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RESUMO

As abelhas séo insetos da ordem Hymenoptera, e o representante mais conhecido é
a abelha melifera (Apis mellifera L.), que € criada em grande escala para a producao
de mel, cera, propolis, entre outros. Nos Ultimos anos a apicultura viu-se afetada por
um aumento de eventos deletérios que culminam na perda das colméias, entre estes
eventos encontram-se as infec¢des virais. O virus com maior presenca ao redor do
mundo é o virus deformador de asas (Deformed Wing Virus — DWV), um virus
pertencente a familia Picornaviridae que infecta as abelhas tanto vertical quanto
horizontalmente provocando morte nas fases iniciais de desenvolvimento ou
deformacéo das asas e encurtamento abdominal, entre outras caracteristicas fisicas
e comportamentais em individuos adultos. Os virus da familia Picornaviridae séo
pequenos virus com genoma formado por RNA simples fita com sentido positivo e
possuem uma uUnica ORF no seu genoma que codifica uma poliproteina, a qual
depois de traduzida é clivada pela protease 3C nela contida. Em outros virus desta
familia, foi demonstrado que esta protease participa na regulacdo das fungbes das
células hospedeiras através da degradacao proteolitica de proteinas do hospedeiro,
evitando e/ou bloqueando os mecanismos antivirais. Este trabalho teve por objetivo,
realizar a clonagem molecular da sequéncia que codifica a protease 3C do virus
DWV. A partir de amostras de cDNA positivas para o virus DWV, utilizando primers
especificos juntamente com a técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
amplificou-se a regido do genoma viral que codifica a protease 3C. A esta regido foi
adicionado um fragmento contendo 6 histidinas para posterior purificacdo proteica. O
fragmento amplificado foi clonado no plasmideo pGEX4T-1 pela técnica de PCR
circular. A producdo da protease 3C recombinante tem um peso molecular de
aproximadamente 10 kDa e foi induzida em Escherichia coli da linhagem
BL21(DE3)pLysS, por aproximadamente 6 horas realizando testes da inducdo a

cada 2 horas de indugdo. Os resultados obtidos foram analisados por SDS-PAGE.

Palavras chaves: DWV; Protease 3C; Apis mellifera; pGEX4T-1; Clonagem.



ABSTRACT

Bees are insects of the Hymenoptera order, and the best known representative is the
Apis mellifera L., repred on a large scale for the production of honey, bee wax and
propolis. In the last years apiculture have been affected by an increase of deleterious
events that culminate in loss of bee hives, among these events are the viral
infections. The most abundant virus around the world the deformed wing virus
(Deformed Wing Virus - DWV), a virus belonging to Picornaviridae family that infects
the bees both vertically and horizontally causing death in the early stages of
development or deformation of the wings and abdominal shortening among other
behavioral and physical characteristics in adults. The Picornaviridae family of viruses
are small viruses with genome constituted of simple strand RNA with positive sense
and have a single ORF in its genome which encodes a polyprotein, which after
translated, is cleaved by the 3C protease contained therein. In other viruses of this
family, it was demonstrated that this protease participated in the regulation of
functions of the host cells via proteolytic degradation of host proteins, preventing and
/ or antiviral blocking mechanisms. This study aims, perform the molecular cloning of
the sequence were used as tamplote for PCR encoding the 3C protease from DWV
virus. Positive DNA samples of DWV virus using specific primers to amplify the
region of the viral genome which encodes the 3C protease. It is was added in a
fragment of 6 his-tagg for subsequent protein purification. The amplified fragment
was cloned into pGEX4T-1 plasmid by circular PCR. The production of recombinant
3C protease has a molecular weight of approximately 10 kDa was induced in E. coli
strain BL21 (DE3) pLysS, for about 6 hours of induction conducting tests every 2
hours induction. The results were analyzed by SDS-PAGE.

Key words: DWV; 3C Protease; Apis mellifera; pGEX4T-1; Cloning.
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1. INTRODUCAO

1.1Abelhas e a Apicultura

As abelhas séo insetos da ordem Hymenoptera, e o0 representante mais
conhecido é a abelha melifera (Apis mellifera L.), que é criada em grande
escala para a producdo de mel, cera e propolis, entre outros [1]. As abelhas
séo de suma importancia econémica e bioldgica por seu potencial polinizador,
pois existem em grande numero na natureza e pela facilidade de adaptacédo a
varias estruturas florais, 0 que aumenta significativamente a producédo de
frutos e sementes, chegando em algumas regides a serem responsaveis por
até 90% da polinizacao local [2].

Atualmente se tem o conhecimento de aproximadamente vinte mil
espécies de abelhas, onde quase trés mil sdo encontradas no Brasil.
Contudo, acredita-se que ainda existam milhares de espécies que nao foram
descobertas e caracterizadas. Dentre as espécies ja caracterizadas, apenas
uma pequena porcentagem das abelhas é produtora de mel, e essas
produtoras sdo consideradas sociaveis por viverem em colbnias, entre elas
encontram-se as do género Apis [3].

No Brasil, as primeiras abelhas do género Apis a serem introduzidas
foram as popularmente conhecidas como abelhas aleméas (A. mellifera
mellifera), e as abelhas italianas (A. mellifera ligustica). Posteriormente as
abelhas africanas (A. mellifera scutellata) foram introduzidas no pais,
ocasionando assim o cruzamento dela com as subespécies ja existentes no
Brasil. Desta forma originaram-se as abelhas africanizadas, que ndo séo
mansas como as abelhas européias originais; porém tem uma alta producao
de mel e sdo de grande enxameacgao, o que possibilitou sua dispersao por

quase todo o continente americano, com excegao de regides muito frias [4].

O Brasil é conhecido mundialmente por ter boas técnicas de manejo da A.
mellifera africanizada. Esse dominio das técnicas fez com que o pais tivesse
vantagens comerciais na sua producao, pois essa especie € mais tolerante a
doencas e mais adaptavel ao clima tropical que as abelhas européias [5].

Com uma demanda agricola cada vez maior, muitas técnicas interferem no
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habitat natural das abelhas. Com isso ja é possivel a observacao da grande
diminuicdo na populagéo das abelhas, em decorréncia de doencas intrinsecas
e ao uso de agrotoxicos que causam a morte dos insetos quando estes

realizam suas visitas a flores e frutos contaminados [6].

Em muitos paises, incluindo o Brasil, esta sendo registrado um fenémeno
chamado de "Colony Collapse Disorder" (CCD - Disturbio do Colapso das
Colbnias), que se caracteriza pelo desaparecimento das coldnias e junto com
outros fatores causadores de perda de colbnias, vem preocupando tanto
apicultores quanto produtores agricolas [7]. As colénias com CCD néo
precisam necessariamente apresentar sintomas caracteristicos de doencas
ou intoxicacdo antes de entrar em colapso. O fendbmeno se caracteriza pelo
desaparecimento repentino de abelhas adultas, deixando para tras crias, mel,
e até a sua rainha. O que é mais intrigante € o fato de que nenhuma abelha

morta é encontrada nem dentro nem nos arredores das caixas [7, 8.

Acredita-se que o CCD nao tenha fatores especificos, e sim que € um
conjunto de acontecimentos, como 0 uso de agrotoxicos e pesticidas em
lavouras proximas aos apiarios, condicdes climaticas e infeccdo por virus e
outros patégenos. Dentre estes, 0s virus tém uma parcela consideravel no
acontecimento do CCD, pois sdo causadores de muitas doencas que assolam
as abelhas. A combinacéo de condi¢fes climéticas desfavoraveis como o frio,
a chuva, a seca ou qualquer outro fator ambiental que faga com que as
abelhas ndo se encontrem em condi¢cdes plenas causando estresse que por
sua vez, favorecerd a queda do sistema imunoldgico, deixando-as mais

susceptiveis as infecgbes virais [9].
1.2Virus que infectam abelhas

Os virus que infectam abelhas podem atingir todas as castas (rainha,
zangao e operarias), e em todas as fases da vida destas, (ovos, crias e
adultos). A comunicacao entre as abelhas se da muitas vezes atravées do
contato fisico entre elas, tanto para se alimentarem quanto para producdo de
mel e proépolis, para o acasalamento, ou mesmo transmitidos através dos

cuidados com as larvas, agravando assim o contagio de toda a colbnia por
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uma possivel doenca. Este modo de contaminacdo é chamado de
contaminacdo horizontal. Além da contaminacdo pelo contato fisico, pode
haver também uma contaminacdo por parasitas como o &caro Varroa
destructor, vetor de doencas que sao transmitidas tanto para abelhas adultas
COmo para as crias no momento em que o parasita se alimenta da hemolinfa
das abelhas [10].

A maioria dos virus que infectam abelhas possui RNA de fita simples em
seus genomas, e pertencem as familias Cripaviridae, Dicistroviridae e
Iflaviridae, que estdo dentro da superfamilia de virus Picorna-like. Os virus de
RNA possuem um capsideo proteico que reveste a molécula da simples fita,
gue se liga covalentemente a proteina viral ligada ao genoma (viral protein
genome-linked) na extremidade 5 e uma cauda poliA na extremidade 3’ [11,
12]. Este RNA é traduzido em uma poliproteina que posteriormente é clivada
por uma protease viral propria, denominada 3C, em proteinas funcionais e
estruturais que serdo responsaveis pela replicacdo do RNA e producdo de
novas particulas virais [10].

O virus deformador das asas (deformed wing virus — DWV) é um virus de
RNA que infecta abelhas verticalmente, através das rainhas contaminadas e
pelo zangdo durante o acasalamento, gerando uma prole contaminada,
porém nem sempre causando sintomas da doenca ou danos a colénia [10,
13]. Contudo quando o DWV é transmitido pelo acaro Varroa destructor,
normalmente causa infec¢cdes e o surgimento da doenca [13,14]. O acaro
transmite o virus na fase de pupa, quando estas ainda ndo tém total
coloracdo dos olhos e as asas nao estdo completamente desenvolvidas.
Neste momento muitas abelhas vdo a Obito, porém se sobreviverem a
infeccdo inicial, desenvolverdo deformagbes nas asas, encurtamento do
abddémen e terdo uma vida média reduzida em comparacédo as nao infectadas
[13, 15].
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1.3A Protease 3C

A protease 3C viral € uma enzima cisteina-like e é a responsavel pela
maior parte das clivagens na poliproteina viral [16]. Esta protease tem um
papel de suma importancia no processamento e maturacdo da poliproteina
viral e participa diretamente das funcdes celulares do seu hospedeiro, através
da degradacao de proteinas do hospedeiro que pode evitar e/ou bloquear o
sistema antiviral, possibilitando a instalacdo e replicacdo do virus, por

exemplo [17].

A protease 3C esta presente em virus que infectam os mais variados
organismos, desde virus que infectam humanos, bovinos e abelhas, alvo
deste trabalho. O rhinovirus humano (HRVsS) é o principal responsavel por
causar gripe em humanos e pertence a familia Picorna-like. O HRVs traduz
sua informacdo genética em uma poliproteina, que serd precursora de
proteases, esta poliproteina sera processada e codificada pela protease 3C
[13]. O virus da febre aftosa € um virus do género Aphthovirus da familia
Picornaviridae, este virus contém um 8400 kb de cadeia positiva do RNA do
genoma que é traduzido para um polipeptidio de cadeia simples. Isso serve
de suporte para uma série de proteases virais que processam precursores
gue geram o proteoma do virus, tém protease 3C como a principal enzima
envolvida neste passo, 0 que representa 10 das 13 enzimas envolvidas, o que
a torna um alvo bastante atraente para a concepcdo de medicamentos

antivirais para bovinos [18].

Apesar do conhecimento literario sobre a 3C em virus que infectam os
mais variados organismos, somente se tem conhecimento que ela esta
presente nos genomas dos virus que infectam abelhas, mas ainda ndo ha um
conhecimento real sobre a sua funcionalidade especifica quando infectam A.
mellifera, o que ressalta a relevancia deste trabalho para com a comunidade

cientifica e apicola.
JUSTIFICATIVA

Uma das maiores producdes de mel do Brasil acontece dentro da regiao

do Pampa Gaucho, pois possui uma grande variedade floristica, que ao
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mesmo tempo, permite a producdo de um dos melhores méis do mundo
quando analisadas suas caracteristicas organolépticas. Contudo, a perda de
abelhas, também esta prejudicando a apicultura desta regido e dentre os

causadores deste fendmeno encontram-se 0S Virus.

O virus DWYV é o virus mais relatado mundialmente no ambito apicola e
tem sido encontrado na maioria das colmeias que apresentavam sintomas de
infeccéo viral, 0 que destaca a importancia de serem realizadas pesquisas
especificas com este virus visando o entendimento dos mecanismos de

infeccdo e assim escolher possiveis alvos para seu tratamento.

Sendo a protease 3C uma proteina chave na infeccao viral que permite o
combate do virus aos mecanismos antivirais e, a0 mesmo tempo, uma
proteina com potencial biotecnolégico, a sua clonagem e expressao
ofereceria um modelo para estudar seu papel na infec¢cdo do virus DWV e

uma alternativa na busca de moléculas que inibam sua funcéo catalitica.
OBJETIVO

Levando em consideracdo os pontos relatados acima o presente estudo

tem por objetivo:

3.10bjetivo geral

Contribuir de maneira significativa para estudos virais relacionados a

pretease 3C.

3.2 Objetivos especificos

Clonar a protease 3C de DWYV no plasmideo pGEX4T-1 adicionando uma
cauda de histidina na extremidade carboxi terminal;

Transformar bactérias E. coli da linhagem BL21(DE3)pLysS com o
plasmideo recombinante;

Induzir a expresséao da protease 3C em bactérias transformadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amplificacédo e clonagem do fragmento viral que codifica a protease 3C

Amostras de cDNA de abelhas que tiveram confirmada a infecgdo com
DWYV [19], foram usadas para amplificar por PCR a regidao que codifica a
protease 3C. Foram desenhados primers especificos descritos na Tabela 1,
contendo adicionalmente, uma regidao do plasmideo pGEX4T-1 na regido 5
dos mesmos para posterior clonagem pela técnica de PCR circular [20]. Além
disso, uma sequéncia codificante da cauda de histidinas foi adicionada no
primer reverso. Ao mesmo tempo, o plasmideo pGEX4T-1 também foi
submetido a PCR usando primers especificos (descritos na Tabela 1),

desenhados para excluir a ORF que codifica a porgdo GST.

Tabela 1. Primers utilizados na clonagem.

Primer Sequéncia
Primer reverso GCGAGGCAGATCGTCAGTCAATGATGATGATGATGATGC
3C pGEX: GCACTAGCGTAACATCTAAC
5->3
Primer direto CACAGGAAACAGTATTCATGAGACCTGTGTTTCTAGCTAA
3C pGEX: CC
5->3
Primer reverso CATGAATACTGTTTCCTGTG
PGEX4-T1:
5->3’
Primer direto TGACTGACGATCTGCCTCGC
pGEX4-T1.:
5->3

As regides sublinhadas dos primers correspondem as sequéncias compartilhadas com o
plasmideo pGEX4-T1l. As regifes ressaltadas em negrito correspondem as sequéncias
especificas para amplificacdo da protease 3C. Em itdlico é ressaltada a sequéncia que codifica
a cauda de 6 histidinas. Fonte: o autor.

Todo o planejamento da clonagem, incluindo o desenho dos primers e

posterior verificacdo do posicionamento in frame da sequéncia clonada, foram
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realizados com auxilio do software pDRAW32 (http://www.acaclone.com). A

Figura 1 mostra mapa final da clonagem, onde se tem o fragmento de

interesse 3C inserido no vetor plasmidial pGEX4T-1 [21].

Tac promotor - 212

=== pGEX4T-1 R - 24] - Tm=52,3°C

=== 3C DIRETO p/ pGex - 282 - Tm=69,1°C

=== 3C REVERSO p/ pGex - 492 - Tm=50,4°C
== pGEX4T-1 D - 532 - Tm=64,6°C

6xHis - 554

Figura 1. Representacdo do plasmideo pGEX4T-1 clonando a sequéncia codificante para a
protease 3C do virus DWV , com cauda de 6 histidinas para posterior purificacdo. Dentro do
DNA circular esta descrito a quantidade de pares de bases, a descricdo para a localizacdo da

cauda de histidina e onde se inicia o fragmento 3C. Fonte: o autor.

A clonagem da sequéncia codificante da protease 3C foi realizada pela

técnica de PCR circular que consiste no uso de duas moléculas que possuem

sobreposicao de bases nas extremidades, Figura 2.
3C

ac

252 bp

Figura 2. Sequéncia codificante da protease 3C, nas extremidades é possivel observar onde

0s primers anelaram por sobreposi¢do. Fonte: o autor.
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Assim na regido de PCR usada para clonagem as extremidades do
plasmideo servem como primers para amplificar o inserto e vice-versa, como

observado na Figura 3.

I
i

| hIac promater- A2
=302 Tet63°C

=3¢ reverze - 492 Tme6T9C
Gl - 554

=5 M3 R R - 17H5 - Tun—9, 7C
= MI3 Rl Rew - 2247 - T A8, 7C o=MI3 Rk M - 148 - Tm—A39°C
=B Red T - 2302 - T A3, 9°C

Figura 3. Esquema mostrando como se realizou a técnica PCR circular. E possivel observar o
plasmideo pGEXA4T-1 inicialmente com a porcdo GST e posteriormente o plasmideo

transformado pGEX-3C-6xHisFonte: o autor.

As condicbes da PCR usada na clonagem foram as mesmas utilizadas
nas PCR que amplificam o plasmideo pGEX4T-1, com a diferenca de que nao
foram utilizados primers, somente os produtos das amplificacdes de 3C e
pPGEXA4T1 utilizando 30 ciclos. As temperaturas, e tempos das PCR séo

descritos na Tabela 2 e as concentracfes dos reagentes na Tabela 3.

Tabela 2. Condicbes utilizadas na termociclagem.

Programa Temperatura Tempo
Desnaturagéo Inicial 98°C 30 segundos
Desnaturagéo 94°C 15 segundos
Hibridizacéo 58°C 20 segundos
Extensao 68°C Tempo dependente do

fragmento amplificado

Extensao Final 68°C 10 minutos

O numero de ciclos para amplificar 3C e o plasmideo foi 35 e para realizar a clonagem

30. O tempo de extenséo foi de 30 segundos para amplificar o fragmento 3C e 5 minutos
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para amplificar o plasmideo e também no procedimento de clonagem por PCR circular.

Fonte: o autor.

Tabela 3. Reagentes utilizados em uma reacdo de PCR com volume final

de 25 pL

Reagente Quantidade
Agua ultra pura 16 uL
dNTP (5mM) 1 uL
Dimetilsulfoxido (DMSO) 1uL
DNA Polimerase de alta fidelidade 0,2 uL
(hi-FI)
Tampao da enzima (contendo 2,5 uL
magnésio)
Amostra
cDNA 1 L
Plasmideo (1ng/uL) 1 uL
Produto de PCR pGEX4T-1 1 pL(10ng)
Produto de PCR 3C 1ul (100ng)

O mix realizado com os reagentes citados tem um volume final de 25 pL. Este mix entdo

é levado ao termociclador onde sera realizada a PCR.

4.2Eletroporacédo de Escherichia coli Dh5a e BL21(DE3)pLysS

Dois protocolos foram utilizados para producdo de bactérias E. coli
eletrocompetentes, devido ao fato que BL21(DE3)pLysS, ao contrario de
Dhb5a, é sensivel a baixas temperaturas e o protocolo padréo para produzir E.
coli eletrocompetentes néo pode ser usado nelas.

Para a E. coli da linhagem Dh5a, foi realizado o crescimento de uma
colénia por aproximadamente 12 horas em 5 mL de meio LB liquido estéril,
transferiu-se essa cultura para um volume maior, 200 mL e o crescimento da
mesma foi monitorado através de espectrofotometria usando uma
absorbancia a 600 nm, até que a cultura atingiu valores de absorbancia
(ODabs) entre 0,4 e 0,6. Ao atingir o crescimento desejado, a cultura foi

mantida em gelo por 20 minutos, uma serie de lavagens com glicerol 10%
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gelado e centrifugacdes a 4°C foram realizadas e as bactérias foram entdo
aliquotadas e conservadas a -80°C [23].

Para E. coli BL21(DE3)pLysS o protocolo € diferenciado, pois a falta de
parede celular as deixa mais sensiveis aos agentes externos, e exige uma
sequéncia diferenciada nos processos. Conforme o protocolo pré estabelecido
para esta linhagem, as temperaturas devem variar apenas entre 20°C e 24°C,
pois temperaturas mais frias ocasionariam lise da membrana celular
bacteriana [24]. Por esse motivo, tanto a solucdo de glicerol quanto a
temperatura de centrifugagdo foram mantidas dentro dos valores
recomendados.

Para o0 procedimento de eletroporacdo 20ul de bactérias
eletrocompetentes e aproximadamente 10 ng de plasmideo recombinante
foram misturados e colocados numa cubeta de 0,2 cm e imediatamente
submetidos as seguintes condi¢des: Capacitancia 25uF e Cuvette (mm) 2 e
2.5 Kv. Apds a eletroporacao as bactérias foram acondicionadas em meio LB
por 1 hora a 37°C e posteriormente plaqueadas em meio LB sélido contendo

100ug/ml de ampicilina para selecionar as bactérias transformadas.

4.3Purificacéo e analise de plasmideo

A colbnia obtida da transformacao, foi crescida em 2 ml de meio LB
contendo ampicilina e testadas por PCR de colbénia utilizando os mesmos
primers e condicbes usadas para amplificacdo do fragmento 3C, para
confirmacdo que esta sequéncia estava presente no plasmideo. Como
controle positivo utilizou-se cDNA de abelhas infectadas com o virus DWV. O
produto dessa PCR foi migrado em gel de agarose a 1%. Ap6s confirmacao
procedeu-se a purificagdo do plasmideo, a partir da mesma cultura
bacteriana. A purificacao foi realizada através de uma lise alcalina utilizando o
kit especifico para mini-prep de plasmideo Invisorb Spin Plasmid Mini Two
(250) da empresa Invitek [25].
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4.4Inducéao da protease 3C com IPTG

Com a confirmacéo da obtencdo do produto recombinante procedeu-se a
realizacdo de uma nova eletroporacao, desta vez o plasmideo foi usado para
transformar E. coli BL21(DE3)pLysS, as bactérias foram plaqueadas em meio
LB Agar contendo dois tipos de antibidticos. Ampicilina a 100g/ml e
cloranfenicol 34g/ml [24, 26].

Depois do crescimento, uma colonia foi colocada em LB liquido e posta a
crescer overnight a 37° com agitacdo. Posteriormente esta cultura foi
recolocada em 50 ml de meio LB liquido contendo os dois antibiéticos e
controlando seu crescimento até o mesmo atingir uma ODabs de 0,8. Atingindo
o nivel de crescimento desejado foi retirada uma aliquota sem induzir para o
uso como controle e entdo adicionado 200uL de Isopropyl [B-D-1
thiogalactopyranoside (IPTG) 1M. Aliquotas de 100uL foram tomadas a cada
duas horas. Tanto a amostra ndo induzida quanto as aliquotas foram
centrifugadas a 10.000 xG por um minuto e os pellets foram re-suspendidos
em 100 uL em solucdo P300-EDTA (3.05 ml 0.5 M Na2HPO4, 1.95 ml 0.5 M
NaH2PO4, 1ml 5M NaCl, 50uL 1M benzamidina, 17 pyL 144 M 2-
mercaptoethanol, 50 ml de agua ultra pura), e congelado a -20°C até posterior
analise. Ao total de 6 horas de inducdo as bactérias foram centrifugadas a
10.000g e o pellet re-suspendido em P300-EDTA, congeladas por 24horas em

-80°C e posteriormente conservadas em -20°C até a analise [24].
4.5 Analise da expressédo em SDS-PAGE

Levando em consideracdo o0 baixo peso molecular da proteina
recombinante esperada, as amostras foram analisadas por SDS-PAGE em
gel de 15%, sem gel de entrada, em tampao TRIS-Glicina. 15uL de cada
amostra foram misturado com 7,5uL de tampéao de corrida e aquecidas a 80°C
por 5 minutos antes da aplicacdo. Amostras sem induzir e induzidas foram
aplicadas e comparadas com o padrdo de peso molecular de 100kDa Broad

Range Protein Molecular Weight Markers da empresa Promega [27].
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Duas amostras com confirmacao prévia da presenca do virus DWV foram
submetidas a PCR usando os primers especificos para amplificacdo e
clonagem de 3C (desenhados para este trabalho). Ao mesmo tempo, o
plasmideo pGEX4T-1 foi submetido a PCR com primers desenhados para
remocao da ORF que codifica a por¢cdo GST. Na Figura 4 pode ser observado
gue os primers desenhados para este trabalho possibilitaram a amplificacdo
dos fragmentos de DNA desejados para realizacdo da clonagem por PCR
circular, apresentando os tamanhos esperados (314pb para 3C e 2.100 pb
para pGEX4T-1 sem a ORF que codifica GST) [20].

Figura 4. Fotografia de corrida eletroforética dos produtos de PCR necessarios para posterior
clonagem. 1) marcador molecular produzido no nosso laboratério por PCR 2) Controle
negativo para amplificacdo de pGEX4T-1. 3) Produto de PCR com plasmideo pGEX4T-1. 4)
controle negativo para amplificacdo de 3C. 5/6) amostra de cDNA de abelhas com presenca
do virus DWV.Fonte: o autor.

Apo6s amplificacdo dos fragmentos de DNA desejados procedeu-se a
ligagéo de ambos por PCR circular.

No presente trabalho n6s desenhamos os experimentos para usar O
plasmideo pGEX4T-1 pela sua caracteristica de possuir expressao induzivel e
por estar em disponibilidade em nosso campus. Contudo, este plasmideo
possui uma ORF que codifica um dominio GST para producao de proteina de
fus@o recombinante e na nossa estratégia pretendiamos realizar a purificacdo
com o sistema conhecido como 6xHis-tag. Para tal, a regido codificante GST
(do segundo ao penultimo codon) foi removida no procedimento de
amplificagdo do plasmideo, ao mesmo tempo no fragmento usado como

bY

inserto se procedeu a insercdo de seis residuos de histidina na porgéo
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carboxi terminal da proteina. Esta insercdo foi realizada pela adicdo da
sequéncia codificante no primer reverso usado para amplificar 3C [22].

Para confirmacé&o do sucesso da clonagem, o produto da PCR circular foi
eletroporado em E. coli coli Dh5a e das colonias resultantes realizou-se a
purificacdo de plasmideo e PCR utilizando o primer da 3C. Como pode ser
observado na Figura 5 foi possivel a obtencdo de um plasmideo

recombinante.

Figura 5. Gel de agarose a 1% em corrida eletroforética de PCR do produto da clonagem. 1)
Marcador molecular de 1500pb. 2) Controle negativo. 3) Produto de PCR confirmando a

obtencéo do produto recombinante. Fonte: o autor.

Depois destas etapas, o produto recombinante (denominado pGEX-3C-
6His) foi eletroporado em E. coli BL21(DE3)pLysS. Inicialmente foi usado o
mesmo protocolo utilizado anteriormente em Dh5a, mas néo foi possivel a
obtencéo do pellet ap6s a centrifugacado. A literatura ndo oferece referencias
claras sobre protocolos para produzir bactérias eletrocompetentes para esta
linhagem. Entretanto, em um artigo metodoldgico de producdo de proteinas
recombinantes, Selleck & Tan 2008, ressaltam a necessidade de néo
centrifugar as bactérias da linhagem BL21(DE3)pLysS em baixas
temperaturas e, por tal motivo, modificamos o protocolo de geracdo de
bactérias eletrocompetentes trabalhando todos os procedimentos a
temperatura ambiente. Embora com baixa eficiéncia, foi possivel obter
colbnias positivas apos selecdo com dois antibidticos, ampicilina e clorofenicol
[24].
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Uma colbnia foi retirada e colocada em meio LB liquido, onde

permaneceu overnight para iniciar o processo de inducédo com IPTG.

Durante este experimento foram tomadas aliquotas ndo induzidas e
induzidas por 2, 4, 6 horas. A expressao das aliquotas retiradas foi analisada
por SDS-PAGE.

A banda de interesse possui um peso tedrico de 10kDa. Para obtermos
este valor a sequéncia codificante da nossa proteina recombinante, foi
submetida a uma ferramenta do portal de bioinformatica ExPaSy
(http://web.expasy.org/protparam/). Na Figura 6 é demonstrado o perfil de

proteina em eletroforese realizada em gel de poliacrilamida 15%.

Figura 6. Producéo de proteina recombinante, visualizada em SDS-PAGE a 15 %. No poc¢o 1
estd o marcador de peso molecular de 100kDa, Broad Range Protein Molecular Weight
Markers da empresa Promega. Os pocos 1, 2, 3, 4 séo referentes as aliquotas de zero, 2,4 e

6 horas de indugdo. Fonte: o autor.

Segundo Malcolm et al. ap6s a inducao com IPTG, os niveis intracelulares
do inserto podem atingir aproximadamente 10% da proteina celular total [28].
Devemos levar em consideracdo que a protease recombinante pode ter efeito
nas proteinas da linhagem bacteriana utilizada, quando analisamos a imagem
do gel obtido com melhor resolugdo nenhuma banda aparece com a definicéo
esperada entre induzidos e nao induzidos. Logo acima do limite inferior da
corrida destacam-se 3 bandas nos induzidos, mas com tamanho inferior aos
10 kDa. Ao mesmo tempo, o mais aproximado é uma banda fraca um pouco
acima do marcador de 10kDa que parece evidente. Devido a necessidade de

obtermos géis como melhor resolugdo todo o material usado como controle
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(n&o induzido e induzido por 2 e 4 horas) foi utilizado e, por este motivo, um
novo procedimento de inducdo deverd ser feito. Nos proximos ensaios uma
guantidade maior de proteina devera ser utilizada por corrida e alternativas de
analise deverdo ser utilizadas como eletroforese em tampéao Tricina ao invés
do tampéo glicina ou, alternativamente, realizar analise por HPLC usando
colunas C18.
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6. Consideracdes finais
Com as analises realizadas até o momento, é possivel confirmar a clonagem
da protease 3C, entretanto, 0s experimentos iniciais de expressdao nao
demonstram claramente uma banda com massa molecular esperada. Por este
motivo novos experimentos de inducdo da expressao deverao ser feitos, pois
esta € uma ferramenta inicial de grande importadncia para analisar o0s
mecanismos de acdo desta protease. Estudos posteriores utilizando esta
ferramenta poderdo gerar métodos eficazes de controle deste agente
infeccioso reduzindo o prejuizo econdmico dos apicultores e acrescentando

novos conhecimentos a comunidade cientifica.



27

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abelhas. Disponivel em < http://pt.wikipedia.org/wiki/Abelha> acessado em
18 de Mai 2015.

CARVALHO, R. G. Apis mellifera: reproducéo, polinizacdo e producéao de
mel. Defesa de trabalho de conclusdo de curso. SP, 2010. Disponivel em <
http://www.unifafibe.com.br/revistasonline/arquivos/revistabiologia/sumario/15/
02032011082215.pdf16:24:15 > acessado em 18 de Mai 2015.

AGENCIA DE APOIO AO EMPREENDEDOR E PEQUENO EMPRESARIO
(SEBRAE). 2012. Disponivel em < http://www.apinews.com/pt/noticias-de-

apicultura/item/18922-brasil-exportacoes-de-mel-maio-2012 > Acessado em:
30 de Abr de 2015.

ALLEN, M. & BALL, B. The incidence and world distribution of the honey
bee viruses. Bee World 77, 141-162, 1996.

GONCALVES, L. S. MEIO SECULO DE APICULTURA COM ABELHAS
AFRICANIZADAS NO BRASIL. Disponivel em <
http://www.apacame.org.br/mensagemdoce/87/artigo.htm > Acessado em 18
de Mai 2015.

BOVI, T. S. TOXICIDADE DE INSETICIDAS PARA ABELHAS Apis
mellifera. Dissertacdo de Mestrado Apresentada ao Programa de POs-
Graduacao em Zootecnia. Abr 2013.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Abelha
http://www.unifafibe.com.br/revistasonline/arquivos/revistabiologia/sumario/15/02032011082215.pdf16:24:15
http://www.unifafibe.com.br/revistasonline/arquivos/revistabiologia/sumario/15/02032011082215.pdf16:24:15
http://www.apinews.com/pt/noticias-de-apicultura/item/18922-brasil-exportacoes-de-mel-maio-2012
http://www.apinews.com/pt/noticias-de-apicultura/item/18922-brasil-exportacoes-de-mel-maio-2012
http://www.apacame.org.br/mensagemdoce/87/artigo.htm

28

7- GONCALVES, L. S. et al O desaparecimento das abelhas, suas causas,
consequéncias e o risco dos neonicotinoides para o agronegoécio
apicola. Mensagem Doce. n117. APACAME, p. 2-12. Jul. 2012.

8- OLDROYD, B. P. et al What's killing American honey bees? PLoS Biol. p.
168, 2007.

9- CHEN, Y.; EVANS, J.; FELDLAUFER, M. Horizontal and vertical
transmission of viruses in the honey bee, Apis mellifera. Journal of
Invertebrate Pathology, v. 92, p. 152-159, 2006.

10-ONGUS, J. R. et al. The 59 non-translated region of Varroa destructor
virus 1 (genus Iflavirus): structure prediction and IRES activity in
Lymantria dispar cells. Journal of General Virology, v.87, p.3397-3407,
2006.

11-KOONIN, E. V. et al. The Big Bang of Picorna-like virus evolution
antedates the radiation of eucariotic supergroups. Nature Reviews -
Microbiology, vol. 6, p. 925-939, 2008.

12-ARNOLD, E. et al. Implications of the picornavirus capsid structure for
polyprotein processing. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 21-25, 1987.

13- MIRANDA, J. R. et al Deformed wing virus. Journal of Invertebrate
Pathology, San Diego, v. 103, p. 48-61, 2010.



29

14-YUE, C. & GENERSCH, E. et al. RT-PCR analysis of deformed wing virus
in honeybees (Apis mellifera) and mites (Varroa destructor). Journal of
General Virology, Basingstoke, v. 86, p. 3419-3424, 2005.

15-KIM, J. H., et al. High Cleavage Efficiency of a 2A Peptide Derived from
Porcine Teschovirus-1 in Human Cell Lines, Zebrafish and Mice. Plos
ONE, v.6, Abr 2011.

16-WANG A, Q. M. & CHEN, S. Human Rhinovirus 3C Protease as a Potential
target for the development of antiviral agents. Current Protein and Peptide
Science, 8, 19-27, 2007.

17-OLIVEIRA, M. E. C., Politeismo e deteccao de virus deformador das asas
em abelha Apis mellifera scutellata (Africanizada) e Apis mellifera
lingustica (Européia). Tese (Doutorado em Entomologia) — Universidade de
Séo Paulo — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” , Piracicaba,
Séo Paulo, 2013.

18- JAULENT, A. M. et al. A continuous assay for foot-and-mouth disease

virus 3C protease activity. Analytical Biochemistry 130-137. Jun 2007.

19-COSTA, M. F. et al. Analise Filogenetica de Iflavirus que Infectam Apis
mellifera. Dissertacdo de Mestrado ao Programa de POs-Graduacdo em
Ciéncias Biolbdgicas- Universidade Federal do Pampa- UNIPAMPA. Nov.
2015.



30

20-QUAN J. & Tian J (2009) Circular Polymerase Extension Cloning of
Complex Gene Libraries and Pathways. PLoS ONE 4(7): e6441. doi:
10.1371/ journal. pone.0006441

21- NASR, S. L. Can a sewing machine stitch together DNA? Disponivel em <
http://science.howstuffworks.com/life/genetic/dna-sewing-machine.htm >
Acessado em 16 Nov de 2015.

22- Gene Pulse Xcell Instruction Manual. Eletroporation Systen. Catalog
Numbers 165-2660, 165-2661, 165-2662, 165-2666, 165-2667 and 165-2668.

23-WILLIAM Selleck & Song Tan. Recombinant protein complex expression in
E. coli. Curr Protoc Protein Sci. 2008 May ; CHAPTER: Unit-5.21.
doi:10.1002/0471140864.ps0521s52.

24-Agilent Technologies. BL21(DE3) Competent Cells, BL21(DE3)pLysS
Competent Cells, and BL21 Competent Cells. Instruction Manual. Pag.3.

25- Invitek. Invisorb Spin Plasmid Mini Two. Instruction. Pag. 10.

26- CASAL, M. et al. Unidade | Métodos convencionais em microbiologia.
Paginas 16 e 17. Disponivel em < http://www.asmusa.org/edusrc/labcore.htm>
Acessado em 30 Mar de 2015.



http://science.howstuffworks.com/life/genetic/dna-sewing-machine.htm
http://www.asmusa.org/edusrc/labcore.htm

31

27- WILLIAMS, G. et al. Deformed wing virus in western honey bees (Apis
mellifera) from Atlantic Canada and the first description of an overtly-
infected emerging Queen. Journal of Invertebrate Pathology (2009).

28-BRUCE, A. M. et al. Expression and characterization of Recombinant
Hepatitis A Virus 3C Proteinase. Dec. 1991.



