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A febre aftosa é uma doencga altamente infecciosa dos animais
artiodactilos, mantendo-se como um dos maiores problemas para a sadde do
gado em muitos paises desenvolvidos e constituindo uma ameaca continua para
os paises livres da doenca. O agente etioldgico desta doenga, o virus da febre
aftosa (VFA), pertence ao género Aphthovirus da familia Picornaviridae.

Vacinas convencionais do VFA consistindo do virus total inativado, tem
sido instrumento no controle da doenga em muitas partes do mundo. Com o
advento da tecnologia do DNA recombinante, tem surgido um grande interesse
na producdo de vacinas sintéticas. Estas novas vacinas irdo eliminar os riscos
associados com o isolamento de grandes quantidades de virus infecciosos e
impedir a producéo de vacinas inativadas inapropriadamente (BARTELING &
VREESWIIK, 1991). Recentemente, tem sido desenvolvido uma nova geracao
de vacinas baseadas em virus (re)construidos. O extensivo conhecimento do
VFA a nivel molecular e a facilidade de manipulacdao do DNA recombinante,
tem levado a producdo de clones de cDNA infecciosos do tipo O1 (ZIBERT et
al., 1990) e do tipo A12 (RIEDER et al., 1993), facilitando o desenvolvimento
racional de vacinas virais vivas atenuadas. Baseado nestas informagdes,
variantes genéticas do VFA sorotipo Al12 deletadas da regido codificadora dos
aminodcidos RGD (McKENNA et al., 1995), os quais tem sido implicados no
mecanismo de reconhecimento celular, tem sido produzidas. Estes virus
demonstraram ser incapazes de crescerem nas células normais e nio foram
capazes de causar doenca nos animais. |

Neste trabalho nés descrevemos a constru¢ao do virus quimérico A24
Cruzeiro e a producdo de uma variante genética deletada da regido
codificadora dos aminoacidos RGD (RGD-). Um experimento realizado em

suinos para testar a inocuidade deste virus, demonstrou que o virus A24 RGD-



ndo foi capaz de ser transmitido para os animais ndo inoculados, embora uma
replicagdo limitada, mas detectdvel, foi observada nos suinos inoculados. Os
resultados deste experimento nos sugere que este virus pode ser utilizado como
uma fonte segura de antigenos na producdo de vacinas virais inativadas
quimicamente.

Tentativas na producdo de vacinas atenuadas para o VFA tem falhado,
devido a reversdo da sua viruléncia (BARTELING & VREESWIJK, 1991).
Variantes do VFA contendo a delecdo da regido codificadora da proteinase
lider (A12-LLV2; PICCONE et al, 1995) tem sido produzidas. Este tipo de
de vacina ndo tem a capacidade de reverter e mostrou ser avirulenta em
bovinos e suinos. Virus atenuados dos sorotipos A24 Cruzeiro e O1 Campos
também sido produzidos pela dele¢do da regido codificadora da proteinase
lider (LL). O virus LLA24 causou doenca em animais inoculados, mas ele
nao foi transmitido para os animais ndo inoculados. O virus LLO1 néo foi
capaz de causar doengca quando inoculado em um bovino, mas suinos
inoculados mostraram vesiculas pequenas e o virus foi transmitido para um
dos animais nao inoculados. Ambos os virus LL mostraram ser mais
virulentos do que o A12-LLV2, sugerindo que os seus capsideos sdo mais
virulentos do que os capideos A12, resultando em cepas que retém a habilidade
para causar doenca. Consequentemente, a baixa viruléncia demonstrada por
estes virus LL, ndo permite que os mesmos sejam utilizados na produgio de
vacinas.

Com o intuito de se produzir uma cepa mais atenuada, nés alteramos as
caracteristicas de ligacdo do virus LLO1, modificando a seqiiéncia RGD para
KGE e adicionando um residuo de carga positiva no capsideo, o qual permite a

ligacdo ao receptor nao natural heparan sulfato (HS). Este virus foi capaz de



crescer em células normais, utilizando o receptor HS, demonstrou ser
avirulento em suinos, mas ndo foi capaz de replicar nos animais o suficiente
para produzir uma resposta imune adequada. Isto nos sugere que a atenuagio
do virus pela delegdo da regido codificadora da proteinase lider, pela alteracio
da seqiiéncia RGD por KGE e pela adicdo do sitio de ligagéo ao HS,
redirecionam o virus para tipos celulares alternativos, produzindo virus que
sdo ineficientes na produgdo in vivo de antigenos, capazes de estimularem

uma resposta imune suficiente.
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1.1 " INTRODUCAO GERAL

A febre aftosa (FA) é uma doen¢a viral com um grande impacto
econdmico sobre a bovinocultura em alguns paises da América do Sul, tais
como Brasil, Colémbia, Venezuela, Equador, Bolivia e Perd. Além dos
prejuizos diretos ocasionados aos animais afetados (diminui¢éo de peso, menor
producdo de leite), sdo importantes as perdas indiretas devido as restri¢des
impostas no exterior pelos mercados livres da doenca.

Nos paises onde a febre aftosa é endémica, extensivos programas de
vacinagdo sdo desenvolvidos anualmente na tentativa de controlar tal doenca.
Atualmente as vacinas contra a febre aftosa sido feitas utilizando o virus
inativado. Neste processo, virus altamente patogénicos sao multiplicados em
células BHK em cultura (BACHRACH, 1977) e posteriormente inativados
com agentes quimicos como etilenimina bindria (BEI) (BAHNEMANN,

1990). Este tratamento mantém a atividade original de fixacdo de
complemento das particulas virais, mas estas sao indcuas as células em cultura
ou a animais in vivo (BACHRACH et al, 1975). Como estas vacinas sao
produzidas a partir de virus naturais e portanto patogénicos, existe a
possibilidade de que a inativagdo das particulas virais ndo seja total. A
vacinacdo assim implica na perpetuacdo da doenga pela liberacdo de virus
altamente patogénicos ao campo.

Nos dltimos anos, a vacinagio com as vacinas tradicionais tem sido parte
de um controle estratégico que tem sido particularmente efetivo no oeste da
Europa e algumas partes da América do Sul. A recente erradicacdo da febre

aftosa do Uruguai e do Estado do Rio Grande do Sul tem aumentado o desejo



de outros Estados no Brasil de se tornarem livres da doenca aftosa,
permitindo-lhes o acesso ao mercado internacional.

Apesar da implementacdo da politica de vacinacdo contra a febre aftosa
e de dados otimistas para a sua erradicagdo, a doenga ainda ocorre em muitas
areas do Brasil. Em 1993, por eXemplo, 170 milhdes de doses de vacinas
trivalentes foram administradas em toda nacdo. Durante o mesmo ano, 2090
focos da doenca foram reportados, dos quais 249 foram reportados no estado
de Minas Gerais. O virus tipo A foi o mais prevalente, seguido pelos tipos O e
C. Apesar da eficdcia desta vacina, a doenca persiste na maior parte do pais e
em 4reas onde nenhum foco da doenga clinica for1 citada, é possivel que o virus
esteja circulando em um nivel subclinico, através de animais vacinados que se
tornaram infectados e que podem estar servindo como carreadores (SALT,
1993).

O objetivo deste trabalho é produzir cepas vacinais do virus da febre
aftosa para a produc¢do de vacinas que sejam tao efetivas como as atuais, mas
que possam ser produzidas pelas indudstrias produtoras de vacinas, sem 0s
riscos de liberagdo durante sua produgdo e também sem os riscos de

propagacdo de virus patogénicos por animais vacinados.

1.2 CARACTERISTICAS GERAIS DOS PICORNAVIRUS

Os picornavirus incluem os virus com genoma RNA, poliédricos e sem
invélucro, que se caracterizam por serem importantes patégenos para O

homem e numerosos animais de interesse econdémico.



A familia Picornaviridae € dividida em quatro géneros: enterovirus,
rinovirus, cardiovirus e aftovirus (COOPER et al., 1978; MATTHEWS, 1982)
(Tabela 1).

Eles podem ser distinguidos por suas propriedades fisico-quimicas e
sorolégicas como também, por suas caracteristicas préprias de infeccao em
hospedeiros susceptiveis. Cada gé€nero por sua vez, é subdividido em tipos e
subtipos, mediante a caracterizagdo de seus antigenos de superficie (COOPER
et al., 1978; SANGAR, 1979).

As propriedades gerais dos picornavirus podem ser resumidas nos
seguintes pontos:

1- Os capsideos virais sdo compostos por 60 cépias de cada uma das
proteinas virais: VP1, VP2, VP3 e VP4. Estas proteinas possuem uma
estrutura tridimensional que se encontra muito conservada entre todos os
membros da familia (ACHARYA et al., 1989).

2- O genoma consiste de uma dnica molécula de RNA, fita simples, que
atua como mensageiro tanto in vivo como in vitro (BELSHAM, 1993).

3- A tradugdao do RNA viral d4 como produto uma poliproteina que
corresponde a maior parte da capacidade codificadora do RNA. Seu
processamento, ocorre em varias etapas, dando lugar as proteinas estruturais e
nao estruturais do virus (STREBEL & BECK, 1986; VAKHARIA et al., 1987,
RYAN et al.,, 1989).

4- A réplicagéio do gerioma viral inclui a sintese de uma cadeia de RNA
(fita negativa) complementar ao RNA gendmico. Isto se dad através da
formagdo de um intermedidrio replicativo que pode ser isolado de células
infectadas. O complexo de replicacdo estd associado & membrana celular e

inclui uma polimerase viral e, o RNA que ¢ utilizado como molde



Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas da familia Picornaviridae

Densidade de  Densidade de  Coeficiente
flutuacio flutuagao de
Estabilidade (CsCl) (CsCl) sedimentacdo
Género em pH Virion Capsideo (S)
Enterovirus estavel de 3-9 1,34 1,30 156
(Poliovirus)
Cardiovirus  estdvel de 3-9 1,34 1,30 156
(EMCV)a
Rinovirus sensivelem 6 1,39 - 1,42 1,29 148
(RVH)P
Aftovirus sensivel em 7 1,43 - 1,45 1,30 142 - 146
(VFA)

Referéncias: NEWMAN et al

a encefalomiocardites

o

rinovirus humano

., 1973; RUECKERT & WIMMER, 1984.
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(FLANEGAN & BALTIMORE, 1977; SEMLER et al.,, 1981; GRUBMAN et
al., 1984a).

1.3 A FEBRE AFTOSA (FA)
1.3.1 O Virus da febre aftosa (VFA) e a doenca prozida por ele

O virus da febre aftosa, pertencente ao género Aphthovirus, da familia
Picornaviridae (RUECKERT, 1996), € o agente causador da febre aftosa,
doenca que afeta principalmente o rebanho suino, bovino, ovino e caprino e
eventualmente animais selvagens como antilopes, veados e elefantes
(RAHMAN et al., 1988). Infec¢Oes experimentais podem ser feitas ainda em
camundongos e cobaias.

A febre aftosa é responsavel por grandes perdas econdmicas na pecuéria
devido a seu carater infeccioso e epidémico, sendo que as perdas econdmicas
diretas na produtividade chegam a 25%. A interferéncia desta doenga no
mercado situa-se principalmente na diminuicdo da producao de leite e carne,
bem como nas restricdes a comercializacdo de animais e subprodutos tanto a
nivel nacional como internacional, incluindo a ndo exportacdo de qualquer
produto de origem animal para paises onde a doenca estd controlada ou
completamehte erradicada. |

A transmissdo do virus € feita principalmente por meio de animais
infectados, especialmente durante a fase febril da doenga, através da saliva,
fezes, urina, leite e pelo vento, desde que hajam condi¢des ideais de

temperatura e umidade.



O virus mantém-se estdvel nos produtos animais, sendo que este
sobrevive por anos apos o congelamento da carne (o congelamento impede a
formacdo de 4cido latico, que inativa o virus), em alimentos defumados ( em
nédulos linféticos, fragmentos de ossos € codgulos de sangue), em manteiga e
em leite em po.

Esta doenca se caracteriza por causar depressdo, febre e formacio de
lesdes vesiculares e subseqiiente erup¢do do epitélio bucal, nasal, pés, Uberes e
pilares ruminantes (BACHRACH, 1968; BROOKSBY, 1982; citados em
DELLA PORTA, 1983). A infeccao em animais jovens pode afetar o
miocdrdio e em alguns casos, pode provocar sua morte (BACHRACH, 1968).
A presenca de vesiculas na boca dificulta a ingestdo de alimentos e as lesGes
nas patas dificulta o caminhar do animal, sendo frequentes também, os abortos
em animais durante a gestacdo. Posteriormente, o nivel de anticorpos
neutralizantes em circulacio se eleva, o virus desaparece da corrente sangiiinea
mas ndo necessariamente dos tecidos.

Ap6s a fase aguda, os animais podem converter-se em portadores do
virus da FA, espalhando virus pelas secrecdes esdfago-faringeanas por um
longo periodo. Sao vérias as espécies de animais descritas como portadores do
virus (CALLIS, 1984), sendo que os casos mais estudados se referem a
bovinos que desenvolveram a doenga, inclusive com altos niveis de anticorpos
neutralizantes (VAN BEKKUM et al., 1959; SUTMOLLER & GAGGERO,
1965). Tem-se documentado a presenga do virus até 3 anos e meio em
bovinos (HARGREAVES, 1994). Estudos com biifalos, principalmente o
bufalo africano, tem mostrado que esta espécie é susceptivel a FA e que o
virus pode persistir por longos periodos (DAWE et al., 1994). No Brasil, a
infeccado persistente da FA foi demonstrada no bifalo indiano (SAMARA &

11



PINTO, 1983). A duragdo do estado portador varia em diferentes situagdes e
parece depender do tipo viral causador da infec¢ao (SADIR et al., 1988).
Foram detectadas variacdes na seqiiéncia nucleotidica do RNA viral em
animais infectados persistentemente com o virus C3 da febre aftosa, que
correlacionam cofn mudangas de antigenicidade detectdveis por anticorpos
monoclonais (GEBAUER et al., 1988). De acordo com estas observagdes,
pode-se considerar que o gado bovino com infecgdes persistentes nao sé
constitui um reservatdrio natural importante para o virus como também € uma
fonte potencial de novas variantes antigénicas capaz de produzir um novo
surto agudo da doenga (HEDGER, 1968; GEBAUER et al., 1988). Um
trabalho recente com o virus tipo O da FA, foi mostrado que a estabilidade
antigénica deste virus coletada durante o estado carreador, sugere que a
variacdo antigénica facilitada pela pressao da resposta imune do hospedeiro
ndo € critica para o estabelecimento ou manutenc¢do de uma infecgdo

persistente com o VFA (SALT et al., 1996).

1.3.2 Distribuicdo geogrifica e medidas de controle da febre aftosa

A febre aftosa representa uma enfermidade de ampla distribuicdo
geogréfica, sendo enzodtica em quase todos os continentes. Na Tabela 2 pode-
se observar os sorotipos predominantes em diferentes lugares do mundo.

A distribuicdo geogréfica da FA na América do Sul estd vinculada com
as formas de produg¢do do rebanho. A existéncia de centros de consumo
dentro e/ou fora do pais influencia na regionalizacao da producdo pecudria em

geral, assim como no fluxo de movimentacio dos animais até os centros de

12



Tabela 2: Distribui¢do geografica dos tipos e subtipos do VFA

Distribui¢do dos

Sorotipos N° de subtipos SOrotipos
A 31 Africa, Europa
Ocidental e Oriental,
Médio Oriente, Asia e
Ameérica do Sul
O 10 Africa, Europa
Ocidental e Oriental,
Médio Oriente, Asia e
América do Sul
C 5 Africa, Europa, Médio
Oriente, Asia e América
do Sul
SAT 1 7 Africa e Médio Oriente
SAT 2 3 Africa
SAT 3 4 Africa
ASIA 1 3 Asia e Médio Oriente

Referéncia: "Organanizacién Panamericana de La Salud"”, 1996
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comercializacdo, processamento e consumo (ORG. PAN. DE LA SALUD.,
1996).

Em alguns paises da América Central, nunca foi detectada a doenca.
Em outros, no entanto, tem-se controlado a doenga gragas a combinagdo de
vacinas e medidas sanitdrias apropriadas, incluindo o sacrificio dos animais
doentes. Entretanto, esta dltima medida somente € possivel quando se
consegue reduzir a incidéncia a tal ponto que o sacrificio dos animais é
economicamente viavel (como exemplo, pode-se citar os Estados Unidos,
Canada e Chile) (ORG. PAN. DE LA SALUD., 1996).

Em paises como o Brasil onde a doenca € end€mica, o controle se
realiza mediante a imunizacgio preventiva de todo o gado e o acompanhamento
epidemiolégico de qualquer foco da enfermidade. Geralmente, existem focos
de infeccdo em dreas de criagdo extensiva com alta porcentagem de animais
portadores. Quando se produz uma ruptura da imunidade nestas zonas, 0s
animais sdo mantidos em quarentena e se vacina sistematicamente todos os

animais susceptiveis que circundam a drea (ORG. PAN. DE LA SALUD.,
1996).

1.4 O VIRUS DA FEBRE AFTOSA

1.4.1 Estrutura e composigio dos virions do VFA

A particula viral consiste de um capsideo vazio de 30 nm de didmetro,
que aloja no seu interior o genoma viral, constituido por uma cadeia simples
de RNA de polaridade (+) (RUECKERT, 1996). Na Tabela 3, se resumem as

caracteristicas gerais do virion e seus constituintes.
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O capsideo viral estd formado por 60 cdpias de cada uma das proteinas
VP1, VP2, VP3 e VP4 mais uma ou duas cOpias de VPO, o precursor nio
clivado de VP2 e VP4 (RUECKERT, 1996; Figura 1). O virion possui uma
estrutura icosaédrica de simetria 5:3:2. Cada face do icosaedro estd formado
por cinco trimeros de VP1, VP2 e VP3 (TALBOT et al., 1972, 1973). Tanto
VP1, VP2 e VP3 se encontram parcialmente expostas na superficie viral,
enquanto VP4, se localiza internamente em relacdo ao RNA viral e se encontra
unido no seu extremo terminal com o dcido miristilico (BOOTHROYD et al,
1982; CHOW, 1987).

A proteina VP1 tem sido foco de grande atencdo em numerosos
trabalhos, pelo fato de conter os determinantes antigénicos mais importantes
da superficie viral (LAPORTE et al., 1973; MELOEN et al., 1986; BAXT et
al., 1989) e o sitio de reconhecimento do receptor celular (FOX et al., 1989;
ACHARYA et al., 1989; LOGAN et al., 1993).

ACHARYA et al. (1989), LEA et al. (1994) e CURRY et al., 1996
determinaram a estrutura tridimensional do capsideo do VFA tipo A, O e C,
por difracao de raios X do virion cristalizado. A partir destes estudos se
deduziram que VP1l, VP2 e VP3, embora tenham seqiiéncias diferentes,
adotam uma configuracdo espacial similar, denominada "barril 8". Esta
estrutura € determinada pelo pregueamento de 8 cadeias B, conectadas entre si
por al¢as que sobressaem na superficie. As paredes do "barril" formam quatro
cadeias B antiparalelas (CHEF na face posterior ¢ GDIB na face anterior),
estabilizadas por ligacdes de pontes de hidrogénio. O extremo COO- terminal
se projeta sobre a superficie aproximando-se da alga GH (zona de 140-160), o

que poderia explicar a relacdo antigénica observada entre estes dois sitios.
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Tabela 3: Propriedades gerais do virus da febre aftosa

Forma
Diametro (hidratado)
Simetria (raios X)
N° de capsdmeros
Densidade de flutuagdo
Peso molecular do RNA
Peso molecular do virion
% RNA
% Proteinas
PM das proteinas estruturais:
VP1
VP2
VP3
VP4
Tipos soroldgicos
Subtipos

Cepas imunogénicas

esferoidal

30 nm

5:3:2 (icosaédrica)

32

1,43 g/cm3
2,93 x 106 Da
9,43 x 100 Da
31,6

68,4

23.267
24.669
24.323
8.480
7

67

centenas
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Uma diferenca importante com respeito a outros membros da familia, é
qué para o VFA, a seqiiéncia de reconhecimento do receptor celular nio se
encontra em depressdes profundas como descrito para os poliovirus e
rinovirus (ROSSMAN et al., 1985; HOGLE et al., 1985; ROSSMAN, 1989).
A alca GH € altamente desordenada e muito flexivel. Isto determina que pode
adotar um grande nimero de conformacdes distintas, protegendo deste modo
uma pequena regido constante que corresponde ao sitio de unifo ao receptor

(ACHARYA et al., 1989; PARRY et al., 1990; LOGAN et al., 1993).

1.4.2 Estrutura e organizacdo do genoma do virus da febre aftosa

O genoma do VFA € constituido por uma molécula de RNA
monocatendrio de 2,93 x 106 Da, que corresponde a 8.450 pb (RUECKERT,
1996). A extremidade 3' se encontra poliadenilada e a extremidade 5'
apresenta uma pequena proteina ligada covalentemente denominada VPg
(Figura 1).

Uma particularidade no genoma de aftovirus e de mengovirus, € que
para cada 400 a 500 nucleotideos da extremidade 5' ndo codificadora, existe
um segmento de citidinas, poli(C) (Figura 1), cujo tamanho varia de 100-170
nucleotideos (HARRIS & BROWN, 1976; ROWLANDS et al., 1978). O RNA
viral apresenta uma tnica fase de leitura aberta que codifica para uma
poliproteina cuja massa molecular € de 258,9 kd. Existem dois cdédons de
iniciacdo AUG na mesma fase de leitura, sendo que o primeiro deles € o nono
ou o décimo cédon apds a extremidade 3' do poli(C), localizado a uns 1.200

nucleotideos da extremidade 5' (CLARKE et al., 1985; SANGAR et al., 1987).
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Figura 1: Representacdo esquemdtica do genoma do VFA mostrando a
maturacio proteolitica e constru¢do do capsideo

poli(C) poli(A)
s l : L l
. .4 estrutura
VPg bioquimica
S'UTR 3UTR
::::_—'.?E:s:{ oRF =  estrutura
genética
[ L] P1/2A [ P2 [ P3 | peptideos
primarios
VP4 2A 3B .
I L [ ! VP2 I vP3 ] VP “ 2Bl 2c |3A| ] ac I a I peptideos
maduros
T N AN A AN A » _
LD 3 3C 3C 2A3C 3C 3C3C  3C sitios de proteinases
dobramento de
P1/2A .
— segmentos nao
codificadores
D segmentos codificadores
clivagem final e de proteinas
VPO | VP3 organizagao
protémero \ 'I
capsideo
Abreviaturas:

- Elementos bioquimicos: VPg, proteina ligada ao genoma; S, fragmento
curto; poli (C), cauda longa de citidinas; L, fragmento longo; poli (A),
cauda longa de acido adenilico.

- Elementos genéticos: UTR, regido ndo traduzivel; IRES, sitio de ligacao
interna do ribossomo; ORF, rede de leitura aberta.

- Peptideos primérios: L, P1/2A, P2, P3.

- Peptideos maduros: L, VP4, VP2, VP3, VP1, 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3D.

- Sitios de proteinases: L, 3C, 2A, e desconhecido (D).



A regido 5' ndo codificadora de proteinas tem sido muito estudada nos
picornavirus sobretudo por sua importdncia atribuida ao término da
viruléncia, atenuacdo e provavelmente a sua participag¢do no inicio da sintese
proteica viral. Em poliovirus foi observado que mudancas introduzidas na
posicdo 472-480 do genoma, podem alterar a eficiencia da traducdo do RNA
in vitro (SVITKIN et al., 1985, 1988), como também modificar seu padrdo de
viruléncia in vivo (ALMOND,1987). A mudanga de uma sé base (C por U)
na posi¢do 472 foi suficiente para aumentar a neuroviruléncia da cepa
atenuada Sabin (poliovirus tipo 3) (EVANS et al., 1985).

O poli(C) gendmico apresenta um tamanho homogéneo dentro de um
mesmo isolado viral, porém difere significantemente entre diferentes
sorotipos, subtipos e inclusive entre diferentes cepas (BLACK et al., 1979).
Métodos bioquimicos cldssicos tem 1identificado regides longas de poli(C)
como caracteristicas distintas dos genomas dos cardiovirus e aftovirus
(BROWN et al., 1974). Para o virus da febre aftosa, estudos tem sugerido qué
mudancas no tamanho da regido poli C pode estar associado com mudancgas na
viruléncia, mas estes estudos tém sido incapazes de relacionar categoricamente
o tamanho da regido do poli(C) a alguma funcdo biolégica do virus seja em
cultura de tecido ou in vivo. HARRIS & BROWN (1977), estudando cepas
virulentas e avirulentas de VFA SAT]1 encontraram uma sensivel diminui¢do
do tamanho do poli(C) nas cepas atenuadas o que lhes sugeriram uma provéavel
relacao entre poli(C) e viruléncia. Outros estudos, no entanto, nio suportaram
esta idéia desde que ndo encontraram uma clara correlacdo entre o tamanho e
uma funcdo bioldgica determinada (COSTA GIOMI et al., 1988; ESCARMIS
et al., 1992). Entretanto, um estudo prévio com o virus A12 alterado

geneticamente, contendo em seu genoma apenas 2 citidinas (C) na regiao do
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poli(C), demonstrou que estes virus foram virulentos em camundongos
(RIEDER et al., 1993), mas por outro lado, estes virus tem mostrado uma
reduzida viruléncia em bovinos (dados nao publicados). Estudos em
cardiovirus contendo a regido de poli(C) curta, mostraram que eles foram
avirulentos em muitos hospedeiros (PALMENBERG, 1994).

A proteina VPg se encontra ligada covalentemente ao extremo 5' da
cadeia de RNA (GRUBMAN, 1980) (Figura 1). Esta ligacdo se estabelece
pelo residuo pUpUp do extremo 5' do RNA unido através de uma ponte
fosfodiéster ao grupo hidroxila fendlico de um residuo de tirosina de VPg
(WIMMER, 1982). O genoma do VFA contem trés genes de VPg em
seqiiéncia que codificam para trés proteinas de 23 a 24 aminodcidos cada uma
(FORSS et al., 1984). Sugere-se que VPg tenha um papel importante na
iniciacdo da sintese do RNA viral e possivelmente também no empacotamento
do mesmo nos virions (CRAWFORD & BALTIMORE, 1983).

A extremidade 3' poliadenilada apresenta um nuimero variado de dcido
adenilico por molécula (Figura 1). O sinal de poliadenilacdo (seqiiéncia
AAUAAA) presente na extremidade 3' da maioria dos RNA mensageiros
eucariotas, estd ausente no genoma do VFA. Isto sugere que o poli(A) se
encontraria geneticamente determinado (YOGO & WIMMER, 1975). Esta
hipétese foi confirmada ao comprovar que as cadeias de RNA (fita negativa)
presentes nos intermedidrios replicativos apresentam segmentos de poli(U) na
extremidade 5' de tamanho e heterogeneidade similar ao poli(A) (FELLNER,
1979). Embora a fungdo do poli(A) ndo seja totalmente conhecida, foi visto
que moléculas de RNA com segmentos curtos de poli(A) possuem menor

infectividade especifica (SARNOW, 1989).
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Atualmente se conhece um considerdvel nimero de seqiiéncias
nucleotidicas para diferentes sorotipos do virus da febre aftosa.(CARROLL et
al., 1984; FORSS et al, 1984; ROBERTSON et al, 1985). Com o
conhecimento da estrutura primdria do genoma do VFA somado a
cardcteriiagéo bioquimica dos polipeptideos produzidos pelo virus, foi
possivel mapear as zonas que codificam para os distintos produtos gendmicos

como também definir as fun¢des associadas aos mesmos.

1.4.3 Proteinas codificadas pelo genoma do VFA

De maneira similar a outros picornavirus, o RNA do VFA codifica uma
grande cadeia polipeptidica que corresponde a uns 2300 aminoécidos, o que
corresponde a maior parte da capacidade codificadora do genoma viral
(JACKOBSON et al., 1970; BLACK et al., 1975; FORSS et al, 1984). Esta
cadeia denominada poliproteina, é processada através de uma série de
clivagens proteoliticas produzindo as proteinas virais estruturais e nao
estruturais (VAKHARIA et al.,, 1987) (Figura 1). Este processo se inicia
sobre as cadeias nascentes, desde que a proteina integra ndo poderia ser isolada
das células infectadas no sistema de traducdo in vitro (GRUBMAN & BAXT,
1982; GRUBMAN et al.,1984a). Uma andlise detalhada dos eventos que
conduzem a formagao das proteinas virais maduras, foi estudada para vérios
picornavirus (VAKHARIA et al., 1987; PARKS et al., 1989; RYAN et al.,
1989). Destes estudos se deduziram uma série de diferencas no processamento
da poliproteina do VFA com relagdo ao que ocorre nos outros membros da

familia.
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O genoma do VFA ¢ dividido em quatro regides codificadoras unidas
através de uma relagcdo funcional e sdo designadas L, P1, P2 e P3
(RUECKERT & WIMMER, 1984) (Figura 1).

O inicio da traducdo do RNA do VFA inicia a partir de um dos dois
cédons AUG na fase de leitura, aproximadamente a 1.100 bases da
extremidade 5' do RNA, resultando na sintese de duas proteinas L, Lab e Lb.
Diferem entre si em 28 aminodcidos na extremidade amino terminal
(SANGAR et al, 1987). A proteina Lb, a menor das duas proteinas, €
sintetizada em grande quantidade nas células infectadas e no sistema livre de
células em relacdo a Lab. Ambas as proteinas sdo clivadas autocataliticamente
da poliproteina viral na juncdo L/P1 (STREBEL & BECK, 1986). Esta
caracteristica contrasta com o que foi visto para os cardiovirus, nos quais a
clivagem € feita em trans por uma outra proteina viral denominada 3C
(PARKS et al., 1986). Uma segunda funcdo protedsica fo1 demonstrada para a
proteina lider (L) no VFA que consiste na clivagem do componente p220, uma
subunidade do complexo proteico que liga o "cap", envolvido na inicia¢do da
traducdo no final 5' dos RNA mensageiros dos eucariotas (DEVANEY et al.,
1988). A clivagem deste componente resulta na paralizag@o da sintese proteica
da célula hospedeira, mas a tradugdo do RNA do VFA, a qual ocorre por um
mecanismo independente do cap, nio € afetada (ETCHISON et al., 1982).

A regido P1 codifica para as proteinas estruturais do virion, 1A,1B, 1C
e 1D (VP1 - VP4), que. constituem as subunidades do capsideo ou protdmeros
(HARRIS et al., 1981; GRUBMAN et al., 1984a). A clivagem das juncdes
1B/1C, 1C/1D e 1D/2A é devido a atividade da protease 3C (Figura 1),
atuando em trans. Diferentemente do que foi visto em poliovirus, onde se

demonstrou que este processamento requer a presenca adicional de 3CD
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(JORE et al., 1988). Os estudos de RYAN et al. (1989) mostraram que nos
aftovirus a presenga da polimerase viral 3D aumenta a eficiéncia da clivagem
entre 1D/2A. A protease 3C € a responsavel pela maioria das clivagens na
poliproteina. Uma das excecdes € a clivagem da proteina VPO (1AB) durante
a etapa de morfogénese viral dando como produtos VP2 (1B) e VP4 (iA)
(ARNOLD et al., 1987).

A regido P2 codifica para uma proteina de 50 kd que € o precursor das
proteinas virais nao estruturais 2B e 2C de funcio bioldgica nio totalmente
conhecida. A proteina 2C mapea o marcador genético de resisténcia a
guanidina (SAUNDERS & KING, 1982), o que lhe designa uma fungdo
relacionada com a sintese de RNA in vivo. A proteina 2A, presente em
poliovirus e cardiovirus demonstrou-se atividade de protease (NICKLIN et al.,
1987). Ao contrério, nos aftovirus, 2ZA € um peptideo de pequeno tamanho
(18 aminoécidos) localizado entre a junc¢do de P1-P2 (Figura 1) e que ndo esta
relacionado com esta atividade (BELSHAM et al., 1990).

A regiao P3 codifica para uma proteina de 96 kd cujo processamento da
origem as proteinas ndo estruturais requeridas para a replicacdo viral
(CARROLL et al., 1984; FORSS et al., 1984; ROBERTSON et al., 1985). O
produto 3ABC € descrito nas primeiras etapas da replicacio do VFA e se tem
atribuido a ele um papel na inibicdo metabdlica e /ou alteracdo da estrutura
interna da célula hospedeira. Foi sugerido que 3ABC modifica a histona
nuclear H3 com o consequente bloqueio da transcricdo do DNA celular
(GRIGERA & SAGEDAHL, 1986; TESAR & MARQUARDT, 1990). A
protease 3C € a responsdvel pela maioria das clivagens na poliproteina (regides
P1, P2, P3 e entre P2-P3) (FORSS et al., 1984; VAKHARIA et al., 1987,
CLARKE & SANGAR, 1988) (Figura 1). O produto 3B € VPg e o produto
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3D corresponde a polimerase viral, sendo identificada como a enzima
responséavel pelo crescimento das cadeias de RNA (fita positiva) nascentes,
- originadas a partir da cépia do molde de RNA (fita negativa). Também foi
demonstrado no sistema in vifro sua atividade como poliU-polimerase

(POLATNICK & WOOL, 1981).

1.4.4 Ciclo de replicagdo do virus da febre aftosa

O evento inicial no ciclo de replicacdo do VFA consiste da adsorc¢do do
virus a receptores especificos localizados na membrana plasmatica da célula
hospedeira. Isto representa um processo reversivel cuja etapa inicial é
dirigida por forcas eletrostdticas, sendo necessdria a presenca de cations
bivalentes (Ca2+ - Mg2+) sem os quais o fendmeno ndo ocorre (BROWN et
al., 1962). O componente viral envolvido na ligacdo do VFA as células alvo
tem sido alvo de investigacdes. Experimentos de competicao feitos por BAXT
& BACHRACH (1980) com os sorotipos O, A e C do VFA mostraram
diferencas na ligacdo as células BHK. A identificacao de uma seqiiéncia
conservada dos aminodcidos RGD em VP1 nos diferentes tipos do VFA
levaram PFAFF et al. (1988) a proporem que esta seqiiéncia, a qual se liga a
integrinas presentes na superficie celular, era o receptor para o VFA. Esta
seqiiéncia tem um papel central na ligagdo a glicoproteinas adesivas que atuam
como receptores de superficie celular (AKIYAMA & YAMADA, 1985;
RUOSLAHTI & PIERSCHBACHER, 1987; TAMKUN et al., 1986; HYNES,
1992). A importancia da seqiiéncia RGD foi mostrada por estudos de inibicao

competitiva utilizando peptideos sintéticos contendo a seqiiéncia RGD (FOX et
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al., 1989; BAXT & BECKER, 1990) e através de analises mutacionais
(MASON et al., 1994; LEIPPERT et al., 1997). A molécula de superficie,
av/B3, a qual reconhece a seqiiéncia RGD, tem sido identificada como
receptor para o virus da febre aftosa nas células em cultura (BERINSTEIN et
al., 1995). Isto foi sustentado recentemente por NEFF et al (1998), onde
através da utilizacdo de diferentes linhagens de células expressando integrinas
~ definidas, confirmaram a importancia da integrina ov/B3 na infec¢do. O VFA
pode também entrar nas células através de uma via ndo mediada por integrina,
onde o virus complexado a um anticorpo pode penetrar nas células que
expressam o receptor Fc (BAXT et al., 1995; MASON et al., 1993). Além
disso, o heparan sulfato (HS), identificado como co-receptor JACKSON et al.,
1996), pode atuar como um receptor alternativo para algumas cepas do VFA
adaptados em cultura de tecidos (SA—CARVALHO et al., 1997; NEFF et al ,
1998).

Apés a adsorcdo, o genoma viral entra no citoplasma através de um
mecanismo de endocitose mediada pelo receptor. Demonstrou-se que o pH
dcido das vesiculas pré-lisossomicas (endossomas) proporciona o meio
necessario para a liberacdo do virus na forma de subunidade proteica 128,
deixando o RNA gendmico livre para iniciar sua replicacdo (CARRILLO et
al., 1984, 1985; BAXT, 1987). O genoma liberado no citoplasma se une aos
ribossomos e outras proteinas da maquinaria biossintética da célula hospedeira
levando a sintese de uma poliproteina que é rapidamente processada
(ARLINGHAUS & POLATNICK, 1969).

A replicagdo do RNA viral envolve a sintese de uma cadeia
complementar de polaridade (-) que ¢ utilizada para amplificar o ndmero de

cadeias de RNA (+). O elongamento das cadeias (negativa e positiva) se deve a
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atividade da enzima viral RNA polimerase dependente de RNA (3D)
(NEWMAN et al., 1979; ROBERTSON et al., 1983). O processo de traducio
tem lugar mediante a formacdo de uma estrutura denominada intermediério
replicativo (IR) composto por cadeias de RNA (+) e RNA (-) que se encontra
associado ao reticulo endoplasrﬁético liso (PEREZ BERCOFF, 1979).

Para a organizacdo das proteinas estruturais € necessdrio o
processamento proteolitico do precursor P1. Este processo resulta na
formacgdao das subunidades 5S compostas por um agregado de cada uma das
proteinas VPO, VP1 e VP3 (protomeros imaduros) (PUTNAK & PHILLIPS,
1981; GRUBMAN, 1984b). As particulas 5S dispostas em pentdmeros
constituem as particulas 12S, cuja organizagdo resultam nos procapsideos ou
particulas vazias (GIACHETTI et al., 1986). Originalmente, pensou-se que a
entrada da molécula de RNA no procapsideo resultava na formacao do
provirion (140S), protegendo-se desta maneira o genoma viral da acdo das
nucleases (FERNANDEZ-TOMAS & BALTIMORE, 1973).. Entretanto,
recentes estudos parecem demonstrar que o capsideo € formado ao redor do
RNA (EGGER et al., 1996).

Uma das etapas finais durante a maturacao do virus da febre aftosa é a
clivagem da proteina VPO do provirion entre Ala 85 e Asp 86 para produzir
VP4 e VP2. O mecanismo de clivagem € desconhecido, mas acredita-se que a
clivagem estd envolvida na estabilizacdo da particula do virus e na infec¢do
primdria das células. Para investigar o processo de clivagem e entender o
papel da clivagem da maturagio do virion, tem-se produzido RNAs sintéticos

do virus da febre aftosa com mutac¢des no sitio de clivagem (KNIPE et al.,

1997).
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Finalmente se produz a liberagdo dos virions infecciosos no meio, pela

lise da célula infectada (RUECKERT, 1996).

145 Imunogenicidade e vacinas de hoje

A producdo de anticorpos séricos, representa o mecanismo de defesa
mais importante do animal susceptivel frente a infec¢do pelo VFA. A resposta
soroldgica induzida apds a infecgdo ou vacinagdo com o VFA, tem sido bem
caracterizada no gado bovino (COWAN, 1973). Em animais de
experimentagdo, tem-se comprovado que a transferéncia passiva de soro
imune, € suficiente para prevenir a infeccdo viral (KNUDSEN et al., 1983).
Isto sugere que a neutralizagdo por anticorpos, agregacao e opsonizagao dos
virions seguida de sua fagocitose, sdo provavelmente os efeitos principais da
imunidade contra os virus (McCULLOUGH et al, 1987‘).

Varios estudos tem enfatizado a importdncia das VPs sobre a
imunogenicidade e antigenicidade do VFA. VP1 € a tnica das quatro
proteinas estruturais do virus para a qual se tem demonstrado inducdo de
anticorpos neutralizantes (AcN) e protetores ao ser administrada na forma
purificada em animais (LAPORTE et al, 1973; BAXT et al., 1984; PARRY et
al., 1985; MELOEN et al., 1986). A imunogenicidade desta proteina tem sido
localizada na sua metade carboxiterminal, tendo em vista que fragmentos
peptidicos desta regiao, obtidos por diferentes métodos (clivagem com agentes
quimicos, peptideos sintéticos) induzem também AcN (BITTLE et al., 1982;
PFAFF et al.,, 1982; DI MARCHI et al.,, 1986). Em particular, tem-se

identificado um estreito segmento dentro da VP1, compreendido entre os



28

residuos de aminoécidos 140-160, contendo os epitopos mais importantes na
inducdo de AcN. Uma segunda regido localizada na extremidade
carboxiterminal (residuos 200-213) tem sido também implicada neste
processo, porém sua potencialidade imunogénica € menor (BITTLE et al,
1982; PFAFF et al., 1982; DOEL et al., 1988). Investigacdes feitas com
anticorpos monoclonais tem determinado a existéncia de outros epitopos sobre
VP2 e VP3 (STAVE et al.,, 1988; THOMAS et al., 1988; BAXT et al., 1989;
KITSON et al., 1990; CROWTHER et al., 1993; XIE et al., 1994).

O desenho de vacinas que asseguram um nivel de protecdo adequada
apresenta sérias dificuldades, devido a grande diversidade antigénica
apresentada pelo virus. Assim, foi descrito para o virus .da febre aftosa a
existéncia de 7 tipos soroldgicos e mais de 60 subtipos (DELLA PORTA,
1983). As diferencas imunoldgicas entre eles sao de tal magnitude, que a
vacinag¢do empregando virus de um tipo nao protege o animal da infeccdo por
um virus de um tipo diferente. Mais ainda, a imunidade conferida para uma
cepa, ndo assegura necessariamente a protecdo contra a infec¢do de outro virus
do mesmo subtipo.

As vacinas comerciais utilizadas para prevenir a febre aftosa sio
constituidas de virus completos inativados e menos frequentemente, virus
atenuados. Ambos os tipos apresentam uma baixa estabilidade. Com as
vacinas inativadas, existem problemas associados a inativagdo incompleta do
virion, que pode originar o escape dos laboratérios de producio, a baixa
duracido da imunidade e também o problema de reversdo da viruléncia que

algumas vezes pode acontecer (BARTELING & VREESWIJK, 1991).
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1.4.6 Vacinas de polipeptidos manipuladas geneticamente

Frente aos problemas mencionados acima, se iniciou a busca de outras
tecnologias na producdo de vacinas. Avangos na biotecnologia e sintese de
peptideos nos anos 80, levou A possibilidade de producdo de vacinas de
subunidades. Recentemente, estes avangos biotecnolégicos permitiram a
manipulacdo genética do VFA (ZIBERT et al., 1990; RIEDER et al., 1993), o
que poderia permitir a produg@o de cepas vacinais atenuadas geneticamente.

Vacinas experimentais que reproduzem os antigenos relevantes de VP1
em diferentes sistemas recombinantes de expressao (KLEID et al., 1981) ou
por sintese quimica de peptideos (BITTLE et al., 1982; DOEL et al., 1990;
BROWN, 1992; BROWN, 1995) tem sido desenvolvidas. Os resultados das
provas de imunidade tem revelado que tais vacinas, devem ser administradas
em quantidades 100 a 1000 vezes maiores que a massa equivalente presente nos
virions completos, para produzir uma resposta similar. Estas observacdes tem
mostrado a importancia da configuracao espacial dos epitopos para a indugdo
de uma resposta imunoldgica adequada (BROWN, 1992). Vacinas que
utilizam peptideos sintéticos (para o sorotipo A) foram efetivas na protecio de
bovinos e/ou suinos, presumivelmente na inducdo de anticorpos contra os
epitopos contidos na proteina (DIMARCHI et al.,, 1986; MORGAN &
MOORE, 1990). Isto sugere que a indugdo de anticorpos dirigidos contra
epitopos conformacionais povde ter um papel importante na imunidade frente a
este sorotipo do VFA. Isto foi suportado por estudos com virus quiméricos
(RIEDER et al., 1994a) e através de avaliacio de soro de suinos (MATEU et

al., 1995). Recente trabalho demonstrou a falta de protecdo sélida, quando um
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grande nimero de bovinos, foram vacinados com peptideos representando a
sequéncia VP1 do VFA sorotipo C3 Arg 85 (TABOGA et al., 1997).

A todos os inconvenientes previamente mencionados, se somam o0s
problemas derivados da diversidade genética que apresenta o virus na
natureza. As mudancas de antigenicidade do virus, sdo de importincia na luta
contra a doenga, j4 que o grau de protecdo da populacdo vacinada depende
entre outras coisas, da homologia existente entre a cepa vacinal e a de campo.
A natureza quasispecies do genoma do VFA (MATEU er al, 1989;
DOMINGQO et al., 1992) permite a sua rapida adaptacdo a um novo ambiente,
produzindo problemas adicionais na produgdo de vacinas. Especificamente,
vacinas que tem como alvo epitopos limitados (p.e., peptideos e proteina VP1
recombinante; ver acima), podem fracassar em condigoes de campo, podem
estimular a variagdo antigénica e causar doenca em animais vacinados. Este
problema é consistente com o pobre desempenho observado para as vacinas de
peptideos (TABOGA et al., 1997). Além disso, a adaptagdo de virus de campo
a cultura de tecidos para produzir vacinas, pode resultar em vacinas com
propriedades antigé€nicas alteradas (BOLWELL et al., 1989; RIEDER et al.,
1994b; SA-CARVALHO et al., 1997), as quais podem também fracassar em
condi¢gdes de campo. A proliferacdo de variantes de virus com caracteristicas
bioldgicas alteradas tem sido descrita para muitos virus RNA, particularmente
para o virus da imunodeficiéncia humana e para o VFA (DOMINGO et al,
1993), mas muitas dessas observagdes tem sido baseadas nas caracteristicas de
virus propagados em cultura de tecidos. MEYER et al. (1994) demonstraram
que variantes do VFA presentes em uma populagdo mista foram selecionadas
por crescimento em diferentes sistemas de cultura de células ou em diferentes

animais.



31

1.4.7 Manipulagdo do genoma viral para produgio de vacinas

Com a invtrodugﬁo da tecnologia do DNA recombinante, tem sido
desenvolvido uma nova geracdo de vacinas baseadas em virus re(construidos).
Esta nova vacina iria eliminar os riscos associados com o isolamento de
grandes quantidades de virus infecciosos e impedir a produg@o de vacinas
inativadas inapropriadamente. Além disso, essas vacinas sao esperadas ser
mais estaveis do que as vacinas de peptideos. Estas novas tecnologias
permitem o conhecimento do (s) fragmento (s) gendmico que sdo responsaveis
pela patogenicidade. Eles podem ser transferidos, removidos ou modificados,
e usados para construir virus atenuados. Estes métodos tem sido adaptados
para produzir cDNAs infecciosos do VFA sorotipo O (ZIBERT et al., 1990) e
do sorotipo A12 (RIEDER et al., 1993), desde que o DNA complementar ao
RNA virus é infeccioso. O DNA cdrrespondente ao gene de interesse é
inserido no DNA complementar do VFA, o RNA sintético produzido também
de cardter infeccioso, replica para produzir as particulas virais contendo o
produto do gene de interesse (Figura 2A). Os organismos recombinantes
obtidos dessa maneira tem o potencial para serem utilizados como vacinas
vivas. Diferentes métodos para se construir os virus atenuados da febre aftosa
utilizando cDNAs infecciosos, tem sido descritos.

Estudos tem mostrado que uma seqiiéncia altamente conservada dos
aminodcidos RGD na proteina VP1 do capsideo do virus da febre aftosa €
importante para a ligacdo do virus as células em cultura (ver acima).

Recentemente, tem-se demonstrado que é possivel produzir o virus sintético da
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febre aftosa tipo A12 alterado geneticamente, no qual a seqiliéncia codificadora
destes trés aminodcidos tem sido deletada, abolindo sua habilidade para ligar as
células, produzindo uma particula viral que nao € infecciosa em cultura de
células ou em animais (McKENNA et al., 1995). Bovinos vacinados com estes
viris deletados no sitio de ligagdo ao receptor foram protegidos da doenca
quando desafiados com o virus virulento, demonstrando que estes virus
deletados da seqiiéncia codificadora dos aminoicidos RGD poderiam servir
como base para assegurar as vacinas contra a febre aftosa (McKENNA et al.,
1995). Nestes experimentos, uma quantidade pequena de virus ndo infecciosos
foram armazenados a partir de células transfectadas com genomas de RNA
sintético. Se estas particulas virais fossem adaptadas para o cultivo em escala
comercial, poderia se criar um produto que fosse produzido e utilizado sem
danos a seguranga biolégica.

RIEDER et al. (1996) construiram um novo receptor para o tipo Al2, o
qual consistiu de uma cadeia simples de anticorpo (csAc) monoclonal
especifico do VFA tipo A12 (2PD11) que se liga ao virus fusionada & molecula
de adesdo celular 1 (ICAMI1; Figura 3). Células que normalmente nao sido
susceptiveis a infeccdo ao VFA, tornaram-se susceptiveis apds serem
transfectadas com o DNA que codifica a csAc/proteina ICAM1. Os virus Al12
deletados dos aminodcidos RGD que ndo s@o infecciosos nos animais € outros
tipos celulares cresceram bem e foram capazes de formar placas nas células
expressando csAc/proteina ICAM1 (CHO11.1). No caso do VFA tipo Al2, a
linhagem de células CHO11.1 € critica para o crescimento em larga escala do
virus deletado dos aminodcidos RGD. Este novo método poderia ser ttil no
estudo da entrada do virus na célula e para o desenvolvimento de vacinas

seguras contra patdgenos virais animais € humanos.
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Figura 2: Representacdo esquemdtica do pRMC35, clone infeccioso contendo o

genoma completo (FLC) do VFA sorotipo A12 e da vacina de DNA, pWRMH-X
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Anélises do papel da proteinase lider (L) no ciclo de vida do virus (ver
acima), sugeriu que ela poderia funcionar como um fator de viruléncia.
Portanto, genomas sintéticos virais do tipo Al2, faltando o gene L, foram
produzidos e a sua viabilidade testada nas células e em animais. O virus Al12
lider menos, o A12-LLV2, replicou mais vagarosamente em células BHK-21
do que o virus selvagem (WT), foi menos eficiente no bloqueio da sintese
proteica do hospedeiro, iniciou a sua sintese proteica tardiamente e
demonstrou ser levemente atenuado em camundongos (PICCONE et al.,
1995). Em um estudo de patogénese do VFA em bovinos, apds exposi¢ao por
aerosol do A12-LLV2, houve uma infec¢do inicial dos bronquiolos
respiratérios, uma pequena disseminacdo para os pulmdes e nenhum virus foi
detectado em sitios secundarios, ao contrario do que foi visto na infeccdo com
o virus tipo selvagem (WT) derivado do clone infeccioso FL (A12-IC)
(BROWN et al., 1996). Recentemente foi demonstrado que o A12-LLV?2 pode
ser seguramente administrado em bovinos, levando a uma inducio da resposta
protetora de anticorpos neutralizantes. Animais vacinados com o virus
atenuado nao mostraram nenhum sinal clinico da doenca e desenvolveram uma
resposta de anticorpos neutralizantes quando comparados ao controle
(MASON, et al.,, 1997). Em recente trabalho, CHINSANGARAM et al.
(1998) mostraram que suinos inoculados com o A12-LLV2 foram protegidos,
embora uma limitada replicacdo do virus atenuado foi insuficiente para
induzir uma'completa resposta imune protetora.

Recentemente, candidatos a vacinas de DNA para a febre aftosa foram
construidos para produzir particulas do VFA, quando introduzidos em cultura
de células ou em animais. Um candidato a vacina, o pWRMHX, que contém o

cDNA do tamanho do genoma do virus Al2, deletado da regido codificadora
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Figura 3: Comparagdo do receptor natural e do receptor manipulado
geneticamente do VFA sorotipo Al12
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dos aminoacidos RGD, sob o controle do promotor primério do
citomegalovirus (CMV), seguido pelo sitio de poliadenilacdo do hormdnio de
crescimento bovino (BCH) (Figura 2B) foi construido. Suinos inoculados com
este plasmideo ndo mostraram sinais de doenca, produziram anticorpos
‘neutralizantes contra o virus da febre aftosa e foram parcialmente protegidos
no desafio (WARD et al.,, 1997). Este tipo de vacina permite a sua producao
em larga escala, além de ser mais segura e mais estdvel do que a utilizada com
o virus inativado com BEI. Uma alta estabilidade € importante em paises onde
a febre aftosa nao é endémica, mas que necessitam manter bancos de vacinas
para serem utilizados em casos de emergéncia. Este tipo de vacina pode
também ser construida com genomas contendo atenuacdes em outros sitios
(ver acima).

Até agora todos esses tipos de vacinas (RGD-, L- ¢ DNA) que foram
desenvolvidas contra o tipo Al2, o protétipo do virus A, nio foram relevantes
a nivel de campo.

Baseado nos resultados com o virus A12 e com o virus O1 Campos (SA-
CARVALHO et al,, 1997), nés propusemos produzir um cDNA infeccioso
para o tipo A24 Cruzeiro utilizado como cepa vacinal pelo "Centro
Panamericano de Fiebre Aftosa" (C.P.F.A; RJ-Brasil). Além disso, nds
propusemos produzir virus atenuados que possam ser utilizados como vacinas

vivas e testar os virus atenuados produzidos em hospedeiros susceptiveis.
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2.1 CULTIVO CELULAR
2.1.1 Crescimento de células BHK clone 21

Células BHK (BHK-21 clone 13; ATCC # CCL10) foram crescidas
como descrito por RIEDER et al. (1993). Especificamente, as células foram
crescidas em meio nutriente BHK contendo meio basal de Eagle (BME) (LIFE
TECHNOLOGIES), 1 x L-glutamina (LIFE TECHNOLOGIES), 1 x
antibidtico (penicilina + streptomicina)/antimicético (fungizona) (LIFE
TECHNOLOGIES), 10 % soro de terneiro (CS) (HYCLONE) e 10 % de caldo
de triptose fosfato (DIFCO). O crescimento foi feito em garrafas plasticas
estéreis de 850 cm? (DAIGGER) em um incubador giratério a 37 °C
(BELLCO). Em seguida, as células foram tripsinizadas decantando o meio em
um béquer estéril e lavando a camada de células 2 vezes com 25 ml de uma
solucdo salina-fosfato tamponada (PBS) (LIFE TECHNOLOGIES). Apés
decantar a solugdo de PBS, foram adicionados 8 ml de tripsina 0,05 %/ 4acido
etileno diamino tetra acidico (EDTA) 0,53 mM (LIFE TECHNOLOGIES), as
garrafas foram colocadas em um incubador giratério a 37 °C por 10 min.,
para o desprendimento das células das paredes das garrafas. Foram
adicionados 15 ml de meio nutriente BHK e as células ainda aderidas foram
removidas por agdo de pipetagem. Em seguida as células foram transferidas
para um tubo Falcon de 50 ml (CORNING) e ressuspendidas uniformemente
passando-as através de uma canula (PEELVUE) e uma seringa de 35 ml
(MONOIJECT) por 10 vezes. A concentracdo de células da suspensao foi
determinada em cdmara de Neubauer (SPENCER) ao microscépio 6ptico
(NIKON TMS). A quantidade de células necessdrias para produzir uma

monocamada de células que se tornasse confluente ou subconfluente de acordo
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com o objetivo do experimento foi calculada e as garrafas ou placas
(CORNING) incubadas a 37 °C em uma atmosfera de 5 % de di6éxido de
carbono (CO2) (incubador FORMA SCIENTIFIC). Em alguns casos,
suspensoes de células preparadas com este protocolo, foram mantidas a 4 °C
até uma semana e utilizadas em experimentos posteriores. Ao mesmo tempo,
aproximadamente 150 ml de meio nutriente BHK e uma quantidade de células
(geralmente uma diluicdo de 1:10 a 1:40) foram colocados em uma garrafa
plastica estéril. Para produzir uma atmosfera de 5 % CO2 na garrafa, o gas
foi introduzido de um cilindro com ar a 5 % CO?2 através de uma conexio,
tendo em sua extremidade uma pipeta estéril, As garrafas com esta atmosfera
foram incubadas em um incubador giratério a 37 °C até as células ficarem

confluentes (48 a 72 h.) e em seguida foram mantidas a temperatura ambiente.

2.1.2 Crescimento de células CHO11.1

Células CHO11.1 foram cultivadas de uma maneira similar as células
BHK, exceto que o seu cultivo foi feito em frascos T-25, T-75 ou T-162
(CORNING) e o meio nutriente consistiu de BME + antibidtico/antimicético +
glutamina contendo 10 % de soro fetal de terneiro e 60 mg/ml de G418 (LIFE
TECHNOLOGIES) (RIEDER et al., 1996).

2.1.3 Crescimento de células LK

Células de cértex de rim de ovelha ("lamb kidney"-LK) foram

preparadas de acordo com o procedimento descrito por HOUSE & HOUSE



40

(1989) e crescidas em meio de células CHO.

2.2 CRESCIMENTO DO VIRUS, DETERMINA(;AO DE
UNIDADES FORMADORAS' DE PLACAS E
IMUNOPEROXIDACAO

2.2.1 Crescimento do virus

Células BHK ou CHO11l foram inoculadas, em concentragles
apropriadas, em garrafas, placas de 6 pogos ou frascos como T-25, T-75 ou T-
162, crescidas em um incubador giratério a 37 °C ou em um incubador com
uma atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C até a subconfluéncia por 24 a 48 h.
Em seguida, o meio nutriente foi retirado deixando-se apenas a monocamada
de células. Na placa de 6 pocos, a inoculacao foi feita utilizando-se 200 ul de
suspensao de virus. Apds incubagdo por 1 hora a 37 °C em atmosfera de CO?2
com agitacdo a cada 10 min., foram adicionados em cada poc¢o 2 ml de uma
solucdo VGM (BME + antibiético/antimicético + glutamina) contendo 0,5 %
de CS. As placas foram colocadas novamente em atmosfera de CO2 a37 °Ce
o efeito citopdtico observado em 24 h, 48 h e algumas vezes a 72 h. Para
permitir replicacio adicional do virus o procedimento acima foi repetido com
nova monocamada de células e 200 pl do virus proveniente da 1* passagem.
Em alguns casos este procedimento foi repetido até atingir a 4* passagem. A
infeccao dos outros frascos foi feita por um procedimento andlogo ao descrito

acima com quantidades de virus apropriadas.
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2.2.2 Ensaios de unidades formadoras de placas

Placas de 6 ou 24 pogos contendo a monocamada confluente de células
BHK, LK ou CHOI11.1 foram preparadas como descritas previamente (ver
item 2.1) e os ensaios de unidades formadoras de placas foram realizadas pela
modificacdo de um método descrito por RIEDER ef al. (1993). Diluigbes
seriadas 100 do virus foram feitas em VGM contendo 0,5 % CS. Em cada
poco contendo a monocamada de células foram adicionados em duplicata 200
ul de cada uma das suspensdes de virus. As placas inoculadas foram incubadas
em uma atmosfera de 5 % de CO2, a 37°C por 60 min., com agitagdo a cada
10 min. Apds a incubagio, foram adicionados 2 ml de meio de cobertura
"tragacanth" contendo 0,6 % de goma de "tragacanth" (FISHER SCIENTIFIC)
em VGM contendo 10 % de caldo de triptose fosfato e 1 % CS. As placas
foram adicionalmente incubadas a 37°C por 48 h. a 72 h. Terminada a
incubacdo as placas foram visualizadas ou pela coloragdo por
imunoperoxidagdo (ver iftem 2.2.3) ou através da mistura em cada pogo da
placa de 2 ml de uma mistura de fixador histolégico (AMRESCO) 2 x
contendo cristal violeta a 3 g/l (FISHER SCIENTIFIC). As placas foram
deixadas por pelo menos 15 min. a temperatura ambiente, o liquido retirado
por decantagao e os pogos lavados com dgua corrente. As placas foram secas a
temperatura ambiente, o nimero de placas de virus contados e os resultados

expressos em unidades formadoras de placas por mililitro (ufp/ml).
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2.2.3 Ensaio de imunoperoxidase

Células BHK ou CHO11.1 apés serem infectadas ou transfectadas, foram
lavadas 2 vézes com uma solucdo PBS e fixadas com 1 ml de uma mistura
acetona (SIGMA):metanol (FISHER SCIENTIFIC) (50:50) por no minimo 20
min. a -20 °C. A mistura acetona:metanol foi retirada, a placa foi seca a
temperatura ambiente e as células foram hidratadas com 1 ml de tampdo de
incubacdo (TI; BME com 0,1 % de soro albumina bovina (BSA-LIFE
TECHNOLOGIES), 25 mM Hepes (LIFE TECHNOLOGIES) e soro normal
de cavélo (NHS) a 1 %) (VECTOR LABORATORIES) por 10 min. A
solucd@o TI foi retirada, o primeiro anticorpo (fluido de cultura de hibridoma)
diluido a 1:5 na solugdo TI foi adicionado e em seguida incubado por 30 min.
a temperatura ambiente com agitagdo a cada 5 min. O primeiro anticorpo foi
removido e em seguida foram feitas 3 lavagens com 2 ml de solugdo TI sem o
NHS. O 2° anticorpo marcado com biotina (VECTASTAIN anti-IgG de
camundongo) diluido a 1:400 em solucdo TI a 1 % foi adicionado e incubado
por 30 min. a temperatura ambiente com agitagdo a cada 5 min. Uma solugédo
contendo os complexos peroxidase-"strepavidin" foi preparada pela mistura de
5 ml de solucdo de PBS contendo BSA a 0,1 % com 80 ul do reagente A
("Vector ABC" - VECTOR LABORATORIES) e 80 ul do reagente B
("Vector ABC" - VECTOR LABORATORIES), e incubada por 30 min. a
temperatura ambiente. O 2° anticorpo foi removido e foram feitas 3 lavagens
com 2 ml da solucido de PBS. Cinco ml da solucdo de PBS foram adicionados
na solucdo contendo a mistura A + B preparada anteriormente, 0,5 a 1 ml
desta solugdo foram transferidos para cada pogo da placa, a qual foi incubada

por 30 min. a temperatura ambiente, com agitagdo a cada 5 min. Cada pogo
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da placa foi lavado por 2 vezes com solugdo de PBS e a cada pogo foi
adicionado aproximadamente 0,5 ml da mistura de substrato para a peroxidase
- ("VIP"-VECTOR LABORATORIES). A formagdo de cor foi examinada
durante 5 a 15 min., o substrato removido, a reagdo paralizada com adigdo de

H20 e as células observadas ao microscépio 6ptico.

2.3 ENSAIOS IMUNOLOGICOS
2.3.1 Caracterizacdo antigénica de isolados virais

A imunoreatividade dos virus foi testada contra um soro policlonal e
anticorpos monoclonais (AcM), utilizando um protocolo similar ao utilizado
por SA-CARVALHO et al. (1997).

Células BHK foram infectadas com estoque de virus da maneira
descrita no item 2.2.1 ou transfectadas com RNA como descrito no item 2.7.
Apés a incubacgido das células, elas foram lavadas por 2 vezes com meio de
crescimento contendo 5 % da concentragdo normal de metionina. Seguindo as
lavagens, 1 ml meio de crescimento contendo 5 % da concentracdo normal de
metionina e aproximadamente 50-100 puCi de 35S-Metionina (AMERSHAM)
foram adicionados e as células incubadas em uma atmosfera de 5 % CO?2 a 37
°C. Apés aproximadamente 16 horas, as culturas foram congeladas,
descongeladas e centrifugadas a 12.000 g por 10 min. O sobrenadante foi
coletado e o volume determinado. Foram adicionados 1/20 volume de uma
solugdo de 10 % sédio sarcosil (p/v) (SIGMA) em uma solucdo tampao TNE
(Tris-HC1 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM e EDTA 1 mM) e 1/100 volume de
uma solucao de EDTA 0,5 M (SIGMA). Uma centrifugacdo foi feita
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novamente a 12.000 g por 5 min. a temperatura ambiente.

O gradiente de sacarose foi preparado pela adicdo de 5,7 ml de uma
solucdo de 10 % sacarose (SIGMA) e 5,6 ml de uma solugdo de 50 % sacarose
em 2 cimaras de um aparelho gerador de gradiente de sacarose. As fragdes
misturadas foram coletadas por gravidade em um tubo BECKMAN #344059
de 14 x 89 mm e um gradiente continuo de 10 a 50 % foi produzido.

Cada amostra tratada com sarcosil/EDTA foi colocada no gradiente e
centrifugada a 40.000 g, durante 17 horas a 4 °C em uma ultracentrifuga
(BECKMAN LB-70). As amostras foram coletadas do fundo de cada
gradiente utilizando uma bomba peristdltica (RAINEN) em intervalos
regulares de tempo (15 segundos) e 25 pl de cada amostra foram transferidos
para um tubo contendo 2 ml de liquido de cintilagio (PACKARD) e cintilagdes
por minuto (cpm) foram contadas no cintilador liquido (BECKMAN). Os
dados de cpm foram colocados em um grafico e as fracdes que continham o
pico que migrou a aproximadamente 140 S foram agrupadas. Amostras do
virus purificado que continham 1.500 a 5.000 cpm foram misturadas com 25
il de cada anticorpo, fluido de cultura de hibridoma (ou 2,5 pl de soro bovino
anti-VFA) em uma mistura contendo uma solugdo de 0,5 % Triton x-100
(SIGMA), 0,5 % de desoxicolato de sédio (NaDOC-SIGMA) e 0,05 % de
dodecil sulfato de sédio (SDS-BIORAD) tamponada com TNE (Tris-HCl1 10
mM pH 7,5, NaCl 150 mM e EDTA 5 mM) e incubados por 1 a 2 horas a 4
oc , . ,

Uma quantidade necessdria da solugcdo contendo 10 % S. aureus
(CALBIOCHEM) foi preparada por centrifugagdo a 13.800 g por 16 segundos
em uma microcentrifuga (EPPENDORF 5415 c), ressuspendida em 1 ml de
uma solu¢do TNE contendo 0,1 % de Triton x-100 (TNET), misturada no

"Vortex Genie" (BAXTER) e incubada por 5 min. a temperatura ambiente. A
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lavagem foi repetida por 2 vezes mais e o precipitado ressuspendido em 1,0
volume de TNET (suspensdo 8 %).

Cem p da suspensdo 8 % de S. aureus foram adicionados a cada mistura
contendo anticorpo e em seguida incubados por 1 a 2 horas a 4 °C com
agitacdo ("Multi-purpose rotator"-SCIENTIFIC INDUSTRIES, INC.). As
amostras foram centrifugadas por 17 segundos, o sobrenadante descartado
com uma ponteira de 200 pl conectada a vdcuo e 1 ml de uma solugdo de
TNET foi adicionado. O precipitado/TNET foi misturado, centrifugado
novamente por 17 segundos, o sobrenadante removido novamente e o
precipitado foi lavado 2 vezes mais com a solu¢do de TNET. Trinta pl de
uma solug¢do de Tris-HCl 50 mM pH 6,8 contendo 0,5 % SDS foram
adicionados e aquecidos por 5 min a 98 a 100 °C (THERMOLYNE 16500).
Ap6s uma centrifugag@o por 30 seg., todo o sobrenadante foi adicionado em 2
ml de liquido de cintilag@o e em seguida levado ao cintilador liquido onde cpm

foram contadas.

2.3.2 Deteccdo de anticorpos anti-virais por ensaio de redugdo de placas

(NEUT)

Anticorpos anti-virais foram determinados por ensaio de redugdo de
placas como descrito por RIEDER et al. (1994a). Especificamente, a solucdo
de virus foi preparada em VGM contendo 0,5 % CS e HEPES 25 mM pH 7,5
(LIFE TECHNOLOGIES) utilizando 300 a 500 ufp/ml. Dilui¢des seriadas de
soro previamente inativado em VGM contendo 0,5 % CS e HEPES 25 mM pH
7,5 foram feitas. Um volume de 0,3 ml destas dilui¢cdes foi misturado a 0,3

ml do virus e em seguida incubados por 60 min. a temperatura ambiente.
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Placas de 6 pogos contendo a monocamada confluente de células BHK
foram preparadas previamente (ver item 2.1.1). O meio nutriente da
monocamada de células foi aspirado e 200 pl da mistura virus/soro foram
adicionados em duplicata em cada pogo da placa. A placa foi colocada em
atmosfera de 5 % de CO2, por 60 min. a 37 °C, com agita@ﬁo ar cada 10 min.,
e em seguida o indculo foi aspirado. Para permitir a formagdo das placas
virais, 2 ml de meio de cobertura "tragacanth" foram adicionados, as placas
incubadas por 48 h., e em seguida coradas com cristal de violeta da maneira
descrita no item 2.2.2. As placas de virus foram contadas e o cédlculo do titulo
de neutralizacdo (PRN) foi feito baseado na reducdo de 50 ou 70 % do mimero

de placas formadas no pogo contendo apenas o virus (pogo controle).

2.3.3 Detecgdo de anticorpos anti-virais por radioimunoprecipitagao

(RIP)

Células BHK foram transfectadas com RNA, marcadas radioativamente
como descrito no item 2.3.1.e incubadas durante a noite a 37 °C. Fluido
extracelular (SN) foi separado dos debris celulares por centrifugacdo a 10.000
g porl0 min. Os debris celulares e as células que permaneceram em cada
poc¢o da placa foram lisados em uma solu¢ao de TNE contendo 1 % Triton x-
100, centrifugados a 12.000 g por 20 min. e em seguida, o sobrenadante (CL)
foi coletado. Duzentos pl do contetido do SN e CL foram transferidos para
um novo tubo eppendorf (LIDA) contendo uma mistura de solugdo de 0,5 %
Triton x-100, 0,5 % NaDOC e 0,05 % SDS tamponada com TNE (Tris-HCI
10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM e EDTA 5 mM), 2 ul de soro teste e incubados

por-l a 2 horas a4 °C. Cem pl de uma solucio fixadora de S. aureus foram
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adicionados & mistura antigeno (Ag)/anticorpo (Ac) para permitir a coleta do
complexo Ag/Ac de acordo com o procedimento. descrito no item 2.3.1, exceto
que na etapa final, o precipitado foi ressuspendido em 14 pul de tampio de
amostra (Tris-HCI 50 mM pH 6,8, 2 % SDS, 0,1 % de azul de bromofenol e
10 % glicerol) e DTT 100 mM. A mistura acima foi agitada, aquecida a 98 a
100 °C por 5 min. e centrifugada a 13.800 g por 5 min.

Um mini-gel de 12 % SDS-proteina foi preparado e em seguida
aproximadamente 15 a 20 pl de cada amostra foi aplicada. As amostras foram
fracionadas por eletroforese por 1,2 a 1,5 h. a 125 V. O gel foi transferido
para um papel especial ("Gel blot paper"-SCHLEICHER & SCHUELL),
coberto com pldstico e seco por 30 a 40 min. a 80°C. O pléstico foi retirado e
o papel contendo as amostras radioativas foi exposto ao filme de raio X
(KODAK) por 24 a 72 h. O filme foi revelado e as proteinas virais presentes

foram analisadas.

234 Deteccdo de anticorpos anti-virais por ELISA

O antigeno utilizado neste ensaio consistiu de uma proteina
recombinante 3ABCA, expressa por baculovirus em células de insetos,
Spodoptera frugiperda. e a deteccdo de anticorpos anti-virais por ELISA foi
realizada utilizando o protocolo desenvolvido para a proteina recombinante 2C
(MEYER et al., 1997).

O antigeno baculovirus foi preparado a partir de células infectadas com
a por¢io recombinante 3ABC do genoma tipo Al2. Para facilitar a expressao
da proteina pelo baculovirus, o sitio ativo de 3C foi mutado. O lisado de

células de insetos contendo ou ndo a proteina recombinante 3ABC, foi
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preparado pela adi¢do de tampao de lise (NaCl 130 mM, Tris-pH 7,5 10 mM,
1 % de Triton X-100, fluoreto de so6dio 10 mM, fosfato de sédio pH 7,5 10
mM, pirofastato de sédio pH 7,5 10 mM) para uma concentracio final igual a-
4 x 106 células/ml.

Em cada poco de uma placa de ELISA (IMUNOLON® 2 DYNATECH)
foram adsorvidos 100 pl de uma solucdo preparada pela mistura de um
volume de lisado de células de inseto infectadas com baculovirus e 9 volumes
de uréia 8 M e em seguida, a placa foi mantida a 4 °C. O soro controle
positivo utilizado consistiu de um soro de suino infectado com o VFA,
sorotipo A24 coletado a 42 dias pés-infecgdo e o controle negativo utilizado
consistiu de soro de suinos ndo infectados. O anticorpo primadrio foi
preparado pela adi¢do de 1 [l de cada soro teste a um tubo contendo 900 pl de
solugdo salina-fosfato tamponada contendo 0,05 % de tween-20 (PBST) e 100
ul de lisado de células de inseto, incubado por 30 min. a temperatura ambiente
e misturado por inversdo. O anticorpo 2°, anticorpo de cabra marcado com
peroxidase (anti-IgG suina-KIRKEGAARD & PERRY LABORATORIES) foi
diluido a 1:500 em PBST e 1 % de lisado de c€lulas de inseto, incubado por 30
min. a temperatura ambiente € misturado por inversao.

Os pocos da placa adsorvidos com o antigeno foram lavados por 6 vezes
com PBST. Cem ul do anticorpo preparado como descrito acima foram
adicionados, incubados por 30 min. sob microagitacdo ("Mini Shaker"-
DYNATECH) e em seguida, as placas foram lavadas novamente por 6 vezes
com PBST. Cem Ul do anticorpo 2° foram adicionados e incubados por 1
hora a temperatura ambiente sob microagitacio. Em seguida, 100 ul da
mistura de substrato contendo tampdo citrato fosfato 75 mM,
tetrametilbenzidina 0,1 mg/ml (TMB-SIGMA) e 0,01 % de perdxido de
hidfogénio (SIGMA) foram adicionados. A reacgdo foi incubada por 3 a 4
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min. & temperatura ambiente e paralizada com 100 pl de uma solucio de 4cido
sulfirico 1 M. A placa foi transferida para um leitor de ELISA
(DYNATECH LABORATORIES INC. #MR 700) e as reactes foram lidas a
450 nm. Os dados coletados foram analisados utilizando o programa "Lotus
1.2.3 Version 2.4" (LOTUS, INC.), através do cédlculo das médias aritméticas
dos resultados obtidos com as 8 repeticdes de cada amostra, subtraidas
previamente do valor do controle negativo correspondente a cada repetigdo.
Para cada animal, as leituras de OD450 dos ensaios de ELISA, foram
expressadas em % do controle positivo. A variac¢do entre os controles foram

minimas, com uma faixa de valores de 0,950 a 1,121.

2.4 ISOLAMENTO DE ACIDO NUCLEICO/TRANSCRICAO
REVERSA E PCR
2.4.1 Isolamento de RNA

O RNA foi isolado de amostras utilizando o método TRIzol LS (LIFE
TECHNOLOGIES).

Para cada amostra, 0,25 ml de fluido de cultura de células infectadas
foram adicionados (em caso contrdrio, serd indicado), 0,75 ml de reagente de
TRIzol LS. As amostras foram incubadas por 5 min. 4 temperatura ambiente
para permitir a completa dissociagao dos complexos nucleoproteicos. Um
volume de 0,2 ml de cloroférmio (SIGMA) foi adicionado as amostras, as
quais foram agitadas vigorosamente com as maos durante 15 segundos e
incubadas a temperatura ambiente for 2 a 15 min. Em seguida, as amostras

foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min. a 4 °C e a fase aquosa contendo o
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RNA foi transferida para um novo tubo. O RNA foi precipitado com 0,5 ml
de alcool isopropilico (FISHER SCIENTIFIC), as amostras incubadas a
temperatura ambiente por 10 min. e centrifugadas a 12.000 g por 10 min. a 4
°C. O sobrenadante foi removido, o precipitado lavado com 1 ml de etanol 70
%, agitado, centrifugado a 7.500 g por 5 min. a 4 °C e o sobrenadante
removido novamente. O precipitado de RNA foi seco por um curto periodo
de tempo e ressuspendido em dgua livre de RNase ou em 25 pl de ditiotreitol
(DTT) 10 mM (LIFE TECHNOLOGIES) contendo 5 % (vol/vol) de 1-2
unidades (U) de RNasina (LIFE TECHNOLOGIES). O RNA foi dissolvido

durante incubacgdo a 68 °C por 2 a 30 min e em seguida resfriado no gelo.

2.4.2 Preparacao de cDNA

cDNAs de tamanho curto foram preparados pela modificacio do método
descrito por RIEDER et al., 1993. Um volume de 2,5 pul de RNA foi
adicionado em um tubo contendo 1 pl de uma soluc@o de hidréxido de metil
merctirio (MMOH-SIGMA) 40 mM, 0,5 pl de uma solucdo de "random"
hexameros 2 a 8 pg/ul (PHARMACIA) e a reacdo incubada por 10 min. a
temperatura ambiente. Uma mistura contendo 5 [l de uma solugdo de dNTPs
2 mM (PHARMACIA) , 4 ul de uma solugdao tampao 5 x RT (LIFE
TECHNOLOGIES), 2 ul de DTT 0,1 M (LIFE TECHNOLOGIES), 1 wl de
MMLV RT (LIFE TECHNOLOGIES) em um volume final de 16 ul, foi
adicionada no tubo contendo o RNA. A reac¢do foi incubada por 1 hora em
um banho-maria a 37 °C (HAAKE D1), aquecida por 5 min. a 98 a 100 °C e
resfriada imediatamente a 4 °C.

cDNAs longos foram preparados pelo método descrito por TELLIER et
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al. (1996). Cinco pul de RNA ressuspendido em RNasina/DTT foram

aquecidos por 5 min. a 68 °C, resfriados no gelo e em seguida, adicionados a
uma uma solucdo contendo 1 pl de dNTPs 10 mM, 2,5 pl de oligo antisenso 10
mM (LIFE TECHNOLOGIES), 1 ul (200 U) da enzima SuperScript II RT
(LIFE TECHNOLOGIES) e 4 ul de tampao 5 x RT. A mistura foi incubada
por 60 min. em banho-maria a 42 °C (HAAKE W13). Em seguida, 1 ul de
RNase H (LIFE TECHNOLOGIES) e 1 ul de RNase T1 (LIFE
TECHNOLOGIES) foram adicionados e a mistura incubada por 20 min. a 37
°C.

2.4.3 Reacdo de polimerase em cadeia (PCR)

PCR foi utilizado para amplificar fragmentos curtos de DNAs
plasmidiais linearizados por endonucleases de restricio ou cDNAs
hexaméricos utilizando o método descrito por RIEDER et al. (1993).

Cinco ul de cada cDNA-hexdmero ou 0,1 a 2 ng de DNA plasmidial
‘foram misturados com 45 pl da mistura contendo 5 Ul de tampao 10 x PCR
(PERKIN ELMER), 3,75 ul de uma solu¢do de dNTPs 2 mM, 0,5 pmoles de
oligo senso (LIFE TECHNOLOGIES), 0,5 pmoles de oligo antisenso (LIFE
TECHNOLOGIES), 0,25 ul de Amplitaq polimerase (PERKIN ELMER) em
um volume final de 50 pl. A mistura foi colocada na maquina de PCR
(PERKIN ELMER 2400) a 30 ciclos de desnaturacdo por 30 segundos a 94 °C,
anelamento por 30 segundos a 60 °C e extensdo por 1 min. a 72 °C.

A técnica de PCR utilizada para amplificar fragmentos longos de DNAs
plasmidiais, linearizados por endonucleases de restricio ou cDNAs
SupAerScript foi feita utilizando o método descrito por TELLIER et al. (1996).
¥ B & 4
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DNA plasmidial ou 1 pl de cDNA SuperScript foram adicionados a uma
mistura contendo 2,5 pl de tampdo 10 x especifico para PCR (LIFE
TECHNOLOGIES), 20 pmoles de oligo antisenso (LIFE TECHNOLOGIES),
20 pmoles de oligo senso (LIFE TECHNOLOGIES), 2,5 pl de uma solugio de
dNTPs 2 mM, 0,5 pl de enzima Advantage (CLONTECH) em um volume
final de 25 pl. A reacdo foi colocada na mdquina de PCR por 1 min./94 °C,
por 30 ciclos de 30 segundos/94 °C e 8 min./68 °C, por 90 min./68 °C e 90
min./15 °C.

2.5 CLONAGEM MOLECULAR DO cDNA VIRAL
2.5.1 Recuperacdo em gel de agarose dos fragmentos amplificados por
PCR

Os produtos de PCR foram fracionados por eletroforese em gel de
agarose (FMC Bioproducts) 0,6 a 2,0 % em uma solug@o tampao Tris-Acetato
0,04 M contendo EDTA 0,001 M (TAE). Apo6s a realizacao da eletroforese
em uma voltagem apropriada por 1 a 3 horas em tampao TAE, o gel foi
corado em 2,5 pg/ml de solug@o de brometo de etidio (SIGMA). A porcdo do
gel contendo o fragmento de DNA de tamanho esperado foi recortado e
transferido para um tubo eppendorf. Cem pl de uma solucio STE (NaCl 0,1
M ; Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) foram adicionados a
banda purificada, a qual foi incubada por 3 min. a -40 °C (Bio-Cool-FTS
- SYSTEMS, INC) e em seguida transferida para o banho-seco a 68 °C. Este
procedimento de resfriamento/aquecimento foi repetido por mais 3 vezes, o

conteido transferido para um tubo estéril dotado de um filtro (LIDA)
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acoplado a um tubo eppendorf e centrifugado a 13.800 g por 1 min. Um ul de
glicogénio de ostra 10 mg/ml (SIGMA) e 200 pul de Sec-butanol (SIGMA)
foram adicionados ao filtrado que foi agitado e centrifugado a 13.800 g por 2
minutos. A fase superior contendo o sec-butanol/dgua/brometo de etidio foi
desprezada, um volume de 2,5 vezes de etanol foi adicionado e o fubo
incubado por 10 min. em um banho a -40 °C. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 14.926 g por 15 min. a 4 °C (BIOFUGE 13-BAXTER), o
precipitado lavado com aproximadamente 1 ml de etanol 70 %, seco na bomba
de viacuo (SAVANT SVC100) e ressuspendido em uma solucdo de 1/10 TE pH
8,0 (Tris-HCI 1 mM e EDTA 0,1 mM).

2.5.2 Reacdo de ligacao e transformacio bacteriana

Os fragmentos de PCR purificados ou DNAs plasmidiais foram
digeridos com enzimas de restricio (BIOLABS, LIFE TECHNOLOGIES ou
BOEHRINGER MANNHEIM) em 15 ul do tampéao apropriado. As reagdes
foram aplicadas no gel como descrito anteriormente e as bandas de tamanho
apropriado foram purificadas como descrito no item 2.5.1. Os fragmentos de
DNA, purificados do gel, foram ligados aos fragmentos de DNA plasmidial.
As reagOes de ligacao foram feitas utilizando um método rapido de ligagio de
DNA (BOEHRINGER MANNHEIM), onde foram utilizados 50 a 100 ng do
fragmento de DNA e 10 a 50 ng do DNA plasmidial contendo a origem de
replicacdo e o marcador de resisténcia a antibidtico (vetor). Estes DNAs
foram diluidos para 5 pl utilizando-se tampao 5 x dé diluicdo de DNA
(BOEHRINGER MANNHEIM). Cinco pl do tampdo de ligagdio do DNA
(BOEHRINGER MANNHEIM), 0,5 pl da enzima ligase (BOEHRINGER
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MANNHEIM) foram adicionados e a reacdo incubada por 5 min. &
temperatura ambiente.

Os DNAs ligados foram utilizados para transformar células de
Escherichia coli cepa DH50.. Vinte pl de células competentes DH5a
("Maximum Efficiency"-LIFE TECHNOLOGIES) foram misturados com 1 pl
da mistura de ligacdo e incubados por 30 min. no gelo. Em seguida, as células
foram submetidas a um choque térmico a 42 °C por 40 segundos e transferidas
imediatamente para o gelo. Oitenta Ll de meio de crescimento SOC (LIFE
TECHNOLOGIES) foram adicionados em condigdes assépticas e a suspensio
celular incubada por 60 min. a 37 °C com agitagdo continua (incubador
BELLCO BIOTECHNOLOGY). O conteido foi espalhado em uma ou 2
placas de 10 cm de didmetro contendo o meio 2 x YT (16 g de bactotriptona-
SIGMA, 10 g de extrato de bactolevedura-DIFCO e 5 g de NaCl-SIGMA)
contendo 50 pg/ml de ampicilina (SIGMA) e 1,2 % 4agar-DIFCO e as placas
incubadas a 37 °C por 12 a 16 horas.

2.5.3 Triagem bacteriana por PCR

Colonias individuais de bactérias foram coletadas diretamente da placa
de transformac¢@o com um palito estéril. O palito foi colocado em contato com
a superficie interna de uma placa 2 x YI/Amp., com posicio numerada e as
bactérias restantes foram transferidas para um tubo de 500 pl contendo 15 a
30 ul de uma solugdo tampdo TE contendo 50 g de Proteinase K (SIGMA).
Dependendo do experimento, os tubos individuais continham 1 a 10 diferentes
coldnias bacterianas. Cada tubo foi incubado por 15 min. a 55 °C, seguido por

15 min. de incubagdo a 80 °C, utilizando um programa na maquina de PCR.
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A mistura foi resfriada no gelo por 1 min. e centrifugada por 1 min. Um pl
de DNA/proteinase K foi adicionado a um coquetel de PCR contendo 1 il de
tampao 10 x PCR (PERKIN ELMER ou BOEHRINGER MANNHEIN), 1 ul
de uma solug@o de dNTPs 2 mM, 0,5 pmoles de oligo senso, 0,5 pmoles de
oligo antisenso e 0,05 ul de Taq polimerase (BOEHRINGER MANNHEIN)
em um volume final de 10 pl. As reagdes se processaram na maquina de PCR
por 30 ciclos (desnaturagdo por 30 segundos a 94 °C, anelamento por 30
segundos a 60 °C e extensdo por 1 min. a 72 °C). ApOs o término das reagdes,
os produtos de PCR foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 0,8
a 2 % em uma solu¢ao tampao Tris-Borato 0,045 M contendo EDTA 0,001 M
(TBE) ou em gel de poliacrilamida 6 % (BIORAD) em tampdo TBE. O gel
foi corado em solucdo de brometo de etidio, descorado em dgua e fotografado

com o uso de um transiluminador UV (HOEFFER).

2.54 Triagem bacteriana por digestdo de minipreparacdo de DNA

plasmidial

Um ml de meio nutriente 2 x YT contendo 100 pg/ml de ampicilina foi
adicionado em tubos eppendorf previamente numerados. Utilizando palitos
estéreis, um nimero de coldonias foram transferidas da placa de transformacao
para cada tubo eppendorf recém-preparado. O mesmo palito depositado em
cada tubo foi colocado em contato com a superficie interna da placa 2 x
YT/Amp, previamente numerada de acordo com a numeragdo dos tubos
eppendorf. Os tubos eppendorf foram colocados a 37 °C com agitagdo
vigorosa durante a noite e a placa contendo as réplicas foi cultivada e mantida

a4bC.



56

Os tubos contendo a suspensdo celular foram centrifugados em uma
microcentrifuga a 12.000 g por 2 min. a temperatura ambiente e o
sobrenadante aspirado cuidadosamente. Um volume de 250 ul de tampio
STET (8 % sacarose, 5 % Triton x-100, EDTA 50 mM pH 8,0, Tris-HCI 50
mM pH 8,0 e 1 mg/ml de lisozima-SIGMA) fo1 adicionado e o tubo agitado
vigorosamente. Cada tubo foi incubado em banho de dgua fervente por 1 min.
e centrifugado imediatamente a 12.000 g por 10 min. & temperatura ambiente.
O precipitado dos debris bacterianos foi removido com um palito estéril e 250
ul de isopropanol (FISHER SCIENTIFIC) foram adicionados. O tubo foi
misturado por inversdo, centrifugado novamente a 12.000 g por 10 min. a
temperatura ambiente, o sobrenadante aspirado cuidadosamente e o
precipitado seco na bomba de vicuo por aproximadamente 5 min. Cada
precipitado foi ressuspendido em 20 pl de uma solucdo tampao TE (Tris-HCI
10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM), aquecido por 10 min. a 68 °C, agitado e
centrifugado a 12.000 g por 2 min. a temperatura ambiente.

Um coquetel de digestdo contendo o(s) tampao(des) da(s) enzima(s), 2 a
5 ul de cada DNA (dependendo do tamanho e qualidade do plasmideo) e
enzima(s) de restricdo(des) em um volume final de 10 pl foi preparado. A
reagdo foi incubada por 60 min. a 37 °C e paralizada com 2,5 pl de uma
solucdo SLB contendo EDTA 55 mM (8 partes de 6 x SLB mais uma parte de
EDTA 0,5 M pH 8,0) e RNase A 200 pg/ml. As digestdes foram analisadas

por eletroforese como descrito no item 2.5.3.



57

2.5.5 Preparacdo de DNA de alta pureza para subclonagem,
sequenciamento, preparagdo de RNA, transfecc¢do ou inoculagdo -

de animais

Ap6s a identificagdo dos clones positivos por PCR e/ou andlise por
digestdo da minipreparacdo de DNA, diferentes preparacdes de DNA foram

feitas.
2.5.5.1 Preparacdo de DNA pelo método de WIZARD

Esta preparagdo, foi feita utilizando o kit WIZARD (PROMEGA), com
o objetivo de produzir DNAs para mapeamento detalhado através de enzimas
de restri¢do, sequenciamento parcial, preparacdo de RNA e transfeccio.

Coldnias de bactérias selecionadas foram crescidas em um tubo de
ensaio contendo 7 ml de meio nutriente 2 x YT contendo ampicilina 100 pg/ml
por 16 a 20 horas a 37 °C com agitacdo. Tré€s ml da cultura celular foram
centrifugados a 12.000 g por 2 min. em uma microcentrifuga, o sobrenadante
desprezado e o precipitado ressuspendido em 200 ul de solugdo de
ressuspensao celular (PROMEGA). Duzentos Ll de solucido de lise celular
(PROMEGA) foram adicionados e o tubo misturado por inversao por algumas
vezes até que a suspensdo celular se tornasse limpida. Em seguida, 200 pl de
solugdo neutralizante foram adicionados, o tubo misturado algumas vezes por
inversdo e centrifugado a 12.000 g por 10 min. em uma microcentrifuga. O
sobrenadante foi decantado em um novo tubo contendo 1 ml de resina de
purificacdo de minipreparagao de DNA Wizard (PROMEGA) e misturado por
inversao. A resina contendo o DNA foi colocada em uma mini-coluna

acoplada a uma bomba de succio ("Vaccum Manifold"-PROMEGA), lavada
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com uma solu¢do de lavagem (PROMEGA) e em seguida o DNA foi eluido

com uma solu¢io tampao TE aquecida a 68 °C.

2552 Produ¢do de DNA em larga escala

Colonias bacterianas selecionadas foram crescidas em um volume maior
de meio cultura com o objetivo de se purificar uma quantidade maior de DNA
para ser utilizado nas reacdes de sequenciamento em larga escala.

Uma tnica coldnia bacteriana ou bactérias coletadas de culturas estoques
congeladas foram inoculadas em 50 ml de meio nutriente 2 x YT contendo
ampicilina 100 pg/ml durante a noite em um agitador a 37 °C. A cultura
celular foi centrifugada em um tubo de centrifuga ("Oak Ridge"-NALGENE)
a 5.000 g por 5 min. a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado, o precipitado
agitado, ressuspendido por ac¢do de pipetagem com 2 ml de uma solugdo gelada
de GTE (glicose 50 mM-SIGMA, EDTA 10 mM, Tris-HCI1 25 mM pH 8§,0)
contendo lisozima 2 mg/ml (SIGMA) e incubado por 5 min. no gelo. Em
seguida, foram adicionados 4 ml de uma solu¢do NaOH 0,2 N contendo SDS 1
% e a mistura incubada por 5 min. no gelo. Apds a incubacdo, 3 ml de acetato
de potéssio gelado (potdssio 3 M e acetato 5 M) foram adicionados, misturados
por inversdo por 10 segundos e incubados por 10 min. no gelo. Foi feita uma
centrifugagz”{o utilizando um rotor SL-50T de uma centrifuga SORVALL, a
uma velocidade de 26.816 g , por 15 min. a 4 °C e em seguida, o sobrenadante
foi transferido cuidadosamente para um tubo Falcon de 50 ml. Ao
sobrenadante foram adicionados 20 pl de uma solucdo de RNAase A 10 mg/ml
e uma incubagado por 15 min. a 37 °C foi feita. Um volume igual da mistura

fenol (LIFE TECHNOLOGIES):cloroférmio:dlcool isoamilico (FISHER
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SCIENTIFIC) foi adicionado na propor¢do de 25:24:1. A mistura foi agitada,

centrifugada a 1072 g por 5 min. e a fase aquosa foi transferida para o tubo de
centrifuga. Duas vezes o volume de etanol foram adicionados 2 fase aquosa,
misturados e precipitados por 5 min. no gelo. Foi feita uma centrifugagio a
26.816 g por 20 min., o sobrenadante foi desprezado, o precipitado lavado
com etanol 70 % e seco. O precipitado fo1 dissolvido em 300 ul de H2O e
transferido para um tubo eppendorf. Em seguida, foi feita uma
microcentrifugacdo a 12.000 g por 10 min. a 4 °C, o sobrenadante transferido
para outro tubo eppendorf e incubado por 5 min. a 37 °C. Um igual volume
de NaCl 0,8 M/13 % de polietilenoglicol (PEG) foi adicionado, misturado e
incubado por 20 min. no gelo. Foi feita novamente uma microcentrifugagio a
12.000 g por 20 min. a 4 °C, o sobrenadante foi removido, o precipitado
lavado com etanol 70 %, seco e ressuspendido em 100 pl de uma solucdo

tampao TE ou 1/10 TE.

2.5.5.3 Centrifugacao em gradiente de CsCl

Este procedimento foi realizado para se obter uma solucio ultra-pura de
DNA para ser utilizado nas inoculagdes em animais.

Uma coldnia bacteriana ou bactérias coletadas de culturas estoques
congeladas foram crescidas em 250 ml de meio nutriente 2 x YT. O DNA foi
purificado seguindo o procedimento 2.5.5.2, exceto que o precipitado de
etanol, nesta preparacgdo, foi ressuspendido em 4 ml de uma solucdo de CsCl
preparada pela adicdo de 4 g de CsCl a 4 ml de TE. Em seguida, 50 pul de
solugdo de brometo de etidio foram adicionados, a mistura transferida para

tubos BECKMAN # 362185 de 4,9 ml, misturada por inversdo e centrifugada
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em um rotor VTi 65.2 (BECKMAN) de ultracentrifuga a 416.000 g por 18

horas a 20 °C. A banda contendo o DNA foi removida cuidadosamente com
uma seringa de 3 ml, transferida para um tubo de polipropileno e tratada com
um volume igual de butanol saturado em dgua por 4 a 5 vezes, até a remogio
completa do brometo de etidio. Foram adicionados 3 x volume de uma
solugdo tampdo 1/10 TE e 1/10 volume de uma solugdo de acetato de sédio 3
M pH 5,2. Um volume igual de isopropanol foi adicionado e o tubo incubado
por 20 min. no gelo. Foi feita uma centrifugacdo a 12.000 g por 20 min. a 4
°C, o sobrenadante foi desprezado, o precipitado lavado com etanol 70 % e
seco. Em seguida, o precipitado foi dissolvido em 100 a 500 ul de uma
solucdo tampao 1/10 TE e o DNA quantificado a 260 nm em um
espectrofotémetro (SPECTRONIC 601-MILTON ROY).

2.5.54 Acoplamento de DNA a particulas de ouro

Este método foi realizado com o objetivo de se preparar as vacinas de
DNA para serem inoculadas, utilizando "Accell Particle Delivery Device"
("gene gun").

O complexo DNA/ouro utilizado na inoculacdo via "gene gun" foi
preparado com DNA purificado em gradiente de CsCl, utilizando reagentes e
aparelhos provenientes da POWDERJECT VACCINES, INC.

Um capilar pldstico (TEFZEL), longo foi inserido dentro de uma
tubulacdo metdlica previamente irradiada e nitrogénio (N2) foi injetado por
172 hora. Aproximadamente 25 mg de p6 de ouro de 2,6 um de didmetro
foram pesados em um tubo eppendorf, 100 pl de uma solugdo de espermidina

50 mM foram adicionados, agitados, sonicados em um sonicador (HERT
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SYSTEMS) e em seguida, 2 ug de DNA/mg de ouro foram adicionados. Cem

il de uma solugdo CaCl2 1 M foram adicionados no momento em que o tubo
contendo DNA/ouro foi agitado vagarosamente. O ouro foi precipitado e em
seguida, mantido em repouso por 10 min. a temperatura ambiente. Foi feita
uma centrifugacdo a 12.000 g por 20 segundos e o sobrenadante deéprezado.
Duas gotas de etanol desidratado (SPECTRUM CHEMICAL MFG. CORP.)
foram adicionadas ao precipitado, agitado vagarosamente e¢ a ele foram
adicionados mais 750 ul de etanol desidratado. Foi feita novamente uma
centrifugacdo a 12.000 g por 20 segundos e o sobrenadante novamente
desprezado. As etapas de precipitacdo com etanol desidratado e centrifugacio
foram repetidas por 2 vezes mais. Ao precipitado final foi adicionado etanol
desidratado calculado da seguinte maneira: mg ouro/3,5 = ml etanol para 0,5
g DNA/injecdo. Um volume de 1/20 de polivinilpolaridina (PVP; mg/ml de
etanol) foi adicionado. As esferas cobertas com o DNA foram lavadas com
etanol desidratado, sonicadas e agitadas para permitir a formacdo de uma
suspensdo. O capilar de dentro da tubulacdo metélica foi retirado e a
suspensao contendo DNA/ouro foi transferida para o capilar com o auxilio de
uma seringa. O capilar foi introduzido novamente dentro da tubulacdo
metdlica e foi feito um movimento giratério, permitindo que a solugio
introduzida cobrisse todo o interior do tubo. O mecanismo de rotacao
utilizado seguiu as seguintes etapas: 0° até atingir a marca de 15 segundos, 90°
até atingir a marca de 45 segundos, 180° até atingir a marca de 1:15 segundos,
270° até atingir a marca de 3 min. e um movimento giratério por mais 1/8. O
etanol foi retirado com o auxilio de uma bomba peristdltica a 5 ml/min., o
capilar foi deixado em repouso por mais 30 segundos e em seguida, ele foi
seco com N2 por 20 min. a 4 litros/min. O capilar contendo DNA/ouro foi

retirado do interior da tubulacio e cortado em fatias que foram inseridas
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dentro do cartucho da "gene gun".

2.6 SEQUENCIAMENTO

Parte das reagbOes de sequenciamento foram feitas manualmente
utilizando o sistema de sequenciamento "Fidelity” (ONCOR) e grande parte foi
feito no sequenciador automético (APPLIED BIOSYSTEMS, INC. MODEL

373 A).
2.6.1 Sequenciamento manual

Todos os componentes bioldgicos utilizados neste procedimento foram
provenientes da ONCOR; os aparelhos de eletroforese foram provenientes da
LIFE TECHNOLOGIES e as fontes foram provenientes da E.C.
CORPORATION.

As placas de sequenciamento foram limpas com 4agua, sabdo e etanol.
Uma das placas foi tratada com silicone ("Rainex"-UNELCO) e as 2 placas
foram sobrepostas com espagadores de 0,4 mm entre elas e fixadas com garras
até o momento da mistura ser colocada.

O gel foi preparado com uma mistura contendo 80 ml de uma solugdo
ultrapura de Sequagel-6 (NATIONAL DIAGNOSTICS), 20 ml do tampao
reagente (NATIONAL DIAGNOSTICS) e 0,8 ml de uma solugdo de 10 %
persulfato de amoénio (APS) (LIFE TECHNOLOGIES). A mistura foi
colocada entre as placas previamente montadas, um espagador foi inserido na
parte superior do gel para formar uma grande canaleta e o conjunto deixado

descansando para a polimerizagao da acrilamida/bis-acrilamida.
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Aproximadamente 2,5 g de DNA foram misturados com H20 em um
volume total de 18 pul. Dois pl de uma solucdo de NaOH 2 N foram
adicionados, incubados por 5 min. a temperatura ambiente e em seguida, a
reacao foi neutralizada com 3 pl de uma solucio de acetato de sédio 3 M. Sete
ul de H20 foram adicionados e a reagdo foi misturada. Setenta e cinco pl de
etanol foram adicionados, a reacdo foi misturada novamente, incubada por 10
min. a -40 °C e em seguida centrifugada a 12.000 g em uma microcentrifuga
por 20 min. a 4 °C. O precipitado foi lavado com etanol 70 % e seco. Ao
DNA desnaturado, foram adicionados 10 pl de uma solucdo tampio 1 x de
anelamento contendo 0,5 pmoles de oligo. A reacao de anelamento foi feita
por aquecimento a 2 min. a 68 °C, resfriada vagarosamente para 35 °C,
centrifugada brevemente e mantida no gelo. Trés pl de tampao de reacdo T4,
2,2 ul de dH20, 8 uCi/ul de o [35S]-dATP (AMERSHAM) e 2 pl de T4 DNA
polimerase foram adicionados a mistura de anelamento. A mistura marcada
foi agitada, incubada por 10 a 15 min. a 40 °C, mantida no gelo e a ela foram
adicionados 6 pul da mistura T4 accesséria. Um volume de 5,5 pl da reacio
marcada foi colocado em tubos contendo 2 Ul das misturas individuais de
terminacao e incubados por 5 min. a 40 °C. Essas reac¢des foram paralizadas
pela adicdo de 5 pl de uma mistura contendo trés partes (15 ul) de solucdo de
parada e uma parte (5 pl) de solucdo de proteinase K. As reagbes foram
incubadas por 15 min. a 40 °C e mantidas a 4 °C.

Depois de ocorrida a polimerizagdo, as placas foram ajustadas no
aparelho S2 (LIFE TECHNOLOGIES). A parte da placa onde a solugio
acrilamida/bis-acrilamida nao foi polimerizada, foi lavada com uma solugéo 1
x TBE e em seguida foi feita uma pré-corrida do gel por aproximadamente 30
min. a 65 W. Pequenas canaletas foram criadas onde a solug@o acrilamida/bis-

acrilamida ndo foi polimerizada, através da inser¢do de um pente com dentes
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curtos. As amostras foram aquecidas por 5 min. a 98 °C e aplicadas nas
canaletas do gel. A corrida do gel foi feita de 1,5 a 5 horas a 65 W,
dependendo do sequenciamento. Apds a eletroforese, as placas foram
separadas e a placa com a camada do gel foi colocada em uma solugao de dcido
acético a 5 % e isopropanol a 5 % por- 15 min. O excesso da solugio foi
retirado por succdo e o gel transferido para uma folha de papel. O papel foi
coberto com pléstico e seco por no minimo 1 hora a 80 °C ("Gel dryer"-BIO-
RAD). O pléstico foi retirado e o papel contendo a amostra radioativa foi
colocado em contato direto com um filme de raio X. O filme foi exposto por
um dia em um cassete escuro, revelado em um revelador automatico
(KODAK) e em seguida, foi feita a leitura das seqliéncias encontradas com o
auxilio de um transiluminador (FOTODYNE). As seqiiéncias encontradas
foram comparadas as seqiiéncias ja existentes, utilizando o programa "Mac

Vector" (IBI).

2.6.2 Sequenciamento automatico

As placas foram lavadas com dgua e sabdo, secas com papel-toalha e
transferidas para a mdquina de sequenciamento, onde foram checadas por
"scanning" com o uso de "laser" para detectar sujeiras que poderiam interferir
com a andlise das seqiiéncias. Em casos onde o "laser” detectou fluorescéncia,
o procedimento de limpeza foi repetido até que as placas ficassem
perfeitamente limpas. Depois de limpas, as 2 placas foram sobrepostas com
espacadores entre elas, vedadas e fixadas com garras.

A preparagdo do gel foi feita com uma mistura contendo 50 ml de uma

solucdo de 5,7 % acrilamida (0,3 % bisacrilamida e 50 % de uréia preparada
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em TBE) polimerizada com 0,5 % de APS e 0,04 % de TEMED. A mistura

foi colocada entre as placas previamente montadas, um espacador foi inserido
na parte superior do gel para formar uma grande canaleta e o conjunto
deixado descansando para a polimerizac¢do da acrilamida/bis-acrilamida.

Em um tubo de PCR, 2 a 4 ug de DNA e 0,5 pmoles de oligo foram
pipetados em um volume final de 12 pl. Oito Ul de uma mistura pronta para -
uso contendo Amplitag FS (PERKIN ELMER) foram pipetados e em seguida
as reacdes colocadas na maquina de PCR por 25 ciclos de 10 seg. a 96 °C, 5
seg. a 50 °C e 4 min. a 60 °C. Para cada reacdo foi preparado um tubo
eppendorf contendo 2 pl de uma solucdo de NaAc 3M pH 5,2 e 50 ul de
etanol. O conteudo de 20 pl dos tubos de reagdo de PCR foi transferido para
o tubo eppendorf contendo a solucdo de etanol, agitado, mantido no gelo por
15 min. e centrifugado a 12.000 g, a 4 °C por 30 min. Em seguida, o etanol
foi removido cuidadosamente, o precipitado foi lavado com 750 ul de etanol
70 %, o etanol aspirado e o precipitado seco. O precipitado foi ressuspendido
em 5 pl de uma mistura contendo 5 partes de uma solucdo de formamida
deionizada (LIFE TECHNOLOGIES) e uma parte de uma solugcdo de EDTA
50 mM pH 8,0. Cada amostra foi agitada, centrifugada rapidamente, aquecida
por 2 min. a 98 a 100 °C e mantida no gelo até o momento da aplicagdo no
gel.

Depois de ocorrida a polimerizagao do gel, as fitas adesivas e as garras
foram retiradas e as placas foram limpas novamente nas suas superficies
externas. Elas foram transferidas para o sequenciador e o procedimento de
checagem de limpeza foi repetido. Todo o sistema de ajuste das placas ao
aparelho foi montado, o espacador inserido na parte superior do gel foi
removido e a grande canaleta formada, foi lavada com uma solugdol x TBE.

Em seguida, foi feita uma pré-corrida do gel por aproximadamente 10 min. a
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1280 V, 24 mA e 30 W a 40 °C. Pequenas canaletas foram criadas no espago
deixado pelo espacgador, através da insercao de um pente. As amostras foram
aplicadas nas canaletas e a eletroforese foi processada por 14 horas nas
condi¢bes acima. 7

Em seguida, andlises das seqiiéncias obtidas foram feitas utilizando o
programa do sistema "ABI 373 A" e eletroesferogramas foram examinados no
programa "Edit View" (IBI) para que as indefini¢Oes fossem resolvidas. As
seqiiéncias foram alinhadas/agrupadas utilizando o programa "Assembly align"

(IBI) e avaliadas utilizando o programa o "MacVector".

2.7 TRANSFECCAO, RECUPERACAO E PURIFICACAO DO
VIRUS RECOMBINANTE

2.7.1 Preparacdo de RNA in vitro

Dois a 5 g de DNA foram digeridos a 37 °C durante a noite na
presenca de 5 a 20 unidades de enzima para a producdo do molde linearizado.
Ap6s a digestdo, possiveis RNases presentes na reagdo foram removidas pelo
tratamento com 20 g de proteinase K na presenca de 0,1 % de SDS por 15
min. a 55 °C e 15 min. a 80 °C. Um igual volume de fenol foi adicionado, a
mistura agitada, centrifugada a 12.000 g por 2 min. e a fase aquosa superior
coletada. Um volume igual de cloroférmio foi adicionado, a mistura agitada e
centrifugada novamente a 12.000 g por 2 min. O DNA da fase aquosa foi
precipitado pela adi¢do de 2 volumes de etanol na presenca de 10 pg de
glicogénio de ostra. O precipitado foi coletado por centrifugagio a 12.000 g

por 20 min. a 4 °C e ressuspendido em 1/10 volume de uma solu¢do tampao
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TE filtrado.

A reacdo de transcricdao foi feita utilizando o sistema "Ambion
MEGAscript", onde foram utilizados 7,5 mM de ATP, CTP, GTP ¢ UTP, 0,5
a1l ug de DNA e 1 pl de uma mistura de enzima T7 polimerase em um
volume final de 10 ul. A reacgdo foi incubada por 4 horas a 37 °C e o RNA

analisado por eletroforese em gel de agarose em tampao 1 % TBE.

2.7.2 Eletroporacao de células BHK

Células BHK foram transformadas com RNAs sintéticos por
eletroporagdo como descrito por MASON et al. (1994)

Uma garrafa contendo uma monocamada de células subconfluentes foi
lavada 2 vezes com PBS. Oito a 10 ml de tripsina/EDTA foram adicionados, a
garrafa foi incubada por 10 min. em um incubador giratério a 37 °C e em
seguida, 5 a 6 ml de meio nutriente BHK foram adicionados. As células foram
ressuspendidas pela passagem através de uma clnula por 10 vezes e
centrifugadas a 207 g por 10 min. O sobrenadante foi desprez’ado, as células
foram ressuspendidas pela adicdo de 50 ml de meio nutriente BHK e
centrifugadas novamente a 207 g por 10 min. O sobrenadante foi desprezado,
as células foram ressuspendidas pela adi¢do de 50 ml de uma solucdo de PBS
mantido previamente no gelo e centrifugadas novamente a 207 g por 10 min.
O sobrenadante foi desprezado novamente, as células foram ressuspendidas
pela adic@o de 2 ml da solucdo gelada de PBS e pela passagem através de uma
canula por 5 vezes. A concentra¢ido das células na suspensdo foi determinada
em camara de Neubauer ao microscépio 6ptico, a concentracao ajustada para 2

x 107 células/ml e mantidas em seguida no gelo.
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Um tubo contendo 12,5 ml de meio nutriente BHK foi preparado para
cada reacdo de eletroporagdo. Dois a 10 g de RNA foi colocado em uma
cubeta estéril (BTX, INC) juntamente com 0,8 ml de suspensdo de células e
misturados. A cubeta foi inserida no aparelho ("gene ZAPPER" 450/2500-
IBI) ligado a 14 uF e 1500 V. Foram dados 2 pulsos utilizando os comandos
acima e imediatamente as células foram transferidas para os tubos contendo o
meio nutriente. Dois a 5 ml das células eletroporadas foram transferidas para
cada po¢o de 35 mm de didmetro da placa e deixadas por 2 a 3 horas em um
incubador de atmosfera de 5 % de CO? a 37 °C. As células mortas foram
removidas por 2 a 3 lavagens com 1 ml de VGM contendo 0,5 % CS. Dois ml
de VGM contendo 0,5 % CS foram adicionados e as células colocadas
novamente em um incubador de atmosfera de 5 % de CO?2 a 37 °C durante a
noite. Em alguns casos, o VGM foi substituido por VGM contendo 5 % da
concentracao de metionina normal e as células foram marcadas

radioativamente com 50 a 100 uCi de 35S-Metionina durante a noite.

2.7.3 Infec¢do de células BHK por "Lipofectin™"

Células BHK subconfluentes foram preparadas previamente em placas
de 6 pocos de 35 mm de didmetro, mantidas em uma atmosfera de 5 % de
CO2 a 37 °C e transformadas com uma solugdo catidnica de lipossomo,
"Lipofectin™", utilizando o protocolo descrito pelo fabricante (LIFE
TECHNOLOGIES).

Uma solugdo A foi preparada em um tubo de poliestireno 12 x 75
(ELKAY PRODUCTS, INC.) contendo 18 ul do reagente "Lipofectin™"
(LIFE TECHNOLOGIES), 82 ul de BME contendo HEPES 25 mM (LIFE
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TECHNOLOGIES) e incubada por 30 a 45 min. a temperatura ambiente.

Uma solugdo B foi preparada contendo 0,5 a 2 ug de RNA em 100 pl de
BME/HEPES. Cem il da solucdo A foram adicionados em cada tubo contendo
a solucdo B, misturados gentilmente e incubados por 10 a 15 min. 2
temperatura ambiente. "

As placas contendo a monocamada de células BHK foram lavadas uma
vez com 2 ml de BME/HEPES e levadas novamente ao incubador de atmosfera
de 5 % de CO2 a 37 °C.

Um volume de 0,8 ml de BME/HEPES foi adicionado em cada tubo
contendo o complexo "Lipofectin™"/RNA. O conteido de cada tubo foi
misturado gentilmente e transferido para a monocamada de células BHK apds
a retirada do meio. As células foram incubadas por 5 horas a 37 °C, o meio
contendo RNA foi substituido com 2 ml de VGM contendo 0,5 % CS para a
recuperacdao de virus (ver item 2.2.1) ou com 2 ml de cobertura de
"tragacanth" para determinacdo de ufp pela colora¢do com cristal violeta (ver

item 2.2.2) ou por imunoperoxidacio (ver item 2.2.3).

2.7.4 Recuperacgio de virus

A recuperacdo de virus a partir de células transfectadas com RNAs
sintéticos (ver itens 2.7.2 e 2.7.3) foi feita através de passagens em células
BHK ou CHOIl11.1 (ver item 2.2.1) ou através de ensaios de unidades
formadoras de placas em células BHK ou CHO11.1 detectadas pela coloragdo
com cristal violeta (ver item 2.2.2) ou por ensaios de imunoperoxidacdo (ver

ftem 2.2.3).
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2.7.5 Purificacdo do virus

Apds a transfecgdo celular, os virus foram crescidos por diversas
passagens (3 ou 4) em células BHK ou CHO11.1 em um nimero maior de
frascos T-162 ou em garrafas plasticas e purificados como descrito por BAXT
et al. (1984).

Depois de alcangado o efeito citopatico esperado, os frascos ou garrafas
foram colocados a -70 °C, descongelados e em seguida, foram adicionados a
cada um 1/100 do volume de 10 % Triton x-100 (p/v). Toda a suspensao
celular foi transferida para tubos de centrifuga e centrifugados a 11.648 g por
10 min. a 4 °C. O sobrenadante fo1 decantado em um novo tubo, o volume foi
determinado e 8 % do volume de PEG foi adicionado. A mistura contendo
PEG foi agitada, mantida por 1 h. no gelo com agitacdo periddica,
centrifugada a 11.648 g por 10 min. a 4 °C, o sobrenadante desprezado e todo
o PEG residual foi retirado com um aplicador. O precipitado foi
ressuspendido em 1/30 a 1/10 do volume inicial com uma solugdo gelada de
TNE e centrifugado novamente a 11648 g por 10 min. a 4 °C. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo, o volume determinado e 1/20 volume de uma
solucdo de 10 % sddio sarcosil (p/v) em uma solucido tampao TNE e 1/100
volume de uma solugdo de EDTA 0,5 M foram adicionados. Cinco a 6 ml de
cada amostra foram aplicados em tubos SW28 (BECKMAN) preparados com
gradiente continuo de sacarose 10 a 50 % (ver item 2.3.1), exceto que o
volume de solugao de sacarose utilizado foi de 15,6 e 15,7 ml para preencher
um tubo de maior capacidade. Os tubos foram centrifugados no rotor SW28
(BECKMAN) a 72.000 g em uma ultracentrifuga por 12 horas a 4 °C. As

amostras foram coletadas do fundo de cada gradiente em intervalos regulares
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de tempo (30 segundos) com o uso de uma bomba peristaltica e levadas a um
espectrofotdometro. A densidade 6ptica a 260 nm foi medida, os dados
coletados foram colocados em um gréfico, o pico de 140 S foi identificado e as
fracoes que formaram o pico foram agrupadas. A OD2¢(0 foi novamente

medida e a concentragao do virus foi determinada baseado no valor de OD260

de 129 pg/ml (BAXT & BACHRACH, 1980).

2.8 EXPERIMENTACAO ANIMAL
2.8.1 Estudos de patogénese e vacina¢do em bovino

Um bovino da raga Holstein de 10 meses de idade foi inoculado com
virus vivo purificado no gradiente de densidade de sacarose, pela rota
intradermolingual. Primeiramente, o animal foi anestesiado
intramuscularmente com 0,1 mg/kg de "Xylazine" (MILES, INC). Em
seguida, a lingua do animal foi puxada para fora e com uma seringa de vidro
de 1 ml (BECTON-DICKINSON) e uma agulha de 22 "g", foram dadas 5
injecdes de 50 pl de cada dilui¢do do virus em BME na face superior da
lingua. As amostras provenientes da mesma série de diluicdes utilizadas na
inoculacdo acima foram tituladas nas células BHK (ver item 2.2.2). Apds a
inoculacdo, a temperatura retal do animal foi verificada diariamente e os
dados foram arquivados para andlise posterior. Em dias selecionados, o
animal foi anestesiado (ver acima), as suas patas, lingua e narinas foram
examinadas pela observacdo de formacao de vesiculas.

O sangue do animal foi coletado em intervalos regulares com um tubo

de '13 ml ("Vacutainer”- BECTON-DICKINSON). O soro foi separado,
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inativado por aquecimento a 30 min. a 56 °C e estocado a -20 °C para
determinacdo subsequente de anticorpos neutralizantes através do ensaio de
reducdo de placas (NEUT) (ver item 2.3.2) em células BHK e anticorpos
dirigidos contra proteinas estruturais e proteina ndo-estrutural 3D por
radioimunoprecipitagdo (RIP) (ver item 2.3.3).

O animal foi desafiado pela mesma rota com aproximadamente 10.000

ufp (ID50) do virus selvagem e observado seguindo os mesmos procedimentos

descritos anteriormente.

2.8.2 Suinos
2.8.2.1 Estudos patogénicos

Trinta e cinco suinos da raca Yorkshire pesando de 15 a 30 kg foram
utilizados, sendo que os mesmos foram separados em grupos de 5 animais e
mantidos em ambientes diferentes. Em cada grupo, 2 animais foram
anestesiados com 4 mg/kg de "Xylazine", 8 mg/kg de "Ketaset" (FORT
DODGE LABORATORIES, INC.), 3 mg/kg de "Telazol" (FORT DODGE
LABORATORIES, INC.) e inoculados com o virus vivo purificado no
gradiente de densidade de sacarose diluido nas concentrac¢des de 0,5 € 0,05 g
em BME. A rota de inoculagio utilizada foi a combinagio da rota intradermal
com a esfoliagdo da pele na banda corondria externa na pata direita do animal
e no lado direito do nariz. Os 3 restantes foram mantidos como animais
controles. Apds a inoculagdo, a temperatura retal de todos os suinos foi
coletada diariamente e os animais foram examinados diariamente nos

primeiros 10 dias de experimento com o objetivo de se detectar o
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aparecimento de lesdes vesiculares nas patas, nariz € boca. Os animais que
foram mantidos por mais de 10 dias, foram examinados apenas 3 a 4 vezes por
semana. Em dias selecionados, 0os animais que se tornaram positivos para a
aftosa foram anestesiados, fluidos vesiculares e/ou amostras de epitélios
vesiculares foram coletados, ressuspendidos em BME contendo
antibiético/antimicético, glutamina e 10 % de soro fetal de terneiro.e mantidos
a -70 °C para serem testados posteriormente. A presenga do virus foi
detectada através de passagens em células BHK ou CHOI11.1 (ver item 2.2.1)
ou através de RT-PCT (ver item 2.4) seguido por andlises de sequenciamento
(ver item 2.6).

O sangue dos animais foi coletado em intervalos regulares. O soro foi
separado, inativado por aquecimento a 30 min., 56 °C e estocado a -20 °C para
determinacdo subsequente de anticorpos neutralizantes através do ensaio de
reducdo de placas (NEUT) em células BHK (ver item 2.3.2) e anticorpos
dirigidos contra proteinas estruturais € ndo-estruturais por RIP (ver item

2.3.3) ou por ELISA (ver item 2.3.4).

2.8.2.2 Estudos de vacinagdo

Vinte suinos da raca Yorkshire pesando 25 a 30 kg foram divididos em
3 ambientes. No primeiro ambiente, 2 animais foram inoculados no misculo
quadriceps com 4 pg do virus tipo Ol, inativado por 48 h. com etilenamina
bindria (BEI) (BAHNEMANN, 1990) em emulsio de 6leo mineral. Em um 2°
ambiente, 3 animais foram inoculados na orelha direita via intraderme com
200 pl de BME contendo 4 pg de virus vivo purificado no gradiente de

densidade de sacarose; 3 animais foram inoculados subcutaneamente na area
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posterior da escdpula com 3 ml de BME contendo 4 g de virus e os outros 2
restantes permaneceram como controles. No terceiro e dltimo ambiente, 2
animais foram inoculados via intraderme na orelha direita com 200 ul de PBS
contendo 200 pg de DNA; 6 animais foram inoculados via "gene gun" na pele
da regido inguinal com 6 inje¢oes de 0,5 [lg de DNA acoplado a 0,5 mg de
ouro (ver item 2.5.5.4) por imunizac¢@o utilizando uma pressdo de 500

"pounds per square inch" (PSI) e os 2 restantes permaneceram como

controles.
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3.1 PRODUCAO DE PLASMIDEOS CONTENDO COPIAS DO
TAMANHO DO GENOMA INFECCIOSO DO VIRUS A12 COM
O SEU CAPSIDEO SUBSTITUIDO PELO CAPSIDEO DO
VIRUS A24

3.1.1 Producdo de clone de cDNA contendo o genoma completo (FLC)
do tipo A24 do virus da febre aftosa (VFA)

3.1.1.1 Virus estoque

Virus vacinal A24 (cepa Cruzeiro, 1955) foi origindrio do "Centro
Panamericano de Fiebre Aftosa” (C.P.F.A), cultivado em células BHK na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (U.F.R.J.), RJ, Brasil. Em "Plum
Island Animal Disease Center" (P.I.A.D.C), Greenport, NY, U.S.A, dois
estoques do virus foram obtidos a partir do estoque original. Um estoque foi
crescido por uma passagem em células BHK. Um segundo estoque,
proveniente da primeira passagem em cé€lulas BHK e cultivado por 3 passagens
em células CHO11.1 para permitir o isolamento do virus A24 contendo o sitio
antigénico de 2PD11, necessario para a propagacido do virus deletado da
regido codificadora dos aminodcidos RGD. A primeira passagem em células
CHOL11.1 ndo produziu efeito citopético (ecp), levando a realizacao das 2* e 3*
passagens, as quais produziram um ecp satisfatério, demonstrando selegio dos
virus adaptados para propagacao nas células CHO11.1.

Para confirmar a autenticidade do virus A24 propagado em células BHK
e para comprovar se os virus propagados em células CHO11.1 nao foram

alterados antigenicamente, eles foram avaliados utilizando-se anticorpos
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monoclonais (AcM) origindrios do C.P.F.A para avaliar vacinas (ALONSO et
al., 1994) e fluidos de hibridomas originédrios de P.I.LA.D.C (BAXT et al.,
1989) (Figura 4). Os dados da Figura 4 mostraram que os virus propagados
em células BHK e os adaptados em células CHO11.1 reagiram com todos os 10
AcM especificos do virus A24. Quando testados com 3 AcM especificos do
virus A12, os virus crescidos em células BHK reagiram apenas com um deles,
enquanto os virus adaptados em células CHO11.1 reagiram com 2 deles, sendo
um deles o AcM 2PD11, o qual foi utilizado para produzir o receptor sintético

expressado pelas CHO11.1 (RIEDER et al., 1996).

3.1.1.2 Amplifica¢do por PCR

Tentativas preliminares para se produzir um cDNA infeccioso do
capsideo do virus da febre aftosa (VFA) sorotipo A24, utilizando-se uma
estratégia similar 2 utilizada para o VFA sorotipo O1 (SA-CARVALHO et al,,
1997) falharam. Foi criado uma nova estratégia para amplificar todo o
fragmento L. do genoma A24 e este fragmento foi adicionado ao fragmento S
no genoma Al2 (Figura 5). A amplificacdo foi obtida utilizando-se um
oligonucleotideo que continha um sitio de endonuclease de restricdo Not I e 15 -
Ts (P15, 5'GGC GGC CGC TTT TTT TTT TTT TTT 3'), um
oligonucleotideo que correspondeu ao final da extremidade 5' do fragmento L
(P19A, 5' GCG AAT TCC TAG GTT CTA CCG TCG TTC CC 3') e que
continha um sitio de endonuclease de restricao Avr II que foi utilizado para
construir o cDNA original infeccioso do virus A12 (RIEDER et al., 1993).

Para minimizar a chance de mutac¢des que poderiam surgir no capsideo



Figura 4: Reatividade dos virus A24 com diferentes anticorpos monoclonais
(AcM)
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Quantidades iguais de virus purificados no gradiente de sacarose,
radioativamente marcados, foram reagidos com AcM e a quantidade de
radioatividade precipitada por S. aureus foi determinada como descrito (ver
Métodos). Sem Ac indica nenhuma adi¢do de anticorpos na reagido; anti-VFA
boving refere ao soro convalescente de um bovino inoculado com miiltiplos
sorotipos de VFA; 7SF3, AcM especifico no reconhecimento da alca G-H da
proteina VP1 no virus Al2 (BAXT et al., 1989); 2PD11 e 6EE2, AcM
especificos no reconhecimento de um epitopo fora da alca G-H da protefna VP1
no virus A12 (BAXT et al., 1989); 32AAS5, 31DF4, e 16EC11, AcM especificos
no reconhecimento de epitopos presentes na regiao VP1 no virus A24 (ALONSO
et al.,, 1994); 31EGY, 31EF12, 31EE12, 31FA4, 31EB2, 32DH3, e 31GA6, AcM
conformacionais especificos do virus A24 (ALONSO et al., 1994).
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Figura 5: Representagdo esquemdtica do genoma do VFA e estratégia para
organizagdo de FLC do tipo A24 do VFA
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Ver legenda da Figura 1.
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durante a amplificagao, a regido codificadora do capsideo de ambos os RNAs
virais foi também amplificada com o oligonucleotideo P191 (5' GAC CGG
CCG TTA CCC GGG GTT GGA CTC AAC GTC 3") que contem o sitio de
restricdo Xma I, adicionado por mutagénese nos residuos altamente
conservadbs de Pro-Gly, os quais correspondem aos 2 tltimos aminodcidos da
regidao 2A e o oligonucleotideo P19A (Figura 5).

O RNA foi purificado de ambos os estoques virais propagados em
células BHK e adaptados em células CHO11.1 (Tabela 4). cDNAs de tamanho
do fragmento L (~ 7,8 kb) e do tamanho da regido IRES —> 2A (~ 3,6 kb)
foram gerados a partir de ambos os estoques de RNAs utilizando-se os oligos
P15/P19A ou P191/P19A por 30 ciclos de amplificacao (30 seg./94 °C, 8

min./68 °C); 8§ min./68 °C com a polimerase "Clontech advantage".

3.1.1.3 Clonagem e recuperacdo do virus vivo contendo todo o fragmento

L do genoma do virus A24

Para inserir o fragmento L. no cDNA infeccioso do virus Al2
(pRMC35), foi necessdrio a utilizagdo de um protocolo de 2 etapas devido a
presenca de um sitio interno de Avr II na regido VP3 (Figura 5). Para
realizar a clonagem, primeiramente inseriu-se o fragmento VP3 —> poli A de
5,5 kb, derivado do fragmento de PCR P15/P19A no lugar do fragmento de
8,0 kb no genoma do virus Al2, produzindo o pS12 (BHK) e o pS17
(CHOI11.1) (Figura 5). O outro fragmento Avr II de 2,3 kb, derivado do
fragmento de PCR P19A/P191, proveniente do cDNA do virus cultivado por

uma vez em células BHK, que se estendeu dos pseudonés até a regido VP3 foi
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Tabela 4: Propriedades dos virus A24 Cruzeiro em cultura de células BHK e

CHOI1.1

Titulod
Fonte do virus (UFP/ml) Fendtipo das placasd
A24/BHKpl2 4,2 x 107 pequenas (0,5 cm diam.)
& transparentes
A24/CHO11.1p1b 1,0 x 105 pequenas (0,4 cm diam.)
& transparentes
A24/CHO11.1p3¢ 9 x 106 pequenas (0,4 cm diam.)
& transparentes
a Cepa vacinal A24 proveniente do C.P.F.A, cultivada por uma passagem
em células BHK.
b Cepa vacinal A24 proveniente do C.P.F.A, cultivada por uma passagem

em células BHK e uma passagem em células CHO11.1.
¢ Cepa vacinal A24 proveniente do C.P.F.A, cultivada por uma passagem
em células BHK e trés passagens em células CHO11.1.

d Determinados em células BHK e em células CHO11.1, corados a 48 e

72 horas pés-infeccgio, respectivamente.



82
clonado em um derivado do pGEM3 (PROMEGA), contendo um sitio de Avr
II na regido "polylinker", produzindo o pS48 (Figura 5). No final da etapa de
montagem, o pS12 e o pS17 foram digeridos com Avr Il e o fragmento de 2,3
kb do pS48 foi inserido, produzindo plasmideos com os ¢cDNAs FLC do
fragmento L do virus A24, pAM12 e pAM46. O pAMI12 covntinha ambos 0s
fragmentos do virus propagado em células BHK (Figuras 5 e 6). O outro
plasmideo, o pAM46, continha o fragmento de 5,5 kb origindrio do virus
adaptado em células CHO11.1 e o fragmento de 2,3 kb originirio do virus
propagado em células BHK (Figuras 5 € 6).

O pAMI12 apresentou um genoma vidvel, desde que transcritos in vitro
mostraram uma infectividade especifica similar a do cDNA do virus A12
(Tabela 5). Entretanto, o pAM46 nio foi vidvel, o que sugeriu que este cDNA
FLC continha uma muta¢do em alguma parte do genoma. Eventualmente, o
virus derivado do pAM46 foi recuperado, sugerindo que ele corrigiu a
mutacdo e que provavelmente foi uma mutacdo puntual. Andlises do vAM46
para testar sua habilidade de crescer em cé€lulas CHO11.1, mostraram que ele
continha o sitio antigénico do capsideo do virus derivado das células CHO11.1,
o qual foi requerido para a propagacio nas células CHO11.1 (RIEDER et al.,
1996). A habilidade do virus para crescer em células CHO11.1 derivada do
pAM46, demonstrou que a seqiiéncia codificadora do epitopo requerido para
se ligar as celulas CHO11.1 foi codificada pelo cDNA correspondente ao pS17

("downstreain" do sitio Avr Il em VP3, Figuras 5¢e6).
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Figura 6: Representacdo esquematica da estratégia para organizagdo de FLC tipo
A24/A12 do VFA
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Ver legenda da Figura 1.
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3.1.2 Clonagem e recuperagdo do virus vivo contendo apenas a regiio

P1 do genoma do virus A24

A idéia inicial de se utilizar o pAM46 para produzir a delecdo dos
cédons que codificam para os aminodcidos RGD seria muito dificil, desde que
os RNAs derivados deste cDNA foram pobremente vidveis (Tabela 5). Uma
possivel estratégia para melhorar a viabilidade, poderia ter sido a substitui¢cao
da por¢do do genoma viral que continha o fragmento mutado (ver acima) por
cDNAs adicionais.

Assim, selecionou-se uma outra estratégia, onde apenas a regido P1 do
virus A24 seria introduzida no cDNA do virus Al2. Esta estratégia foi
facilitada pela disponibilidade da seqii€ncia total do cDNA FLC do Al2 e a
utilizacdo deste tipo de quimera P1A24/A12 poderia facilitar estratégias
futuras de construcio de vacinas.

Para amplificar a regido P1, primeiramente as seqiiéncias no sitio de
clivagem L/VPO do A24 foram analisadas através do sequenciamento do
produto de PCR obtido do RNA do virus cultivado por uma vez em células
BHK. Utilizando-se dos dados de sequenciamento, o oligonucleotideo P206 (5'
CCG CTT AAG GGG GCC GGG CAA TCC 3" foi construido. Este oligo
continha o sitio da enzima de restricao Afl II do sorotipo Al2 nos dltimos 2
cddons da regido codificadora da proteinase lider (L), fusionado aos primeiros
15 nucleotideos da seqiiéncia codificadora da protefna VPO do virus A24.
Utilizando-se os oligos P206 e P191 (continha o sitio da enzima de restricdo
Xma l,ver acima), um fragmento de 2,3 kb foi amplificado a partir dos
plasmideos pAM12 e pAM46, usando-se um nidmero menor de ciclos (15) para

diminuir a chance de mutagénese mediada por PCR. Este produto foi
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Tabela 5: Caracteristicas de RNAs sintéticos contendo o fragmento L do virus
A24 com o fragmento S e o poli C do virus A12 na monocamada de células

BHK, transfectadas pelo uso de "Lipofectin™"

Fonte de RNA Infectividade especifica (UFP/ug)d
pRMC358 5100.000
pAM]2b 275.000
pAMA46¢€ ‘ <1

a cDNA FLC do virus A12.

b cDNA FLC contendo o fragmento S e poli C do virus Al2 e o
fragmento L do virus A24 (ver Figura 5).

¢ cDNA FLC do virus A24 contendo o fragmento S e poli C do virus A12
e o fragmento L do virus A24 com a regido VP3, VP1, P2 e P3 do
virus cultivada em células CHO11.1 (ver Figura 5).

d Determinacdo de UFP detectadas nas monocamadas de células BHK

transfectadas com os RNAs dos plasmideos indicados utilizando

"LipofectinTM "
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posteriormente clonado em um plasmideo derivado do pRM35
(Al12),utilizando-se o sitio da enzima de restricdo Af! II natural na regido L e
o sitio Xma I adicionado no final da regido 2A (Figura 6). Os plasmideos
obtidos nesta etapa de clonagem foram avaliados para confirmar a inserg¢do do
fragmento P1 do A24 pela anédlise da aquisicdo do sitio de restricdo Avr II,
especifico do A24 (Figura 6). |

Foram obtidos alguns clones com o mapa de restricdo esperado e foram
selecionados apenas dois para trabalhar. Um cDNA FLC com o fragmento
P1A24 derivado apenas do virus cultivado em células BHK (pARMS) ¢ o
outro cDNA FLC com o fragmento P1 derivado de células BHK e CHO11.1
(pARM10), o qual continha o sitio antigénico necessario para a propagacao em
células CHO11.1 foram selecionados (Figura 7).

Testes de transcritos de RNAs dos pARMS e pARM10 confirmaram que
os seus cDNAs foram vidveis, uma vez que essas transcricdes mostraram uma
infectividade especifica alta (Tabela 6). Evidéncias posteriores mostrando que
estes cDNA foram realmente vidveis foram obtidas dos estudos de
caracterizagdo morfoldégica das placas formadas por estes virus. As placas
formadas pelos pARMS8 e pARMI10 foram similares para cada transcrito e
foram indistingiiiveis entre eles.

Desde que estes cDNAs apresentaram as propriedades corretas para a
producgdo de vacinas, grandes quantidades de RNA foram transfectadas nas
células por eletroporagio e os virus estoques marcados radioativamente e nio
marcados foram produzidos. Os virus estoques ndo marcados foram
cultivados por 2 passagens em células BHK e em seguida, expandidos para uma
grande preparacdo que foi utilizada como fonte de virus purificado pelo

gradiente continuo de sacarose (Figura 8). A quantidade de virus recuperada



Figura 7: Representacdo esquematica dos virus A24 quiméricos
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Ver legenda da Figura 1.
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Tabela 6: Caracteristicas de RNAs sintéticos contendo a regido P1 do virus

A24 no genomd do virus A12 na monocamada de células BHK, transfectadas

pelo uso de "Lipofectin™"

Fonte de RNA Infectividade especifica (UFP/ug)¢

pARMS2 575.000
pARMI10b 775.000

a cDNA FLC do virus contendo a regido P1/2A do virus A24 cultivado
em células BHK.

b cDNA FLC do virus contendo a regidao P1/2A do virus A24 cultivado
em células CHOI11.1. |

c Determinacdo de UFP detectadas nas monocamadas de células BHK
transfectadas com os RNAs dos plasmideos indicados utilizando

"Lipofectin™".
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Figura 8: Perfis dos gradientes de densidade de sacarose dos VARMS e
vARM10

pico140S
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Perfis de A260 dos gradientes de densidade de sacarose preparados dos virus
quiméricos derivados dos virus propagados em células BHK (VARMS) e
adaptados em células CHO11.1 (vARMI10), utilizando condi¢des padrdes de
crescimento seguido pela precipitagdo com PEG, antes da centrifugacdo no
gradiente continuo de sacarose como descrito por BAXT et al. (1984). O pico
da fracdo 9 corresponde a sedimentacio das particulas virais 140 S.



90
no gradiente de sacarose mostrada na Figura 7 corresponde a uma produgéo

de 85 ug do vARMS e 95 pug do vARMI10 purificado a partir de 2 x 108

- células BHK.
3.1.3 Avaliacdo dos virus ARMS8 e ARM10
3.1.3.1 Caracterizac@o antigénica

Com o objetivo de se verificar a autenticidade dos virus quiméricos,
preparacdes dos virus VARMS8 e vARMI10 marcados radioativamente,
purificados a partir de células BHK eletroporadas foram testadas com o painel
de anticorpos monoclonais utilizado na Figura 4. Os resultados mostrados na
Figura 9 confirmam a autenticidade dos virus vARMS e vARMI10 derivados
geneticamente. Especificamente, os virus sintéticos mostraram o mesmo perfil

antigénico dos virus utilizados como fontes dos cDNAs FL (Figura 4).

3.1.3.2 Caracterizacao genética

Para determinar as caracteristicas genéticas destes 2 virus, os cDNAs
FLC pARMS e pARMI10 utilizados na sua producio foram sequenciados.

Toda a regido P1/2A do pARMS, estendendo-se do sitio da enzima de
restricdo AfI II até o sitio da enzima de restricido Xma 1 (Figura 7) foi
sequenciada, utilizando-se uma estratégia de sequenciamento baseada no uso de

oligonucleotideos na fita senso ou antisenso em toda a regido P1. A seqiiéncia
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Figura 9: Reatividade dos virus quiméricos VARMS8 e vARMI1O0, os quais
expressam capsideos do tipo A24 Cruzeiro, com diferentes AcM
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Quantidades iguais de virus purificados no gradiente de sacarose,
radioativamente marcados, foram reagidos com AcM e a quantidade de
radioatividade precipitada por S. aureus foi determinada como descrito (ver
Métodos). Sem Ac indica nenhuma adicdo de anticorpos na reagdo; anti-VFA
bovino refere ao soro convalescente de um bovino inoculado com multiplos
sorotipos de VFA; 7SF3, AcM especifico no reconhecimento da alca G-H da
proteina VP1 no virus Al12 (BAXT et al, 1989); 2PD11 e GEE2, AcM
especificos no reconhecimento de um epitopo fora da alca G-H da proteina VP1
no virus A12 (BAXT et al., 1989); 32AA5, 31DF4, e 16EC11, AcM especificos
no reconhecimento de epitopos presentes na regiado VP1 no virus A24 (ALONSO
et al., 1994); 31EGY, 31EF12, 31EE12, 31FA4, 31EB2, 32DH3, e 31GA6, AcM
conformacionais especificos do virus A24 (ALONSO et al., 1994).
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de nucleotideos deste plasmideo foi comparada com a seqiiéncia da cepa A24
Cruzeiro (ano desconhecido), proveniente de Pirbright (Pir) (ABRAMS, C.C.,
dados nao publicados) (Figura 10). Na Figura 10 foram detectadas diferencas
entre 0 pARMS e a seqiiéncia Pir3, sendo 3 diferengas na regido VP4, 4
diferencgas na régiéo VP2, 3 diferencas na regido VP3 e 4 diferencas na regido
VP1. A tnica diferenca detectada entre 0 pARMS e a seqiiéncia Pir na regido
2A correspondeu a substitui¢do intencional introduzida como parte do sitio da
enzima de restricio Xma 1 codificado pelo oligo P191 (Figura 10). Das 15
diferencas detectadas na seqiiéncia de nucleotideos entre o pARMS e a
seqiliéncia Pir, apenas 5 resultaram na mudanc¢a predizivel de aminodcidos
(Figura 11).

Uma vez que o pARMI10 contem a regido entre o sitio da enzima de
restricdo Afl II e o sitio da enzima de restricdo Avr Il do pARMS (ambos os
pARMS e pARMI10 foram derivados do plasmideo S48, o qual contem o
fragmento Avrll derivado do virus crescido em células BHK; Figuras 5, 6 ¢
7), apenas a regido Avr II —> Xma I foi sequenciada. As diferencas de
nucleotideos entre o pARMS e pARMI10 foram em ntimero de 4, sendo uma na
regido VP3 e 3 na regido VP1 (Figura 10). Seqiliéncias de aminoacidos
deduzidas a partir da seqiiéncia de nucleotideos destes 2 plasmideos revelaram
apenas 2 diferencas: no pARMS, o cédon 56 em VP1 = A; no pARMI10, o
cédon 56 em VP1 = T; no pARMS, o cédon 99 em VP1 =L e no pARMI10, o
cédon 99 em VP1 = W (Figura 11). Desde que os virus derivados destes 2
plasmideos diferenciaram na sua habilidade para reagir com o AcM 2PD11,
estes dados de sequenciamento sugerem que o epitopo pode incluir um ou
ambos os residuos em VP1. A Figura 12 mostra a representacio estrutural do

VFA tipo O1, com os residuos 56 ¢ 99 da proteina VP1 representados em
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Figura 10: Alinhamento de dados de seqiiéncia determinados para a regido
P1/2A do pARMS, dados de seqiiéncia determinados para a por¢dao P1/2A
entre o sitio Avr Il e o final da regido 2A do pARMI10 e a seqiiéncia do cDNA
P1/2A do virus A24 proveniente do laboratério de Pirbright (Pir)
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Figura 10 (Continuagio)
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Figura 10 (Continuacio)

DPARMB
Pir

PARML0
PARMB

Pir

PARMLO
PARMS

Pir

DARMLO
DARMS

Pir

PARMLO
PARMB

Pir

DARMLO
DPARMS

Pir
PARML0
PARMB
Pir

DARMLO
PARMSB

Pir

PARMLO
DARMS

Pir

DARMLO

PARMS
Pir

DARMLO

vPl->
CCCOGCCAGCAGACCACCGECTACCGEGEGAATCAGCAGACCCGGETICACCACCACCETEEAG

............................................................

............................................................

............................................................

.........................................................

............................................................

............................................................

............................................................

............................................................

............................................................

............................................................

............................................................

............................................................

Sstl

............................................................

............................................................

............................................................

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

95



96
Figura 10 (Continuagao)
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A numeracdo inicia com o primeiro nucleotideo codificador da proteina VP4.
As posi¢des do inicio das regides codificadoras para cada um dos peptideos
maduros sdo mostradas acima da seqiiéncia do pARMS. Sitios de
endonucleases de restricao sao listados acima da seqtiéncia do pARMS e os seus
sitios de reconhecimento estdo sublinhados. A por¢do do oligo antisenso P191
¢ mostrada abaixo da seqiiéncia 2A. Identidade com a seqiiéncia do pARMS é

" "

indicada por ".".
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Figura 11: Alinhamento dos dados de seqiiéncia de aminoacidos prediziveis
determinados para a regido P1/2A do pARMS, dos dados de seqii€ncia de
aminodcidos prediziveis determinados para a por¢cao P1/2A entre o sitio Avr
II e o final da regido 2A do pARMI10 e os dados de seqii€ncia de aminoacidos
prediziveis determinados para o cDNA P1/2A do virus A24 proveniente do
laboratério de Pirbright (Pir)
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Figura 11 (Continuagao)
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A numeracdo inicia com o primeiro aminodcido da proteina VP4. As posi¢des
do inicio das regides codificadoras para cada um dos peptideos maduros sdo
mostradas acima da seqiiéncia do pARMS. Os nimeros localizados a direita
correspondem a um polipeptideo individual (p.e., 1= VP1, 2= VP2, 3= VP3,
4= VP4), seguido pela posicdo neste peptideo (p.e., 4060= posicdo 60 em

"non

VP4). Identidade com a seqiiéncia do pARMS € indicada por ".".
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Figura 12: Posigdes dos residuos dos aminoécidos 56 e 99
em VPI e 178 em VP3 no protdmero do VFA sorotipo O1

VP1 esté representada em azul claro, VP2 estd representada em verde e
VP3 estd representada em lilds. VP4, a qual nfio se encontra exposta na
superficie do virion, tem sido deletada para maior clareza. O residuo 178
de VP3 (3178) é mostrado em branco, e os residuos 56 e 99 de VP1 (1056
e 1099) sdo mostrados em amarelo. A figura foi produzida com as
coordenadas 3° da forma reduzida do VFA sorotipo Ol ("Brookhaven
National Laboratory, Protein Database" Arquivo ndmero "1FOD"; Logan
et al., 1993) utilizando o programa "MolView" 1.3 (Smith, 1995).
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amarelo e o residuo 178 da proteina VP3, o qual tem sido implicado como
parte do epitopo 2PD11 no virus tipo A12 (BAXT et al., 1989; RIEDER et

al., 1996), representado em branco.

3.1.3.3 Caracterizacao patogénica

3.1.3.3.1 Infeccdo de suinos com o vVARMS

Cinco suinos (26, 28, 29, 30 e 31) foram mantidos em um mesmo
ambiente e dois deles foram inoculados com 0,5 ou 0,05 pg de vARMS vivo
purificado no gradiente continuo de sacarose.

O animal 26 inoculado com 0,5 pug do virus apresentou lesbes em 2
sitios diferentes (para este experimento, foram definidos sitios como cada pata
e darea do nariz/boca totalizando 5 pontos; Figura 13) no primeiro dia p0s-
inoculagdo (d.p.i.). Até o final do experimento, lesdes de 1 a 2 cm de
diametro foram detectadas em todas as patas, no nariz e na boca.

O animal 28 inoculado com 0,05 g do virus apresentou lesdes em todas
as patas, mas nfo na boca ou nariz a partir do 3° d.p.i. (Figuras 13 e 14).

Todos os 3 animais nao inoculados, animais 29, 30 e 31 mostraram
sinais da doenca do 3° ao 6° d.p.i. (Figura 13) e até o final do experimento,
foram verificadas lesdes em todos os sitios, com uma doenca severa
indistingiiivel da apresentada pelo animal 28.

Todos os 5 animais mostraram uma temperatura elevada no 1° ou 2° dia

depois do aparecimento das lesdes (Figura 13).
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Figura 13: Sinais da doenga no grupo de suinos inoculados com vARMS
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Dos 5 animais mantidos no mesmo ambiente, 2 foram inoculados com vARMS (ver Métodos; neste
experimento, o titulo de vVARMS utilizado revelou uma infectividade especifica de 420.000 ufp/ug). As
barras representam o niimero de sitios anatdmicos (cada pata e cada drea do nariz/boca; um niimero total
de 5), nos quais as vesiculas foram detectadas. As linhas representam as temperaturas retais.




Figura 14: Fotografias das patas dos suinos infectado
com 0 VARMS (Painel A) ou com vVARMI10 (Painel B)

Painel A: Suino 28
PED PDD PET PDT

Painel B: Suino 603
PED PDD PET PDT

Painel A: fotografia das patas do suino 28 aos 10 dias, apds ter
sido inoculado com 0,05 ug de vARMS. Painel B: fotografia

das patas do suino 603 aos 10 dias, ap6s ter sido inoculado com
0,05 pug de vARMI0. Abreviaturas: PED, pata esquerda dianteira;
PDD, pata direita dianteira; PET, pata esquerda traseira; PDT, pata
direita traseira.
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O sangue dos animais coletados nos 3° e 7° d.p.1. foram titulados em
células BHK para deteccdo de unidades formadoras de placas (ufp). Das 10
amostras analisadas, virus foi apenas detectado no 3° d.p.i. nas amostras 28
(2,7 x 107 ufp/ml), 30 (3,5 x 102 ufp/ml) e 31 (7,5 x 102 ufp/ml). A auséncia
do virus no sangue do suino 26 no 3° d.p.i. e a auséncia em todas as outras
amostras coletadas no 7° d.p.i., sugere que o aparecimento do virus foi
transitério, entretanto, ndo se teve certeza do tempo exato do curso do
aparecimento do virus na corrente sangiiinea.

Os soros destes animais foram testados contra a presenca de anticorpos
neutralizantes (NEUT) e anticorpos dirigidos contra 3 ABCA detectados por
ELISA. Exceto o suino 29, todos os outros animais mostraram significantes
titulos de anticorpos neutralizantes no dia 7. O animal 29 foi o que
desenvolveu titulo mais alto de anticorpos (PRN50 de 1:10.240; Figura 15) até
o dia da necrdpsia. As leituras de ELISA contra 3ABCA obtidas com o soro
dos animais inoculados (suinos 26 e 28) foram mais altos do que as leituras
obtidas com os soros dos animais ndo inoculados (suinos 29 e 31; Figura 15).
O suino 30 ndo inoculado também apresentou uma resposta positiva para
3ABCA no dia 10 (Figura 15).

Os resultados desses experimentos demonstraram que o vARMS

produzido por engenharia genética mostrou uma alta viruléncia em suinos.



Figura 15: Titulos de anticorpos neutralizantes (NEUT) e ensaios de ELISA de um
grupo de suinos mantidos no mesmo ambiente, inoculados com VARMS.

ELISA

<C
4]
pur]
]

ELISA

ELISA

a

ELISA

Os animais indicados foram inoculados com a quantidade de virus mostrada no dia 0. As barras representam os
resultados de ELISA para a proteina 3ABCA determinados no soro pré-imune (mostrado no dia 0) e soros
coletados nos dias 3, 7 e 10 (ver Métodos), expressados em % do controle positivo. As linhas representam os
titulos de NEUT nos soros coletados nos dias 0, 3, 7 e 10. Os valores mostram a dilui¢cdo do soro capaz de
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3.1.3.3.2  Infecgao de suinos com o vVARMI10

Cinco suinos (600, 603, 605, 611 e 613) foram mantidos em um mesmo
ambiente e dois deles foram inoculados com 0,5 ou 0,05 pg de vARMI10 vivo
purificado no gradiénte continuo de sacarose.

O animal 600, inoculado com 0,5 pug do virus, e o animal 603,
inoculado com 0,05 1g do virus, apresentaram sinais da doenga em 1 a 4 sitios
(para este experimento, sitios foram definidos como cada pata e drea do
nariz/boca totalizando 5 pontos, Figura 16) jd4 no primeiro dia apds
inoculagdo. Até o final do experimento, eles desenvolveram lesdes no nariz,
na boca, em todas as patas extendendo-se através de toda a banda coronaria e
em geral a sola de quase todas as patas apresentaram erupgOes (suino 603;
Figura 14). O animal 603 desenvolveu uma vesicula de 3 cm de comprimento
e 1 cm de largura no dorso do nariz.

Todos os 3 animais nio inoculados, animais 605, 611 e 613 mostraram
sinais da doenga do 2° ao 5° d.p.i. (Figura 16). Até o final do experimento,
eles desenvolveram lesdes em todos os sitios apresentando uma doencga severa
indistingiiivel do animal 603.

Exceto o animal 613, todos os outros 4 animais mostraram uma
temperatura elevada no 1° ou 2° dia depois do aparecimento das vesiculas
(Figura 16).

O sangue dos animais coletados nos 3° e 7° d.p.i. foram titulados em
células BHK. Nas 10 amostras analisadas, virus foi detectado apenas no 3°

d.p.i. nas amostras 600 (2,5 x 102 ufp/ml), 603 (1,8 x 103 ufp/ml) e 605 (5 x
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Figura 16: Sinais da doenga no grupo de suinos inoculados com vVARM10
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Dos 5 animais mantidos no mesmo ambiente, 2 foram inoculados com vARMI10 (ver Métodos; neste
experimento, o titulo de VARMIO utilizado revelou uma infectividade especifica de 1.000.000 ufp/ug).
As barras representam o nidmero de sitios anatémicos (cada pata e cada drea do nariz/boca; um nimero
total de 5), nos quais as vesiculas foram detectadas. As linhas representam as temperaturas retais.
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10! ufp/ml). Estes dados suportam a conclusdo sobre a viremia transitéria
proposta anteriormente.

Os soros destes animais foram testados contra a presenca de anticorpos
neutralizantes e anticorpos dirigidos contra 3 ABCA detectados por ELISA.
Todos os animais apresentaram titulos de NEUT variando de 1:40 a 1:160 no
dia 7 (Figura 17). No dia 10, os suinos nao inoculados (611 e 613) foram os
que mostraram titulos mais altos de anticorpos neutralizantes (PRN50 de 1:520
para ambos; Figura 17). As leituras de ELISA contra 3ABCA obtidas com o
soro dos animais inoculados (suinos 600 e 603) no dia 10 foram mais altas do

que as leituras obtidas com o soro dos animais néo inoculados (605, 611 e 613;

Figura 17).

3.2 PRODUCAO DO VIRUS A24 ATENUADO

3.2.1 Producdo do virus A24 deletado da regido codificadora dos
aminodcidos RGD a partir do vVARM10

3.2.1.1 Construcao do plasmideo mutante pARM10-RGD-

O plasmideo deletado da regido codificadora dos aminoacidos RGD foi
construido utilizando-se a técnica de sobfeposigéo de mutacdes introduzidas
por PCR (HIGUCHLI et al., 1988). Primeiramente, amplificou-se o pAM46
com o oligo P207 (GCC CAC TGC ATT CAC GCT) e o oligo antisenso P227
(AGG GAT CCG GGG TTC GAA CCA CCC ACA GCA TA), que codificou

a delegéo dos codons 142 a 147 na regifio codificadora de VP1 e os sitios das



Figura 17: Titulos de NEUT e ensaios de ELISA de um grupo de suinos mantidos no
mesmo ambiente, inoculados com vARM10
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Os animais indicados foram inoculados com a quantidade de virus mostrada no dia 0. As barras representam
os resultados de ELISA para a proteina 3ABCA determinados no soro pré-imune (mostrado no dia 0) e soros
coletados nos dias 3, 7 e 10 (ver Métodos), expressados em % do controle positivo. As linhas representam os
titulos de NEUT nos soros coletados nos dias 0, 3, 7 e 10. Os valores mostram a dilui¢do do soro capaz de
reduzir o nimero de placas por 50 % (ver Métodos).
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enzimas de restricdo Bst BI/Bam HI (Figura 18), por 15 ciclos de 30 seg./94
°C, 30 seg./55 °C, 30 seg./72 °C e uma incubag¢ido por 10 min./72 °C,
produzindo um fragmento de 690 pb (Figura 18). Em seguida, o pAM46 foi
também amplificado com os oligos P191 e o oligo senso P226 (GGT TCG
AAC CCC GGA TCC CTA GCG GCG CGA GTC GTG), que codificou a
mesma delecdo citada acima e os mesmos sitios das enzimas de restrigéo,
produzindo um fragmento de 270 pb (Figura 18). Os dois fragmentos foram
purificados do gel de poliacrilamida, agrupados e amplificados com os oligos
P191/P207, primeiramente por uma incubacio a 5 min./94 °C, 15 ciclos de 30
seg./94 °C, 30 seg./55 °C, 30 seg./72 °C e em seguida 2 incubagbes por 10
min./72 °C, originando um fragmento de 940 pb (Figura 18). Este fragmento
foi clonado no vetor TA (INVITROGEN) originando o plasmideo S36, o qual
foi digerido com Bst Bl e Bam HI para verificar a presenga da delecdo. Em
seguida, o pS36 foi digerido com as enzimas Sac II/Xma I, produzindo um
fragmento de 840 pb. Este fragmento foi clonado no pARMI10 contendo os
sitios equivalentes das mesmas enzimas de restri¢ao (Figura 18). O plasmideo
resultante, pARM14, foi incapaz de produzir virus, e analises de seqiiéncias
revelaram a delec@o esperada da regido codificadora dos aminodcidos RGD e
uma delecdo adicional de um tnico nucleotideo no cédon 153 na regido
codificadora de VP1 (Figura 18). Para corrigir esta tltima mutacio entre os
sitios Bst BI/Bam HI, foi amplificado um novo fragmento de cDNA a partir
do pAM46, utilizando-se os oligos P226/P191 e em seguida, ligado a um vetor
TA, produzindo o pS14. O pS14 foi sequenciado para confirmar os sitios de
clonagem e a dele¢do da regido codificadora dos aminoécidoé RGD. Em

seguida, este plasmideo foi digerido com as enzimas Bst Bl/Xma I, produzindo
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Figura 18: Representacdo esquemdtica da constru¢do do pARM10-RGD"

promotor Avrdl  Sacll
v SUTR VP4 ¢ { 24 38
—c5 N0 5577

Nott
IJUTR pAM46, contendo o fragmento

L do sorotipo A24 que codifica
/ A];—' um capsideo capaz de replicar

nas célufas CHO11.1

BstBi BamHI
_________.\.\_*_J\./ .
A produto da cDNA de virus propagado
; pezr amplificagao inicial em BHK
Oligo P207, 3 Pl Qr o
com o sitio natural de  pp2g A> pol
Sacll <~ ,//// ¢DNA de virus adaptado
na extremidade 5'  Oligos contendo a Oligo P191, Z4 emCHO11.1
dele¢do e os sitios co’n'tem;o ulm
BstBl e BamHl sitio Xma [:I CONA de pRMC3S,
sorotipo A12
A produto da segunda
—> < amplificagdo por PCR
Oligo P207 Oligo P191
Clonagem do fragmento de
PCR no pARM10 (origindrio a
partir do vetor TA, pS36)
RS, Wo—

fragmento de PCR mutado,
digerido com Sacll e Xmal

PARM14

por¢io do pARM10 sem o fragmento Sacll/Xmal

Reparagdo pela adigdo de um
novo fragment de PCR
p226/P191 (originario a
partir do vetor TA, pS14)

A

fragmento do PCR mutado e
digerido com BstBi e Xmal

pARM10-RGD -

porcao do pARM14 sem o fragmento BstBi/Xmal

seqiiéncia de CGA CAC C

PARM10 cadon 1137 de VP1 AV G G S G R R G
L T P27 (3'->5") ATACGA CAC CCA CCA AGc ttg ggg
seqiiéncia de P226 (5'->3') GGT TCg aac cce

oligonucleotideos
- BstBI

- GCT GTG GGT GGT TCG AAC CCC

sequéncia de CGA CAC CCA CCA AGC TTG GGG
AV G G S N P

PARM10-RGD -

* indica delegdo gratuita detectada no pARM14

Ver legenda da Figura 1.

T puc 1981 of pARM1®  GCT GTG GGT GGT TCA GGC AGA AGA GGC GAC ATG GGG TCT CTC GCG GCG CGA
CA CCA AGT CCG TCT TCT CCG CTG TAC CCC AGA GAG CGC CGC GCT

¢ S L A A R

CCt AGg GA
GGa TCc CTa GCG GCG CGA GTCGTG

BamHI *
GGA TCC CTA GCG GCG CGA
CCT AGG GAT CGC CGC GCT

G S L A A R



111
um fragmento de 270 pb, o qual foi inserido no pARM14 digerido com as
mesmas enzimas, produzindo assim o pARM10-RGD- (Figura 18).

3.2.1.2 Recuperacao do virus vivo e caracterizagdo in vitro

RNAs sintéticos produzidos a partir do pARMI10-RGD- foram
comparados ao RNAs do pARMI10 pela transfec¢do por "Lipofectin™" em
células BHK. Virus recuperados a partir das células transformadas com estes
RNAs foram testados para comprovar sua habilidade de crescer em diferentes
linhagens de células (Tabela 7). Os resultados destes ensaios indicaram que o
receptor celular normal do vARM10-RGD- foi removido, mas que este virus
foi ainda capaz de crescer nas células CHO11.1. Além disso, estes estudos
confirmaram que a replicacdo do virus foi dependente da presenga do receptor
derivado do AcM 2PD11, desde que o vARM10-RGD- nao pode crescer nas
células CHO normais (Tabela 7).

Desde que o cDNA FLC do pARM10-RGD- apresentou as propriedades
esperadas para a especificidade do receptor (crescimento limitado em células
CHOL11.1), este clone foi selecionado para posterior caracterizagdo. Assim,
uma grande quantidade de RNA foi transfectada nas células BHK por
eletroporacao e os estoques de virus ndo marcados e marcados radioativamente
foram produzidos. |

Para examinar as proteinas produzidas pelos virus, foi feita uma
radioimunoprecipitagdo (RIP) dos extratos de células eletroporadas marcadas
radioativamente. As células BHK transformadas com ambos os RNAs

produziram as proteinas esperadas para o virus A24, embora apresentasse uma
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Tabela 7: Habilidade de formacao de placas do WT-A24 (vVARM10) e do VFA
deletado da regido codificadora dos aminodcidos RGD (VARM10-RGD-), em

diferentes culturas de células

Habilidade de formacdo de placas na linhagem de célula

indicada®
UFP/ml
Virus BHK CHO (WT) CHO11.1
vARM 102 2x 105 0 1,4 x 104
vARM10-RGDb 0 0 1,9 x 103
a Virus A24 WT.
b Virus A24 contendo a delecdo da regido codificadora dos aminoacidos
RGD.
¢ Titulos determinados pela coloracdo das monocamadas de células a 72

horas apds a infeccéo.



113
diferenca na migracdo de uma das proteinas do capsideo, presumivelmente
VP1 (Figura 19). Analises da reatividade de um painel de AcM com o
vARM10-RGD-, confirmou que a delecdo da regido codificadora dos
aminodcidos RGD resultou na perda do sitio de ligagdo para um dos 10 AcM
contra o virus A24 testados (16EC11; Figura 20). Esta perda da reatividade
ndo foi inesperada, desde que este anticorpo foi um dos AcM capazes de
reconhecer um epitopo na regido VP1 (ALONSO et al., 1994).

O estoque de virus ndo marcado foi crescido por 2 vezes em células
CHO11.1, expandindo-se em seguida para uma grande preparacdo que foi
usada como fonte de purificacdo no gradiente continuo de sacarose do
vARM10-RGD-. Com o objetivo de se detectar possiveis contaminacdes e
reversdo da delegdo introduzida neste virus que seria utilizado para infectar os
animais, 1,3 pg deste virus foi inoculado em células BHK, cultivado por mais
2 passagens e nenhum efeito citopdtico foi detectado, confirmando que este
virus perdeu o seu receptor celular normal. Este virus também foi
sequenciado para confirmar a deleg@o da regido codificadora dos aminodcidos
RGD e os dados de sequenciamento ndo mostraram nenhuma alteracdo na

seqiiéncia do pARM10-RGD- (Figura 18).
3.2.13 Caracterizagdo patogénica

3.2.1.3.1 Suinos infectados com vARM10-RGD-

Cinco suinos (627, 628, 629, 630 e 631) foram mantidos em um mesmo

ambiente e os animais 627 e 628 foram inoculados com uma dose de 0,5 uge



Figura 19: Autoradiograma mostrando as proteinas do VFA expressadas pelos
vARMI10 e vVARM10-RGD~
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Proteinas imunoprecipitadas de fluido de cultura de células transfectadas com
transcritos de RNA. Células BHK-21 foram eletroporadas com 2 diferentes
RNAs (plasmideos de origem estdo indicados acima da linha) e marcadas
radioativamente com 35S-Met. Os fluidos de cultura de células foram
preparados, imunoprecipitados com o AcM 2PD11 e analisados em gel 12 %
SDS-PAGE. Estas preparagdes contém capsideos contendo 4cido nucleico e
capsideos vazios. A proteina VP4 ndo aparece neste autoradiograma.
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Figura 20: Comparag@o da reatividade do vARM10 e do vVARM10-RGD- com
diferentes AcM
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Quantidades iguais de virus purificados no gradiente de sacarose,
radioativamente marcados, foram reagidos com AcM e a quantidade de
radioatividade precipitada por S. aureus foi determinada como descrito (ver
Meétodos). Sem Ac indica nenhuma adi¢fo de anticorpos na reacdo; anti-VFA
bovino refere ao soro convalescente de um bovino inoculado com multiplos
sorotipos de VFA; 7SE3, AcM especifico no reconhecimento da algca G-H da
proteina VP1 no virus Al2 (BAXT et al, 1989); 2PD11 e 6EE2, AcM
especificos no reconhecimento de um epitopo fora da alga G-H da proteina VP1
no virus Al12 (BAXT et al., 1989); 32AAS5,31DF4, e 16EC11, AcM especificos
no reconhecimento de epitopos presentes na regido VP1 no virus A24 (ALONSO
et al., 1994); 31EGY, 31EF12, 31EE12, 31FA4, 31EB2, 32DH3, e 31GA6, AcM
conformacionais especificos do virus A24 (ALONSO et al., 1994). '
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0,05 pug, respectivamente, do VARMI10-RGD- vivo purificado no gradiente
continuo de sacarose.

O animal ‘627 apresentou apenas uma vesicula plana, branca de
aproximadamente 1 a 1,5 cm de didmetro na pata direita traseira (diferente do
sitio de inoculac@o) no 27° d.p.i. (Figura 21). Nio foi detectado nenhuma
lesdo na boca ou no nariz.

O animal 628 apresentou sinais no 5° d.p.1. (Figura 21) e até o final do
experimento foram detectadas vesiculas planas e brancas de ~ 0,5 cm de
didmetro nas patas, boca e nariz. Este animal apresentou uma doenca mais
severa quando comparado aos restantes. Entretanto, a severidade desta doenca
foi dramaticamente diferente do vARM10 contendo os amino4cidos RGD.

Os animais nio inoculados 629 e 631 nio desenvolveram nenhum sinal
da doenca nos 36 dias de experimento (Figura 21). O animal 630, apés ter
sido inoculado com 2 pg do virus ARM10-RGD- no 21° dia, apresentou lesdes
estreitas e de ~ 0,5 cm de comprimento nas patas € boca com caracteristicas
similares as descritas para o animal 628 no 4° d.p.i. (Figuras 21 e 22).

Exceto o animal 631 que desenvolveu uma ferida grave na cauda, nio
relacionada a doenca aftosa, os outros 4 animais ndo apresentaram temperatura
elevada durante o experimento (Figura 21).

Todas as vesiculas detectadas nestes animais foram marcadamente
diferentes daquelas detectadas nos suinos inoculados com o VARM10 com
relacdo ao seu tamanho e distribuigﬁo (Figilras 14 e 22).

O sangue dos animais coletados nos 3° e 7° d.p.1. foram titulados em
células CHO11.1. De todas as 10 amostras testadas, virus foi apenas detectado
no 3° d.p.i. na amostra 628 (5 x 103 ufp/ml) e no 7° d.p.i. também na amostra

628 (10 ufp/ml). Interessantemente, os titulos de virus detectados nestes



Figura 21: Sinais da doenga no grupo de suinos inoculados com vARM10-

RGD-

41

54 0,5 suino 627

—e— temp.

] sitios

—e— temp.

5 suino 629 .
4 £
3 9 2
2
1 39 +
0 1 ¥ 1 1 I 1
0 7 14 21 28 35
p 41
5 - suino 630 2ug "
g 5
::”_‘
t
suino 631 .
g
3 g
(‘G‘
t

dia

117

Dos 5 animais mantidos no mesmo ambiente, 3 foram inoculados com o0 VARM10-RGD- nos dias
indicados (ver Métodos; neste experimento, o titulo de VARM10-RGD- utilizado revelou uma

infectividade especifica de 3.800.000 ufp/ug).

As barras representam o nimero de sitios

anatémicos (cada pata e cada drea do nariz/boca; um ndmero total de 5), nos quais as vesiculas
foram detectadas. As linhas representam as temperaturas retais.



Figura 22: Fotografias das patas dos suinos infectados
com 0 VARMI10-RGD- (Painel A) ou com vL.LLARMS
(Painel B)

Painel A: Suino 630
PET PDD PET PDT

PED PDD P PDT

Painel A: fotografia das patas do suino 630 aos 15 dias, apos ter
sido inoculado com 2 ug de vARMI0-RGD-. Painel B:

fotografia das patas do suino 626 aos 14 dias, apés ter sido inoculado
com 2 pg de vLLARMS. Abreviaturas: PED, pata esquerda
dianteira; PDD, pata direita dianteira; PET, pata esquerda traseira;
PDT, pata direita traseira.
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animais foram similares aos titulos detectados nos animais inoculados com o
vARMI10. Entretanto, devido a natureza transitéria do virus e como o sangue
foi apenas coletado e analisado em certos dias, ndo foi possivel determinar a
exata relagdo entre viruléncia baseada neste critério. Todavia, a deteccdo de
viremia claramente sugeriu que o virus deletado dos aminodcidos RGD foi
capaz de replicar no suino 628 inoculado.

O soro dos animais foram testados para a presenga de anticorpos
neutralizantes e anticorpos contra 3 ABCA detectados por ELISA. Todos os
animais deste grupo apresentaram titulos de NEUT baixos quando comparados
ao grupo de sufnos inoculados com o virus contendo o sitio normal de ligacdo
ao receptor (vVARM10) (Figuras 17 e 23). O animal inoculado com alta dose
de vVARM10-RGD- (suino 630) apresentou um titulo alto de NEUT no 7° d.p.i.
(PRNS50 de 1:640; Figura 23). Os outros animais inoculados, suinos 627 e 628
apresentaram titulos de NEUT variando de 1:40 a 1:80 no dia 30 (Figura 23).
Nenhum dos animais n3o inoculados apresentaram uma resposta imune,
consistentes com os dados de aparecimento de sinais clinicos (Figuras 21 e 23).
Os dados de leituras de ELISA contra 3ABCA da Figura 23 mostram que
apenas os soros do suino 628 foram capazes de reagir contra a proteina nio
estrutural 3ABCA. O animal 630 apresentou uma resposta no 7° d.p.i.,
diferentemente do animal 628 que s§ apresentou uma resposta a partir do 14°

d.p.i. (Figura 23).
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Figura 23: Titulos de NEUT e ensaios de ELISA de um grupo de suinos mantidos no
mesmo ambiente, inoculados com vVARM10-RGD-

200

suino 627 [1:10.000
s 150 A
| 0,5 -1:1.000 g
100 4 ug
:
50 - -1:100
0 - L r T T T <1:10
0 3 7 14 21 30
200 -
suino 628 -1:10.000
<L
e 5
[ew) =z
+
200 y
suino 629 ~1:10.000
150
3 11000 5
@ 1:1.000 %J
100 -
50 - -1:100 +
0 <+ ¢+ -+ ¥ -+ 21110
0 7 14 21 30
200 —
suino 630 -1:10.000
g 150 - 5
] -1:1.000 &
100
50 - -1:100
0 -+ Ja L oy -<1:10
0 3 7 14
200 -
suino 631 -1:10.000
150 -
: 1000
3 -1:1.000 2
100
.
50 4 -1:100
0 - 2 o v = da <+ —4—>x1:10
0 3 7 14 23 30
dia

Os animais indicados foram inoculados com a quantidade de virus mostrada no dia O (suinos 627 e 628) e no dia
21 (suino 630). As barras representam os resultados de ELISA para a protefna 3ABCA determinados no soro
pré-imune (mostrado no dia 0) e soros coletados nos dias 3, 7, 14, 21 e 30 (ver Métodos), expressados em % do
controle positivo. As linhas representam os titulos de NEUT nos soros coletados nos dias 0, 3, 7, 14, 21 e 30.
Os valores mostram a dilui¢fio do soro capaz de reduzir o niimero de placas por 50 % (ver Métodos).
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3.2.1.3.2  Recuperagdo e avaliacio do virus

Fluido vesicular e amostras de epitélio vesicular de 0,4 cm de didmetro
foram coletados da pata direita traseira do animal 628 no 6° d.p.i. Estas
amostras foram cultivadas por 3 vezes em células CHO11.1 e em células BHK
na tentativa de se recuperar o virus. Virus foi recuperado nas células
CHO11.1 somente a partir de amostras de epitélio (0,5 x 100 ufp/total da
amostra), e nenhum crescimento foi observado nas células BHK em todas as
amostras testadas.

A amostra de epitélio coletada do animal 628 e uma amostra de epitélio
de 1 cm de didmetro coletada do animal 630 (6° d.p.i.), foram também
testadas por RT-PCR. Produtos de PCR de ambas as amostras foram
produzidos, utilizando oligos de ambos os lados da delecdo da regido
codificadora dos aminodcidos RGD e andlises de sequenciamento destas
amostras revelaram que virus recuperado destes animais mantiveram a mesma

seqiiéncia do virus inoculado, demonstrando assim que a delecdo nio foi

revertida.

3.2.2 Producdo do virus A24 deletado da regido codificadora da
proteinase lider a partir do vARMS.

3.2.2.1 Construcdo do plasmideo mutante LLARMS

O plasmideo LLARMS foi construido em diferentes etapas.

Primeiramente, ligou-se um fragmento do 0,58 kb origindrio do plasmideo
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S48 (usado para construir o pARMS8 e pARMI10) digerido com Nco I,
correspondente a por¢do de VP4 —> VP2 com o fragmento de ~5,4 kb
origindrio do pLLCRM8 (ALMEIDA et al., 1998; ver abaixo e Figura 28),
correspondente ao cDNA FLC lider menos do virus Ol sem a porgdo VP4 —
> 3D, dando origem ao plasmideo S43. Este plasmideo foi digerido com a
enzima de restricdo Ss¢ I e um fragmento de 4,6 kb (correspondente ao
genoma lider menos do virus O1 contendo a por¢ao VP4 do A12, o restante da
regido VP4 do virus A24, 248 pb do cDNA da regido VP2 do A24 e sem o
restante da regidao P1, P2 e uma por¢do de P3) foi purificado e ligado a um
fragmento Ssz I de 1,6 kb do pARMS (correspondente a por¢do VP2 —> VPI1;
Figura 24). O plasmideo resultante, pS100, foi digerido com as enzimas Xba
I/Sac 11 e um fragmento de 1,8 kb (correspondente a porcdo do IRES —>
VP3) foi purificado (Figura 24). Este fragmento foi ligado a um fragmento
Xba I/Sac 11 de 8,7 kb origindrio do pARMS, produzindo o pLLARMS
(Figura 24). Assim, o FLC lider menos A24, pLLARMS, codificou um
capsideo hibrido, o qual continha 97 nucleotideos da por¢do VP4 do genoma
A12 seguido pelo capsideo A24. Dos 97 nucleotideos da por¢do VP4 do Al2,
apenas 7 diferencas de nucleotideos foram detectadas quando comparados a
mesma porcdo do genoma no pARMS A24, incluindo uma mudanca silenciosa
nos cédons codificadores dos aminodcidos Gly-Ala utilizados para produzir a
fusdo da por¢do VP4 a regido do IRES (PICCONE et al., 1995). As outras 6
diferencas neste fragmento.foram todas na 3° posicdo dos cédons. Desta
maneira, a proteina VP4 codificada pelo pLLARMS foi esperada ser idéntica a

proteina codificada pelo pARMS (Figura 24).
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Figura 24: Representacdo esquemdtica da constru¢do do pLLARMS
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3.2.2.2 Recuperacdo do virus vivo e caracterizagao in vitro

RNAs sintéticos produzidos a partir do pLLARMS foram comparados
aos RNAs do pARMS por transfec¢do em células BHK. Células transfectadas
com transcritos de pARMS8 mostraram um efeito citopitico maior a 16 horas
pos-eletroporacao quando comparados as células transfectadas com RNA de
pLLARMS que mostraram um efeito citopdtico menor, consistente com um
prévio trabalho com o pRM-LLV?2, demonstrando que virus deletados da
proteinase lider possuiam um menor efeito citopético em células BHK do que
os correspondentes virus contendo a proteinase lider (PICCONE et al., 1995).

Uma grande quantidade de RNA foi transfectada nas células BHK por
eletroporagdo produzindo-se um estoque de virus marcado radioativamente.
Extratos de células eletroporadas marcadas radioativamente revelaram por
radioimunoprecipitacdo que as células BHK transformadas produziram as
proteinas esperadas para o virus A24 e confirmou-se a delecdo da proteinase
lider.

O estoque de virus nao marcado de células eletroporadas foi crescido
por 2 vezes em células BHK. Foi feita uma comparagido lado-a-lado da
formacdo de placas em células BHK do vARMS e do vVLLARMS e foi
observado que os virus derivados do pLLARMS formaram placas levemente
menores do'que aquelas formadas pelo vARMS (Figura 25). Além disso, o
vLLARMS (diferente do vARMS) foi incapaz de formar placas nas células
LK. Estes dados foram consistentes com prévios estudos com virus da aftosa
contendo a regifo da proteinase lider deletada, mostrando que estes virus ndo

poderiam formar placas em células LK, provavelmente devido a sua



Figura 25: Formacdo de placas pelo vARMS ou pelo vLLARMS8 em monocamadas de

cultura de células BHK e LK
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Placas formadas por 6 dilui¢des seriadas do VFA vARMS e vLLARMS, nas monocamadas

de células BHK e LK apds 48 h. de incubacdo (ver Métodos).
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inabilidade para suprimir a traducdo de proteinas tais como interferons, os
quais fazem parte de respostas anti-virais primarias (ALMEIDA et al., 1998).
Em seguida, o virus foi crescido por uma passagem a mais em células BHK,
expandido para uma grande preparacdo, que foi posteriormente utilizada como
fonte de purificagio do VLLARMS em gradiente continuo de sacarose e

utilizado para infectar os animais.

3.2.23 Caracterizagdo patogénica
3.2.2.3.1  Suinos infectados com VLLARMS

Cinco suinos (622, 623, 624, 625 e 626) foram mantidos em um mesmo
ambiente e os animais 622 e 623 foram inoculados com 0,5 e 0,05 pg do
vLLARMS, respectivamente. Os animais 624, 625 e 626 foram os animais
nao inoculados.

O animal 622 apresentou lesdes pequenas, brancas e planas nas patas
esquerda dianteira e traseira a partir do 14° dia (Figura 26).

O animal 623 apresentou lesdes em 2 diferentes sitios (para este
experimento, sitios foram definidos como cada pata e drea do nariz/boca
totalizando 5 pontos) no 7° dia (Figura 26). Durante o decorrer do
experimento‘, lesdes pequenaé foram detectadas em 3 patas € no nariz.

Os animais 624 e 625 ndo apresentaram nenhum sinal da doenca nos 35
dias de experimento (Figura 26).

O animal 626 também ndo apresentou nenhum sinal da doenca até ser

infectado com 2 Ng do virus no 21° dia, utilizando a mesma rota descrita
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Figura 26: Sinais da doenga no grupo de suinos inoculados com vLLARMS
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Dos 5 animais mantidos no mesmo ambiente, 3 foram inoculados com o VLLARMS nos dias indicados
(ver Métodos; neste experimento, o titulo de VLLARMS utilizado revelou uma infectividade especifica
de 830.000 ufp/pg). As barras representam o niimero de sitios anatdmicos (cada pata e cada drea do
nariz/boca; um ndmero total de 5), nos quais as vesiculas foram detectadas. As linhas representam as

temperaturas retais.
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anteriormente. Ele apresentou sinais no 3° d.p.i. e até o final do experimento
foram detectadas lesdes de 1 a 4 cm em todas as solas das patas (Figura 26).

Nenhum dos animais apresentaram temperatura elevada durante todo o
experimento (Figura 26).

A severidade da doenga com o VLLARMS foi muito menor do que nos
animais inoculados com o virus selvagem, vARMS (Figuras 14 e 22). Além
do mais, os animais inoculados com VLLARMS ndo mostraram fraqueza,
consistentes com o menor tamanho das vesiculas. Embora os dados da Figura
26 ndo mostraram recuperacgdo (uma vez positivo em um sitio, foi considerado
positivo até o final do experimento), os animais 622 e 623 apresentaram uma
completa recuperagao no 35° dia.

O sangue dos animais coletado nos 3° e 7° d.p.i. foram titulados para
deteccao de ufp em BHK. Nas 10 amostras testadas, virus foi apenas detectado
no 3° d.p.i. na amostra 623 (550 ufp/ml). A auséncia de viremia nos outros
animais no 3° d.p.i. e de todos os animais no 7° d.p.1. pode ser devido a
permanéncia transitéria do virus na circulacdo como mencionado
anteriormente.

O soro dos animais foram testados para a presenca de anticorpos
neutralizantes e anticorpos dirigidos contra 3 ABCA detectados por ELISA.
Os animais deste grupo apresentaram titulos baixos de NEUT quando
comparados ao grupo de suinos inoculados com o virus contendo a regido L
(VARMS) (Figuras 15 e 27); Os suinos inoculados 622 e 623, apresentaram
titulos de anticorpos neutralizantes a partir do 7° d.p.i., variando de 1:20 a
1:2560 (Figura 27). Nenhum dos animais ndo inoculados apresentaram um
resposta imune (Figura 27). As leituras de ELISA contra 3ABCA mostraram

que apenas o suino inoculado 623 apresentou uma resposta positiva, sendo esta
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Figura 27: Titulos de NEUT e ensaios de ELISA de um grupo de suinos mantidos no
mesmo ambiente, inoculados com vLLARMS
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Os animais indicados foram inoculados com a quantidade de virus mostrada no dia 0. As barras representam os
resultados de ELISA para a proteina 3ABCA determinados no soro pré-imune (mostrado no dia 0) e soros
coletados nos dias 3, 7, 14 e 21 (ver Métodos), expressados em % do controle positivo. As linhas representam
os titulos de NEUT nos soros coletados nos dias citados acima.  Os valores mostram a dilui¢io do soro capaz
de reduzir o niimero de placas por 50 % (ver Métodos).
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baixa e tardia se comparada com os resultados encontrados para o virus

selvagem (Figuras 15 e 27).

3.2.2.3.1 Recuperac¢io e avalia¢io do virus

Amostra de epitélio vesicular de 0,5 cm de didmetro foi coletado no 9°
d.p.i. da pata esquerda dianteira do animal 623. Esta amostra foi cultivada por
3 vezes em células BHK na tentativa de se recuperar o virus, mas nenhum
efeito citopético foi detectado.

A amostra de epitélio vesicular coletada do animal 623 e uma amostra
de fluido vesicular coletado no 9° d.p.i. da pata direita dianteira do animal 626
foram também testados por RT-PCR. Produtos de PCR de ambas as amostras
foram produzidos, utilizando-se os oligonucleotideos senso P2 (CCA AGC
TTG AAA GGG GGC GCT AGG G) e antisenso P3 (CCG AAT TCG GGT
GAA AGG CGG GTT TCG G), capazes de reconhecer o fragmento S presente
no genoma do virus da aftosa. Foi confirmado a presenca do virus da aftosa

em ambas as amostras.

3.3 DESENVOLVIMENTO DO VIRUS LIDER MENOS E DA
VACINA ATENUADA COM MUTACAO NO SITIO DE
LIGACAO DO RECEPTOR DA CEPA O1 CAMPOS

3.3.1 Virus O1 Campos deletado da regido codificadora da proteinase

lider (vVLLCRMS)
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3.3.1.1 Construgao do pLLCRMS

O pLLCRMS foi construido pela inser¢do do fragmento Xbal/BamHI
(IRES a VP3) originario do pCRMS8 (SA—CARVALHO et al., 1997) no
derivado do pGEM, formando o pS6 (Figura 28). A porcdo do pRM-LLV2
(PICCONE et al., 1995) clonada no pcDNA3 foi digerida com Xba I/Nco 1,
produzindo um fragmento de 585 pb, correspondente a por¢cdo IRES a VP4
sem a regido codificadora da proteinase L (Figura 28). Este fragmento
substituiu o fragmento correspondente no pS6, formando o pS23 (Figura 28).
O pS23 foi digerido com as enzimas de restricao Xba I/Not I e o fragmento de
1,8 kb foi inserido no fragmento Xba I/Not 1 de 8,8 kb do pCRMS, originando
o pLLCRMS (Figura 28). O plasmideo resultante, pLLCRMS (Figura 28),
ndo apresentou a regido codificadora da proteinase lider e continha a regifo
inteira do capsideo O1, exceto que apresentou no inicio da regido VP4, 97
nucleotideos provenientes do Al2, os quais codificaram para oS mesmos

aminodacidos correspondentes a mesma regiao do O1 Campos.

33.1.2 Caracterizacgao in vitro do vCRMS8 e do vLLCRMS

RNAs de pCRMS e pLLCRMS foram preparados e transfectados em
células BHK por eletroporagio. Células transfectadas com transcritos de
pCRMS8 mostraram um efeito citopatico maior a 16 horas pds-eletroporagio,
enquanto as células transfectadas com o RNA de pLLCRMS8 mostraram efeito

citopatico menor, consistente com o que foi descrito para o vVLLARMS A24.



Figura 28: Representacdo esquemadtica da construcio do pLLCRMS
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Virus recuperado das células eletroporadas com RNA de pLL.CRMS foi
cultivado por 2 vezes mais em células BHK. Andlises da seqiiéncia do genoma
da 2* passagem em células BHK confirmaram a auséncia do gene lider (L) e
ndo mostraram nenhuma mudanca na seqiiéncia na 4rea ao redor do sitio de
inicia¢do da tradugdo. | .

Foi feita uma comparac¢do do fendtipo de placas expressados pelos
vCRMS e vVLLCRMS em células BHK. Foi observado que os virus derivados
do pLLCRMS8 (vLLCRMS8) formaram placas levemente menores do que
aquelas formadas pelo vCRMS, reforcando os resultados descritos
anteriormente para o VLLARMS8 A24. Ao contrdrio do tipo selvagem
(vCRMS), os virus derivados do pLLCRMS8 (vVLLCRMS) nao foram capazes
de formar placas em células LK, consistente com a prévia descri¢do para o
vLLARMS A24.

Assim como o pLLARMS A24 Cruzeiro, o pLLCRMS8 O1 Campos,
também apresentou as caracteristicas necessdrias para se tornar um bom
candidato a vacina atenuada. Uma grande quantidade de RNA foi transfectada
nas células BHK por eletroporacao, e foram produzidos estoques de virus nio
marcado e marcado radioativamente. O estoque de virus nido marcado foi
crescido por 3 vezes em células BHK e expandido para uma grande preparacio
que foi utilizada como fonte de purificacdo do vLLCRMS.

Ensaios de radioimunoprecipitacdo dos extratos de células eletroporadas
marcadas radioativamente, revelaram qhe as células BHK transformadas
produziram as proteinas esperadas para o virus Ol e a delecdo da proteinase

lider foi confirmada



134
3.3.1.3 Caracterizagdo do vLLCRMS no bovino 67

Um bovino de 10 meses de idade foi inoculado com o VLLCRMS pela
rota intradermolingual, um método extremamente sensivel para detectar o
VFA (HENDERSON, 1952). A dose total administrada correspondeu a 6,8 ug
do virus (6,3 x 106 ufp), dividido em 10 inoculacdes de 645 ng e 5
inoculagdes de cada uma das seguintes quantidades: 64,5 ng, 6,45 ng e 0,65 ng.

Durante o decorrer do experimento, o bovino nio mostrou nenhum
sinal da doenga aftosa e ndo formou nenhuma vesicula no sitio de inoculagio,
indicando que a dose IDL de 50 % (IDL50) foi maior que 6,0 x 105 ufp.
Além disso, o animal ndo mostrou temperatura elevada em nenhum dia de
experimento (Figura 29). Este experimento mostrou que o vLLCRMS foi
marcadamente atenuado em relagdo ao mesmo virus contendo a regido
codificadora da proteinase lider (vCRMS), o qual causou uma doenca
debilitante em bovino e mostrou uma ID50 de menos que 50 ufp (SA-
CARVALHO et al., 1997).

O bovino desenvolveu uma resposta de anticorpos (NEUT) em 5 d.p.i.
(PRN70 de 1:64) e produziu anticorpos contra a proteina ndo-estrutural 3D
revelada por RIP (dados ndo mostrados). O titulo de neutralizacido
permaneceu constante até que o animal foi desafiado aos 47 d.p.i. pela rota
intradermolingual com 2 x 105 ufp de uma cepa Ol Campos virulenta em
| bovino (WT-O1).

Vinte e quatro horas apds o animal ter sido desafiado, ele apresentou
uma temperatura de 41,3 °C (Figura 29). No dia seguinte, a temperatura caiu

para 40 °C (Figura 29) e embora houvesse formacdo de vesiculas na superficie
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Figura 29: Temperatura de um bovino apds inoculacdo com o VLLCRMS e apds
desafio com o0 WT-O1 Campos
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Painel A: O animal foi inoculado com a quantidade de virus mostrada no dia 0. Painel
B: O animal foi desafiado a 47 dias pés-inoculag@o (mostrado aqui como dia 0) com a
quantidade de virus O1 Campos derivado de bovino (WT-O1) indicada.
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da lingua nos dias subsequentes, nenhum sinal de fraqueza ou aparecimento de
vesiculas nas patas foram detectados durante os 10 dias seguintes,

demonstrando protecdo, de acordo com o conceito descrito por DONALDSON

& DOEL (1992).

33.14 Caracterizacdo dos vVCRMS e vLLCRMS em suinos
3.3.1.4.1 Infeccdo de suinos com o vCRMS

Cinco suifnos foram mantidos em um mesmo ambiente para testar o
potencial patogénico do vCRMS. Dois suinos, 11 e 13, foram inoculados com
2 diferentes doses, 0,5 e 0,05 pg, respectivamente de vVCRMS8 e outros 3
(suinos 14, 15 e 16) foram mantidos como controles.

Os suinos 11 e 13 desenvolveram vesiculas dentro de 24 horas (Figura
30). O animal nao inoculado 14, apresentou vesiculas no 5° d.p.i. (Figura 30)
e vesiculas foram detectadas nos outros 2 animais restantes, 15 e 16, nos dias 8
e 9, respectivamente (Figura 30). Vesiculas rompidas de 2 cm? ou mais
foram encontradas na banda corondria de todas as quatro patas dos animais 11
(Figura 31), 13, 14 e 16 e vesiculas levemente menores foram encontradas no
animal 15.

Todos os 5 animais deste grupo épresentaram temperaturas elevadas
(Figura 30) e no final do experimento todos os animais estavam fracos e
deprimidos.

Os suinos 11 e 13 mostraram significantes titulos de anticorpos

neutralizantes no dia 6 (Figura 32). Todos os 5 animais desenvolveram um
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B. VvLLCRMS:

42

Coluna A:

dia

As linhas representam as temperaturas retais.

dia
las foram detectadas.

’

Figura 30: Sinais da doenga nos grupos de suinos inoculados com o vCRMS ou com o

vLLCRMS
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, Dos quais as vesicu
Resultados de 5 suinos mantidos em um mesmo ambiente, 2 dos quais foram inoculados com o VCRMS8 (ver

Métodos; neste experimento, o titulo de vCRMS utilizado revelou uma infectividade especifica de 1.300.000
ufp/pg). Coluna B: Resultados de 5 suinos mantidos em um mesmo ambiente, 2 dos quais foram inoculados
com.o VLLCRMS (ver Métodos; neste experimento, o titulo de vLLCRMS utilizado revelou uma infectividade

As barras representam o ndmero de sitios anatomicos (cada pata e cada drea do nariz/boca; um nimero total de
especifica de 270.000 ufp/pg).

3)
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Figura 31: Fotografias das patas dos suinos infectados
com o vVCRMS (Painel A) ou com vLLLCRMS (Painel B)

Painel A: Suino 11

PED PDD PET PDT

Painel B: Suino 2

PED PDD PET PDT

Painel A: fotogratia das patas do suino 11 aos 11 dias, apos ter
sido inoculado com 0,05 ug de vCRMS8. Painel B: fotografia
das patas do sufno 2 aos 11 dias, apds ter sido inoculado com
0,05 pg de vLLLCRMS. Abreviaturas: PED, pata esquerda
dianteira; PDD, pata direita dianteira; PET, pata esquerda
traseira; PDT, pata direita traseira.
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Figura 32: Titulos de NEUT de grupos de suinos mantidos no mesmo
ambiente, inoculados com o vVCRMS8 ou com o vVILLCRMS

A. vCRM8:
1:32,768
_ suino 11: 0,5 ug ) O —®— sufno 11
1:8,192 1 oino 13 0,05 ug ’
1:2,048 - + _______ —&— suino 13
- .
oD 1:512 — ——Q0~-- suino 14
L
pzd 1:128 — -=O-—  suino 15
1:32 - ——a—  suino 16
<1:8 ‘ T T
0o 1 2
B. vLL.CRMS8:
1:32,768
) suino 2: 0,5 ug . —@—— suino 2
1:8,192 4 suino 4: 0,05 ug
1:2,048 + . —&——  suino 4
I._..
M 15124 ~=0—- suino6
LL!
= 1:128 - —-=Q== suino7
1:32 —aA— suino 9
<1:8 —— a1 T T T 1 Q'_J

Os animais indicados foram inoculados com a quantidade de virus mostrada no dia 0. O
sangue foi coletado dos animais antes da inoculagdo (mostrado como dia 0) e nos dias 3, 6
e 11. A diluicdo do soro capaz de reduzir o nimero de placas por 70% foi determinada
para cada amostra (ver Métodos).

. bGP e
AIOTECA &Emﬁm .
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titulo de anticorpos neutralizantes no 11° dia (Figura 32). Ensaios de RIP
realizados com soro do 11° dia, mostraram anticorpos contra proteinas
estruturais e ndo-estrutural 3D, nos suinos 11, 13 e 14 e anticorpos contra as

proteinas estruturais nos suinos 15 e 16 (dados ndo mostrados).

3.3.1.4.2  Infeccdo de suinos com o vLLCRMS8

Também com o objetivo de se testar o potencial patogénico do
vLLCRMS&, 5 animais foram mantidos em um mesmo ambiente. Dois animais
(suinos 2 e 4), foram inoculados com 0,5 e 0,05 pg de vVLLCRMS,
respectivamente. Os 3 restantes (suinos 6, 7 € 9) foram os animais controles.

O animal 2 apresentou vesiculas durante o decorrer do experimento
(Figura 30). Este animal apresentou 5 pequenas vesiculas, sendo que 3 delas
apareceram no 4° dia na pata esquerda dianteira, uma vesicula apareceu na
pata esquerda traseira no 6° dia, e uma outra apareceu na pata direita traseira
no 9° dia. Estas vesiculas continham menos fluido do que as vesiculas
produzidas pelo vCRMS e todas elas foram menores que 0,5 cm?, embora
todas as 5 haviam se rompido até o final do experimento. Todos os outros
animais ndo mostraram nenhum sinal da doenca até o dia da necrépsia no 11°
dia. Neste dia, foram observadas vesiculas no animal inoculado 4 e no animal
nao inoculaao 7 (Figura 30). As Vesicuias no suino 4 foram limitadas a 2
sitios na pata esquerda traseira, ndo a pata inoculada, e as vesiculas no suino 7
foram limitadas a um tnico sitio em uma tnica pata. Todas as vesiculas
detectadas nos animais inoculados com VLLCRMS8 foram marcadamente

diferentes daquelas detectadas nos suinos inoculados com o VCRMS8 com
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relacdo ao seu tamanho e distribuigdo (Figura 31). Além do mais, os animais
inoculados com vLLLCRMS8 nao mostraram fraqueza, consistentes com o
menor tamanho das vesiculas. Os animais 6 ¢ 9 ndo apresentaram nenhuma
vesicula durante os primeiros 11 dias de experimento (Figura 30), mas devido
ao aparecimento lento das pequenas e atipicas vesiculas detectadas nos outros
animais, ndo se pode excluir, a possibilidade de ter ocorrido um rapido
desenvolvimento e recuperacdo das vesiculas nestes 2 animais, durante o
decorrer do experimento.

O virus LLCRMS foi detectado no fluido vesicular coletado do animal 2
pela técnica de RT-PCR. Entretanto, ndo foi possivel detectar virus nos
fluidos vesiculares dos animais 4 e 7, possivelmente devido a degradagao das
amostras durante o procedimento de necrépsia;

Evidéncias da reduzida capacidade de disseminac¢do do virus lider
menos, foi deduzida a partir dos dados onde, anticorpos especificos do VFA sé
puderam ser detectados nos animais realmente inoculados com vLL.CRMS
(Figura 32), uma vez que ambos os animais, inoculados e ndo inoculados, no

grupo vCRMS, produziram anticorpos no 11° dia (Figura 32).

3.3.2 Adi¢do do sitio de ligacdo do receptor mutado e conversdo a

forma de DNA

Os plasmideos LLCRM48-KGE e¢ pWRM-LLCRM48-KGE foram
construidos em diferentes etapas. Primeiramente, foi feita uma digestdo do
pLLCRMS com as enzimas de restricdo Xba I/Eco RV (IRES —> 3C) e este

fragmento foi inserido no fragmento equivalente do plasmideo vacinal
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pWRMH-X (WARD et al., 1997), originando o pWRM-LLCRMS (Figura 33).
A porgio do pCRM48-KGE (SA-CARVALHO et al., 1997; NEFF et al.,
1998) contendo a regido que liga a heparina (residuo R na posicdo 56 em VP3)
e a substituicdo do RGD por KGE na alca G-H em VPI, correspondente ao
fragmento Sac II (Figura 33), foi inserido no fragmento correspondente do
pWRM-LLCRMS, originando o pWRM-LLCRM48-KGE (Figura 33). O
fragmento Xba I/Eco RV do pWRM-LLCRM48-KGE foi clonado no pCRMS,
originando o pLLCRM48-KGE (Figura 33).

O virus resultante, designado vLLCRMA48-KGE, apresentou coldnias
pequenas, claras, tipicas das apresentadas pelos virus Ol que se ligam a
heparina em células BHK, consistentes com a alteragdo da especificidade do
receptor (SA-CARVALHO ez al.,, 1997; NEFF et al., 1998).

Uma comparac@o imunolégica do vLLCRMS8 e vLLCRM48-KGE foi
realizada utilizando-se RIP de particulas virais purificadas, e um painel de
anticorpos monoclonais (Figura 34). Estas andlises revelaram a perda do
epitopo 34CH4, a qual provavelmente resultou da aquisi¢ao do residuo R que
liga a heparina na posi¢do 56 de VP3, sugerindo que o determinante de
fenétipo de placa se sobrepde com este epitopo (SA-CARVALHO et al., 1997),
mas a andlise também mostrou a perda de 2 sitios de ligacdo adicionais dos
anticorpos monoclonais (Figura 34). Um destes, AcM 12FE9, reconhece um
epitopo o qual contem um residuo L que aparece imediatamente apds a
seqiiéncia RGD em VPI1 do virus Ol Brﬁgge (STAVE et al., 1988) e o outro
AcM, 11HC10, reconhece um sitio sensivel a tripsina em VP1 do virus O1
Campos (ALONSO et al., 1994). A perda da reatividade dos 2 dltimos AcM

resultou supostamente da substituigdo dos aminodcidos RGD pelos aminoacidos
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Figura 33: Representacdo esquemdtica da construgdo do pLLCRM48-KGE e da
vacina de DNA, pLLCRM48-KGE

Xbal Sacll EcoRV  Sacll Nott
promator : ‘
17 S 38 ‘ * 3'UTR pLLCRM8 com a regido
3 } . codificadora P1, do
= 2 x [ 3 l I ¥ l 0 }:3A15 sorotipo 01, no esqueleto

do A12 lider menos

Clonagem do fragmento de
restricgo  Xbal/EcoRV no
plasmideo vacinal, pWRMH-X

Xbal Sacl EcoRV  Saclt

Y R el

! fragmento de restrigdo Xbal/EcoRV do pLLCRM8

cDNA de sorotipo 01 Campos
virulento em bovino

pWRM-LLCRMS

porgdo do pWRMH-X sem o fragmento de restricio Xbal/EcoRV

Sacll Saclt
38
A ENMIEEREE:

Substituigio do fragmento de por¢do do pCRM48-KGE codificadora da

restricao Sacll contendo o R3056  KGE; 1145-7 regido que liga a heparina, do capsideo
capsideo R3056/KGE no do sorotipo O1 e com a mutagao
PWRMH-X RGD->KGE,
Xbal Sacll EcoRvV Sacll

‘ * v ‘ ‘

fragmento de restricio Sacll do pCRM48-KGE

pWRM-LLCRM48-KGE

porgao do pWRMH-X sem o fragmento de restrigdo Xbal/EcoRV

Clonagem do capsideo LL-
R3056/KGE

no pCRM8
Xbal R EcoRV

agmento de restricio Xbal/EcoRV do pWRM-LLCRM48-KGE

pLLCRM48-KGE

porgdo do pCRM8 sem o fragmento de restricdo Xbal/EcoRV

Ver legenda da Figura 1.



Figura 34: Reatividade do vLLCRMS8 ou do vLLCRMA48-KGE com

diferentes AcM
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Quantidades iguais de virus purificados no gradiente de sacarose, radioativamente
marcados, foram reagidos com AcM e a quantidade de radioatividade precipitada por S.
aureus foi determinada como descrito (ver Métodos). Sem Ac indica nenhuma adi¢cfo de
anticorpos na reacdo; 12FE9, AcM especifico no reconhecimento de um epitopo em VP1
no virus Ol Brugge (STAVE et al., 1988); 10GA, AcM especifico no reconhecimento de
um epitopo fora de VPI no virus O1 Brugge (STAVE er al., 1988); 34CH4, AcM que
reconhece um epitopo ndo determinado no virus Ol Campos (ALONSO et al., 1994);
12DB7, 12BBS, 11AD6 e 12FAS, AcM conformacionais especificos do virus O1 Campos
(ALONSO et al., 1994); 11HC10, AcM especifico no reconhecimento de um epitopo em
VP1 no virus O1 Campos (ALONSO et al., 1994).
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KGE no vLLCRM48-KGE, e ambos os AcM, provavelmente, reconhecem o
mesmo epitopo.

O vLLCRM48-KGE foi testado para demonstrar a sua inocuidade em 5 suinos
utilizando-se de um protocolo similar ao utilizado para o VCRMS e
vLLCRMS. Entretanto, este grupo de animais foi mantido por um tempo
maior para assegurar a ndo ocorréncia de viruléncia e inabilidade do virus de
se transmitir para os animais ndo inoculados. Os animais foram monitorados
diariamente durante os primeiros 11 dias, € a partir dai, apenas 3 vezes por
semana, durante os 27 dias restantes do experimento. Os dois animais
inoculados no dia 0 com 0,5 e 0,05 pg de virus, suinos 615 e 616, nao
mostraram nenhum sinal da doenca e nenhum dos 5 animais apresentaram
temperatura elevada (Figura 35), nenhuma formacdo de vesiculas € nenhum
sinal de fraqueza, o que demonstrou que o vVLLCRMA48-KGE foi atenuado em
suinos.

Os suinos 615 e 616 comecaram a desenvolver titulos de anticorpos
neutralizantes por volta do 7° dia (PRN70 de 1:16) (Figura 35). No 23° dia de
experimento, cada um dos suinos, 616 e 621, foram inoculados com 4 g de
vLLCRMA48-KGE. O soro destes suinos foi coletado 15 dias depois, € mostrou
titulos de NEUT de 1:160 e 1:64 (Figura 35) para os suinos 616 e 621,
respectivamente. Durante todo o experimento, nenhum dos animais ndo
inoculados produziram uma resposta imune especifica para o VFA (Figura |
35). Por ensaios de RIP; apenas o0s sufnos 616 e 621 desenvolveram
anticorpos especificos contra o virus da aftosa e estes anticorpos ndo

reconheceram a proteina viral ndo-estrutural, 3D (dados ndo mostrados).
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Figura 35: Titulos de NEUT (Painel A) e temperatura (Painel B) de um grupo de
suinos mantidos no mesmo ambiente, inoculados com vVLLCRM48-KGE
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A. Titulos de NEUT
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Os animais indicados foram inoculados com a quantidade de virus mostrada nos dias 0 e 23. Painel A:
Os titulos de NEUT foram determinados para os soros pré-imune (mostrado no dia 0) e soros coletados
nos dias 3, 7, 15, 21. 30 e 38. Os valores mostram a dilui¢io do soro capaz de reduzir o niimero de
placas por 70%. (ver Métodos). Painel B: Mostra a temperatura retal dos animais durante o curso do

experimento. A infectividade especifica do virus utilizado neste experimento variou de 7.000.000 a
20.000.000 ufp/ug.
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3.33 Teste de segunda gerac@o de candidatos a vacinas

Um experimento para testar a habilidade do vLLCRM48-KGE para
funcionar como vacina quando administrado pelas rotas intradermal (id) e
subcutanea (sc) foi realizado. Além disso, um plasmideo candidato a vacina de
DNA, o pWRM-LLCRM48-KGE, que codifica o genoma do vLLCRM48-
KGE foi também testado pelas rotas intradermal e via "gene gun". Neste
experimento, foram utilizados 20 suinos separados em 3 ambientes. No
primeiro ambiente, 2 animais foram inoculados via intramuscular (im) com o
vCRMS inativado com BEI em emulsio de 6leo mineral (ver métodos e Tabela
8); no 2° ambiente, 2 suinos ndo foram inoculados, 6 foram inoculados com 6
injecoes de pWRM-LLCRM48-KGE (ver métodos e Tabela 8) via "gene gun”
e 2 foram inoculados com o pWRM-LLCRM48-KGE via id (ver métodos e
Tabela 8). No 3° ambiente, 2 suinos ndo foram inoculados, 3 foram
inoculados com o VLLCRM48-KGE via id ¢ 3 foram inoculados com o
vLLCRM48-KGE via sc (ver métodos e Tabela 8). Duas semanas depois, uma
metade (3) dos animais vacinados via "gene gun" e ambos os animais vacinados
com o DNA via id receberam uma segunda dose utilizando-se a rota
empregada na primeira imunizagdo (Tabela 8).

Nenhum dos 20 animais deste experimento, apresentaram temperatura
elevada ou qualquer sinal da doenca aftosa. O suino 975, no grupo inoculado
via id com o pWRM—LLCRM48-KGE mostrou um titulo de neutralizacdo no
28° d.p.i. de 1:64, mas nenhum dos suinos no grupo inoculado com o pWRM-
LLCRM48-KGE via "gene gun" (3 animais foram vacinados uma vez e 3
foram vacinados 2 vezes), apresentou resposta imune especifica contra o virus

da febre aftosa. Apenas 2 dos 6 suinos, 989 e 997, inoculados com o virus
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Tabela 8: Resposta imune de suinos ao virus inativado com BEI, a vacina de

DNA (pWRM-LLCRM48-KGE) ou ao virus vivo (vLLCRM48-KGE)..

animal vacina rotad dosesP titulo de NEUTC
900 virus BEI im (6leo) 1x4pug >1:12.800
915 virus BEI im (6leo) 1x4ug >1:12.800
920 - nenhuma - <1:8
921 nenhuma - <1:8
932 pWRM-LLCRM48-KGE "gene gun" 1x3pug <1:8
934 pWRM-LLCRM48-KGE "gene gun" 1x3pug <1:8
938 pWRM-LLCRM48-KGE "gene gun" 1x3ug <1:8
952 pWRM-LLCRM48-KGE "gene gun" 2x3ug <1:8
956 pWRM-LLCRMA48-KGE '"gene gun" 2x3 g <1:8
958 pWRM-LLCRM48-KGE "gene gun" 2x3ug <1:8
975 pWRM-LLCRM48-KGE id 2 x 200 png 1:64
976 pWRM—LLCRM48--KGE id 2 x 200 ug <1:8
982 nenhuma - <1:8
983 nenhuma - <1:8
985 vLLCRM48-KGE id 1x4ug <1:8
989 vLLCRM48-KGE id 1x4ug 1:16
994 vLLCRM48-KGE id 1x4ug <1:8
996 vLLCRM48-KGE sC I1x4pug <1:8
997 vLLCRM48-KGE sc 1x4pug 1:16

999 vLLCRM48-KGE SC 1x4ug <1:8
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Legenda da Tabela 8:

a Inoculagdes via im foram feitas no musculo quadriceps; inocula¢Ges via
"gene gun" foram feitas na regido inguinal, com 6 inje¢bes de 0,5 ug de
DNA acoplado a 0,5 mg de ouro, por imunizacao; inoculagées via id foram
feitas na orelha com 200 ul of DNA diluido a umaboncentragéo de 1
mg/ml em PBS, e com 200 pl de virus vivo purificado no gradiente
continuo de sacarose diluido a uma concentra¢do de 20 pg/ml em BME;
inoculagdes via sc foram fei‘tas na drea posterior da escdpula com 3 ml de
virus diluido a uma concentracio de 1,3 pug/ml em BME.

b Imunizag¢des foram administradas na semana 0 para uma dose ou nas
semanas 0 e 2 para 2 doses, utilizando a quantidade de vacina indicada.

¢ Titulo de anticorpos NEUT (diluic@o do soro capaz de reduzir o niimero de

placas por 70%) no soro obtido na semana 4 (ver Métodos).
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vivo vLLCRM48-KGE apresentaram uma resposta imune no 28° d.p.i., com
titulo de NEUT de 1:16 (Tabela 8). Entretanto, no experimento de inocuidade
listado na Figura 34 A, titulo de 1:64 foi detectado em um tnico animal, 621,

o qual foi inoculado com 4 g de virus pela combinagdo da rota id e da
esfoliacdo da pele na banda corondria na pata direita do animal e no lado
direito do nariz, sugerindo que esta combinacdo da rota de inoculagio foi mais
efetiva que a inoculag@o sc ou inoculacdo via id na orelha. Os titulos de
NEUT dos animais inoculados intramuscularmente com o vCRMS inativado
com BEI foram consideravelmente maiores do que aqueles obtidos ou com o

vLLCRM48-KGE vivo, ou na forma de DNA (Tabela 8§).
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Vacinas contra doengas infecciosas tem sido dos acontecimentos mais
sucedidos na histéria da medicina humana e veterindria. N&o apenas tem
contribuido em larga escala para a erradicag@o da variola, da poliomelite, mas
também sido instrumento no controle de outras doengas humanas. Igualmente
importante, tem sido o desenvolvimento na medicina veterindria de vacinas
para controlar a leptospirose, febre aftosa, toxoplasmose, doenca de
Newcastle, etc (CONNELL et al., 1992; PLOTKIN, 1993).

O desenvolvimento de uma vacina contra o virus da febre aftosa
inativada quimicamente tem levado a erradicacdo da doenca no oeste da
Europa (BROWN, 1992) e a sua gradual eliminagdo em outros paises.
Embora estas vacinas mortas tem sido efetivas, problemas periddicos,
incluindo falhas na produgido de vacinas (KING er al, 1981; BECK &
STROHMALIER, 1987), desenvolvimento do estado carreador em alguns
animais vacinados apds o contato com o VFA (BACHRACH, 1968, 1978;
SALT, 1993), e uma imunidade de vida curta nos animais vacinados, tem sido
identificados (BACHRACH, 1968). Virias tentativas tem sido feitas para
desenvolver vacinas de virus vivos atenuados, derivados por passagens em
hospedeiros alternados e/ou em culturas de tecidos, mas tem sido dificil obter
virus que sdo ao mesmo tempo, atenuados e imunogénicos (BACHRACH,
1968; BROOKSBY, 1982). Um adicional problema com os virus vivos
atenuados € a possibilidade da reversao da viruléncia.

Nos tltimos 15 arios, nés temos adquirido uma informacao
compreensiva do genoma do VFA, incluindo a identificag¢do e caracterizagdo
parcial de todas as proteinas estruturais e ndo estruturais virais e o
conhecimento do seu papel na replicagdo do virus, bem como o entendimento
da funcdo das regides nao codificadoras do genoma viral. Mais recentemente,

a seqiiéncia completa de nucleotideos de um nimero de subtipos e sorotipos do
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VFA tem sido determinado e clones de cDNA contendo o genoma total do tipo
O1 (ZIBERT et al,, 1990) e A12 (RIEDER et al., 1993) tem sido construidos.
O extensivo conhecimento do virus a nivel molecular e a facilidade de
manipulagdo do DNA recombinante, permitem o desenvolvimento racional da
vacina viral viva atenuada a partir de clones deAcDNA contendo o genoma
total (FLC) (ver Introdugao).

O reconhecimento do virus pelos receptores especificos de superficie
celular representa uma chave determinante no tropismo nas células e nos
tecidos do hospedeiro. Apesar do acimulo de informages sobre a ligacdo dos
virus as células € as etapas subsequentes, incluindo captacdo e desencapsidagio,
nio sao bem entendidas (WIMMER, 1994; HAYWOOQOD, 1994). Além disso,
existe pouca informagﬁo sobre a participagdo de diferentes moléculas de
superficie celular na internalizacgao.

Baseado no mapeamento dos sitios de ligacdo a AcM e na alta
conservagdo da seqii€ncia da proteina VP1 no VFA, PFAFF et al. (1988)
propuseram que a seqiiéncia dos aminodcidos arginina, glicina e &cido
aspartico (RGD) do VFA poderia funcionar na ligagdo celular. A importincia
desta seqiiéncia na interacdo do virus com as células tem sido demonstrada,
por métodos genéticos moleculares e por estudos bioquimicos mostrando que
peptideos e anticorpos anti-integrina podem inibir a liga¢do do virus as células
(ver Introducdo). Recentemente foi produzido em nosso laboratério um VFA
sorotipo A12, alterado geneticamente, no qual estes trés aminoacidos foram
deletados, produzindo uma particula viral incapaz de se ligar as células
(McKENNA et al., 1995) (ver Introducgio).

Estudos tem mostrado, que além da ligacdo das células infectantes via
receptor natural, o VFA pode também infectar as células através do receptor

Fc de imunoglobina na presenga de Ac especificos (MASON et al., 1993).
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Esta observagdo sugere que, no caso do VFA, o receptor natural pode apenas
servir como local de ancoragem do virus as c€lulas e que a captagdo pelas
células susceptiveis poderia ser dissociada da ligagdo. Baseado nesta suposigio,
RIEDER et al. (1996) produziram um receptor funcional a partir da juncdo do
dominio de um Ac especifiéo contra o VFA sorotipo A12 (2PD11), que se liga
ao antigerio, a uma molécula de superficie celular ICAM1), originalmente
expressada nas células CHO, produzindo a linhagem CHO11.1.

Nés temos mostrado aqui, que o virus A24, cepa vacinal, se propaga
facilmente em cultura de células BHK e demontra uma alta capacidade de se
ligar e crescer nas células CHO11.1 (ver acima). A féacil adaptacdo deste virus
nas células CHO11.1, sugere que ele pode penetrar nas células utilizando o
receptor sintético (ver acima), que facilitaria a sua producdo em larga escala,
em condicdes de completa seguranca bioldgica (ver Introducdo). N6s também
temos demonstrado através de um painel de AcM, que os virus adaptados nesta
linhagem de células, podem ser distinguidos daqueles propagados em células
BHK, pelo AcM 2PD11 (ver Introducio), indicando que estes virus poderiam
ser selecionados para manipulagdo do genoma, na tentativa de se produzir um
virus atenuado com dele¢cao na regido codificadora dos aminoacidos RGD,
importantes na interagdo celular (ver Introdugao).

A integrina avB3 tem mostrado atuar nas células de primatas como um
receptor para internalizacdo do VFA tipo A12 (BERINSTEIN et al., 1995).
Recentemente, tem sido sugérido que a ligacio celular via a seqiiéncia RGD no
virus sorotipo O1 poderia ser facilitada pela interagdo inicial do virus com o
heparan sulfato (HS) (JACKSON et al., 1996; SA-CARVALHO et al., 1997,
NEFF et al., 1998), uma molécula de superficie celular que tem sido implicada

como receptor celular para outros virus, incluindo alguns herpesvirus
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(SPEAR, 1993; WuDUNN & SPEAR, 1989) e o virus da imunodeficiéncia
humana (PATEL et al., 1993).

Os picornavirus, ecovirus 1, 8, 9 e 22 (BERGELSON et al., 1992,
1993; PULLI et al., 1997, ZIMMERMANN et al., 1997) e o virus coxsackie
A9 (ROIVAINEN et al., 1994) utilizam integrinas de superficie celular como
receptores, embora tem sido sugerido que o coxsackie A9 e o ecovirus 9/Barty
(ROIVAINEN et al, 1996, ZIMMERMANN et al., 1997) podem também
utilizar receptores nio relacionados as integrinas, para infectar as células. As
integrinas também tem sido descritas como receptores para os rotavirus

(COULSON et al., 1997) e para os papilomavirus (EVANDER et al., 1997).

4.1 DESENVOLVIMENTO DO ¢cDNA CONTENDO O GENOMA
COMPLETO (FLC) DO VIRUS A24

Nés temos construido cDNAs contendo o fragmento L do genoma do
virus A24, inserido no esqueleto do virus Al2, o qual tem servido como cepa
protétipo para estudos de biologia molecular em P.I.A.D.C. A insercdao do
fragmento L. A24 no genoma do virus Al2, contendo o fragmento S e o
poli(C) tem facilitado a organizacdo do FLC A24, pois desde que estas
seqliéncias sdo altamente conservadas (BUNCH et al.,, 1994), € muito pouco
provavel qu‘e a utilizacdo das seqiiénciaé do Al12 poderiam influenciar nas
propriedades do genoma resultante. A partir desta constru¢do, nés temos
produzido 2 FLC A24, os pAM12 e pAM46. Ao contririo do pAM12, que
tem mostrado uma infectividade especifica alta, o pAM46 tem mostrado ser

pobremente vidvel, embora corre¢cdes futuras, poderiam torné-lo vidvel.
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A existéncia de outros vetores baseados no Al2, a disponibilidade da
seqiiéncia completa do virus Al2 e os dados de literatura que mostram a
importancia da regido P1 na codificacdo de importantes por¢des antigénicas
dos diferentes tipos de VFA, nos levaram a utilizar uma outra estratégia de
clonagem, onde apenas a regido P1/2A do A24 seria inserida no pRMC35 A12
(RIEDER et al., 1993). Assim, tem sido produzido 2 virus quiméricos,
vARMS (origindrios a partir dos virus propagados em células BHK) e
vARMI10 (origindrios a partir dos virus adaptados em células CHO11.1)
(Figura 7), os quais crescem bem em cultura de tecidos BHK e/ou CHO11.1 e
mostram fenétipo de placas indistinguiveis entre eles e indistinguiveis do
estoque de virus preparado da cepa vacinal proveniente do C.P.F.A. A ficil
adaptacdo do vVARM10 nas células que expressam o receptor sintético para o
VFA sorotipo A12 (CHO11.1), nos levou a manipular o seu genoma, através
da produgio de delecdes ou mutagdes no seu sitio de ligacdo ao receptor
celular, com vistas & produgdo de vacinas atenuadas. A viabilidade destes
virus quiméricos (vARMS8 e vARMI10) indica que o gene do capsideo viral
pode ser complementado por outros genes (Figura 1; SA-CARVALHO et al.,
1997).

A verificacdo da autenticidade dos virus quiméricos através de um
painel de AcM, tem mostrado, como esperado, que estes virus s@o capazes de
reagirem com os AcM A24, incluindo os anticorpos monoclonais utilizados no
controle de Qualidade de vacinas. Um AcM A12, 2PD11, tem sido capaz de
diferenciar os 2 virus quiméricos, desde que ele reage com o VARM10, mas
ndo reage com o vVARMS. Isto demonstra que o crescimento do VARMI10 nas
células CHO11.1, tem sido capaz de selecionar os virus com a capacidade de

expressarem o epitopo conformacional necessério no reconhecimento do AcM
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2PD11, confirmando a natureza quasispecies do genoma do VFA (DOMINGO

et al., 1992, 1993), que permite a sua rdpida adaptacdo a um novo ambiente.

Uma comparagdo da seqiiéncia da regido codificadora P1/2A entre os
plasmideos, pARMS8 e pARMI10 e destes com a seqii€ncia P1/2A proveniente
do laboratério de Pirbright (Pir), revela um alto grau de homologia de
nucleotideos e aminodcidos. Ndo estd claro se as 2 substituicbes de
aminodcidos observadas em VP1 entre os pARMS e pARM10, sdo necessdrias
- para o reconhecimento do vARMI10 pelo AcM 2PD11. Nem o residuo 56,
nem o residuo 99 estdo localizados préximo ao residuo 178 em VP3 (Figura
12), previamente associado com o epitopo 2PD11 no VFA sorotipo Al2
(RIEDER et al., 1996). Entretanto, o "footprint" do anticorpo poderia cobrir
VP3 e um ou ambos os sitios em VP1.

A adaptagdo dos nossos virus quiméricos as células CHO, as quais
parecem faltar a integrina, que € capaz de se ligar a seqiiéncia RGD em VP1
no VFA sorotipo A12 (MASON et al., 1993, 1994) e no sorotipo O1 virulento
em bovino (SA—CARVALHO et al., 1997; NEFF et al., 1998), ndo resultaram
na producido de virus contendo adi¢do de cargas e nao demonstraram a
habilidade para crescerem de uma maneira independente de integrina, como
foi descrito para o virus O1 Campos adaptado em cultura de tecidos (SA-
CARVALHO et al., 1997).

Uma associacido de mudancas nos residuos do capsideo do VFA sorotipo
A12 durante as passagens em cultura de células (RIEDER et al., 1994b) tem
sido descrita. Um trabalho recente com o sorotipo O1 Campos, mostrou que
os virus com capsideos adaptados em cultura de tecidos nao foram virulentos
em bovinos (SA-CARVALHO et al., 1997). Entretanto, nés necessitamos
demonstrar se 0s nossos virus quiméricos, VARMS8 e vVARM]10, irdo manter a

viruléncia, apés passagens em cultura de células. NOs temos mostrado que
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estes virus sdo altamente patog€nicos em suinos e que eles tem espalhado
rapidamente entre os animais. Como esperado, os suinos inoculados com os
virus vARMS8 e vARM10 e os animais colocados em contato com estes suinos,
tem desenvolvido um alto titulo de anticorpos neutralizantes e anticorpos
contra a proteiha ndo estrutural 3ABCA. A alta viruléncia destas cepas
quiméricas tem sido um marco em nosso trabalho, desde que nos forneceu
uma cepa altamente virulenta para ser utilizada em teste de mutagdes

atenuantes, tais como a delecdo da regifo codificadora da proteinase lider.

4.2 PRODUCAO DO VIRUS QUIMERICO A24 CRUZEIRO
DELETADO DA REGIAO CODIFICADORA DOS
AMINOACIDOS RGD

Baseado no sistema A12 (ver Introdugdo), nds temos descrito a delegdo
da regido codificadora dos aminodcidos RGD no genoma do vARMIO,
designado para crescer independentemente do RGD. O virus resultante,
vARM10-RGD-, tem mostrado ser viavel e tem sido demonstrado através de
um painel de AcM, que ele mantém as mesmas caracteristicas imunogénicas do
virus contendo a seqiiéncia RGD (vVARM10), exceto que ele ndo tem sido
reconhecido pelo AcM 16EC11, o qual sabe-se que reconhece um epitopo em
VP1 (ALONSO et al., 1994), sugerindo que provavelmente este epitopo inclui
a regiao deletada. Este virus, diferentemente do vARMIO0, tem sido capaz de
crescer e formar placas, apenas nas células que expressam o receptor sintético
(CHO11.1).

Em um trabalho prévio descrito por McKENNA et al. (1995), bovinos

inoculados intramuscularmente (im) com o virus Al2 deletado da regido.
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codificadora dos aminoacidos RGD emulsificado em 6leo mineral, mostraram
titulos de anticorpos neutralizantes semelhantes aos animais inoculados com o
virus inativado com BEI emulsificado em 6éleo mineral, e nenhum deles
desenvolveu os sinais clinicos da doenca aftosa. Por outro lado, suinos
inoculados com o virus A24 deletado da regido codificadora dos aminodacidos
RGD, pela combinagdo da rota intradermal com a esfoliacdo da pele, tem
demonstrado ser dramaticamente atenuado, com 0 aparecimento ‘de uma
doenca bastante leve. Uma reatividade contra a proteina ndo estrutural
3ABCA tem sido detectada no soro do suino inoculado 628. Desde que a
preparagdo do virus utilizada na infec¢do dos animais, tem sido obtida através
da purificacdo no gradiente continuo de sacarose, apenas as proteinas
estruturais do capsideo estariam presentes, sugerindo que a alta resposta a
3ABCA detectada no suino 628 (ver item 3.2.1.3.1 e Figura 23),
provavelmente estaria relacionada com a replica¢do do virus. O virus também
tem sido recuperado a partir de amostras coletadas dos animais 628 e 630,
confirmando replicacdo nestes animais. Estes virus recuperados mostram a
mesma seqiiéncia na alga G-H e o mesmo padrio de crescimento em cultura de
tecidos, ou seja, nao tem sido capazes de crescer em células BHK, como
demonstrado para o virus utilizado na inoculagao.

Recentemente, mutagdes nos residuos do capsideo, tem sido produzidas
por engenharia genética, levando o virus a adquirir a habilidade de se ligar as
células por'outros caminhos. MARTINEZ et al. (1997), mostraram que
clones individuais do VFA sorotipo C contendo substitui¢des de aminodcidos
em diferentes locais no capsideo, dispensam o uso do RGD no reconhecimento
celular. A dispensabilidade do RGD poderia refletir ou no relaxamento das
caracteristicas estruturais necessarias para reconhecer a integrina celular ou na

aquisicdo pelo VFA da habilidade para reconhecer completamente uma nova
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molécula receptora (MARTINEZ et al., 1997). Tem sido demonstrado que as
substitui¢cdes encontradas no capsideo do virus Cl, incluem um grupo de
residuos carregados positivamente, os quais permitem o crescimento destes
virus na auséncia dos aminodcidos RGD (MASON, dados nio publicados).
Parece que estes virus tem sido capazes de crescer ligando-se a superficie
celular via glicosaminoglicanos (GAG), tais como heparan sulfato. Tanto o
vARMI10-RGD~ A24 proveniente do crescimento em cultura de células como o
recuperado dos animais, ndo parece ser capaz de crescer de uma maneira
independente de RGD. Entretanto, algum crescimento limitado mediado pela
baixa afinidade de ligagdo, pode ser possivel, quando uma alta concentragao de
virus € inoculada diretamente no tecido compactado. Por outro lado, este
virus ndo tem sido capaz de ser transmitido para os outros animais nio
inoculados mantidos no mesmo ambiente.

O fato destes virus mostrarem uma capacidade de adaptacdo as células
CHOL11.1 e deles nao espalharem para outros animais, nos leva a sugerir que
eles poderiam ser utilizados como fontes seguras de antigeno. Assim o VFA
sorotipo A24 Cruzeiro deletado da regido codificadora dos aminodcidos RGD
(vARM10-RGD"), poderia ser utilizado na producdo das vacinas tradicionais
de uma forma mais segura do que a utilizada hoje em dia, onde o antigeno ¢

preparado a partir do VFA altamente virulento.

43 PRODUCAO DOS VIRUS QUIMERICOS A24 CRUZEIRO E O1
CAMPOS DELETADOS DA REGIAO CODIFICADORA DA
PROTEINASE LIDER (L)
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Nés temos descrito previamente a constru¢ido e caracterizacdo de um
virus, derivado de uma cepa protétipo do VFA do nosso laboratério, pela
dele¢do da regido do genoma que codifica a proteinase L (ver Introducio).
Este virus, designado A12-LLV2, mostrou muitas das propriedades desejadas
de uma cepa vacinal atenuada em bovinos e suinos (ver Introdugﬁo).

Neste trabalho, ndés temos descrito a produgdo e caracterizagdo dos
sorotipos A24 Cruzeiro € Ol Campos lider menos (LL), baseados nas cepas -
vacinais em uso corrente na América do Sul.

Para explorar o papel da proteinase L na replicacdo viral, nds temos
produzido genomas virais sintéticos faltando o gene L, os quais expressam os
capsideos virais do sorotipo A24 Cruzeiro, pPLLARMS, e os capsideos virais
do sorotipo O1 Campos, pLLCRMS, no esqueleto do Al2 e testado suas
viabilidades nas células e animais. Como descrito para o A12-LLV2 (ver
Introdugao), nossos estudos demonstram que os VLLARMS A24 e vLLCRMS
O1, também replicam mais vagarosamente em cultura de tecidos e que eles
mostram fendtipo de placa em células BHK diferente do fendtipo de placa
apresentados pelos tipos contendo a proteinase L. (vVARMS e vCRMS8). Nos
temos encontrado que os virus lider menos (LL) (independente do sorotipo do
seu capsideo) sao incapazes de formar placas nas células LK. Portanto, a
auséncia da proteinase lider, a qual causa o bloqueio da sintese proteica no
hospedeiro, poderia fazer com que as células infectadas pelos virus LL, se
tornassem aftamente susceptfveis as respoétas anti-virais primarias, incluindo a
indugdo de um estado anti-viral causado pelo interferon e outras citocinas.

A inocuidade do vVLLCRMS8 O1 Campos em bovino foi demonstrada
pela direta inoculagdo dentro da lingua de um unico bovino, o qual apds ter
recebido uma grande dose de virus no sitio mais sensivel de inoculac¢do, nio

tem mostrado nenhum sinal da doenga aftosa. Entretanto, em um experimento
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preliminar, suinos inoculados com 6 [lg do vLLCRMS pela rota sc mostraram
vesiculas pequenas e o virus também causou doenca nos animais nfo-
‘inoculados mantidos no mesmo ambiente (dados ndo mostrados).

Para se fazer uma possivel caracterizacdo da doenga causada pelo
vLLARMS A24 Cruzeiro e pelo VLLCRMS O1 Campos em suinos, estudos de
transmiss@o por contato e viruléncia tem sido realizados, com o objetivo de
comparé-los aos seus pares contendo a proteinase lider, vARMS8 e vCRMS.
Suinos inoculados com VARMS ou vCRMS e animais colocados em contato
com estes suinos, tem mostrado sinais severos, tipicos da doenga aftosa (Figura
14 e 31). Suinos inoculados com VLLARMS tem apresentado uma doenca
bastante leve, consistindo de vesiculas pequenas nos animais inoculados e com
altos titulos de anticorpos neutralizantes. Um dos animais inoculado com o
vLLARMS, o animal 623, tem mostrado uma resposta positiva contra a
proteina ndo-estrutural 3ABCA, indicando que o virus estava replicando,
embora numa propor¢io menor, se comparado com o seu equivalente
contendo a regiao lider (Figuras 15 e 27). Nés ndo temos sido capazes de
detectar uma transmissdo para os animais ndo inoculados neste grupo de

suinos.

No experimento onde os suinos tem sido inoculados com o vVLLCRMS,
apenas um dos animais inoculados, suino 2, tem desenvolvido uma doenca
bastante amena, € o virus tem sido transmitido para um dos 3 animais nido
inoculados (Figura 30). Embora estes estudos mostram que os virus LLLA24 e
LLO1 tem sido dramaticamente atenuados, se comparados aos virus
equivalentes contendo a regido lider, a habilidade destes virus para causar a
doenga, dificulta o uso deles no desenvolvimento de candidatos a vacinas.

Desde que a viruléncia limitada mostrada pelo vVLLARMS8 A24 Cruzeiro
e VLLCRMS8 Ol Campos, ndo foi observada para o A12-LLV2
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(CHINSANGARAM et al., 1998), uma explicacdo provavel para a viruléncia
do vLLCRMS O1 Campos, é que ele contem o capsideo vCRMS, altamente
virulento em bovino (SA-CARVALHO et al., 1997). O mesmo foi observado
para o VLLARMS A24 Cruzeiro, o qual contem o capsideo de VARMS, que
também tem mostrado ser altamente virulento em suino. Por outro lado,
embora o A12-LLV2 tenha sido derivado de um isolado de VFA proveniente
de um grande nimero de passagens, o virus Al2 contendo a regido L ndo foi

bastante virulento em bovino (MASON et al., 1997).

4.4 ADICAO DO SITIO DE LIGACAO DO RECEPTOR MUTADO
AO VIRUS Ol CAMPOS DELETADO DA REGIAO
CODIFICADORA DA PROTEINASE LIDER (L) E A SUA
CONVERSAO A FORMA DE VACINA DE DNA

Um caminho para obter uma cepa mais atenuada seria alterar as
caracteristicas de ligacdo celular do capsideo. Em um trabalho recente, foi
mostrado que os virus contendo o capsideo do tipo Ol, contendo seqiiéncias
adaptadas em culturas de células responséveis'pela ligacdo a heparina, sfo
atenuados em bovinos (SA-CARVALHO et al., 1997). Uma caracterizacio
posterior do virus que liga a heparina, tem demonstrado que eles ndo
necessitam da seqiiéncia RGD para ligar as células em cultura. Assim,
derivados vidveis do capsideo tipo Ol mutados da regido codificadora dos
aminodcidos RGD, tem sido recentemente produzidos e suas propriedades em
cultura de tecidos tem sido caracterizadas (NEFF et al.,, 1998). A introducao
da seqiiéncia do capsideo do virus deletado da regido codificadora dos

amiinoécidos RGD dentro do genoma do vVLLCRMS8 O1 Campos levou a
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produgdo de um virus, o VLLCRM48-KGE, que tem mostrado uma estrutura
antigénica e fenétipo de placa viral esperados, além de serem atenuados em
suinos.

Os dados de imunoreatividade mostram que o VLLCRMS e o
vLLCRM48-KGE podem ser distinguidos por um AcM 34CH4, que parece
reconhecer como epitopo, o sitio determinante do fenétipo de placa do virus, o
qual é capaz de reconhecer o HS como receptor de superficie celular (SA-
CARVALHO et al., 1997, NEFF et al., 1998). O teste de4 habilidade do
vLLCRM48-KGE para induzir a resposta de NEUT em suinos, tem
demonstrado que este candidato a vacina, mostra um desempenho pobre,
quando administrado pelas rotas id ou sc. Isto tem sido de alguma maneira
surpreso, desde que o A12-LLV2, produziu consideravelmente uma melhor
resposta, quando 2 pg do virus foram administrados em suinos pela rota sc
(Titulos de NEUT de 1:80 a 1:320; CHINSANGARAM et al., 1998). O pobre
desempenho do candidato a vacina do sorotipo Ol, provavelmente, resulta da
restrigio do acesso aos mais susceptiveis tipos celulares pela ligacdo ao
receptor nio natural HS (SA-CARVALHO et al., 1997; NEFF et al., 1998), e
a inabilidade do virus para se multiplicar de uma maneira eficiente, desde que
ele ndo € capaz de causar o bloqueio da sintese proteica no hospedeiro
(DEVANEY et al., 1988; PICCONE et al., 1995). Embora o A12-LLV2
também apresenta o capsideo adaptado a cultura de tecidos, ele mantem a
seqii€éncia RGD. Além disso, as diferengas entre os fenétipos dos virus Al2,
derivados de passagem em bovino e adaptados em cultura de tecidos, nao
}envolvem diferencas na ligacdo da heparina (resultados ndo publicados) e ndo
sdo tdo profundas como aquelas observadas entre os derivados virulentos em
bovinos e derivados de cultura de tecidos do virus Ol (RIEDER et al., 1994b;
SA-CARVALHO et al., 1997).
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Um dos pontos chaves das vacinas atenuadas é a sua habilidade de
estabelecer uma infecg@o subclinica, resultando na produgdo de quantidades
suficientes de antigeno, capazes de induzir uma resposta imune protetora
(MURPHY & CHANOCK, 1996). Consequentemente, a eficdcia das cepas
vacinais vivas atenuadas, depende da habilidade destas cepas de fugirem da
vigilancia do hospedeiro durante a fase de producdo de antigeno. No caso do
VFA, um importante método que o virus utiliza para vencer a resposta imune
inata do hospedeiro, é a inibicdo da tradu¢do do mRNA do hospedeiro.

As vacinas existentes dos VFA inativadas quimicamente contém grandes
quantidades de virions inativados, que sdo altamente imunogénicos quando
administrados com um adjuvante. Neste estudo, nds temos mostrado que a
administracdo de uma quantidade similar do vVLLCRM48-KGE vivo, o qual
tem demonstrado ser restrito na sua habilidade para se espalhar e replicar, tem
produzido uma resposta imune bastante pobre. Os problemas que nds temos
encontrado na producdo por engenharia genética de uma vacina atenuada tem
sido previamente descritos para a atenuagdo cldssica do VFA (BROOKSBY,
1966).

A vacina de DNA carreando o genoma do VLLCRM48-KGE, tem
produzido uma resposta individual mais alta neste experimento. Entretanto,
este candidato a vacina de DNA, tem mostrado um desempenho mais pobre do
que a vacina tipo A12, que codificou o genoma contendo a regido codificadora
da proteinase lider e o capsideo desprovido do sitio de ligacdo celular (WARD
et al., 1997). Ambas as vacinas de DNA produziram particulas virais que nao
poderiam entrar na maioria das células susceptiveis, devido a mutagdo ou
delegao da seqiiéncia RGD. Diferencas na imunogenicidade destes plasmideos,
sugerem que a delegdo da regido codificadora da regido lider, poderia

comprometer severamente a replicagdo do virus nas células transfectadas no
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hospedeiro, impedindo uma producgio significante de antigeno (ver acima).
Isto sugere que métodos alternativos de atenuacido, como mudangas em outras
regides do genoma e mesmo combinacdo de diferentes mudancas, poderiam

ser melhores para produzir genomas atenuados para a expressao de vacinas de

DNA.
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