalmente construidos e amplificados em levedura.

Os clones construidos neste estudo sdo quiméricos em suas UTRs, porém mantém a
ORF do virus IBSP4-ncp, dessa forma mantém as suas caracteristicas antigénicas e
imunogénicas originais. A utilizacdo de um isolado brasileiro justificou-se pela grande
variabilidade genética e antigénica dos isolados do BVDV. Dessa forma, a obtengdo destes
clones representa um avango importante na virologia animal do pais, fornecendo um
importante instrumento para o estudo e combate as infecgdes pelo BVDV. O uso dessa
tecnologia permitira uma gama de manipulacdes genéticas para estudos de biologia viral,
estudos da patogenia do BVDV no que se refere a indugdo de persisténcia viral, investigacao
de mecanismos de escape do sistema imune, produgao de virus com fenotipos desejados como
a atenuacgdo e o potencial imunogénico, além de permitir a construgdo de virus vacinais cuja

resposta soroldgica possa ser distinguida da resposta a infec¢do natural.
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Quadro 1. Oligonucleotideos utilizados na construcio do clone de cDNA da cepa IBSP4-

ncp
Oligonucleotideo Sequéncia
BVDVqm 5"UTR_NADL_IBSP-4-F CTAAAAATCTCTGCTGTACATGGCACATGGAGTTGATTGCAAAT
GAAC

BVDV-Osloss-4458R

BVDV1-4121F

BVDV1-8893R

BVDV-Osloss-8520F

BVDVqm 3°UTR_NADL IBSP-4-R

TGAGGGGCAAGAGTATGCTGAC

ACYATMCCRAACTGGAGRCCAC

CATCTCATAGCCACATGGGCAC

TTGAAGCAGTYCAGACAATTGG

ATTTATTTACAATATATACATTTTGTCTCAACTGCTGGCACCGA
CAG

As sequéncias homologas para recombinagdo em levedura estdo em negrito. Os oligonucleotideos estdo
identificados de acordo com as sequéncias que amplificam e/ou possuem. °F- senso. "R- antisenso.



Quadro 2. Oligonucleotideos utilizados no sequenciamento dos virus e plasmideos
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Oligonucleotideo

Sequéncia

pBSC-T7-NADL-F*
NADLS’UTR-F
BVDV-Osloss-324 F
BVDV-Osloss-326 R
BVDV-Osloss-946F
BVDV-Osloss-1406F
BVDV-Osloss-2422R
BVDV-Osloss-2241F
BVDV-Osloss-2837 F

BVDV-Osloss-3495R
BVDVV-Osloss-3447F

BVDV1-4121F

BVDV-Osloss-4764F
BVDV-Osloss-5124F
BVDV-Osloss-5910F
BVDV-Osloss-6378F
BVDV-Osloss-7455R
BVDV-Osloss-8166R
BVDV-Osloss-8759F
BVDV1-8893R

BVDV-Osloss-9312F

BVDV-Osloss-10167R
BVDV-Osloss-10842R

BVDV-Osloss-11760R

BVDV-Osloss-11058F

NADL-3"UTR-R

CAAGCATGTAAATATCGTTTGAGTTTAATACGACTCACTATAGTATAC

GTATACGAGAATTAGAAAAG

ATGCCCTTAGTAGGACTAGCA

TCAACTCCATGTGCCATGTAC

AAAAGGGGAGRATGAAGATAAC

CCAACGCCATGARTGGAAC

CCTTGRAACACTTGGCCTCTC

GTATAAGACCAGATTGGTG

CCAGATGGTTTGCCCTATAG

GTAGGGACTCAGCGAAG

GACCTAGAGATCACTGACCACC

ACYATMCCRAACTGGAGRCCAC

GAGGAAGAAGTCTACGGCATGC

GATCTAGAACACCTAGGRTGGATC

GCAGAGTTAAAGTAGGAAAG

GTCATAGGAAAAATTCACAG

GAGCAGGGCATTCTCAGCAG

GGTGAACATTTTCAGTGC

GTTGTGACTGGACTCCTAG

CATCTCATAGCCACATGGGCAC

CATAAAAATAACCTTGAAG

GAAGAAACCAACTAGACAG

CTGAGTCCAGTACTTCTCC

CCTCTCTCTCCACTTAATC

CAACTGGGTGAAGCAGCAG

GGGGGCTGTTAGAGGTCTTC

Os oligonucleotideos estdo identificados de acordo com as sequéncias que amplificam e/ou possuem. “F-

senso. °R- antisenso.
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Quadro 3. Analise das sequéncias do clone infeccioso construido e do virus parental

IBSP4-ncp parental CI-pBSC_I1BSP4-ncp#2
Regido no Posu;aoana Nucleotideo Aminoacido Nucleotideo Aminoacido
genoma ORF
NP 18 T Ala” C Val
NP 26 C Asn° T Asp®
NP 38 G Val® A Ala®
NP 43 A Ala’ G Ser®
NP 55 A Glu® T Asp”
NS5B 3898 G Ser® A Asn”

? Posigdo na fase aberta de leitura (ORF) em cddons.
® Aminoécidos de mesmo grupo quimico.
¢ Aminoécidos de grupos quimicos diferentes.
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5’'UTR 3'UTR
Npro (¢ Erns El E2 p7 NS4A NS4B NS5A NS5A

* * * *
i X X v
X Fragmento 1 - - Fragmento 3 X
5UTR Fragmento 2 FUTR

pBSC_NADL_HDR

Fig.1. Representagdo esquematica da estratégia de constru¢do do clone de cDNA do virus IBSP4-ncp.
Organizacdo do genoma viral da cepa IBSP-4ncp, acima. Recombinagdo homoéloga em levedura entre trés
produtos da PCR (Fragmentos 1, 2 ¢ 3) e o vetor pPBSC_NADL HDR digerido pela enzima BamHI.
*Sequéncias homodlogas para a recombinagdo em levedura.



65

Cl-pBSC_IBSP4-ncp#2
Cl-pBSC_IBSP4-ncp#3
IBSP4-ncp

NADL

: TTGATCACMATGAACTTTTATACMAAI
AGTTGATCACAAATGAACTTTTATACARAR
AGTTGATCACARATGAACTTTTATACARRA

Cl-pBSC_IBSP4-ncp#2 |TGCTTATGGCAGCTGTCGGTGCCAGCAR!
Cl-pBSC_IBSP4-ncp#3 |TGCTTATGGCAGCTGTCGGTGCCAGCAR
IBSP4-ncp

NADL

CARATGTATATATTGTACATARATCTGTATTT

Fig.2. Confirmag¢do da recombinag¢do dos clones infecciosos por sequenciamento. (A) Sequéncia consenso
parcial da regido nao traduzida 5°(UTR) e do inicio da fase aberta de leitura (ORF), demonstrando a
recombinagdo entre a cepa NADL e IBSP4-ncp. (B) Sequéncia consenso parcial da regido 3°’'UTR e do
final da ORF, confirmando a recombinagdo entre a cepa NADL e IBSP4-ncp. Retangulo superior evidencia
o cddon de iniciagdo da traducdo e o retangulo superior evidencia o cddon de parada da tradugio viral.
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Fig.3. Infectividade viral dos virus recuperados dos clones infecciosos por imunofluorescéncia indireta (IFT).
Células MDBK inoculadas clones construidos CI-pBSC IBSP4-ncp#2 e CI-pBSC IBSP4-ncp#3 em
diferentes passagens. (A) Controle negativo, células MDBK ndo infectadas. (B) controle positivo, células
inoculadas com o virus parental IBSP4-ncp. (C e E) Clone infecioso CI-pBSC_IBSP4-ncp#2 passagens 5 e
10 respectivamente. (D e F) Clone infecioso CI-pBSC _IBSP4-ncp#3 passagens 5 e 10, respectivamente (G e
H). Os mesmos clones 2 e 3, respectivamente, recuperados a partir do DNA plasmideal extraidos de E. coli
na passagem 5. Imagens coletadas em um aumento 630x.
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Titulo viral ( log 10/UFP/mL)
=N

3

2

1

0
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
—&— BSP4-ncpwt  **#+ Cl-pBSC_IBSP4-ncp#2 ==& ==Cl-pBSC_IBSP4-ncp#3

Fig.4. Curva de replicagdo dos virus recuperados dos clones CI-pBSC_IBSP4-ncp#2 CI-pBSC_IBSP4-ncp#3 e
do virus parental IBSP4-ncp. Células MDBK foram inoculadas com uma multiplicidade de infec¢do de 0,3.
No tempos indicados em horas, os sobrenadantes foram coletados e os titulos virais quantificados por ensaio
de placa e coloragdo de imunoperoxidase. Cada valor representa a média de dois experimentos
independentes.
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Cl-pBSC_IBSP4-ncp#2 Cl-pBSC_IBSP4-ncp#3

IBSP4-ncp Controle negativo

Fig.5. Morfologia de focos dos virus recuperados dos clones CI-pBSC IBSP4-ncp#2 e CI- pPBSC IBSP4-ncp#3
comparadas ao virus parental IBSP4-ncp. Monocamadas de MDBK foram inoculadas com dilui¢des seriadas
de cada virus (10"-107), cobertas com agarose 1%, fixadas 72 horas apds e reveladas pela coloragdo de
imunoperoxidase.
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ABSTRACT.- Arenhart S., Gil L.H.V.G., Flores E.F. & Weiblen R. 2012. [Stable insertion
and expression of the Gaussia luciferase gene on the genome of bovine viral diarrhea
virus]. Inser¢do e expressao estavel do gene da Gaussia luciferase no genoma do virus da
diarreia viral bovina. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Virologia,
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias Rurais
(CCR), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-

mail: eduardofurtadoflores@gmail.com

The use of reverse genetics to manipulate bovine viral diarrhea virus (BVDV) genome
has helped to understand many issues on the viral biology, including virus-host interactions
and persistence. In order to develop studies on the pathogenesis of BVDV, a recombinant
virus expressing the reporter gene Gaussia luciferase (Gluc, 555 base pair) was constructed
out of a non-cytophatic isolate, inserting the Gluc gene between NP and Core genes. To
overcome possible problems concerning the instability of the recombinant viral genome, yeast
homologous recombination in Saccharomyces cerevisae was performed. The recombinant
virus was constructed using the infectious clone IBSP4-ncp in a low-copy vector. In brief, the
vector was digested and the Gluc gene inserted between NP and Core sequences. Along with
the gene, a linker and the sequence for the Foot and Mouth Disease virus protease
(FMDV2AP™) were introduced. Two recombinant clones were obtained expressing Gluc (IC-
pBSC IBSP4-ncpGluc#3 and #4). In vitro transcribed RNA from both clones were
transfected in MDBK cells, resulting in replicative and infectious viruses. The kinetics of
replication, focus size and morphology of the rescued viruses were similar to those of the
parental virus, and were stable during 15 passages in cell culture. Similarly, reporter gene
activity was also stable and constant during 15 passages. The reporter gene used in this study
was correctly processed and most importantly, did not affect the replication ability of the

parental virus. Therefore, these results indicate that it is possible to express genes up to 555bp
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between NP and Core proteins of the IBSP4-ncp virus. This ability, together with the ease of
manipulating this clone, are promising towards the use of this clone in studies of virus

biology and pathogenesis.

INDEX TERMS: BVDV, reverse genetics, heterologous gene, Gaussia luciferase, yeast

homologous recombination.

RESUMO.- O uso da genética reversa para manipulacdo do genoma do virus da diarreia viral
bovina (BVDV) tem auxiliado no entendimento de varios aspectos da biologia do virus,
incluindo as interagcdes com o hospedeiro e indugao de persisténcia. No intuito de desenvolver
estudos sobre a patogenia da infeccdo causada pelo biotipo ndo-citopatico (ncp) do BVDV,
um virus recombinante expressando o gene reporter Gaussia luciferase (Gluc, 555 pares de
base) foi construido, inserindo-se o gene entre os genes das proteinas N”® e Core. Para
superar possiveis problemas relacionados a instabilidade do genoma viral recombinante,
utilizou-se a técnica de recombinagdo homologa em levedura Saccharomyces cerevisae. O
virus recombinante foi construido utilizando o clone infecioso da cepa IBSP4-ncp em um
vetor de baixo nimero de copias. Resumidamente, o vetor foi digerido e o gene Gluc foi
introduzido entre a sequéncia de N”° e Core. Juntamente com o gene introduziu-se uma
sequéncia ligante e a sequéncia do gene da protease do virus da Febre Aftosa (FMDV2AP™),
utilizando os oligonucleotideos planejados. Dois clones recombinantes expressando a Gluc
foram obtidos (CI-pBSC IBSP4-ncpGluc#3 e #4). A transfeccdo do RNA obtido pela
transcricdo desses clones in vitro em células MDBK resultou na replicagdo e producao de
virus infecciosos. Os virus recuperados demonstraram cinética de replicagao, morfologia e
tamanho de placas semelhantes ao virus parental, e foram estadveis apos 15 passagens em

cultivo celular. Da mesma forma, atividade do gene reporter também se manteve estavel e
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constante durante essas passagens. O gene reporter Gluc utilizado no presente trabalho foi
corretamente processado, € mais importante, em nada alterou a cinética de replicacao do virus
IBSP4. Portanto, esses resultados indicam que € possivel expressar de forma estavel genes
com até 555 pb entre as proteinas Npro e Core do BVDV IBSP-4. Essa caracteristica, aliada a
facilidade de manipulagdo do clone, ¢ promissora no sentido do uso desse clone para estudos

de biologia e patogenia da infec¢dao pelo BVDV.

TERMOS DE INDEXACAO: BVDV, genética reversa, gene heterdlogo, Gaussia luciferase,

recombinacdo homoéloga em levedura.

INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) ¢ um importante patogeno de bovinos, que
pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus, juntamente com outras duas espécies virais
de importancia veterindria: o virus da peste suina classica (CSFV) e o virus da doenga da
fronteira (BDV) (Ridpath 2005). O BVDV ¢ um virus envelopado, esférico, entre 40 a 60 nm
de diametro e possui genoma RNA fita simples polaridade positiva com aproximadamente
12,3 Kb. Possui uma regido 5’UTR (regido ndo traduzida), uma tnica fase aberta de leitura
(ORF) que codifica uma poliproteina de aproximadamente 4.000 aminoacidos e uma regiao
3’UTR (Donis 1995, Ridpath 2005). A poliproteina ¢ traduzida via IRES (internal ribossome
entry site) gerando 11 proteinas maduras funcionais: NH,-NP°-C-E™-E1-E2-p7-NS2/3-
NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH. O BVDV pode ser classificado em dois genotipos: 1 e 2
(Kiimmerer & Meyers 2000). Ambos os gendtipos podem ser divididos em dois biotipos:
citopatico (cp) e ndo citopatico (ncp), de acordo com o efeito da replicagdo em cultivo celular.
O biotipo cp ¢ gerado a partir do ncp por delegcdes, duplicagdes, rearranjos genéticos,

insercoes de sequéncias celulares ou até mesmo por mutagdes em ponto que levam a clivagem
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de NS2-3 em NS2 e NS3 (Tautz et al. 1994, Kiimmerer & Meyers 2000, Ridpath 2005).
Isolados ncp representam a grande maioria dos virus na natureza e sao 0s responsaveis por
grande parte das infec¢des agudas e pelas infecgdes persistentes (Bolin & Grooms 2004).
Virus ncp sdo os principais responsaveis pelas perdas econOmicas na pecudria bovina,
causadas em grande parte pela forma reprodutiva da infecgdo. Dentre elas, a infec¢ao fetal
com o virus ncp no primeiro terco gestacional frequentemente resulta no nascimento de
bezerros imunotolerantes e persistentemente infectados (McClurkin et al. 1984). O pool de
virus BVDV ncp que replica nestes animais frequentemente da origem a virus mutantes cp,
que desencadeiam uma sindrome fatal conhecida como Doenca das Mucosas (Tautz et al.
1994).

Com o uso da genética reversa diversos estudos tem sido realizados para o
entendimento da patogenia, interacdo virus/hospedeiro e a persisténcia da infec¢do pelo virus
ncp. A maioria destes estudos tem demonstrado a importancia da proteina NP na inibigdo da
indugdo de interferon tipo I (IFN-I) in vitro, via indug¢do da degradagdo proteossomal do fator
regulatério do IFN (IRF-3) e que isto poderia ser um dos fatores de evasdao viral ligados a
inducdo de persisténcia viral (Gil et al. 2006, Hilton et al. 2006, Meyers et al. 2007, Szymanski
et al. 2009). Assim como também a proteina E™, que parece prevenir a indug¢do de IFN em
células ndo infectadas, por atuar nos RNAs de fita dupla liberados possivelmente pelas células
ja infectadas in vitro e, assim, esse poderia ser um mecanismo para manter o estado de
imunotolerancia em animais persistentemente infectados (Igbal et al. 2004, Meyers et al. 2007,
Magkouras et al. 2008). Apesar de todos estes estudos, ainda existem muitos aspectos nao
entendidos ou até mesmo ainda ndo definidos que necessitam de estudos in vivo. Henningson
et al. (2009) demonstraram que apesar de varios trabalhos apontarem a N” como inibidora da
indu¢do de IFN, foi observado que tanto o virus recombinante deletado na N quanto o virus

original induziram IFN em bovinos jovens, contradizendo trabalhos prévios realizados in vitro.
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Portanto, outros fatores ainda podem estar envolvidos na indug@o de tolerancia e precisam ser
esclarecidos.

No intuito de desenvolver estudos de patogenia da infecgdo persistente, entre outros,
um BVDV recombinante expressando um gene heterdlogo entre os genes N”° e Core foi
construido. Essa estratégia foi descrita por Fan et al. (2008), porém problemas de instabilidade
ocorreram na sua constru¢cdo, em que o virus recuperado deletava parte do gene heterdlogo,
somente sendo recuperado apds o aparecimento de duas mutacdes adaptativas no gene
inserido. Assim, para solucionar problemas de instabilidade de genomas virais construidos em
bactérias, o uso da levedura Saccharomyces cerevisae apresenta-se como uma alternativa,
ainda pouco utilizada, mas que mostrou-se eficaz na constru¢ao de clones infeciosos de alguns
Flavivirus como DENYV tipo 2 (Polo et al. 1997) e DENV tipo 1 (Puri et al. 2000), além da
construgdo de genomas de outros agentes infecciosos ndo virais (Gibson et al. 2008, Benders et
al. 2010).

O uso de genes repérteres ¢ uma técnica amplamente utilizada em manipulagdes
genéticas de Flavivirus, Hepacivirus e também alguns Pestivirus como o virus da Peste Suina
Classica (Jones et al. 2007, Shustov et al. 2007, Suzuki 2008, Marukian et al. 2008, Doceul et
al. 2008, Ruggli et al. 2009), mas ainda pouco utilizada no BVDV (Liang et al. 2009, Fan &
Bird 2011). Constitui-se numa opg¢ao rapida e facil para avaliar a replicagdo de um genoma
viral, uma vez que h4 uma correlacdo da expressdo do gene reporter e a expressdao génica e
replicacdo viral. Além disso, genes reporteres constituem-se em uma ferramenta valiosa para
estudos das funcdes das proteinas virais, estudos de patogenia, validacdo de estratégias de
manipulagdo genética de vetores vacinais competentes, entre outros. Este artigo descreve uma
estratégia estavel, utilizando recombina¢cdo homologa em levedura, para construgdo do virus
da diarreia viral bovina IBSP4-ncp recombinante expressando o gene heterdlogo Gaussia

luciferase entre os genes das proteinas N e Core. Com os resultados obtidos, demonstrou-se
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a praticidade em manipular este genoma de BVDV in vitro e o seu potencial efetivo para uso

em genética reversa de Pestivirus.

MATERIAL E METODOS

Cultivo de células e virus. Células MDBK (Madin Darby bovine kidney), livres de
pestivirus, foram mantidas em meio MEM (Minimal Essential Medium — SIGMA-ALDRICH,
St Louis, MO, USA) suplementado com 10% soro equino, 100 U/mL de penicilina e 10
pg/mL de estreptomicina. A cepa nado-citopatica (ncp) do virus IBSP4 foi obtida do clone
infeccioso pBSC _IBSP4-ncp#2 previamente construido (em preparagdo, Arenhart et al.
2012).

Oligonucleotideos e plasmideos. Os oligonucleotideos para amplificagdo, construcao
do virus recombinante (Quadro 1) e sequenciamento (manuscrito em preparacdo Arenhart et
al. 2012) foram planejados com base na sequéncia da cepa IBSP4-ncp e do clone infeccioso
pBSC NADL HDR. Adicionalmente, os oligonucleotideos foram planejados para que os
amplicons obtidos tivessem além das sequéncias necessarias para a amplificagcdo, as regides
homoélogas (~20-25 nt) para a recombinacdo homologa em levedura. Todos os
oligonucleotideos foram adquiridos da Invitrogen. O plasmideo pBSC IBSP4-ncp#2
contendo o genoma completo da cepa de IBSP4-ncp foi utilizado para a constru¢ao do virus
recombinante expressando o gene reporter da Gaussia luciferase. O gene reporter Gaussia
luciferase foi obtido do plasmideo pGluc-NS(WF10) gentilmente cedido pelo Dr. Daniel R.
Perez (Department of Veterinary Medicine, University of Maryland, USA).

Construcao do virus recombinante IBSP4-ncp expressando o gene reporter Gaussia
luciferase. O virus recombinante IBSP4-ncp expressando o gene Gaussia luciferase (Gluc)
foi construido segundo a estratégia de Fan et al. (2008), que introduziram o gene eGFP2A

entre as proteinas NP° e Core da cepa de BVDV SDI. Para a constru¢gio do virus
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recombinante quimérico, o gene Gluc foi introduzido entre os genes das proteinas N*° e Core
do virus IBSP4-ncp. Todas a manipulacdes do plasmideo pBSC IBSP4-ncp#2, que contém o
clone infecioso do virus IBSP4-ncp, foram realizadas utilizando a técnica de recombinagao
homologa. Dois sitios de restrigdo para a enzima Sacl localizados nas proteinas Npro e NS2
foram utilizados, permitindo a retirada de parte do genoma para a introducao do gene Gluc.
Posteriormente, esse vetor digerido foi ligado por recombinagdo homologa com trés produtos
de PCR. Cada um dos fragmentos continha sequéncias homologas entre suas extremidades e
as extremidades do vetor (Fig.1).

Preparaciio do vetor para a recombinaciio. O plasmideo pBSC IBSP4-ncp#2 foi
digerido retirando parte dos genes das proteinas N”°, NS2-3 e a sequéncia entre eles. Quatro
pg do plasmideo foram digeridas com a enzima Sac/ (NEW ENGLAND BioLabs, Ipswich,
MA, USA) a 37°C durante 3 h, seguido da desfosforilagdo com 5U da enzima CIAP (NEW
ENGLAND BioLabs, Ipswich, MA, USA) por 45 min a 37°C. O produto final foi resolvido
em gel de agarose a 1% com brometo de etideo, e a banda com o tamanho especifico foi
excisada do gel e purificada com o Kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Hilden,
Germany) conforme instrugdes do fabricante.

Reacao de PCR para a construcio do virus recombinante reporter. A construgao
do virus pPBSC_IBSP4-ncpGluc foi realizada por recombinacdo homologa em levedura de trés
produtos de PCR contendo extremidades homologas e o vetor pBSC IBSP4-ncp#2 digerido
com Sacl. O primeiro fragmento (561 pb) foi amplificado com os oligonucleotideos
BVDVgm 5°’UTR_NADL IBSP-4-F e IBSP-4/Npro_linker Gluc-R a partir do plasmideo
pBSC_IBSP4-ncp#2, continha parte da sequéncia parcial da N* e uma sequéncia ligante de
21 nt (linker) N-terminais da proteina Core modificados e otimizados. O segundo fragmento
(632 pb) amplificado a partir do plasmideo pGluc-NS(WF10) com os oligonucleotideos

Linker Gluc-F ¢ FMDV2A GLuc-R. Esse fragmento cont¢ém o gene Gluc (555 pb), a
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sequéncia ligante acima citada e a sequéncia da protease 2A™ do virus FMDV. O terceiro
fragmento (3.614 pb) foi amplificado também a partir do pBSC IBSP4-ncp#2 com os
oligonucleotideos FMDV2A IBSP4/Core-F ¢ BVDV-Osloss—4458R contendo parte da
sequéncia de FMDV2AP e a sequéncia da cepa IBSP4-ncp que compreende desde o gene da
proteina Core até parte do gene da proteina NS2-3 Os oligonucleotideos utilizados para
amplificacao desses fragmentos estdo apresentados no Quadro 1.

Para 50ul de reagao de PCR foi utilizado 1X do tampao KlenTaq-LA polymerase
(Clontech), 1,3% DMSO, 0.4 M betaina (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, USA), 200 uM
de cada ANTP, 1U KlenTaq-LA polymerase (Clontech), 20 pmol dos oligonucleotideos
especificos e aproximadamente 50 ng de cDNA molde. As condigdes de PCR foram: 5 min a
95°C para desnaturacdes iniciais e ativagdao da polimerase, seguidas de 35 ciclos, cada ciclo
composto de 30 seg de desnaturagdo a 95°C, 30 seg de anelamento a 52°C, 1 min de extensao

para cada 1.000 pb a 72°C, e 10 min de extensdo final a 72°C.

Transformacio da levedura e recombinacgio. Os trés fragmentos de PCR contendo os
genes do virus IBSP4-ncp e o gene reporter Gluc, o vetor pPBSC-IBSP4-ncp#2 digerido com a
enzima Sacl foram introduzidos em levedura Saccharomyces cerevisae, cepa RFY206 (MATa
his3A200 leu2-3 lys2A201 ura3-52 trplA::hisG) (Finley & Brent 1994), pela transformacao
com acetato de litio (Sambrook & Russel 2001). Para isto, as leveduras foram amplificadas
em meio liquido YPD (Yeast Peptone Dextrose — 20 g de peptona, 10 g de extrato de
levedura, 20 g de glucose, ddH,O q.s.p. 1 L), a 30°C por 16h. No dia seguinte, meio YPD foi
inoculado com a levedura em uma densidade optica (DO) de 0,1, e posteriormente cultivado a
30°C até uma DO de 0,55. Em seguida, as leveduras foram concentradas por centrifugagao,
lavadas e transformadas. Apos a transformagao, as leveduras foram plaqueadas em placas de

YNB (Yeast Nitrogen Base -6,7 g, Yeast nitrogen base w/o amino acids, w/ ammonium sulfate

— SIGMA-ALDRICH, St Louis, MA, USA, 20 g glucose, 1:10 V/V solugdo de aminoacidos
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10X — Yeast synthetic drop-out medium without tryptophan — SIGMA-ALDRICH, St Louis,
MA, USA) solido na auséncia do aminoacido triptofano (trp) e mantidas a 30°C por até trés
dias.

Extracio de DNA plasmideal da levedura e confirmacgio dos clones. Cinco colonias
positivas para a recombinacdo entre todos os fragmentos de PCR e para vetor foram
cultivadas em 20 mL de meio YNB liquido, na auséncia do trp, por 18-24 h a 30°C. Apés o
periodo de incubacao, as células foram concentradas por centrifugacao, lavadas com ddH20 e
ressuspendidas em 400 uL de tampao SCE (1 M Sorbitol, 100 mM NaAc e 60 mM EDTA).
Em seguida, foram adicionados 4 pL de zimolase (200 mg/mL) e 2 puL de B-mercaptoetanol.
As células foram incubadas por 1 h e depois concentradas por centrifugacdo. A extracao do
DNA plasmideal foi prosseguida com o Kit QIAprep Spin MiniPrep (QIAGEN, Hilden,
Germany), seguindo recomendag¢des do fabricante. A construcao foi previamente confirmada
por PCR com um par de oligonucleotideos especificos para amplificar um produto contendo o
gene introduzido (757F- GGAGAGTAACTGGTAGTGA e 1137R-
GTCACGCAAGAAACTAGAG). As condicdes de PCR foram as mesmas descritas
anteriormente e a identidade do produto foi confirmada por sequenciamento. Posteriormente,
os plasmideos confirmados foram amplificados em levedura e extraidos utilizando-se o Kit
Plasmid Midi (QIAGEN, Hilden, Germany), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Caracterizacgao in vitro dos virus recombinantes construidos. Para a caracterizagao dos
virus construidos, RNA sintetizado in vitro da cada clone foram introduzidos em células
eucaridticas por eletroporacdo. A replicagdo viral foi avaliada por ensaios de
imunofluorescéncia indireta (IFT) e imunoperoxidase (IPX). A expressdao do gene reporter foi
avaliada pela atividade da Gaussia luciferase mesurada em lumindmetro. Todos os virus
recuperados pelo sistema de genética reversa foram amplificados, clarificados por

centrifugacdo e estocados a -80°C, e posteriormente caracterizados quanto as seu perfil
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genético e fenotipico na passagem cinco (p5).

PCR do genoma completo e transcrigao in vitro. A amplificacdo completa do genoma
viral para a transcri¢do in vitro foi realizada em uma reagdo de 50 pL utilizando a enzima
KlenTag-LA (Clontech). A reagdo foi composta de 100 ng de DNA plasmideal de levedura,
1X do tampao KlenTaq-LA (Clontech), 1,3% Dimetil-sulféxido (DMSO), 0,4 M betaina
(SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, USA), 200 uM de cada dNTP, 1U KlenTaq-LA
polymerase e 20 pmol de oligonucleotideos especificos (pBSC-T7-NADL-F e NADL-3"UTR-
R). Esses oligonucleotideos se alinham nas extremidades 5’-UTR e 3’UTR do genoma
NADL, respectivamente. O oligonucleotideo pBSC-T7-NADL-F contém a sequéncia do
promotor para RNA polimerase de bacteriéfago T7, o que permite a transcricdo in vitro do
produto de PCR amplificado por este par de oligonucleotideos. As condi¢des de amplificagdao
foram: 4 min a 95°C para desnaturagao inicial, seguido de 32 ciclos de 1 min de desnaturacao
a 93°C, 1 min de anelamento a 58°C, 13 min de extensdo a 72°C com acréscimos de 10 seg a
cada ciclo e 20 min finais de extensdao a 72°C. O produto de PCR contendo a sequencia
completa do genoma viral possui na regido 5’ terminal a sequencia para o promotor
bacteriofago T7, o qual foi inserido através do oligonucleotideo utilizado para a amplificagao.
Apos purificacdo com fenol- cloroférmio e precipitagdo com etanol a transcrigdo in vitro foi
realizada utilizando-se o kit T7 MEGAscript (Ambion) conforme instru¢des do fabricante.

Transfeccio do RNA viral em células MDBK por eletroporacdao. Para a
eletroporagdo de células MDBK foram utilizados: 20 pg do RNA transcrito in vitro e 8 x 10°
células MDBK suspensas em tampao Cytomix (Ansari et al. 2004). A eletroporagdo foi
realizada em cubetas de 4mm, seguindo as seguintes condi¢des: 900V, 99 mseg, 10 pulsos, 1
seg de intervalo entre os pulsos (eletroporador ECM-830, BTX) (Lin Qu et al. 2001).
Resumidamente, as células foram individualizadas com tripsina 0,02% por 5 min, lavadas

uma vez com meio MEM (sem suplementos e antibidticos), centrifugadas e lavadas
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novamente duas vezes com PBS pH 7,2/DEPC (dietilpirocarbonato) a 4°C e ressuspendidas
em 400 uL Cytomix 1x pH 7,6, 24 uL. de ATP 0,1 M e 60 pL de Glutationa 0,1 M. Apos a
eletroporacao, as células foram mantidas em repouso a temperatura ambiente por 10 min antes
de serem ressuspendidas em meio MEM completo 5% de soro equino e distribuidas em
frascos de cultura de 75 cm”.

Ensaios de imunofluorescéncia indireta e de imunoperoxidase. As células
eletroporadas com o RNA viral foram monitoradas nos dias 1-5 apds eletroporacao, por
imunofluorescéncia indireta, utilizando-se anticorpos monoclonais especificos para BVDV
(Kreutz et al. 2000) e anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC [SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, USA]) diluido 1:100
em PBS pH 7,2. A microscopia de imunofluorescéncia indireta foi realizada utilizando-se o
microscopio Leica DMI 4000B.

Para a deteccdo de antigenos virais por imunofluorescéncia indireta, células MDBK
transfectadas e/ou inoculadas foram cultivadas, fixadas em solugdo acetona 50% (em PBS pH
7,2) por 10 min a - 20°C. Posteriormente, foram incubadas a 37°C por 1 h com os anticorpos
primarios, lavadas trés vezes com PBS pH 7,2 e trés vezes com ddH,O, secadas a temperatura
ambiente. ApoOs incubag¢do a 37°C por 1 h com o anticorpo secundario, as células foram
lavadas, secadas e montadas para leitura com glicerol (50% em PBS) e laminula de vidro.
Para a detec¢do de antigenos virais por imunoperoxidase, células MDBK inoculadas, foram
cultivadas, fixadas em solugao acetona 30% (em PBS pH 7,2) por 13 min a 4°C e secadas ao
ar durante 24 h. As células foram entdo lavadas com PBS-Tween-20 0.25%, incubadas a 37°C
por 60-90 min com anticorpo monoclonal contra BVDV (descrito no item anterior) diluido
1:2 em Tampao de Ligagdao (PBS pH 7,2, NaCl 0,5 M e Tween-20 0.01%). Lavadas com
PBS-Tween-20 0.25%, incubadas com um anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com

peroxidase (1/1000 - SIGMA-ALDRICH, St Louis, MA, USA), lavadas e incubadas por mais
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60-90 min com a Proteina G Rec conjugada com peroxidase (1/500 — Invitrogen). Por fim, as
células foram lavadas e incubadas com substrato para a peroxidase (Tampao de Acetato
50mM, pH 5,0) a 37°C por 30 min. Os focos/placas virais foram visualizadas sob luz branca.

Teste de atividade do gene reporter Gaussia luciferase. A expressao e atividade do
gene reporter foi detectada através do teste de atividade da enzima Gaussia luciferase. Para a
o teste de atividade, células MDBK transfectadas com o RNA transcrito in vitro e as
passagens realizadas com cada clone foram utilizadas. Para o teste foi utilizado o BioLux
Gaussia luciferase Assay Kit (NEW ENGLAND BioLabs, Ipswich, MA, USA).
Resumidamente, utilizou-se 10 uL do sobrenadante de cada amostra, 50 pL. do tampao 1X
BioLux ja acrescido o substrato 100X, conforme instru¢des do fabricante. A atividade da
luciferase foi mensurada usando o luminémetro Mithras LB 940 (Berthold).

Transformacio e extracido do DNA plasmideal de bactérias. Com o objetivo de
obter-se maiores quantias de DNA, os plasmideos construidos e extraidos de levedura foram
utilizados para transformar células Escherichia coli, linhagem DHIO0B (Invitrogen) por
eletroporacao. As condi¢des de eletroporacao para cubetas de 1 mm foram: 2.75 kV, 99 usec,
5 pulsos, intervalo de 1 seg entra cada pulso (eletroporador ECM-830, BTX). As bactérias
foram entdo distribuidas em placas de meio Luria Bertani (LB) sélido contendo cloranfenicol
(20 mg/mL) e incubadas a 37°C durante 18-20 h. Coldnias positivas foram confirmadas por
PCR para a presenca do plasmideo recombinante e posteriormente foram amplificadas em 5
mL de meio LB com cloranfenicol (20 mg / mL) a 37°C sob agitacdo durante 16-20 h. Este
pré-indculo foi inoculado em 500 mL de meio LB com o antibiodtico de selecao e incubado a
37°C 16-20 h. Posteriormente, as células foram concentradas por centrifugacdo e o DNA
plasmideal preparado utilizando-se o Kit Plasmid Midi (QIAGEN, Hilden, Germany),

seguindo as recomendagdes do fabricante.
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Extracio do RNA viral, transcri¢do reversa e PCR. O RNA viral gendmico foi
extraido do sobrenadante das amostras com o kit QIAamp Viral RNA Mini Kit/QIAmp
MiniElute Virus Spin (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com instru¢des do fabricante.
Resumidamente, 200 ul de sobrenadante de células infectadas foram tratados sob condi¢des
de desnaturacdo para inativar RNAses e assegurar o isolamento de RNA viral intacto, em
seguida carreado em coluna de purificacdo. Apos a ligacdo do RNA a membrana de silica-gel,
os contaminantes foram removidos através de duas lavagens por dois tampdes de lavagem
diferentes. O RNA foi eluido da coluna com uma solugdo aquosa livre de RNAses e
armazenado - 80°C. A transcricdo reversa a partir no RNA viral previamente extraido foi
realizada utilizando a enzima Superscript III Reverse Transcriptase 200 U/uL (Invitrogen), os
oligonucleotideos antisenso especificos para cada um dos trés fragmentos e o inibidor de
RNAse - RNAaseOUT 40 U/uL (Invitrogen), segundo o protocolo do fabricante (Invitrogen),
tendo como volume de reacdo 20 uL. As condigdes de PCR foram semelhantes aquelas
descritas anteriormente.

Sequenciamento. As regides recombinadas correspondentes ao gene repdrter das
construgdes pBSC IBSP4-ncpGluc#3 e pBSC IBSP4-ncpGluc#4 foram inicialmente
sequenciadas para confirmacdo. Posteriormente o clone infeccioso parental CI-pBSC 1BSP4-
ncp#2, os plasmideos completos e um virus recuperado (CI-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3) foram
submetidos ao sequenciamento completo do genoma. As reacdes de sequenciamento foram
realizadas com o Kit BigDye terminator 3.1 cycle sequencing (Applied Biosystem) de acordo
com instru¢des do fabricante, posteriormente os produtos desta reacdo foram resolvidos no
sequenciador ABI 3100 Genética Analyzer (Applied Biosystems). As analises das sequencias
foram realizadas com programas do pacote Lasergene® (DNAstar Inc.) e uma sequéncia

consenso de cada amostra foi gerada pelo programa SeqMan II (Lasergene®, DNAstar Inc.).
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Avaliacio da infectividade dos virus construidos e da estabilidade do gene reporter. Para
avaliar a infectividade dos virus obtidos a partir dos clones recombinantes expressando o gene
reporter Gluc, os virus recuperados cada clone foram submetidos a 15 passagens consecutivas
em células MDBK. Nas diferentes passagens, as células foram submetidas a IFI e os
sobrenadantes foram submetidos ao teste de atividade da Gaussia luciferase, para avaliagao
da estabilidade e funcionalidade do gene reporter.

Cinética de replicacio dos virus recombinantes e da atividade da Gaussia
luciferase. Para determinar a eficiéncia de replicagdo dos virus construidos, células MDBK
(confluéncia de 90%) foram inoculadas em duplicata com os virus recuperados (CI-
pBSC _IBSP4-ncpGluc#3 e CI-pBSC_IBSP4-ncpGluc#4) e com o clone infeccioso parental
CI-pBSC _IBSP4-ncp#2 com uma multiplicidade de infec¢do (m.o.i.) de 0,3 em placas de 24
pogos. Apos 1 hora de incubagdo a 37°C, o indculo foi removido € a monocamada de células
foi lavada trés vezes com MEM. MEM contendo 5% de soro equino foi entdao adicionado e as
células foram incubadas a 37°C e 5% de CO; durante 72 h. Em diferentes periodos pos-
inoculagdo a progénie viral foi coletada (0, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56, 64 ¢ 72 h) e congelada a
-80°C. Os seus titulos virais foram posteriormente quantificados por diluicdo seriada em
placas de 24 pogos por ensaio de IPX. O virus CI-pBSC IBSP4-ncp#2 foi utilizado como
controle em todos os ensaios. Para avaliacdo da curva de atividade/expressdo da enzima
Gaussia luciferase foram utilizados os mesmos sobrenadantes colhidos em diferentes periodos
pos-inoculagdo da curva de replicacdo dos virus recombinantes.

Ensaio de formacao de focos virais. Para avaliagdo do tamanho e morfologia de focos
infecciosos dos virus construidos CI-pBSC IBSP4-ncp#2, CI-pBSC _IBSP4-ncp#3 e do virus
parental CI-pBSC IBSP4-ncp#2, células MDBK (confluéncia de 90%) foram infectadas com
dilui¢des seriadas (10" a 107) de cada virus em teste em placas de 6 pocos. Apds 1 h de

adsor¢do a 37°C, o indculo foi removido, e as células foram recobertas com meio MEM
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contendo 1% de agarose ¢ 5% de soro equino, e posteriormente incubadas a 37°C e 5% CO,.
Apos 3 dias, as células foram fixadas com acetona 30% durante 13 min, secadas em
temperatura ambiente por 24 h e submetidas ao ensaio de IPX.

Estabilidade dos plasmideos em células E. coli. Os plasmideos pBSC IBSP4-
ncpGluc#3 e pBSC IBSP4-ncpGluc#4 transformados em células E. coli. DH10B foram
submetidos a reagdo de PCR para amplificagdo completa do genoma e adicdo da sequéncia
para o promotor do bacteriofago T7. Foram entdo purificados com fenol/cloroférmio,
precipitados, transcritos in vitro € o RNA resultante foi transfectado em células MDBK nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. Os virus recuperados foram inoculados em placas
de 6 cavidades semeadas com células MDBK. Foram realizadas cinco passagens consecutivas
de trés dias para avaliacao da infectividade viral revelada pelo ensaio de IFI e para testar a

atividade de enzima Gaussia luciferase a cada passagem viral.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para construir um BVDV recombinante infeccioso, utilizou-se a estratégia de
recombinacdo homoéloga em levedura, utilizando um vetor de transferéncia de baixo nimero
de copias. Dois clones (CI-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3 e CI-pBSC IBSP4-ncpGluc#4) foram
construidos com o gene reporter Gaussia luciferase. Virus obtidos de ambos os clones foram
recuperados e se mantiveram estaveis por 15 passagens consecutivas em cultivo celular.

Construcao dos clones recombinantes expressando o gene Gaussia luciferase.

A Gaussia luciferase ¢ a menor luciferase conhecida (185 aa e 19 KDa), clonada a
partir do Copepode marinho Gaussia princeps, € naturalmente secretada e emite grandes
quantidades de luz, o que facilita a sua detec¢ao (Tannous et al. 2004). Esse gene possui ainda
a vantagem de ser pequeno (555pb), portanto poderia causar uma menor alteracao na estrutura

secundaria do RNA gendmico viral e ser, assim, mais estavel. Outra caracteristica importante
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desta luciferase ¢ a sua estabilidade em cultivo celular depois de secretada, resistente a
variacoes de pH e temperatura, podendo também ser estocada por longos periodos (Tannous
et al. 2004, Roda et al. 2009). O local de inser¢ao do gene foi anteriormente descrito com
sucesso por Fan et al. (2008). Porém, na sua constru¢dao o virus ncp SD-1 deletava parte do
gene inserido (eGFP2A) e somente pode ser recuperado apds o aparecimento de duas
mutacoes adaptativas (A1625G e A1626G) no gene heterdlogo, que foram posteriormente
introduzidas para confirmar sua necessidade na estabilidade estrutural do genoma viral com o
gene inserido. Em nossa estratégia, a constru¢cdo do virus recombinante pBSC IBSP4-
ncpGluc foi realizada no sistema eucarioto de levedura. Para fazer isto, foram necessarios trés
produtos de PCR mais o plasmideo contendo o clone infeccioso IBSP4-ncp (Fig.l).
Primeiramente, o plasmideo pBSC_IBSP4-ncp#2 foi digerido utilizando a enzima Sac/ em
dois sitios de restri¢do nativos para a retirada da sequéncia entre parte de NP e parte da NS2-
3, depois foi recombinado a trés fragmentos de PCR. O primeiro fragmento (555 pb)
reconstruiu a proteina Npro completa, continha parte da sequéncia 5’UTR na extremidade 5’
para a recombinagdo e introduziu a sequéncia ligante na sua por¢do 3’ terminal. Esta
sequéncia foi construida para a clivagem correta do gene reporter entre N”° e Gluc, por a
proteina NP ter sua atividade de autoprotease (protease de cisteina semelhante a papaina) C-
terminal entre seu Ultimo aminoacido cisteina e o primeiro aa da proteina Core, uma serina
(Stark et al. 1993, Riimenapf et al. 1998). A sequéncia ligante consistiu-se de 21 nt com seus
codons modificados e otimizados para recombinagdo, mas com a mesma codificagdo dos sete
primeiros aa da proteina Core. O segundo fragmento (631 pb) continha também a sequéncia
ligante na sua extremidade 5°, todo o gene Gluc (555 pb) e no 3’terminal a sequéncia (51 nt)
da protease 2AP* do virus da Febre Aftosa (FMDV). FMDV2AP® também ¢é uma
autoprotease, porém sua clivagem ¢ N-terminal e atuando em cis, ndo necessitando de

nenhuma sequéncia que ndo a sua propria (Ryan & Drew 1994). Com a agdo destas duas
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autoproteases o gene reporter pode ser eficientemente liberado da poliproteina e
posteriormente secretado das células por uma sinalizacdo préopria. Parte da sequéncia da
protease 2AP° foi também introduzida no fragmento 3, na extremidade 5° para a
recombinacdo. O restante do fragmento 3 (3.614 pb) continha a sequéncia viral de Core até
parte de NS2-3, para reconstru¢do da parte retirada pela digestao do plasmideo.

Depois da recombina¢do em levedura, o inserto foi confirmado por PCR (Fig.2) e
sequenciamento (dados nao mostrados). Em seguida, o DNA plasmideal de trés clones foi
amplificado em levedura, extraido e submetido a uma reacdo de PCR do genoma completo e
adicao da sequéncia para o promotor da RNA polimerase T7. O amplicons foram purificados,
transcritos in vitro € os RNAs obtidos foram transfectados em células MDBK para avaliagao
da infectividade. Ambos foram infectivos como demonstrado por IFI e pela atividade da
Gaussia na passagem zero (p0) (dados ndo mostrados). Os virus recuperados dos dois clones
foram inoculados em células MDBK por 15 passagens consecutivas de trés dias para avalicao
da infectividade viral (Fig.3) e atividade do gene repérter Gluc (Fig.4). Virus dos dois clones
demonstraram sua infectividade demonstrando uma infec¢do de aproximadamente 100%
(Fig.3) das ce¢lulas infectadas e uma atividade constante e estdvel da Gluc nestas mesmas
passagens (Fig.4), com uma aumento da atividade ao redor de 450.000 vezes em relagdo ao
controle negativo (1.500 em média).

Estabilidade dos virus recombinantes expressando o gene reporter Gluc.

Para verificar se o gene repoOrter estaria interferindo na replicagdo dos virus
recuperados dos clones, avaliou-se a cinética de replicagdo, utilizando uma m.o.i. de 0,3
(Fig.5A). Nenhuma alteragdo foi observada na curva de replicagdo. O pico de amplificagdo
ocorreu ao redor de 48 h pods-inoculagdo, depois se manteve num platd de replicacao

caracteristico de virus ncp, assim como para o virus IBSP4-ncp parental.



88

Esses mesmos virus foram utilizados para avaliar a curva de atividade da Gluc
conforme a replicacdo dos clones (Fig.5B). Dezesseis horas pos-inoculagdo, a atividade da
Gluc foi inicialmente observada (ao redor de 15.000) e coincidindo com o primeiro pico de
replicacdo observado na curva de replicagdo. Apos as 16 h, a atividade da Gluc foi crescente e
tem seu pico as 72 h (média de 415.000), ndo correlacionando com o pico viral as 48 h. Isso
se deve provavelmente ao fato da Gluc ser secretada no sobrenadante do cultivo celular,
acumular-se ¢ manter-se estavel. Assim, a cada mensuracdo a sua atividade se mostrava
aumentada. As 72 h pos-inoculagio, a curva de replicagio apresentou uma sensivel
diminui¢do no titulo viral para ambos os clones, interessantemente nessas mesmas amostras a
atividade de Gluc tem um aumento ao redor 100.000 as 64 h (ao redor de 310.000).
Possivelmente isso ocorreu devido ao estresse apresentado pelas células, o que levou a
diminui¢do no titulo viral e ao aumento na atividade de Gluc. Esse aumento da atividade da
Gluc foi observado durante a realizagdo dos experimentos quando as células MDBK
demonstravam sinais de estresse (vacuolizagdo). Porém, isso em nada interferiu na replicagao
dos virus/clones ou na atividade da Gluc nas passagens seguintes.

Depois avaliou-se a morfologia de focos virais dos clones, por ensaio de placa (Fig.6).
A introdugdo do gene repérter Gluc aparentemente ndo interferiu no fenétipo dos focos virais
do virus IBSP4-ncp. Provavelmente, o gene inserido nao alterou significativamente a
estrutura secundaria do genoma viral, mantendo-o estdvel, sem comprometimento da
replicagdo ou do processamento das proteinas. Assim, o uso deste virus como vetor ou
mesmo na constru¢do de virus quiméricos com finalidade vacinal, permitiria com seguranca a
introdu¢do de um gene de até 555 pb entre os genes da N”° e Core. Como caracterizagdo
final, os plasmideos construidos em levedura foram transformados em células E. coli para se
obter uma maior quantidade DNA e verificar sua estabilidade em células procariotas. Os

mesmos dois clones recuperados em levedura foram transcritos in vitro a partir do DNA
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plasmideal extraido de bactérias e transfectados em células MDBK. Depois de recuperados,
os virus foram submetidos a cinco passagens em cultivo celular para avaliagdo da
infectividade viral (Fig.7A) e da atividade de Gluc (Fig.7B). As construgdes dos virus
recombinantes expressando o gene repodrter recuperados a partir do DNA amplificado em
bactéria foram estaveis quando recuperados em E. coli por pelo menos cinco passagens,
replicando eficientemente e mantendo a atividade do gene reporter em niveis semelhantes
aqueles dos virus recuperados em levedura. Conclui-se que as construgdes contendo o gene
reporter sdo estaveis em E. coli, podendo ser amplificadas sem prejuizo neste hospedeiro. O
uso do sistema procarioto permite a obtencdo de grandes quantidades de DNA plasmideal,
com melhor qualidade para manipulagdo, facilitando o uso em grande escala, no caso de
utilizacao do virus como vetor vacinal ou virus vacinal quimérico.

Como demonstrado pelos resultados, ndo houve alteragdes nas caracteristicas
fenotipicas dos dois virus recombinantes. No entanto, o sequenciamento do genoma do virus
IBSP4-ncpGluc#3 revelou mutagdes em nove nucleotideos, porém somente em uma (NS2)
1ss0 ocasionou troca de aminoacidos, mas por outro de mesmo grupo quimico (Serl187Pro).
Todas as outras mutagdes foram silenciosas e distribuidas ao longo do genoma: uma em E2,
duas em NS3, duas em NS4B e trés em NS5A. Nenhuma mutacido foi observada no gene
inserido ou mesmo na sequéncia ligante ou na FMDV2AP®. Possivelmente as mutagdes
ocorreram para adaptacdo estrutural do genoma em termos de estrutura secundaria ao gene
inserido, tornando possivel a estabilidade de ambos (inserto e virus) além do que, nao
interferiram na capacidade replicativa do virus IBSP4-ncp.

Nessa estratégia de construcao, o gene repdrter Gluc apresentava 7 aa N-terminais e
16 aa C-terminais heterologos em sua proteina apos o processamento. Porém, pelos resultados
obtidos, ndo houve alteragdes em seu processamento ou mesmo em sua atividade enzimatica,

da mesma forma que em outras estratégias em que Gluc também apresentava 16 aa C-
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terminais a mais. Assim como taxas de atividade também foram semelhantes a construg¢des
utilizando genomas reporteres do virus da Hepatite C (HCV) (Jones et al. 2007, Dentzer et al.
2009). A proteina viral Core também ganhou também uma prolina N-terminal extra como
resultado da autoclivagem de FMDV2AP® e diferentemente do que foi suspeitado
anteriormente (Fan & Bird 2008, Fan et al. 2008) que poderia causar alguma mudanga na
replicagdo viral, nenhuma alteracdo foi observada em nossos dois virus recombinantes
recuperados. Portanto, concluiu-se que esse virus recombinante pode ser tutil para analises
quantitativas e funcionais do genoma do BVDV. Essas andlises sdo facilitadas pela
mensuragao da atividade da enzima Gluc liberada no sobrenadante celular. No entanto, ainda
¢ desconhecido se o gene inserido altera as propriedades do virus como patogeno. Essa
questao s podera ser respondida por infec¢des experimentais com o virus parental e o virus

reporter.
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Quadro 1. Oligonucleotideos utilizados na construc¢io do virus recombinante IBSP-4ncp
expressando o gene reporter Gaussia luciferase
Oligonucleotideo Sequéncia

CTAAAAATCTCTGCTGTACATGGCACATGGAGTTGATTGCAAATG
AAC
IBSP-4/Npro_linker Gluc-R>* CCATTCCCTCGGCGTTGGTATCACTGCAGCTTGAAACCCATAGGG

BVDVqm 5°'UTR_NADL_IBSP-4-F*

CTGCAGTGATACCAACGCCGAGGGAATGGGAGTCAAAGTTCTGTT

Linker Gluc-F°

TG

FMDV2A_ GLuc-R* GGGCCCAGGGTTGGACTCGACGTCTCCCGCAAGCTTAAGAAG
GTCAAAATTGTCACCACCGGCCCCCT

FMDV2A_IBSP4/Core-F¢ AGACGTCGAGTCCAACCCTGGGCCCTCCGACACAAATGCAGAA
GG

BVDV-Osloss—4458R TGAGGGGCAAGAGTATGCTGACATT

Os oligonucleotideos estdo identificados de acordo com as sequéncias que amplificam e/ou possuem. °F- senso,
polaridade positiva. "R- antisenso, polaridade negativa. “Sequéncia ligante inserida pelos oligonucleotideos
sublinhados. ‘Sequéncia da protease FMDV2AP® inserida pelos oligonucleotideos em negrito.
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Quadro 2. Analise das sequéncias do virus recombinante expressando o gene reporter
Gaussia luciferase comparada com o virus parental IBSP4-ncp

CI-pBSC_IBSP4-ncp#2 CI-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3
Rgeeg;?)(r)nzo Pog%;)ana Nucleotideo Aminoacido Nucleotideo Aminoacido

E2 2221 G Cis AP Cis
NS2 3559 T Ser® C Pro®
NS3 4066 A Gli G° Gli
NS3 6111 A Lis G° Lis
NS4B 7908 T Tir (o Tir
NS4B 8229 T Glu (o Glu
NS5A 8982 T Tre (o Tre
NS5A 8988 G Lis AP Lis
NS5A 9582 C Tre T® Tre

? Posicdo na open reading frame em nucleotideos, com base no genoma do virus IBSP4-ncp.
® Mutacdo silenciosa.
¢ Aminoacidos de mesmos grupos quimicos.
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A 5UTR
Npro
X Produtos da PCR
an
*
* = [
* *
pBSC_IBSP4-ncp digerido
B n n
Ner© Gluc B E1 E2  p7 NS4A NS4B NSS5A NS5A

Al

21nt N-term C FMDV 2Ar©
de IBSP-4

SSC/SDTNAEG - Gluc — NFDLLKLAGDVESNPG/P - SDT

Fig.1. Representagdo esquematica da estratégia de constru¢do do virus recombinante IBSP-4ncp expressando o
gene reporter Gaussia luciferase. (A) Recombinagdo homoéloga em levedura entre trés produtos da PCR e o
vetor pBSC_IBSP-4ncp digerido pela enzima Sacl. Os produtos da PCR estdo representados com a indicacio
das sequéncias que os mesmos contém. (B) Organiza¢do do genoma quimérico do virus IBSP-4ncpGluc.
*Sequéncias homologas para a recombinagao.
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1Kb

0,5Kb

Fig.2. Avaliacdo da estabilidade dos virus recombinantes CI-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3 e CI-pBSC_IBSP4-
ncpGluc#4 em diferentes passagens. Resultado da transcricdo reversa seguida pela reagdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) utilizando os oligonucleotideos 757F e 1137R. As colunas de 1, 3 e 5 correspondem
ao CI-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3. As colunas 2, 4 ¢ 6 ao pBSC IBSP4-ncpGluc#4. A coluna 7 ao CI-
pBSC _IBSP4-ncp#2 e a coluna 8 corresponde ao controle negativo de células nao infectadas. M corresponde
ao marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (NEW ENGLAND BioLabs).
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Cl-pBSC_IBSP4-ncp#2 Células MDBK

Cl-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3 CIl-pBSC_IBSP4-ncpGluc#4

p1 -

pS - -
" o
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Fig.3. Infectividade viral dos virus recombinantes por imunofluorescéncia indireta (IFI) em células MDBK
inoculadas com o clone CI-pBSC IBSP4-ncp#2 e os clones construidos CI-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3 e CI-
pBSC _IBSP4-ncpGluc#4 em diferentes passagens. As passagens sdo indicadas pela letra p seguida pelo
numero correspondente. Imagens coletadas em um aumento 630x.
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Fig.4. Atividade do gene reporter Gaussia luciferase no sobrenadante de células MDBK inoculadas com os
clones recombinantes construidos em diferentes passagens (pl, p5, p10 e p15). A atividade da luciferase esta
representada no aumento do numero de vezes da expressdo em relagdo ao controle negativo (sobrenadante de

células MDBK ndo inoculadas). Cada valor representa a média de dois experimentos independentes.
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Fig.5. Grafico A, curva de replicacdo dos virus construidos CI-pBSC_IBSP4-ncpGluc#3 CI-pBSC_IBSP4-
ncpGluc#4 e do clone infeccioso parental CI-pBSC _IBSP4-ncp#2. Células MDBK foram inoculadas com
uma multiplicidade de infec¢ao de 0,03UFP/mL. Nos tempos indicados, os sobrenadantes foram coletados e
os titulos virais quantificados por ensaio de placa e coloracdo de imunoperoxidase. Grafico B, curva da
atividade do gene reporter Gaussia luciferase no sobrenadante de células MDBK inoculadas com os clones
recombinantes construidos (mesmas amostras do grafico A). Nos tempos indicados, os sobrenadantes foram
coletados e a atividade da enzima mensurada em lumindmetro. A atividade da luciferase esta representada no
aumento do nimeros de vezes da expressdo em relagdo ao controle negativo (sobrenadante de células MDBK
ndo inoculadas). Cada valor representa a média de dois experimentos independentes.
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Fig.6. Morfologia de focos dos virus recombinantes construidos avaliados na passagem 5 (p5). (A) Controle
negativo (células MDBK nio inoculadas). (B) Controle positivo (células MDBK inoculadas com o virus
parental IBSP4-ncp). (C e D) Células MDBK inoculadas com os clones CI-pBSC _IBSP4-ncpGluc#3 e CI-
pBSC _IBSP4-ncpGluc#4, respectivamente. Monocamadas de MDBK foram inoculadas com dilui¢des

seriadas de cada virus (107-107), cobertas com agarose 1%, fixadas 72 horas depois e reveladas pela
coloracdo de imunoperoxidase.
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Fig.7. Estabilidade dos virus recombinantes recuperados a partir do DNA plasmideal extraido de E. coli. (A)
Atividade do gene reporter Gaussia luciferase no sobrenadante de células MDBK inoculadas com os clones
recombinantes em diferentes passagens (pl e p5). A atividade da luciferase estd representada no aumento do
numero de vezes da expressdo em relacdo ao controle negativo (sobrenadante de células MDBK ndo inoculadas).
Cada valor representa a média de dois experimentos independentes. (B) Infectividade viral dos clones inoculados
em células MDBK e avaliados por imunofluorescéncia. (A) Controle positivo, células inoculadas com o virus
parental IBSP4-ncp. (B) Controle negativo, células MDBK ndo infectadas. (C e D) Clones infeciosos CI-
pBSC _IBSP4-ncpGluc#3 e CI-pBSC _IBSP4-ncpGluc#4, respectivamente, na p5. Imagens coletadas em um
aumento de 630x.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho descreve a construgdo e caracterizacado de um clone infeccioso do
virus da diarreia viral bovina (BVDV) a partir de uma cepa brasileira (IBSP4) biotipo ndo-
citopatico (ncp). Esse clone (CI-pBSC _IBSP4-ncp) foi primeiro clone infeccioso de BVDV
construido pela técnica de recombinagdo homologa em levedura. O virus recuperado a partir
do clone infeccioso construido manteve as caracteristicas fenotipicas similares ao virus
parental, mesmo contendo sua regides nao traduzidas 5’e 3’(UTR) quiméricas. Os resultados
obtidos também demonstram o alto grau de conservagao entre as UTRs dos BVDVs, mesmo
de subgendtipos diferentes; aparentemente nem a tradugdo e nem a replicagdo foram afetadas.

Clones infecciosos sdao ferramentas poderosas para estudos do agente e suas interagdes
com o hospedeiro. Os estudos realizados com clones infecciosos sdo feitos a partir da
manipulagdo direta do seu DNA, os quais para isso devem permitir tal manipulagdo. Essa
capacidade do uso do CI-pBSC IBSP4-ncp como ferramenta foi demonstrada pela insercao
de um gene heterdlogo Gaussia luciferase (Gluc) entre seus genes NP e Core (CI-
pBSC _IBSP4-ncpGluc). A inser¢do do gene Gluc ndo interferiu nas caracteristicas fenotipicas
do virus IBSP4. Além disso o gene repdrter foi corretamente expresso e processado como
indicado pela atividade da Gluc no sobrenadante do cultivo celular. Esse virus recombinante
contendo o gene repdrter também demonstra a capacidade do virus IBSP4 na sua utilizagao
como vetor viral estavel de um gene com até 555pb. Isso podera ser muito util na construgao
de virus quiméricos vacinais e também na constru¢ao de virus para vacinas diferenciais.

Todos esses resultados foram avaliados in vitro. Resta saber se caracteristicas
parentais serdo mantidas in vivo. A genética reversa ja permitiu a elucidacdo de diversos
aspectos da biologia do BVDV e de sua interagdes com o hospedeiro, no entanto uma gama
de aplicagdes tanto no ambito de estudos da patogenia viral quanto desenvolvimento de

vacinas seguras e eficazes ainda sdo necessarias.
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