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1. INTRODUGAO

1.1. Febre Aftosa

A febre aftosa é uma enfermidade vesicular que afeta
animals biungulados, especialmente bovinos, ovinos e suinos
(Rosemberg, 1975). 0 agente causador da febre aftosa & um virus
altamente contagioscv e lnfeccloso dolado de um poder de rapida
difusfio e persisténcia nas populages animais atingidas.

A febre aftosa, por pelo menos quatro séculos, foi uma
das maiores pragas animais no mundo (Bittle et alii, 1982). Suas
implicagdes sécio-econémicas em relagf@o aos mercados de exportagdo
com prejuizos diretos nos sistemas de produgéo pecudria faz da
doenga motivo de muitos estudos (Martinié, 1984).

Nos bovinos a enfermidade se caracteriza pela depresséo,
febre e formagdo de vesiculas no epitélio da boca, lingua,
gengiva, nariz e as vezes, na faringe, traquéia, esé6fago e ruamem.
Ainda, na pele do espago interdigital, nos mamilos e raramente na
superficie do Ubere e na base dos chifres (Martinié, 1984).

O virus penetra geralmente por via respiratéria (Sellers
et alli, 1871). A replicagéo do virus na parte superior da via
respiratéria pode realizar-se por muitos dias antes que se espalhe
para outras partes do corpo, resultando na doenga clinica (Graves
et alii, 1971). Nos musculos, sobretudo no coragfo, produz lesdes
degenerativas observadas em animais jovens (Martinié, 1984).

O virus é transmitido através das excregdes dos animais
pela respiragéo, saliva e leite (Burrows, 1968; Cottral, 1969;
Sellers et alii, 1971).

Os enfermos com lesSes nas patas mancam e preferem
permanecer quietos. As vesiculas bucais interferem na alimentagfo;

quando as vesiculas se apresentam nas tetas das vacas, tornam



dificil a ordenha. Tudo isto se reflete em um enfraquecimento
rapide dos animais e na diminuigio acentuada da producédo de leite
(Martini6, 1984).

A gravidade da enfermidade se manifesta numa relagéo
inversa entre a idade e a suceptibilidade. Os danos mais severos
sfo observados em animais muito jovens como bezerros, cordeiros e
leitdes recém-nascidos (Rosemberg, 1975).

No porco, o sintoma mais notavel é a manqueira e a
tendéncia a permanecer deitado ou andar de joelhos. As lesdes séo
similares as dos bovinos. Nos ovinos, a enfermidade, por ser
comumente benigna, pode passar desaperceblda (Martinidé, 1984).

A introdugio da doenca em alguns paises tem levado a
significativos massacres dos rebanhos, principalmente naqueles até
entfo livres da doenga. Em outros paises onde a doenga é endémica,
a vacinagéio ¢é amplamente praticada (Bittle et al., 1982;
Della-Porta, 1983).

A baixa produtividade do rebanho bovino ocasiona perdas
estimadas em 25% da produgdo (Brown, 1885a), interferindo na
comercializagdo de animais e seus subprodutos, tanto a nivel de
mercado interno, como externo (Della-Porta, 1983).

Os paises com febre aftosa sofrem restrigdes comerciais
por parte dos paises livres da doenga. Tudo comegou a
evidenciar-se em fins do século passado, quando paises como a
Gra-Bretanha e os Estados Unidos da América, proibiram as
importagdes de animais biungulados de paises atacados por febre
aftosa. Posteriormente, as restrigdes foram se estendendo a
produtos de origem animal, conforme se reuniam provas do papel
transmissor do virus. A medida afetou especialmente a Argentina,
Brasil, Paraguai e Uruguai (Martinié, 1984).

Nesse sentldo, faz-se necessario um plano de combate que
controle a doenga, evitando aumentar os riscos envolvidos nos
projetos de desenvolvimento pecuario. A eliminagdo da enfermidade
no territério nacional contribuiria para melhorar o abastecimento

interno e posslibllitaria o acesso a mercados de carne livres de



febre aftosa, nos quais o prego apresenta valores em torno de 40%
superiores ao que é pago aos paises afetados (De Faria, 1984).

A Federacio Rural do Uruguai calcula que seu pais,
Jjuntamente com a Argentina e o Brasil, pelo fato de terem aftosa,
perdem, atualmente, na comercializagfo de produtos pecuarios, um
minimo de 170 milhSes de délares ao ano, considerando somente os
mercados dos Estados Unidos e Canadad. Se estivessem livres da
doenca poderiam exportar 460 mil toneladas de carne bovina. Além
disso, poderiam concorrer no mercadc da América Central que
importa em média 450 milhdes de dbélares anuais de produtos léacteos
(Mar-LinlG, 1984).

Na década de 1860, com a assessoria e coordenagido do
Centro Pan-Americanoc de febre aftosa os paises afetados da América
do Sul comegaram a executar programas de ataque 4 enfermidade. A
situagdo atual da febre aftosa nas Américas resume-se na
inexisténcia na América do Norte, México, América Central, Panami,
regifo do Caribe, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Chile, e em
sua presenga endémica nos demais paises da América do Sul com
alguns setores livres, como a Patagénia argentina e o extremo
norte ocidental da Colémbia (Martinié, 1984). Com relagdo as
outras partes do mundo a doenga s6 estd ausente no Japdo,
Australia e Nova Zelandia (Brown, 1985a).

Para que a doenga se desencadeie torna-se necessaria a
ocorréncia de desequilibrio entre os fatores fundamentais que
compdem a cadeia epidemiolégica como o hospedeiro, o ambiente e o
agente etliolégico. E importante para a elaboragéo de programas de
controle da febre aftosa que se conhega a forma de comportamento
da doenga (Rosemberg, 1975).

Os diferentes niveis de endemicidade que s#o possiveis
de identiflcar em cada pais estéo relacionados, pricipalmente, com
as formas de exploracgdo do héspede animal. Caracteristicas tais
como selegéio de espécies e ragas, densidade da populagdo, estado
fisiolégico e sua wutilizagBo dependem em grande parte dos
interesses humanos (Rosemberg, 1975). A forma de organizagédo da



producdo bovina, utilizando procedimentos de pastoreio em pastos
naturais (criagfio extensiva), sem haver estabulaglio, exceto em
dreas muito especializadas como da produgiéo leiteira, influem na
dispers@o da doenga para é4reas vizinhas (Astudillo, 1984). A
comercializagfio do gado e seus subprodutos também podem determinar
a difusdo da enfermidade a disténcia. Como toda a enfermidade
transmissivel, os riscos de infecgédo também est@o relacionados com
a densidade da populacdo. A distribuicio geografica da febre
aftosa na América do Sul coincide com a distribuigdo geogréafica de
regides de alta densidade populacional, especialmente de bovinos,
que acarreta, obviamente, um aumento da guantidade de particulas
virais no ambiente, determinando com isso, a existéncia de
ecossistemas regionais endémicos de febre aftosa (Astudillo,
1984).

Dentro do equilibrio ecolégico da enfermidade, o
ambiente se constitui num outro elemento importante e cujo
conhecimento é mais deficitario . E preciso estabelecer quais as
varidveis ambientais que podem influir na dispers@o da doenga,
procurando agrupa-las em ecossistemas homogéneos (Rosemberg,
1975). Varios autores tém designado uma influéncia decisiva dos
fatores climaticos para a viabilidade do virus no meio externo,
para sua evolugao e gravidade de infecgfio. Até o momento o que se
conclui desses estudos é que em certas condigdes ambientais tais
como templo nublado e umido, o virus pode sobreviver e ser
espalhado pelo vento, atingindo animais sadios (Burrows, 1968;
Cottral, 1969). E ainda que trocas climaticas repentinas
contribuem para evitar uma maior difusfo da epidemia (Davis et al.
1968).

Dos trés fatores que compdem a cadeia epidemiolégica, o
virus da febre aftosa é€ o que estd sendo melhor estudado, em
particular no que se refere as suas caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas (Rosemberg, 1975). Como se sabe o virus possui uma
alta variag@o antigénica, é altamente contagioso e infeccioso e

com poder de réapida difusdo e persisténcia nas populagdes



animais atingidas (Martinié, 1984).

Estudos mais detalhados das relagdes héspede-ambiente-
agente, Juntamente <com ©politicas de ac8o especifica como
vacinagéo, controle de transito de animais e vigilancia
zoossanitaria s&o passos importantes para o combate e total

erradicacfo do virus da febre aftosa (Astudillo, 1984).
1.2. Virus da Febre Aftosa
1.2.1 Estrutura

0 virus da febre aftosa é um membro da familia
Picornaviridae . Essa familia possui uma variedade de espécies
altamente virulentas em humanos e patogénicas em animais que sfo
tradicionalmente subdivididas em 4 géneros com base nas
propriedades fisicas dos virions tais como densidade, estabilidade
a pH e coeficiente de sedimentacio (Rossmann et alii, 1985; Arnold
et alii, 1987). Os 4 géneros sio: Rhinovirus (rhinovirus humano -
HRV), Cardiovirus (virus Mengo e virus da encefalomiocardite -
EMCV), Enterovirus (poliomielite, hepatite A e virus de coxsackie)
e finalmente, Aftovirus (virus da febre aftosa). (Rossmann et
alii, 1985). Todos os picornavirus apresentam similaridade na
organizagdo gendémica e estrutural (Sangar, 1979).

As particulas virais do virus da febre aftosa medem 28
nm em diémetro , apresentam um coeficiente de sedimentagZo de 140S
e densidade de 1,425 g/cm3 em gradiente de cloreto de césio
(CiCs). N&o possuem envoltura lipo-protéica, sfo resistentes aos
solventes organicos e extremamente 1labeis a pH abaixo de 7
(Vasquez et alii, 1979).

Os virilons tém uma configuragéo geométrica icosaédrica .
A falta do RNA na cavidade central da particula resulta na
formagdo de uma orilentagdo ao acaso das proteinas do capsideo
(Rossmann et alli, 1985).

O genoma viral € constituido por uma cadeia unica de RNA



de aproximadamente 8000 nucleotideos e com um peso molecular de
2.6 x 10° (Brown, 1985a). Esse RNA é de polaridade positiva e pode
atuar diretamente como RNA mensageiro (Forss et alli, 1984).

No extremo 3’ da molécula do RNA existe uma seqiiéncia
continua de nucleotideos de adenosina, denominada de Poli A, de
aproximadamente 20 a 150 residuos que é comum a toda familia
Picornaviridae, mas cuja fungdo ainda ndo ¢é conhecida. Na
extremidade 5’', entretanto, ndoc é encontrada a caracteristica
estrutura "cap", mas sim uma proteina covalentemente ligada,
denominada de VPg ("viral polypeptide genome"), cuja fungéo
estaria relacionada com a recgulagéo da sintese do RNA viral
(Kitamura, 1980).

Os genomas virais dos géneros Cardio e Aftovirus possuem
um segmento com residuos de citosina Poli (C) de aproximadamente
80 a 200 bases no extremo 5’ do genoma (Sangar, 1978). Sua fungdo
ainda n3ao esta totalmente esclarecida, mas parece ter papel
importante na infectividade do virus. Recentemente, Duke et al.
(1990), trabalhando com o virus Mengo identificaram uma possivel
relagdo entre a diminuigao das seqiiéncias Poli (C) com atenuagio
da viruléncia. Virus contendo a seqiiéncia diminuida de Poli (C)
foram inoculados em ratos; verificou-se que em doses subletais, a
replicagdo do virus era lenta, os animais nfo apresentaram
sintomas da doenga criticos e produziram altos niveis de
anticorpos neutralizantes que os protegeram mais tarde contra o
desaf'io com o virus selvagem. Trabalhos como esse sdo também de
especial relevancia para os estudos com o virus da febre aftosa
pela similaridade da organizagdo gendmica.

O Poli (C) divide o RNA genémico em dois fragmentos: um
com aproximadamente 400 nucleotideos, situado no final 5’ e ndo é
codificante, e outro de aproximadamente 7000 nucleotideos
responsavel pela informagéo genética para a sintese das proteinas
estruturais e néo estruturais (Sangar, 1978). Se o segmento poli
(C) do virus da febre aftosa e todos os nucleotideos do extremo 5’

forem removidos, nfio haverd alterag@oc na tradugdo da proteina "in



vitro" (Carroll et alii, 1984).

O capsideo viral ¢é formado por 4 polipeptideos
estruturais principais denominados VP1, VP2, VP3 e VP4 ("viral
polypeptide"). VPO é o precursor ndo clivado de VP2 e VP4 (Brown,
1985a). De cada um dos polipeptideos existem B0 cépias, sendo que
VP1-3 estfo parcialmente expostos na superficie, enquanto VP4 esta
localizado internamente (Sangar, 1979). O precursor das proteinas
estruturais VP1-VP4 esta arranjado na seguinte ordem
NH2~VP4—VP2—VP3—VP1—C00H. Os pesos moleculares dos polipeptideos
VP1, VP2 e VP3 oscilam préximo de 24 x 103 e VP4 aproximadamente
8,5 x 10° (Boothroyd et alll, 1982).

VP1 é a proteina capsidica mais externa e imunodominante
e de fundamental importéncia na indugdo de anticorpos
neutralizantes (Laporte et alii, 1973). Seu gene estrutural
compreende mais ou menos 639 nucleotideos, os quais codificam para
213 aminoacidos (Kurz et alii, 1981). Pela analise da seqiiéncia de
aminodcidos foi identificada uma regifio entre os residuos 141-160
altamente hidrofilica. Essa regifio é rica em aminoicidos do tipo
lisina, arginina e &acido aspartico, usualmente encontradas nas
superficies e capazes de atrair moléculas de agua. O aminoidcido
prolina é freqiientemente encontrado onde a proteina faz dobras
distintas (especificidade imunolégica) e nesta regifo encontram-se
duas (Lerner, 1983). Nessa mesma regifo, as seqliéncias de
aminoacido sofrem consideraveis variagdes de linhagem para
linhagem viral.

VP2, VP3 e VP4 apresentam respectivamente, 218, 220 e 85
residuos. VP3 é o polipeptideo mais conservado no capsideo
protéico dos picornavirus. VP4 varia consideravelmente entre os
membros da familia Picornaviridae, sendo a cadeia do virus da
febre aftosa a mais longa (Acharya et alii, 1989).

Acharya et alii (1983) determinaram a estrutura
tri-dimensional do virus , utilizando cristalografia e andlise de
difragéc de raio-X, as analises mostram a disposicdo das

proteinas estruturais (VP1-VP4) com respeito a simetria



icosaédrica. A regido do principal determinante antigénico
(133-158) de VPl nfo pode ser detectada neste estudo. Ela

apresenta-se como uma regifo desordenada.

1.2.2. Sintese de proteinas virais e montagem da

particula viral

0 inicio da sintese protéica comeca em dois sitios de
iniciagédo localizados no extremo 5’, & direita do fragmento poli
(C) (Kitamura et alii, 1980 ; Beck et alii, 1983), e corresponde a
um Unico e longu “"open reading frame". O produlo da  Lradugéo
resultante é wuma poliproteina precursora gigante de peso
molecular de 250 kdal e de dificil isolamento por causa das
clivagens proteoliticas que ocorrem de forma simultinea com o
processo de sintese (Arnold et alii, 1987). A estratégia de
replicagéo via uma poliproteina é Unica para picornavirus (Toyoda
et alii, 1986). A replicagéo dos picornavirus é inteiramente
dependente de proteélise, sendo que tais exigéncias ndo sdo
incomuns em processos biolégicos virais. Sabe-se inclusive que
algumas ou talvez todas as enzimas proteoliticas envolvidas na
replicagéo dos picornavirus séo codificadas dentro do genoma viral
(Nicklin et alii, 1988).

Os genes do virus da febre aftosa sfo expressados como
uma. poliproteina que ¢é rapidamente processada originando 4
produtos de clivagens: L, Pl, P2 e P3. A proteina L esta
localizada na regido N-terminal da poliproteina e ¢ o primeiro
produto génico liberado. A regifo P1 é composta por 4 peptideos
estruturais: 1A (VP4), 1B (VP2), 1C (VP3) e 1D (VP1). A regiéo P2
é composta por trés peptideos nfo estruturais: 2A, 2B e 2C. E
finalmente, a regido P3 é composta por 4 peptideos nédo
estruturais: 3A de fungdo desconhecida, 3B relacionado com a
proteina VPg, 3C que € uma protease e 3D que ¢ a RNA polimerase
(Argos et alii, 1984; Nicklin et alii, 1986; Toyoda et alii, 1986;
Vakharia et alii, 1887).



A primeira clivagem ocorre enquanto o polipeptideo é
ainda nascente no ribossoma. Experimentos recentes com varios
membros da familia revelaram importantes diferengas nas
estratégias de processamento. Para poliovirus essa clivagem ocorre
entre as regides Pl e P2, isto é, entre os peptideos 1D (VP1) e 2A
(Toyoda et alii, 1986; Nicklin et alii, 1986). Em Cardiovirus e
Aftovirus, a primeira clivagem ocorre entre os peptideos 2A e 2B e
o agente proteolitico responsdvel ainda ndo foi identificado
(Jackson, 1986). O peptideo 2A no virus da febre aftosa é muito
pequeno, codifica para somente 16 aminodcidos e tem sido
considerado comu uma segléncla vesllglal (Clarke & Sangar, 1988).
Este peptideo permanece associado com a regido Pl depois do
processamento inicial em P1-2A/2B. A protease responsavel por essa
clivagem pode ser uma enzima hospedeira, entretanto nfo & possivel
excluir a possibilidade de que o sitio P1-2A/2B seja clivado por
atividades proteoliticas n&éo identificadas de P1-2A ou do peptideo
2B (Vakharia et alii, 1887).

A maior parte das clivagens dentro da poliproteina
picornaviral s&o realizadas pela protease 3C que é uma enzima do
tipo cisteina (Argos et alii, 1984; Nicklin et alii, 1986). Embora
todas as poliproteinas picornavirais contenham a protease 3C com
aparente similaridade de fungio (Argos et alii, 1984), as
clivagens em enterovirus e rhinovirus podem ocorrer por mecanismos
diferentes daqueles ocorridos em cardiovirus e aftovirus. As
clivagens feitas pela protease 3C em poliovirus ocorrem entre
pares especificos Gli-Gli ou entre pares relacionados como
Gln-Ser, Glu-Ser ou Glu-Gli (Hanecak et alii, 1984, citado por
Arnold et alii, 1987). Todos os processamentos da proteina do
virus da febre aftosa nas regides ndo estruturais P2 e P3 e entre
essas regifes sflo atribuidas a protease 3C, predominantemente
entre pares Glu-Gli (Argos et alii, 1984; Vakharia et alii, 1987).

Recentemente, Strebel & Beck (1986) comprovaram a
existéncia de uma segunda protease no virus da febre aftosa,

representada pelo produto do gene L. A liberagdo da proteina L



ocorre ainda em estado nascente e nio é catalisada pela protease
3C, nem por proteases celulares, mas sim por atividade
auto-catalitica entre a jungio L/P1. Tanto o virus da febre aftosa
como o virus da encefalomiocardite possuem esta proteina lider em
frente a regido Pl. No caso do aftovirus, a regifo L estad separada
de Pl pela clivagem dos aminodcidos Gly-Glu. A protease L parece
também clivar a regido entre P1-P2 que ocorre de forma rapida e
provavelmente, entre os aminodcidos Leu-Ala (Nicklin et alii,
1986).

O processamento de VPO para gerar VP2 e VP4 é o 1dltimo
evenlo na maluragéo viral. Em rhlnovirus humano, essa cllvagem
ocorre através de autocatalise, envolvendo uma serina conservada
presente em VP2. Esse mesmo mecanismo de clivagem foi proposto por
Arnold et alii (1987) para virus da febre aftosa, entretanto,
Acharya et alii (1983) ac analisar a estrutura tri-dimensional do
virus n8o encontrou a serina que seria responsavel pelo
desencadeamento da clivagem entre VP2 e VP4, ficando, por essa
razao, uma davida a respeito.

Seja qual for esse altimo tipe de atividade
proteolitica, a montagem vai sendo realizada de forma progressiva,
determinando mudangas de conformacéo e reassociagfo dos produtos
(VPO, VP1, VP3) que finalizam com a formagio de 12 subunidades
pentaméricas 12S. Cada subunidade contém 5 cépias das proteinas
estruturais VP1, VP2 e VP3, culminando com a insergio do RNA
dentro do capsideo e com a concomitante clivagem de VPO (De Mello
& La Torre, 1984; Rossmann et alii, 1985; Arnold et alii, 1987).

No interior do capsideo viral encontramos o RNA gendmico
altamente compactado em uma configuragdo esférica, formando o
nucledéide ou "core" do virion (Dubra et alii, 1982). A presencga do
RNA intacto dentro da particula viral estabiliza o capsideo contra
degradagdo (Denoya et alii, 1978). Esta propriedade sugere que o
ENA esta envolvido em interagées com os componentes protéicos do
capsideo. Além disso, a produgfio de um RNA "livre" da particula

madura do virus da febre aftosa resulta em mudangas na
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antigenicidade. Assim, a manutengdo de uma conformacdo correta dos
determinantes antigénicos parece ser RNA-dependente (Rowlands et
alli, 1975; Cartwright et alii, 1982).

1.2.3. Vacina

Na luta contra o virus da febre aftosa, o uso de vacinas
tem sido uma das armas mais importantes. A extensfio do problema é
tal que aproximadamente 2 x 10EI doses da vacina sdo usadas a cada
ano em todas as parles do mundo (Bolwell et alil, 1889).

Atualmente, existem dois tipos de vacinas disponiveis:
uma de uso generalizado que é produzida a partir da destruigéo da
infectividade dos virions (particula 140S) por meio de substéncias
chamadas de inativantes que alteram de forma irreversivel o éacido
ribonucleico viral; e outro tipo, ja de uso bastante restrito, que
consiste na utilizagdo de virus vivo modificado ou atenuado por
meio de passagens em hbéspedes ndo naturais (ovos embrionarios,
pintos de um dia, coelhos, camundongos adultos, etec..) (La Torre &
de Mello, 1984). Neste caso produzem uma infecgio sem relevancia
clinica, porém induzem a formacio de anticorpos neutralizantes (La
Torre & de Mello, 1984). Um virus atenuado é, entretanto, um
organismo vivo e, por essa razio, capaz de mudancgas. Ele pode
mutar viabilizando um aumento na viruléncia (Lerner, 1983).

Na produgdo de vacina inativada contra a febre aftosa
deve-se considerar 4 fases essenciais para a obtengdo de um
produto final eficiente: a) produgdo de um antigeno imunogénico,
b) 1nativacgéo correta, c) uso de bons adjuvantes, e d) controle
sobre todas as etapas do processo de produgdo. Para que uma
amostra possa ser usada na fabricagado da vacina, deve ser além de
epidemiologicamente importante, imunogénica e estéavel durante o
processo de produgdo e posterior conservagao (Abaracén &
Olascoaga, 1984).

A primeira vacina produzida para combater o virus da
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febre aftosa consistiu de virus extraido das lesdes causadas pela
doenga em gado, onde era inativado com formaldeido. Esse processo
foi substituido pelo método de Frenkel, no qual o virus passou a
ser cultivado em epitélio 1lingual de bovino em cultura e,
novamente, inativado com formaldeido (Rowlands, 1985). A partir
dai, duas vantagens propiciaram um avango na producgio em grandes
quantidades da vacina, a primeira fol a demonstragido do
crescimento do virus em linhagem celular BHK ("baby hamster
kidney") com possibilidade de multiplicagio continua, e a segunda
foi a mudanga para aziridinas como inativantes. O wuso de
formaldeido foi substituido na maior parte da produgdo mundial por
inativantes de primeira ordem que oferecem maior garantia de
inativagéo (Rowlands, 1985). Um inativante de primeira ordem é
aquele que apresenta uma cinética de inativagfo constante durante
todo o processo, sem ser afetado pelo tempo, nem pelos componentes
do meio, garantindo que o virus seja completamente inativado
(Abaracén & Olascoaga, 1984).

Mas apesar dos grandes beneficios que tradz a vacina
convencional no controle da febre aftosa existem consideragdes que
deven ser feitas.

0 fator complicante de maior importéncia no controle da
doenca por vacinagéo é a variagio antigénica que ocorre com o
virus. Essa variacfio se deve a uma rédpida evolugio do virus da
febre aftosa em campo (Domingo et alii, 1980 ; Sobrino et alii,
1986, Mateu et alii, 1987; Martinez et alii, 1988). Existem 7
sorotipos diferentes: 0, A, C (tipos europeus que ocorrem na
América do Sul), SAT1, SAT2, SAT3 (tipos sul-africanos) e Asia 1
(territério asiatico) e mais de 60 subtipos, freqiientemente
demonstrados por diferengas em teste de neutralizacfio ou fracasso
em proteger animais contra o sorotipo do virus da febre aftosa
relacionado. Essa grande variabilidade pode ser bem evidenciada
dentro do grupo A que tem aproximadamente 29 subtipos. Alguns
subtipos emergidos dos Ultimos anos e outros que desapareceram ou

foram erradicados (Della-Porta, 1883). A imunidade conferida por
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infecg8o com um virus de um sorotipo néo protege contra membros de
outros sorotipos e nem mesmo contra subtipos diferentes dentro do
mesmo sorotipo (Brown, 1985b). Desta forma, as vacinas necessitam
ser feitas com o subtipo viral que prevalesce no campo (Bachrach,
1975; La Torre & de Mello, 1984; Brown, 1988).

Outro grande problema se deve a baixa imunidade induzida
por uma Unica aplicacio da vacina. Os niveis altos de anticorpos
no soro s6é sdo mantidos através de uma regular vacinacgdoc duas ou
trés vezes por ano (Bolwell et alii, 1989).

Um terceiro problema estd relacionado com as
pr‘opr‘iet‘lades Fisicas do proprlo anligeno Imunlzante. Esta bem
demonstrado que, para o bom funcionamento imunogénico, a particula
viral deve estar intacta. Sua estrutura é relativamente fragil e
suscetivel a danos como temperaturas elevadas, condigfes 4cidas e
até mesmo a inativagdo com acetiletileneimina (AEI) poderia
degradar algumas linhagens virais. Com respeito a temperatura, a
vacina deve ser mantida em condigdes refrigeradas desde o momento
que é preparada até a inoculagdo, situagdo esta problemidtica em
paises tropicais onde a proporgido anual de vacinas usadas é alta e
nem sempre se consegue garantir a sua poténcia (Rowlands, 1985).

Um outro ponto a ser considerado é o risco, embora
pequeno, de ocorrerem surtos da doenga devido a uma inativagfo nfo
apropriada, reversfo da viruléncia no caso de vacinas atenuadas,
ou o escape de virus da planta de producgdo (Doel, 1985; Rowlands,
1985; Amadori et alii, 1987).

Atualmente, nas areas de bioquimica e biotecnologia
estdo sendo estudadas novas técnicas, nas quais o imunbégeno, em
lugar de ser o virus da febre aftosa completo, € somente uma
fragéo imunizante do mesmo. Com os avangos da biologia molecular,
principalmente clonagem, seqlencliamento e expressféo dos acidos
nucleicos seréd possivel conceber a utilizagfo de novas formas de
vacinas mals seguras que as convencionalmente usadas, evitando com
isso os possiveis riscos de infecgdc causadas tanto pela vacina

atenuada, como inativada (Abaracén & Olascoaga, 1984).
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1.2.4 Variabilidade

O sistema de variabilidade genética do virus da febre
aftosa é de particular interesse pelas suas implicagdes
biolégicas. 0O seqiienciamento do genoma tem mostrado que o
polimorfismo genético &€ a base da diversidade antigénica do virus
na natureza. Esta heterogeneidade genética existe naoc somente
entre linhagens de diferentes sorotipos (Makoff et alii, 1982,
Cheung et alii, 1883, Beck el alil, 1883), mas Lambém enlre
isolados serologicamente préximos (Domingo et alii, 1980; Rowlands
et alii, 1983; Beck e Strohmaier, 1987).

Os mecanismos que geram essa variabilidade viral sio
principalmente as altas taxas de mutagdes que ocorrem durante a
replicagio do RNA genémico (Steinhauer & Holland, 1986; Parvin et
alii, 1986). As mutagdes produzem alteragdes na seqiiéncia de
nucleotideos que resultam no aparecimento de novas particulas
virais diferentes daquelas que iniciaram a infecgfio, com algumas
modificagdes de diversos graus nos determinantes antigénicos e,
portanto, n8o sf@o neutralizados pelos anticorpos especificos do
héspede (La Torre e De Mello, 1984).

Estudande a evoluglo do virus da febre aftosa, subtipo
Cl, Sobrino et alii (1986) observaram uma taxa de fixagdo
mutacional para as proteinas dos genes estruturais 6 vezes maior
do que para as proteinas dos genes nao estruturais. Valores que
ultrapassam 107%s/nt /2 (substituiqﬁes de nucleotideos por ano)
foram medidos para a regifo que codifica VP1-VF3. O seqienciamento
do gene revelou alteragdes de pelo menos dois aminodcidos
distintos na posigéo 138-143, sugerindo a emergéncia do virus com
diferentes comportamentos imunogénicos. Parry et alii (1987)
(citado por Martinez et alil, 1988) de fato sugerem que
substituictes de aminoidcidos nos residuos 41-60 de VP1 do virus da

febre aftosa provocam significantes mudancas no epitopo que inclui
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os residuos 140-160, afetando conseqiientemente as propriedades
imunolégicas.

Além disso, egsa situacfo é ainda mais favorecida pela
pressdo seletiva exercida sobre a populagdo viral heterogénea.
Niveis sub-6timos de anticorpos neutralizantes, induzidos por
vacinas de baixa imunogenicidade ou em final de periodo de
imunidade provocam alteragdes antigénicas. Desta forma, quando um
animal possui um nivel 6timo de anticorpos terad a oportunidade de
neutralizar ndo sé6 os virus homélogos, como também variantes
antigénicas do mesmo tipo (La Torre & de Mello, 1984). Ao
conlrario, guandv o nivel de anlicorpos € balxo s0 seréo
neutralizados os virus homélogos e, deste modo, as variantes
antigénicas sobrevivem e estabelecem uma nova amostra com
atividade no campe. Caso esta amostra venha a sofrer mudangas
adicionais em seus determinantes antigénicos, a possibilidade de
ser neutralizado pelas defesas do héspede seréo ainda menores,
resultando, como conseqiiéncia, em uma amostra ou até mesmo em um
subtipo diferente que poderda vir a causar sério impacto
epidemiolégico (La Torre e De Mello, 1984).

O conhecimento dessas mudangas de antigenicidade e
imunogenicidade dos virus no campo sfio de grande importéncia para
os programas de controle da doencga, uma vez que o grau de protecgéo
da populagéo vacinada depende da qualidade da vacina aplicada e da
homologia entre a linhagem da vacina e a linhagem do campo (La
Torre & De Mello, 1984).

1.3. Aplicagio de novas técnicas

Wild et alii (1969) observaram que a clivagem da
particula viral com tripsina reduzia drasticamente a infectividade
e imunogenicidade de virus. Este estudo teve uma grande
importédncia no estabelecimento, mais tarde, da localizagdo do

sitio antigénico do virus da febre aftosa.
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Laporte et alii (1973) e Bachrach et alii (1975)
clivaram a particula viral com tripsina e identificaram a fragéo
mais imunogénica. Esta fracfo estd localizada no polipeptideo VP1
encontrado no cépside viral; e nenhuma das demais proteinas s&o
afetadas pela enzima. VP1 é, portanto, a Unica proteina estrutural
capaz de induzir a formagdo de anticorpos neutralizantes, embora
em niveis mais baixos do que aquele induzido pela particula viral
inteira.

Estas observagdes encorajaram muitos grupos de
pesquisadores no sentido de tentar produzir VP1l. As possibilidades
de produgiio da mesma, com a finalidade de se obter uma vacina
alternativa que estimule uma resposta de anticorpos adequada, tem
sido intensamente estudadas através de técnicas de engenharia
genética, onde se faz a sintese de VP1 ou a expressfio da proteina
em bactérias como produto de fuséo com outra proteina.

Strohmaier et alii (1982) 1localizaram os sitios
antigénicos de VP1, analisando a imunogenicidade de uma variedade
de fragmentos definidos do virus 0! Kaufbeuren, derivados por
hidrélise proteolitica e quimica. Os sitios situaram-se nas
regides correspondentes aos aminoacidos 146-154 e entre 200-213.
Este trabalho foi de vital importancia para o avango dos estudos
de antigenicidade do virus da febre aftosa.

A partir dai, as seqiéncias de VPl de diferentes
sorotipos e subtipos foram determinadas, revelando a existéncia
de regides altamente conservadas e outras trés posigdes, conm
determinantes antigénicos descont inuos, consideravelmente
variaveis. Comparacgtes dos virus dos subtipos 0, A e C mostraranm
que as malores variagdes ocorriam nos residuos 42-61, 131-160 e
193-204, sendo os dois ultimos mais importantes (Brown, 1985b).

Esses resultados foram testados medindo-se a capacidade
de muitos peptideos sintéticos de provocar a formacdo de
anticorpos neutralizantes e, em alguns casos, em proteger os
animais contra o virus. Os testes foram primeiramente realizados

por Bittle et alii (1882) com o virus do sorotipo 0. Os peptideos
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sintéticos acoplados ao carreador KLH ("keyhole limpet
hemocyanin") foram injetados em cobaias. O resultado mostrou uma
6tima atividade do peptideo contendo os residuos 141-160. Pfaff et
alii (1982) também demonstraram que peptideos correspondentes a
essa mesma regifio induziam a formagfio de anticorpos neutralizantes
em coelhos. Esta regido parece, portanto, estar ligada ao sitlo
imunodominante do virus da febre aftosa, embora evidéncias mais
recentes indiquem que a regido 138-156 possa ser mais ativa
(Mateu et alii, 1987).

Un peptideo quimicamente sintetizado contendo duas
regldes lmmunogénicas separadas (residuvs 141-158 ¢ 200-213) da
proteina VP1 do virus tipo 01 Kaufbeuren foi preparadoe livre de
qualquer proteina carreadora. Estas regides foram conectadas a uma
diprolina espagadora e em suas extremidades foram adicionados
residuos de cisteina, ambas com a finalidade de aumentar o tamanho
da molécula. A diprolina foi inserida para aumentar a vizinhanga
de interagio entre os dois sitios, induzindo, presumivelmente, a
formagdo de uma estrutura secundiria. E os residuos de cisteina
foram adicionados nas regides terminais com o propésito de
polimerizacdo, eliminando assim a necessidade de um carreador
molecular. Essa organizacgédo gerou altos niveis de anticorpos
neutralizantes e protegeu o gado, quando inoculado com o virus
infeccioso. Esses resultados foram o primeiro exemplo de protecgéo
em gado contra o virus da febre aftosa, depois de uma unica
imunizacf@o com peptideo sintético sob condigbes similares aquelas
usadas em teste de poténcia das vacinas convencionais, e além
disso, sugerem a Iimporténcia do terminal carboxilico de VP1 no
aumento da resposta de protec8o (DiMarchi et alii, 1986).

Estd claro que os resultados obtidos com peptideos
sintéticos s8o realmente encorajadores, mas existe muita coisa a
ser aprendida sobre a estrutura do determinante imunogénico do
virus da febre aftosa. Os resultados tem produzido éxitos
parciais. Um importante ponto desses experimentos é que a proteina

VP1 isolada € fracamente lmunogénica e a resposta chave estad na
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sua configuracgéo alterada. Outro aspecto desapontador reside na
fraca performance da vacina peptidica em gado, comparado com os
altos niveis promissores mostrados em cobaias. Torna-se aparente
que para a produgdo de uma vacina potencial, os peptideos devem
conter dominios que reajam adequadamente com os receptores dos
anticorpos (Brown,1988). Quando tais problemas forem resolvidos a
vacina peptidica terd enormes vantagens sobre a atualmente
utilizada, tais como, produto quimicamente def'inido,
indefinidamente estéavel, sem a presenga do agente infeccioso, néo
necessitando de uma planta de produgdo em larga escala e, além
dissu, a vacina puodera ser produzida com amplo especlro anligénico
pelas alteragdes feitas nas seqiiéncias de aminodcidos (Brown,
1988).

Uma outra alternativa no estudo de vacinas contra o
virus da febre aftosa estd na produgéo das seqiiéncias imunogénicas
como parte de proteinas carreadoras em sistemas de expresséo
bacterianas que séo chamadas de proteinas de fusfo. As proteinas
de fusf@o sd@o codificadas por genes estruturais e sfo obtidas a
partir da ligacio de uma parte do gene da bactéria hospedeira com
o gene da proteina antigénica desejada no mesmo "codon reading
frame". Através de uma escolha cuidadosa das seqiiéncias
codificadas pela célula hospedeira e o gene em questfio, o produto
protéico pode ser expressado em altos niveis, de maneira estavel e
retendo alta potencialidade imunogénica (Kleid, 1983).

Kleid (1983) utilizou o sistema do operon triptofanio em
Escherichia coli na expressao de VPl. A proteina de fuséo
purificada foil injetada em bovinos e testado quanto ao nivel de
anticorpos produzidos. Os animais que receberam doses altas da
proteina obtiveram um significativo nivel de anticorpos que se
mantiveram por 7 meses. Os animals que receberam uma dose menor da
proteina responderam com a produgic de baixos niveis de
anticorpos, necessitando uma revaclinagéo apés trés meses e meio.
Somente apdés a segunda vacinagdo, em ambos os grupos, é que foi

constatado um aumento no nivel de anticorpos. Em 1985, Kleid et
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alii provaram que duas cépias do determinante antigénico
expressados no mesmo sistema citado acima, provocou o resultado
esperado em gado, protegendo-os contra infecgédo.

Broekhuli jsen et alii (1986 e 1987) construiram uma série
de plasmideos de expressfio que codificavam 1, 2 ou 4 cépias da
seqiiéncia de aminoadcidos 137-162 do maior sitio imunogénico de VP1
do subtipo 01 BFS. Estas seqiiéncias foram clonadas na regifo
correspondente a parte N-terminal de B-galactosidase. A imunizagéo
em cobaias dessas proteinas resultou na produgéo de anticorpos
neutralizantes em niveis dependentes ao nimerc de repetigdes de
cada plasmideo. TIroteinas com 2 ou 4 copias du determinante
antigénico s&o significativamente mais eficientes do que a
proteina com uma cépia.

A seqliéncia de cDNA que codifica parte de VP1 do virus
C3 Indaial fol clonada e expressa em Escherichia coli como produto
de fusdo com o gene da p-galactosidase. Essa seqliéncia
correspondente aos aminodcidos 117-210, contém os determinantes
antigénicos importantes para induzir a produgdo de anticorpos
neutralizantes. Porém, quando injetada em cobaias e camundongos
ndo foi capaz de induzir a formagdo de anticorpos que
reconhecessem VP1 viral, indicando que a parte imunogénica n&o se
encontrava exposta nesta proteina (Zaha, 1986).

Desses experimentos, conclui-se que mdltiplas cépias da
regido antigénica podem "mimetizar" a estrutura conformacional da
molécula, ficando expostas na superficie; Jja& a proteina VP1
sozinha deve sofrer algum tipo de alteragdo que a 1impede de
organizar-se de forma similar & arquitetura original da particula
viral inteira.

Proteinas de fusf@o também foram de grande utilidade nos
estudos realizados por Strebel et alll (1986). Todas as partes
codificantes do genoma do virus da febre aftosa foram clonadas e
expressadas em Escherichia coli como produto de fuséio da regido
N-terminal do gene da polimerase do fago MS2. As construgdes

geradas produziram grandes quantidades de proteinas estaveis que
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foram usadas para identificar e estabelecer relacdes entre os
produtos génicos precursores do virus da febre aftosa, bem como
detectar muitos outros produtos ainda n3o identificados "in vivo"
ou "in vitro".

No caso de picornavirus a introdugéo da tecnologia de
anticorpos monoclonais também tem ajudado muito a elucidar os
mecanismos de neutralizag@o viral através de caracterizacgdes dos
epitopos, localizando-os na estrutura morfogénica (Baxt et alii,
1984).

Estudos recentes com anticorpos monoclonais tém tentado
identiflicar vulros sillos antigénicos fora de VPl que supostamente
estariam envolvidos na correta organizacgéo viral.

Xie et alii (1987), usando 7 anticorpos monoclonais
neutralizantes para o subtipo 01 Kaufbeuren, demonstraram a
existéncia de trés sitios antigénicos separados no virus da febre
aftosa que estdo envolvidos na neutralizagéo viral. Uma regiéo
situa-se nos residuos 144-154, outra vali do residuo 208 até a
regido C-terminal de VP1 e a terceira regifo néo foi identificada,
mas de acordo com os autores, provavelmente, se encontra em VP2
e/ou VP3. Os autores concluem que o aumento da imunogenicidade
talvez sé serd conseguida quando o terceiro sitio for
identificado.

Baxt et alii (1989), usando anticorpos monoclonais
contra o subtipo Al2 do virus da febre aftosa, geraram variantes
do virus resistentes a neutralizagdo. 0 seqlienciamento dessas
variantes permitiu a localizagdo de epitopos neutralizantes em VP1
e outro em VP3. Pfaff et alii (1988) e Thomas et alii (1988)
identificaram sitios antigénicos em VP2 e VP3 dos subtipos 01 e
A10 respectivamente.

Morrel et alii (1987), estudando modificagbes nos
residuos de lisina, mostraram que VP2 e VP3 possuem residuos
expostos na superficie do virion, embora em menor numero do que
VP1l. Isso é compativel com o papel de VPl na unido a célula
(Harrison, 1989) e na estimulagdo de resposta imune (Laporte et
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alii, 1973).

Estas foram as primeiras evidéncias diretas da
participacio de outros epitopos neutralizantes fora de VP1 que
também contribuem na formagioc de partes mais complexas do sitio
antigénico do virus da febre aftosa.

As células, através de seus receptores de superficie,
sdo também um fator determinante no mecanismo de neutralizacéo
(Dimock, 1987). Trés linhas de evidéncias sugerem que o sitio de
unifdo a célula no virus da febre aftosa estd situado nas regides
133-158 de VP1 e na regido C-terminal, fazendo parte do "loop"
antigénico. Todos ous anticorpus conhiecldos yue se lligam na reglio
do "loop" previnem a unifio do virus a célula (Baxt et alii, 1984).
Clivagens proteoliticas nesse "loop" ou na regifo C-terminal de
VP1 anula a interagfo célula e virus. O tratamento com tripsina de
virus purificado do tipo O e A, resulta na perda da infectividade
e na habilidade do virus de interagir com seus sitios receptores
celulares (Barteling et alii, 1979, Baxt & Bachrach, 1982). Estes
dados indicam que VPl atua tanto como carreador do principal
determinante antigénico do virus da febre aftosa, como também é a
proteina que reage com o sitio receptor celular. Além disso, foi
identificada uma seqliéncia em VPl, préxima do determinante
antigénico, constituida pelos aminodcidos Arg-Gli-Asp. Essa
seqiéncia tem sido identificada em sistemas celulares como tendo
propriedades de adesdo, inclusive a células BHK (Ruloslahti, 1988,
citado por Acharya et alii, 19839).

A interagdo do virus da febre aftosa com a célula &
dependente de ions Caz+ e sabe-se que receptores Arg-Gli-Asp tem
necessidades de cédlcio. De acordo com Ruoslahti, 1988 (citado por
Acharya et alii, 1989) o residuo Asp da seqiiéncia Arg-Gli-Asp
poderia contribuir para a interacdio entre o calcio e o receptor
celular. Mas, para desempenhar tal papel, o aminodcide Asp
necessitaria de alguma flexibilidade no "loop" do virus da febre
aftosa que lhe permitisse contribuir para essa interacfo. Por esse

motivo, conclui-se que o sitio de uniZdo a célula estd exposto na
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superficie viral e localizado no "loop" antigénico (Acharya et
alii, 1989).

Os receptores celulares de poliovirus e rinovirus também
foram identificados. Ambos s&o membros da familia Picornaviridae e
diferentemente do virus da febre aftosa possuem receptores em
forma de "canyons" inacessiveis aos anticorpos. 0Os sitios de
ligagcdo a receptores néo expostos sdo, por essa razdo, mais
resistentes as presstes seletivas geradas pelo sistema imune do
hospedeiro. (Mendelsohn et alii, 1989; Greve et alii, 1989).

Os residuos expostos Arg-Gli-Asp projetados no "loop" do
virus da febre aftosa estédo cercados por sequéncias que variam de
linhagem para linhagem. Em mapas de densidade eletrdénica aparecem
desordenados (Harrison, 1989).

Anticorpos monoclonais que foram mapeados por se ligarem
a seqliéncia Arg-Gli-Asp do virus da febre aftosa ndo foram
inibidos de se ligarem aoc virus por peptideos que continham
seqiiéncias heterdlogas flanqueando essa seqiiéncia conservada, 20
passo que peptideos hombélogos inibiram a ligacédo. Essa
flexibilidade de "loop", indica que existe uma estrutura minima de
seqliéncias de aminodcidos que podem ser reconhecidas por
anticorpos para impedir a unifo do virus a célula. E parece ser
evidente que é essa estrutura minima que permite a ocorréncia da
variabilidade do virus da febre aftosa (Acharya et alii, 1989).

Outra  descoberta de  grande importéancia foi a
identificagéo, em diferentes tipos de células, de proteinas de
adesfo chamadas coletivamente de integrinas. As integrinas
reconhecem seqiiéncias Arg-Gli-Asp em proteinas da matriz celular.
A inibigdo da unifo do virus a celula por peptideos contendo
receptores Arg-Gli-Asp sugerem que uma ou mais integrinas sfo os

receptores do virus da febre aftosa (Harrison, 1983).

1.4. Objetivos
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0 estudo dos genes estruturais que formam o capsideo do
virus da febre aftosa, mais especificamente VP1 e VP3, é de
extrema relevancia na elucidagcio de aspectos basicos como a
estrutura e organizacio génica do virus. As evidéncias apontam
para a Iimportéancia conformacional dessas duas proteinas na
formagéo dos sitios antigénicos que sfo reconhecidos pela molécula
do anticorpo.

Tendo em vista estes aspectos apontados, o presente
trabalho fol iniciado e desenvolvido com os seguintes objetivos:

a) isolar um clone do banco de cDNA em Agtl0 do subtipo
viral C,Indaial, contendo ndo s a seqiéncia de VF1 como de VP3.

3
b) caracterizar o cDNA, através de seqlienciamento.

2. MATERTAIS E METODOS
2.1 Bactérias

Todas as cepas bacterianas utilizadas foram derivadas de
Escherichia coli K12. E.coli hfl (Young & Davis, 1983) foi
utilizada para a selegdo de recombinantes do banco de cDNA
construido em Agtl0. E.coli JM103 (Messing et alii, 1981) foi
utilizada para transformagio com plasmideo pUC18. E.coli TG2
(Sambrook, 1989)foi hospedeira para transfeccio com bacteriéfago
M13mpl8 e M13mp1l9.

2.2 Plasmideos

0 plasmideo pUR 292-3 (Schrank et alii, 1988), contendo
cDNA que codifica os aminodcidos 117-210 de VP1 do subtipo C31 foi
utilizado como sonda para selecionar recombinantes no banco de
cDNA Agtl0.

0 plasmideo pUC18 (Norrander et alil, 1983) foi
utilizado como vetor de sub-clonagem do fragmento recombinante

selecionado do banco de cDNA. Este plasmideo confere resisténcia a
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ampicilina e possui um "polylinker" que permite a insercéoc de
fragmentos em diferentes sitios de clivagem.

Utilizou-se como marcadores de peso molecular os
fragmentos do DNA do bacteriéfago A clivado com a endonuclease

de restricéo HindIII e do bacteriéfago fd clivado com Haelll.
2.3 M13mpl8 e M13mpilS

Os vetores Mi13mpl8 e M13mpl9 (Carter et alii, 1985)
foram utilizados como vetores de clonagem para a determinagéo da

seqliéncia de nucleotideos.
2.4 Enzimas

As enzimas utilizadas foram procedentes da BRL (Bethesda
Research Laboratories, Inc.), Biolabs (New England Biolabs, Inc.),
Boehringer (Boehringer Mannheim, Gmbh.), Pharmacia (Pharmacia,
Inc.) e Sigma (Sigma Chemical Company). As enzimas foram:
nuclease S1, polimerase I, DNA ligase T4, DNase, RNase, Proteinase
K, lisozima, trascriptase reversa e enzimas de restricido (EcoRI,
Ball, HineclI).

2.5 "Screening" do banco de cDNA Agt10-C3I

O "screening" do banco foi feito segundo a técnica de
Benton & Davis (1977) utilizando como sonda a seqiiéncia de cDNA

que codifica os aminodcidos 117-210 de VP!l do subtipo C_.Indaial,

3
marcado com a- -°P-dATP pela técnica de "random primer".

2.8 Extragio de DNA de fago Agtl0 em pequena escala
Fago Agtl0 foli preparado em pequena escala por infecgéo

de E.Coli C600 hfl em meio liquido conforme Blattner et alii
(1977) modificado. Uma colénia isolada de CB00 foi inoculada em 20
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nl de LB (composigdo por litro de é4gua: 17g de bactotriptona, S5g
de extrato de levedura, 5g de NaCl pH 7.5) a 37°C, por 12-14 horas
com agitacfo. Esta cultura fol centrifugada a 10 krpm por 10
minutos a 4 °C e as bactérias foram ressuspensas em 5 ml de 10mM
de MgSO4. A infecg8Bo procedeu misturando-se fago com 0.2 ml de
células e que foram incubadas a 37 'C, por 15 minutos. A mistura
foi adicionada 10 ml de LB contendo 10mM de MgSO4 e que foi
incubada por 12-14 horas com agitag@io (200 rpm). Adicionou-se 0,2
ml de cloroférmio e as células foram incubadas por mais 10 minutos
a 37°C com agitagBo vigorosa (300 rpm). A cultura, passada para
cutro frasco evilando-se o cloroférmio, 1ol centrifugada 15
minutos a 10 krpm a 4 °C. Ao sobrenadante adicionou-se 10 ml de
20% de PEG 6000, mais 2.5M de NaCl e incubou-se por 1 hora em
banho de gelo. 0 material foi centrifugade a 3 krpm por 20
minutos. O "pellet" foi seco e ressuspenso em 200 pl de SM (100mM
DE NaCl; 8.1 mM de MgSO4; 50 mM de Tris-HC1l pH 7.5; 2% de gelatina
tipo 1II - Baker). Apés, foi adicionado DNase e RNase ambas para
concentragéo final de 1 pg/ml, incubando-se por 10 minutos a
temperatura ambiente. Adicionou-se proteinase K e SDS 10% para a
concentragdo final de 1 mg/ml, incubando-se 10 minutos a
temperatura ambiente. 0O material foi entdo extraido com 1 volume
de fenol. Adicionou-se 1/10 de volume de acetato de sédio 3M e 2
volumes de etanol absoluto, incubando-se por 30 minutos a -g67¢c,
Depois foi centrifugado por 20 minutos a 10 krpm. O DNA foi entdo
lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em 20ul de TE (10mM de
Tris-HCl1 pH 8.0; 0.1 mM de EDTA).

2.7 Extragéo de fago Agtl0 em grande escala

O procedimento utilizado para a extragdo de grandes
quantidades de DNA de A fol essencialmente o mesmo da preparagéo
em pequena escala, mudando apenas o método de purificagéo que
passa a ser em gradiente de CsCl, segundo Thomas & Davis (1975).
O gradiente fol preparado com solugdes de CsCl em 10mM de Tris-HCI1
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pH 7.5 e 10mM de MgS0O4 com p= 1.6, p= 1.5, p= 1.4 e p= 1.3. O
gradiente foi entdo ultracentrifugado a 30 krpm por 2 hora a 16°C.
A banda de fagos (entre p= 1.4 e p= 1.3) foi recolhida por
aspirac8o, onde foi misturado igual volume de solugio saturada de
CsCl. Um novo gradiente descontinuo foil ent8@o preparado em
condigBes idénticas ao primeiro. Ao final a banda recolhida foi
dialisada contra 1 litro de 50mM de Tris-HCl pH 8.0, 10mM de
Mg504.durante 2 horas a temperatura ambiente. Seguiu-se extragéio
de DNA, adicionando-se EDTA, proteinase K e SDS para concentragdes
finais de 20 mM, 50ug/ml e 0.5% respectivamente, e foil incubada a
65 °C, por 1 hora. Segulu-se exlrag®es consecutivas com 1 volume
de fenol tamponado com 50OmM de Tris-HCl e 1 volume de
fenol-cloroférmio. O DNA fol precipitado pela adigio de NaCl para
concentragio final de O0.1IM e 2 wvolumes de etanol absoluto,
incubando-se a =-20°C por no minimo 1 hora. A preparacgédo foi
centrifugada a 10 krpm por 30 minutos a 4 °C. O DNA recolhido foi
lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em 1 ml de TE. A
concentracdo do DNA fol medida pela absorbéncia a 260 nm.

2.8 Isolamento de DNA plasmidial em pequena escala
a. Extracédo alcalina (Birnboin & Doly, 1973)

Uma colénia da cepa portadora do plasmideo foi inoculada
em meic contendo o antibiético apropriado e incubada por 12-14
horas, a 37°C com agitagao (150 rpm). Transferiu-se 1 ml do
cultivo para um tubo eppendorf e centrifugou-se a 10 krpm por 5
minutos a temperatura ambiente. As células foram ressuspensas em
100ul da solugdo contendo 50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCl pH
8.0 e 10 mM de EDTA e foram incubadas por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apé6s, adicionou-se 200ul de 0.2N de NaCH e SDS 1% que
fol agitado energicamente para provocar a lise das bactérias.
Adicionou-se 150ul da solugio de 5M de acetato de sédio pH 4.8 (2M
de é&cldo acétlico, 3M de acetato de sédio) e incubou-se por 5
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minutos em gelo. O material foi ent&o centrifugado a 10 krpm por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado para a extragio com
1 volume de fenol. O DNA foi precipitado adicionando-se 2 volumes
de etanol absoluto e imediatamente centrifugado a 10 krpm por 10
minutos, a temperatura ambiente. O DNA plasmidial foi lavado com

etanol 70%, seco ressuspenso em 50ul de TE.
2.9 Isolamento de DNA plasmidial em grande escala
b. Método Triton (Clewell & Helinski, 1969)

A partir de uma coldnia isolada de E.coli contendo o
plasmideo a ser extraido fez-se um pré-indéculo em 3 ml de LB com
50pg/ml de ampicilina e incubou-se por 12-14 horas a 37°C com
agitacdo. Toda a pré-cultura fol inoculada em 300 ml de LB com o
antibi6ético ampicilina e incubado por 12-14 horas a 37°C com
agitaglo. A cultura fol centrifugada a 6 krpm por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em 10
ml da solugio (50mM de Tris-HCl pH 8.0, 25% de sacarose). Apéds,
adicionou-se ao material 200pl de lisozima (50 mg/ml) que foi
deixado por 10 minutos em gelo. Adicionou-se ent@éo 100ul de RNase
(10 mg/ml) e 1 ml de 0.5M de EDTA que fol incubando novamente em
gelo por 5 minutos. Foi adicionado o mesmo volume da solugfo de
lise, tamp@io triton (1X) (composigéo para 100 ml de solugdo: 1 ml
de triton 10%, 5 ml de 1M de Tris-HCl pH 8.0 e 12,5 ml de 0.25 M
de EDTA), que fol deixado em gelo por 15 minutos com agitagéo
suave. Centrifugou-se o material a 18 krpm por 1 hora a 4 6. 0
material, extraido com 1 volume de fenol e fenol-cloroférmio, foi
centrifugado a 5 krpm por 15 minutos. Ao sobrenante adicionou-se
0.1 volume de acetato de soédio 3M ou 0.01 volume de NaCl 5M mais 2
volumes de etanol absoluto, incubando a -20 °C por 30 minutos.
Centrifugou-se o material 10 krpm por 30 minutos a 4 . ©
precipitado foi lavado em etanol 70% e seco sob vacuo, segundo
Maniatis et alii (1982). Apos, ressuspendeu—se‘ o DNA com 1 ml de
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TE (10mM de Tris-HCl1 pH 8.0; 0.1 mM de EDTA) por 12-14 horas em
gelo. 0 volume foi entfo completado para 2.4 ml de TE, onde
adicionou-se 3.8 g de CsCl. Adicionou-se 380ul de brometo de
etideo (10 mg/ml). O material foi ultracentrifugado por 40 horas a
48 krpm a 22 °C. A banda inferior referente ao plasmideo foi
coletada com seringa de 1 ml. Diluiu-se a amostra com 1 volume de
dgua e adicionou-se butanol saturado com 4gua para a total
retirada do brometo de etideo e dialisou-se contra 1000 ml de TE

por 2 horas.
2.10 Analise do DNA
a. Eletroforese em gel de agarose horizontal

Como descrito por Maniatis et alii (1982) foi utilizado
gel de agarose a 0.8% em TEB 1X (89 mM de Tris-OH; 2.5 mM de EDTA;
89 mM de l-[:JB{):3 pH 8.2), contendo 0.25 pg/ml de brometo de etideo.
0 tamp@o de corrida utilizado foi TEB 1X.

b. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os géis consistiram de 6% de acrilamida (30% de
acrilamida, 0.8% de bizacrilamida) em TEB 1X (Maniatis et alii,
18982). Para a polimerizagdo da acrilamida, adicionou-se 60pl de
APS (25%) e Bul de TEMED em um volume final de 20 ml. O tamp&o
utilizado foi TEB 1X. Posteriormente o gel foi corado com brometo
de etideo em Agua.

c. Eletroforese em gel de poliacrilamida para

sequenciamento de DNA
As amostras foram submetidas a eletroforese sob

condigdes desnaturantes em gel 5% de acrilamida, 7.5 M de uréia em

TEB 1X. Adiclionou-se 140ul de APS e 35ul de TEMED em um volume
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final de 50 ml. TEB 1X foi utilizado como tampdoc de corrida
(Sanger et alii, 1977).

2.11 Recuperacéo de fragmentos de DNA de géis de agarose

Conforme Tautz & Renz (1983) modificado, os DNAs foram
separados por eletroforese em géis de agarose e as bandas foram
cortadas e colocadas em tubos com 10 volumes de acetato de
s6dio-EDTA (0.3 M de acetato de sédio; 1 mM de EDTA pH 7.0) sob
agitag@o suave no escuro durante 10-15 minutos. As fatias dos géis
foram ent@o transferidas para um eppendorl pequeno (0.5 ml)
perfurado na tampa e na porgdo inferior e recoberto com 14 de
vidro siliconizada com sigmacote (Sigma). Foram ent&o colocadas em
nitrogénio liquido por 1 minuto. Centrifugou-se a 10 krpm por 10
minutos coletando-se o material em eppendorf de 1.5 ml. Para a
precipitagio do DNA, adicionou-se 1 M de MgCl2 e 10% de &acido
acético na proporgdo de 1:100, mais 2.5 volumes de etanol
incubando a -20°C por 30 minutos. Centrifugou-se a 10 krpm por 30
minutos e desprezou-se o sobrenadante. 0 precipitado foi lavado

com etanol 70% e seco sob vacuo. Ressuspendeu-se o DNA em TE.

2.12 Recuperagio de fragmentos de DNA em géis de
poliacrilamida

Conforme Maniatis et alii (1982), os DNAs foram
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida. As bandas
cortadas e colocadas em um tubo foram homogeneizadas com bastfo de
vidro recobertos com parafilme. Adicionou-se 3 volumes de Aagua e

incubou-se a 42 °

C por 18 horas em banho maria. Apés
centrifugou-se o materlial por 10 minutos a 12 krpm. Transferiu-se
o sobrenadante para outro tubo e adicionou-se 200ul de TE no gel
restante, repetindo o passo anterior de centri.fugaqao e
transferéncia do sobrenadante. Adicionou-se 1/10 do volume de 3M

de NaAc e 2.5 volumes de etanol, Iincubando por 30 minutos a -20
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i 78 Centrifugou-se o material por 15 minutos a 12 krpm. Apds, o

precipitado foi lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em TE.

2.13 Transferéncia de DNA de géis de agarose para

membrana de nailon

Para a transferéncia de fragmentos de DNA clivados do
gel de agarose para membrana de nailon foi utilizado o
procedimento descrito por Southern (13979). Ap6és corrida
eletroforética horizontal, o gel foi 1imerso na solugdo de
desnaturagéo (1.5 M de NaCl, 0.5 M de NaOll) por 30 minutos e
depois transferido para uma solucdo de neutralizagéo (3M de
acetato de sédiec pH 5.5), também por 30 minutos. Apdés o
tratamento, o gel foil colocado sobre um suporte plano coberto com
papel Whatman 3mm com as extremidades imersas numa tigela contendo
o tampfio de transferéncia SSC 20X (3M de NaCl, 0.3M de citrato de
sédio). Sobre o gel foram colocadas, na ordem da membrana, uma
folha de papel Whatmann, toalhas de papel e um peso de 1 Kg para
garantir um contato uniforme. A transferéncia ocorreu a
temperatura ambiente por 18 horas. Depois colocou-se a membrana de
nailon sobre papel filtro a 80 °c por 2 horas para a fixag8o do

DNA a membrana.
2.14 Marcagido de DNA com a-?P-dATP

As sondas de DNA foram preparados por marcagédo do DNA
com sonda o-°P- dATP por "random primer", conforme indicagfo do
fabricante (Molecular Boehringer Manheim). O DNA fol fervido a 100
% por 2 minutos e logo em seguida colocado no gelo. Adicionou-se
lul da mistura de 0.5 mM de dCTP, dGTP e dTTP, 1pl de tampdio 10X
(0.5 M de Tris pH 6.3, 0.1 M de sulfato de magnésio, 1mM de
dithiothreitol e 0.6 mM de cada dCTP, dGTP e dTTP), 1ul da
polimerase Klenow e uma mistura de hexanucleotideos, num volume

final de 10ul de &agua. A esta reagéo fol acrescentado 10uCi de
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a-2p- dATP, incubando por 30 minutos a 37°C. A reagfio foi parada
a 65 °C por 10 minutos. O material fol passado por uma coluna de
gel filtracdo sephadex G-50. A coluna fol montada em seringas
descartaveis de 1 ml (Maniatis et alii, 1982), onde aplicou-se a
solugdo no topo. Centrifugou-se por 1 minuto a 1000 rpm. A medida
de radioatividade foi feita em contador de cintilag@o liquida,
onde obteve-se uma atividade especifica entre 107—108 cpm/ug de
DNA.

2.15 Hibridizacio de coldénias

Para hibridizagdo de colénias com fragmentos de cDNA
marcados com a—azP—dATP foram feitas replicas com filtros de
nitrocelulose. Os filtros foram colocados em contato com as
coldénias bacterianas. Apés, retirou-se as membranas que foram
embebidas sucessivamente nas seguintes solugdes: 1) 0.5M de NaOH
por 5 minutos para a lise e desnaturacio; 2) 0.5M deTris-HCl pH
7.4 por 4 minutos para a neutralizag@o. Secou-se por 30 minutos a
temperatura ambiente. Colocou-se por 2 horas a 80°C para a fixa¢#io
do DNA a membrana. Apbés, os filtros foram incubados com a solugéo
de pré-hibridizacdo 5X SSC, 50% formamida, 50mM de fosfato de
s6dio pH 6.5 e 1X denhardt a 42°C por 2 horas. A solugio de
hibridizagio foi a mesma da pré-hibridizagé@io, acrescida da sonda,
incubando por 12-14 horas a 42°C. Apé6s a hibridizacio, os filtros
foram submetidos a 4 lavagens com: 1) 2X SSC, 0.5% SDS, duas vezes
repetidas por 15 minutos a temperatura ambiete; 2) 0.1X SSC, 0.1%
de SDS duas vezes repetidas por 15 minutos a temperatura ambiente.
Os flltros foram ent@o colocados em contato com filme para raio-X

e expostos por 12-14 horas.

2.16 Subclonagem dos fragmentos de DNA recombinantes em
pUC18

a. Clivagem e ligacdo do DNA
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O DNA de Agtl0 recombinante foi clivado com EcoRI. O
fragmento liberado foi entdo purificado em gel de agarose e ligado
ao vetor pUCI8, utilizando-se para isso DNA ligase de T4 (1U/pl) e
tampdo de ligagf@o 10X (Tris-HC1 0.5M pH 8.0, MgClzo.lM; DTT 0.2M;
BSA 100pg/ml, ATP 10mM). A reagio foi incubada a temperatura
ambiente por 3 horas ou por 12-14 horas em 10-12 Y

b. Transformacfo bacteriana

Segundv Morrison (1977), fez-se um 1n6culo de 1% de uma
cultura fresca da cepa hospedeira em 30 ml de LB e incubou-se a
37°C com agitacdo até a cultura atingir a absorbancia de 0.4 a 0.6
medida em B00 nm em espectrofotémetro. 20 ml foi transferido para
un tubo de centrifuga estéril. Centrifugou-se a 5 krpm por 5
minutos a 4 °C. As células foram ressuspensas em 10 ml de MgClz
0.1 M e deixadas por 1 hora em banho de gelo. Apés centrifugacéo,
ressuspendeu-se em 5 ml de CJEs.C.l2 0.1 M e incubou-se a 4 °C por 30
minutos. Centrifugou-se e ressuspendeu-se em 1 ml de C’emCl2 0. 1M.
Apbés, as células ficaram competentes para serem transformadas.

DNA foi incubado com 100ul de células competentes por 30
minutos a 4 °C. As células foram submetidas a um choque térmico a
42 °C por 2 minutos. Adicionou-se 0.4 ml de LB e incubou-se a 37
°C por 1 hora com agitagBo. 0.1 ml foi espalhado com alga de
Drigalski em placas de LB contendo o antibiético adequado para a
selegdo dos transformantes. No casoc de pUC18 também foram
adicionados 10ul de IPTG (isopropiltio-B-d-galactopiranosideo a
100 mM) e X-gal (5-bromo-4-cloro-3indolil-B-d-galactosideo a 40
mg/ml, dissolvido em dimetil-formamida) & placa para selegfo de

coldnlas contendo plasmideos recombinantes.

2.17 Subclonagem dos fragmentos do pUC18 recombinante
nos fagos M13mpl8 e Mi3mpl9
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a. Clivagem e ligacio do DNA

Para sequenciamento parcial, os DNAs do plasmideo pUC18
e do fago M13mpl8 foram clivados separadamente com EcoRI. O
fragmento liberado do plamideo pUC18 foi purificado em gel de
poliacrilamida 6% e ligado ao vetor MI13mplS.

Posteriormente, o fragmento gerado por EcoRI foi clivado
com Ball em sitio Unico para permitir o completo seqlienciamento do
mesmo. A clonagem foi feita utilizando-se o vetor M13mpl8 clivado
com Hinc II e EcoRI. Tanto Ball como Hincll s&o enzimas que cortam
origlnando exlremlidades cegas., A reagdo de ligagdo fol fella

utilizando-se DNA ligase de T4 e tamp@o de ligacdo 10X.
b. Transfecgio

As células foram tratadas como em 2.16b. A 0.2 ml de
células competentes, adicionou-se o DNA e incubou-se no gelo por
30 minutos. Apbés o choque térmico a 42°C por 2 minutos, as células
foram plagqueadas em meio YT semi-sélido (composicBo por litro de
agua: triptona 0.8%, extrato de levedura 0.8%, cloreto de sédio
0.5% e agar 0.75%), 0.2 ml de células en fase logaritmica, 25ul de
X-gal e 10pl de IPTG foram adicionados para a selegdo dos

recombinates. Incubou-se a 37°C por 18 horas.
2.18 Multiplicacéo dos fagos M13mpl8 e M13mpiS

Coldnias do bacteriéfago M13 foram transferidas de uma
placa com células infectadas por ele para 3 ml de LB liquido.
Adicionou-se 100pl de uma cultura fresca da cepa hospedeira e
incubou-se por 18  horas a 37°C  con agitacdo wvigorosa.
Centrifugou-se as células, ficando apenas o sobrenadante que

continha particulas de fago.

2.19 Analise dos DNAs recombinantes em Mi3mpl8/193
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a. Dige

Utilizado para desfazer o capsideo do fago permitindo
visualizagdo direta do DNA em gel.

Coletou-se 20pl do sobrenadante de cultivo contendo
possiveis fagos recombinantes, adicionou-se SDS 2%, 10ul de tampdo
de amostra 6X (0.15% de ABF, 0.15% de xilenocianol e 15% de
ficoll), incubando por 5 minutos a 65°C. Aplicou-se as amostras

para eletroforese em gel de agarose 0.5%.
b. C-teste

Utilizado para detecgfio de fragmentos inseridos em ambas
as orientagdes do vetor MI3 por hibridizacgéo.

Coletou-se 20ul do sobrenadante de cultura contendo
fagos recombinantes que foram misturados com 20ul do sobrenadante
de outra amostra recombinante. Adicionou-se 8ul de hin buffer 10X
(Tris-HC1 1M pH 7.5, HgClz 1M, NaCl 5M), SDS 2% e 25ul de tampdo
de amostra BX incubando por 1 hora a 85°C. Aplicou-se as amostras

em gel de agarose 0.5%.

2.20 Seqilienciamento

Os fragmentos de cDNA foram subclonados nos vetores
M13mpl8/19 para determinagdo da seqiiéncia. A seqiiéncia
nucleotidica foi determinada utilizando-se terminadores de cadeia,
segundo método descrito por Sanger et alii (1977).

a. "Templates”

Conforme Sanger et alii (1977), inoculou-se 100ul da

solucdo de fagos em 3 ml de LB. Adicionou-se 100ul de uma cultura
fresca da cepa TGZ2 e incubou-se a 37 c por 13 horas com agitagao
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vigorasa. 1 ml da cultura fol centrifugada a 10 krpm por 15
minutos. Coletou-se 800ul do sobrenadante e adicionou-se 200ul de
20% de PEG 6000 e 2.5 M de NaCl, incubando em gelo por 30 minutos.
Centrifugou-se a 10 krpm por 30 minutos e removeu-se
cuidadosamente o sobrenadante com pipeta capilar. O precipitado
fol entfo ressuspendido em 100ul de TE. Adicionou-se 50ul de fenol
e centrifugou-se. O sobrenadante foi coletado e repetiu-se a
extrago com fenol-cloroférmio. O DNA recolhido foi precipitado
com 1/2 volume de acetato de aménio e 2.5 wvolume de etanol
absoluto. Centrifugou-se a 10 krpm por 30 minutos, lavou-se o
precipilado com elanol 70% e secou-se sob vacuo. Ressuspendeu-se
em TE.

b. Anelamento

A reagéio foi realizada com 7pl de "template", 2 ng de
primer universal, 2ul de 5X SB (200mM de Tris-HC1 pH 7.5, 50 mM DE
MgClz, 250 mM de NaCl) em um volume final de 10ul. Incubou-se a
80°C por 15 minutos e deixou-se esfriar lentamente até atingir a

temperatura ambiente.
c. Reacéo de seqiienciamento

Utilizou-se 4pCi de a-"P-dATP, 9ul de 4gua e 1U de
fragmento klenow da DNA polimerase I para cada template. A mistura
foi dividida igualmente em 4 tubos eppendorf. A cada um
adicionou-se 2ul de A (150ul1 de Ao e 50pul de ddATP 0.125mM), G
(150u1 de G e 50ul de ddGTP 0.5mM), C ( 150ul de g @ 50pl de
ddCTP 0.25 mM) ou T (150ul de T° e 50pl de ddTTP 1.25mM),
incubou-se a 42 °C por 15 minutos. Apés, adicionou-se 2ul de chase
(0.5 mM de cada dNTP) a cada eppendorf e incubou-se a 42°C por 15
minutos. Adicionou-se a solugdo de parada (0.3% de azul de
bromofenol, 0.3% de xileno-cianol, 10 mM de Na_EDTA pH 8.2

2
dissolvidos em formamida) e em seguida, incubou-se a 90°C por 10
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minutos. Aplicou-se as amostras no gel. Depois da eletroforese, o
gel fol fixado em éacido acético, lavado em agua corrente, seco e
exposto a filme de raio-X por 18 horas.

2.21 Anadlise da seqiiéncia de nucleotideos

A andlise da seqiiéncia fol feita utilizando-se programas
de computador como LFASTA e PUSTELL.
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3. RESULTADOS E DISCUSS&a0
Selecfiio de clones recombinantes

O isolamento de clones do banco Agth-CSI foi feito
utilizando-se como sonda o plasmideo pUR292-3 que contém a
seqiiéncia que codifica os aminoacidos 117 a 210 de VP1 do subtipo
Calndaial. Como resultado foram obtidos 40 clones recombinantes a
partir da hibridizagéo.

Os fagos recombinantes foram purificados por
ultracentrifugagsio em gradiente descontinuo de cloreto de césio.
Os DNAs preparados destas amostras foram clivados com EcoRI,
separados por eletroforese e hibridizados com pUR292-3 pela
técnica de Southern (1975). Com a confirmagdo selecionou-se 10
clones recombinantes que apresentaram tamanhos que variaram de 0.3
a 0.9 pares de bases.

Os fragmentos dos clones selecionados foram purificados
em gel de agarose e subclonados no sitio de EcoRI do plasmideo
pUC18 que fica localizado no gene da pB-galactosidase. A partir
dai, procedeu-se as transformagdes, utilizando a bactéria JM103
como hospedeira. A identificagéio dos clones recombinantes foi
feita através da coloragio das colénias bacterianas crescidas em
placas de LB contendo ampicilina (Ap), X-gal e IPTG. As colénias
recombinantes eram brancas devido a interrupgéo do gene da
B-galactosidase por fragmentos inseridos e as colénias ndo
recombinantes eram azuis, devido a acéo da B-galactosidase sobre o
X-gal presente no meio.

Os plasmideos recombinantes foram extraidos pela técnica
de lise alcalina para serem clivados novamente com EcoRI. Os cDNAs
liberados pela clivagem foram ent8o purificados em gel de
poliacrilamida 6% e subclonados no sitio de EcoRI da forma
replicativa do bacteriéfago M13mpl9 para serem seqllenciados. Este
vetor possuli o promotor e parte do gene lLac Z que codifica o

peptideo a da B-galactosidase. Da mesma forma que o pUC18, esses
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fagos quando induzidos por IPTG produzem o peptideo « que por
complementag8o com o peptideo w presente na bactéria iréo gerar a
proteina B-galactosidase. Essa enzima por sua vez degrada X-gal
que da& a coloragdo azul as colénias. Quando um fragmento é
inserido no "polylinker" desse vetor ndo ocorre mais a produgio do
peptideo «, conseqgiientemente sfo gerados fagos recombinantes cujas
coldnias s8o brancas. A introdug@io do DNA de fago contendo as
seqiiéncias recombinantes foi feita por transfecgéo utilizando-se

Escherichia coli TG2 como bactéria hospedeira.

Seqlilenciamento parcial

As placas brancas resultantes da transfecc¢do foram
inoculadas em meio liquido Jjuntamente com a bactéria TG2. A partir
do crescimemto da cultura, utilizou-se o sobrenadante que continha
fagos DNA fita simples para a confirmago dos recombinantes
através de técnicas como dige e C-teste e para a preparagéo dos
"templates"”.

Seguiu-se o seqgiienciamento parcial dos clones, segundo a
técnica de Sanger et alii (1977). Dos sequenciamentos parciais
selecionou-se o clone 24 para ser totalmente caracterizado. A
localizagéio da seqiiéncia de cDNA foi feita pela comparagdoc das
seqiiéncias obtidas com a do subtipo C1, sequenciado por Beck et
alii (1983). Com o seqienciamento parcial pode-se estimar o
tamanho do clone 24, ficando em torno de 800 nucleotideos que
abrangem parte de VP3 (extremidade C-terminal), VP1 inteira e o
inicio do gene ndo estrutural p52 (extremidade N-terminal).

Seqlienciamento total do clone 24
A figura 1 apresenta a seqgiiéncia completa de
nucleotideos do clone 24, juntamente com a seqiiéncia deduzida de

aminoacidos.

Para que toda a seqliéncia fosse caracterizada pelo
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método de terminagdo de cadeia usando dideoxinucleotideos foi
necessario clivar o fragmento de DNA do clone 24 em duas partes
para serem subclonados separadamente no vetor M13mpl8. Através da
5l (Makoff et alii,
1982), optou-se pela utilizagBio da enzima Ball (TGGCCA) para a
clivagem do cDNA. O sitio de clivagem fica localizado no
nucleotideo 594 de VP1. O vetor M13mpl8 escolhido para a
subclonagem dos fragmentos foil clivado com EcoRI/HinclI. Este

andlise do mapa de restric@o da seqiiéncia de C

vetor permitiu que a seqliéncia fosse caracterizada , iniciando a
leitura a partir do sitio de Ball. Tanto Ball como HinelIl sé&o
enzlmas que cllvam o DNA dando origem a eXtremidades cegas.
Portanto, os fragmentos clivados com EcoRI/Ball foram subclonados
no vetor Mi3mpl8 <clivado com EcoRI/HinclIl e transfectados
utilizando a bactéria TG2. A partir dai, foram obtidos dois
clones, confirmados por seqiienciamento. Um deles abrange os
nucleotideos que v@o do sitio de Ball em diregdo a VP3. O outro
clone recombinante, porém, inicia na posigio 380 do clone 24 e vail
em diregdo a p52. Este tipo de clonagem n&o era esperado.
SupGem-se que houve problema com a clivagem do fragmento,
permitindo a insergdo do cDNA no vetor M13mpl8 apesar de néo
possuir sitio de clivagem para Ball na posigdo 380 de VPI.

0 seqiienciamento total mostrou que o clone 24 esta
formado por 217 nucleotideos de VP3 (posigiio 1-217) que codificam
para 72 aminoédcidos, 630 nucleotideos de VP1 (posigéo 218-847) que
codificam para 210 aminodcidos e 54 nucleotideos do gene ndo
estrutural p52 (posigdo 848-901).

De toda a seqiidtncia do clone 24 caracterizada existem
ainda duas regides em VP3 que precisam ser confirmadas. A primeira
delas é na posig@io 32, onde ndo se consegue identificar qual o
nucleotideo que faz parte da formagdo do cdédon. A outra regifo a
ser confirmada situa-se na posigéo 175. Neste caso o nucleotideo
ndo é identificado por um problema de compressado das bases durante

o seqlienciamento.
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Andlise da seqiiéncia de aminodcidos de parte de VP3

A seqliéncia parcial de 72 aminodcidos da extremidade
C-terminal de VP3 (subtipo Calndaiall. deduzida a partir da
seqiiéncia de nucleotideos, fol comparada com parte das seqiiéncias
de aminoidcidos de VP3 dos subtipos C1 (Beck et alii, 1983), AlO
(Boothroyd et alii, 1982) e O1K (Kurz et alii, 1981).(Fig. 2) As
comparagdes revelaram 4 mudancas de aminodcidos entre C31/C1, o
mudangas entre 831/A10 e 10 entre C3I/01K. A seqiiéncia inteira de
VP3 para o subtipo C31 ainda nédo é conhecida.

Entretanto, Beck et alii (1983) auv coumparar uas
seqliéncias inteiras de aminoacidos de VF3 dos subtipos 01, AlO e
Cl1, encontrou niveis de trocas de aminoacidos de 16% entre 01K/C1,
19% entre O01K/A10 e 18% entre A10/C1l. O nivel de homologia
encontrado fol de 76% entre as trés seqiiéncias de VP3. Esse nivel
de homologia, quando comparado com o encontrado para VPl e VP2,
segundo o mesmo autor, mostra que, mesmo entre sorotipos
diferentes, VP3 é uma das mais conservadas proteinas capsidicas do
virus da febre aftosa. Os niveis de homologia entre os trés
subtipos para VP2 foram de 74% e para VP1 de B1%.

A regido parcialmente seqiiénciada de VP3 do subtipo C3I
podera ser importante mais tarde, para a expresséo de VP1 do clone
24. Sabe-se que para a proteina VPl adotar uma estrutura
secundaria adequada de seus sitios antigénicos é preciso o auxilio
das outras proteinas estruturais do capsideo. As mais provaveis
proteinas envolvidas na expressido da antigenicidade viral sdo VP2
e/ou VP3 (Baxt et alii, 1989).

Andlise da seqiiéncia nucleotidica e de aminoicidos de

A seqliéncla nucleotidica completa de VP1 fol comparada e
alinhada com duas seqiiéncias do mesmo subtipo caracterizadas por
Makoff et alil (1982) e Cheung et alii (1983).ﬁFig. 3)
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A partir da comparagédo de VP1 com a seqiiéncia descrita
por Makoff et alii (1982) pode-se observar que existem 22 mudangas
de nucleotideos que resultaram na troca de 7 aminodcidos. (Fig. 4)
As trocas de aminodcidos foram nas seguintes posicgdes: 24, 56, 82,
102, 135, 138 e 194.

A comparagso de VPl do clone 24 com VP1 caracterizada
por Cheung et alii (1983), mostrou que ocorreram 18 mudangas de
nucleotideos que resultaram na troca de 7 aminodcidos nas
posigdes: 43, 56, 102, 129, 135, 139 e 140. Em ambas as
comparagdes pode-se verificar que o numero de aminodcidos trocados
foi o mesmo, variando apenas v ndmero de mudangas nucleotidicas
gque, na maioria das vezes, foram mutagdes pontuais na terceira
base.

Os niveis de homologia entre a seqgiiéncia de VP1 do clone
24 e as seqiiéncias de VP1 caracterizadas por Makoff et alii (1982)
e Cheung et alii (1983) sfo, respectivamente, de 96.5% e de 97. 1%.
As cepas de CBIndaial foram isoladas no Brasil, nos anos de 1978
(Makoff et alii, 1982), 1972 (cDNA do clone 24) e 1971 (Cheung et
alii, 1983). Considerando a proximidade das duas Ultimas datas e

o nivel de homologia encontradoe entre VPl de C_.I-clone 24/C31 de

Cheung et alii (1883) é possivel dizer que ambaggas seqliéncias néo
variaram muito, e que, provavelmente, essas diferengas encontradas
séo resultado da adaptag@o do virus no campoc e/ou da propagacio em
laboratoérios.

Segundo Mateu et alii (1987), os aminodcidos 138-156 de
VP1, correspondem a regifo imunodominante do virus da febre
aftosa. De acordo com a figura 4, nessa regifo VPl do clone 24
sofreu uma mudanga de aminodcido na posigdo 138 (Ala-Thr) em
relagéo a sequéncia de VPl determinada por Makoff et alii (1982).
A troca de uma alanina que € hidrofdbica, por uma treonina gue é
levemente hidrofilica parece n8o alterar a especificidade dos
determinantes antigénicos. O mesmo pode ser dito para as duas
variagdées de aminodcidos que ocorreram com VPl-clone 24 e a

seqiiéncia determinada por Cheung et alii (1983). As variacgbes
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foram nas posigdes 139 (Gly-Ser) e 140 (Val-Ala). Em ambos os
casos as trocas de aminoacidos foram conservativas, ou seja, as
caracteristicas dos aminodcidos sfio as mesmas. Alanina e valina
sfdo hidrofébicas. E serina e glicina s@o levemente hidrofilicas.

Desse estudo conclui-se, portanto, que existe uma grande
heterogeneidade entre os isolados do virus da febre aftosa. E que
essa heterogeneidade genética existe ndo somente entre linhagens
de diferentes sorotipos, mas também entre linhagens
serologicamente  préximas. 0 conhecimento dessas mudangas
antigéncias s&o de extrema releviancia quando considera-se o
aspecto pratico do controle da doengca, uma vez que o grau de
protegio da populagdo vacinada depende da homologia entre a
linhagem da vacina e a linhagem do campo.

Perspectivas

A seqiiéncia da cDNA do clone 24 deveréd ser subclonada em
vetor de expressido que possibilite a expressido de VP3-VP1. Tal
cDNA ou parte do mesmo poderéo ser utilizados para se testar a
reatividade de anticorpos monoclonais com regides de VP1, a fim de

localizar os epitopos envolvidos na neutralizacéo.
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CTTTGAGCTCCGGCTACCTGTGGACGCTAGACCGCAAACTACGACCACTGGTGAATCTGC
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D P ¥V 7T T T ¥ ENY g6 BE T @ T & B R H
CGACCCCGTCACCACTACCGTTGAGAACTATGGAGGAGAAACACAAACTCAACGTCGCCA
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H T L D v M « A B & D §8 1 V @ A L L R &
ACACACACTGGACGTTATGCAGGCACACAAGGACAGTATTGTGGGTGCACTCCTCCGCGC
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850 860 870 880 890 900

Figura 1. Seqiiéncia de nucleotideos e de aminoacidos do
cDNA-clone 24 do virus da febre aftosa, Calndaial.
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Figura 2. Compara¢ao das seqiiéncias de aminoacidos de VP3
dos subtipos Calndaial (clone 24), C1 (Beck et alii, 1983), A1l0
(Boothroyd et alii, 1982), 01K (Kurz et alii, 1981).
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..............

-
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GAACTCTACTGCCCCAGACCGGTCCTTCCGGTCCAACCAGCGGGCGATAGGCACAAACAA
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CCGCTCATTGCGCCAGCGAAGCAACTGCTG

---------
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....................

CCGCTCATTGCGCCAGCGAAACAGCTGCTG
610 620 630

Figura 3. Comparagdoc das seqiiéncias de nucleotideos de VP1 do
subtipo Calndaia1~clone 24, Makoff et alii "1322) e Cheung et alii
(1883).
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Figura 4. Comparacio das seqiiéncias de amino4cidos de VP1 do
subtipo CSIndaial clone 24, Makoff et al:: [1382) e Cheung et alii

(1883).



4. RESUMO

Un clone de cDNA do virus da febre aftosa, subtipo
CgIndaial. que abrange os genes VP1 e parte de VP3, fol clonado e
seqiiénciado. As seqiiéncias nucleotidicas e de aminoAcidos foram
comparadas com as seqiiéncias publicadas, e as regides variaveis
identificadas. VP1, que & a proteina mais externa e
imunodominante, apresentou uma mudanga de aminoidcidos em relacéo a
seqiéncia de VP1 do mesmo subtipo, caracterizada por Makoff et
alii (1982) na regido do determinante antigénico principal
138-156. Quando comparada com a seqiéncia do mesmo subtipo,
descrita por Cheung et alii (1983), VP1 apresentou duas variagdes
de aminoécidos nesta regiéo. Os resultados mostram a

heterogeneidade do virus da febre aftosa mesmo entre isolados

serologicamente préximos.
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EREATA

Na pagina 37, até o segundo parigraro oS experimentos
foram realizados somente por Rochele Raupp, dados estes que fardo

parte de sua dissertacic de mestrado.

A partir do terceiro paragrafeo ate o segllencl anant.o
parcial dos clones de C3Indaial, ©o% experimentos Toram reslizados

juntamente com Eochels Faupp.





