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Anadlise da atividade anti-
apoptoética do gene iap-3 de
Anticarsia gemmatais MINPV

Elisa Filgueiras Soares’
Bergmann Morais Ribeiro?
Maria Elita Batista de Castro?

Resumo

A apoptose € um evento pré-programado geneticamente que leva células a auto-
destruicdo devido a variados estimulos, entre eles, a infec¢do por virus. Assim, os
virus desenvolveram estratégias para evitar a apoptose celular e conseguir se
replicar. Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), um
baculovirus largamente utilizado como bioinseticida no Brasil, possui um gene
inibidor de apoptose, iap-3, que permite sua replicagdo em células hospedeiras
gerando uma infeccdo altamente produtiva sem que as células sejam levadas a
morte prematuramente. Este gene ja foi localizado, clonado e seqiienciado. Dando
continuidade a sua caracterizagdo, experimentos de expressédo transiente foram
conduzidos com o objetivo de verificar a atividade anti-apoptotica do gene iap-3 na
presenga de um virus indutor de apoptose, denominado vApAg. Este mutante ¢
capaz de lisar células de Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286), levando a uma
infecgdo incompleta, e replicar normalmente em células de Trichoplusia ni (BT1-Tn-
5B1-4). Com esse objetivo, um plasmideo recombinante (pBSpIE1AgIAP3) foi
construido contendo um cassete génico com o gene iap3 de AgMNPV sob o
controle do promotor ie-/ de AgMNPYV no plasmideo pBluescript e usado para
transfecg¢@o em células UFL-AG-286. Diferentes concentragdes do plasmideo foram
usadas para transfecgdo das células e, 24h pos-transfecgao (p.t.), o virus mutante
vApAg foi adicionado. As células transfectadas foram observadas por microscopia
optica, em diferentes tempos pos-infec¢ao (p.i.), e exibiram caracteristicas
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morfoldgicas nitidamente detectaveis a 48hp.i., pela presenga de corpos
apoptoticos ou pela presenca de poliedros nos nticleos de suas células. A inibigdo
de apoptose foi determinada pelo niimero de células viaveis quantificadas pela
colorag@o com trypan blue. Nas concentragdes de 2, 5 e 7ug de DNA do plasmideo
pBSpIE1AgIAP3, a viabilidade celular foi de 12,1%, 18,9% e 26,7%,
respectivamente. O controle negativo células UFL-AG-286, apresentou 100% de
células viaveis enquanto o positivo, células infectadas com vApAg, 7,3%. Estes
resultados mostram que os niveis de atividade apoptdtica nos sistemas celulares
testados apresentaram redug@o progressiva a medida que a concentracdo de DNA
foi aumentada. A inibi¢do de apoptose também foi determinada através da analise da
fragmentacdo do DNA internucleossomal. Células transfectadas com
pBSpIE1AgIAP3 e infectadas com vApAg apresentaram um perfil de fragmentacdo
menos acentuado do que o controle positivo (células infectadas com vApAg) que
apresentou um padrao tipico de fragmentagdo causada por apoptose em altos
niveis, exibindo fragmentos de baixo peso molecular (tamanhos oligonucleossomais
que migram no gel em forma de escada). Estes dados demonstram que o gene iap-3
foi capaz de inibir parcialmente a apoptose em células UFL-AG-286 mesmo na
presenca do indutor de apoptose VApAg.

Palavras-chave: gene anti-apoptodtico, baculovirus, células UFL-AG-286'
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Analysis of the antiapoptotic
activity of the iap-3 gene of
Anticarsia gemmatalis NINPV

Abstract

Apoptosis is a genetically programmed event where cells undergo self-destruction
due to several stimuli, like virus infection. Therefore, virus developed strategies to
avoid apoptotic cell death and replicate. Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus (AgMNPYV), a baculovirus used in large scale as biopesticide
in Brazil, has an apotosis-inhibiting gene, iap-3, which allows its replication in host
cells causing an highly productive infection without premature cell death. This iap-
3 gene has already been located, cloned and sequenced. Transient expression
assays were carried out in order to analyze the antiapoptotic activity of the iap-3 in
the presence of a apoptosis inducing virus, denominated vApAg. This mutant is
capable of leading Anticarsia gemmatalis cells (UFL-AG-286) to apoptotic death,
causing a non-productive infection, and is also capable of replicating normally in
Trichoplusia ni cells (BTI-Tn-5B1-4). A recombinant plasmid (pBSpIE1AgIAP3) was
constructed containing AGMNPV iap-3 gene under the control of the AgMNPV ie-
1 promoter in the plasmid pBluescript SK+ and used for the transfection of UFL-
AG-286 cells . At 24 hours post-transfection (p.t.), the mutant virus was added to
the cells and at different times post-infection (p.i.), the cells were observed by light
microscopy. At 48h p.i. typical morphological characteristics were clearly detectable,
with the presence of apoptotic bodies and/or by the presence of polyhedral
inclusion bodies in the cells nuclei. The inhibition of apoptosis was determined by
the number of viable cells quantified by trypan blue staining. At 2, 5 and 7ug of
DNA (pBSpIE1AgIAP3), the cell viability was about 12.1%; 18.9% and 26.7%,
respectively. The negative control containing only UFL-AG-286 cells showed 100%
of viability, while the positive control containing UFL-AG-286 cells infected with
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vApAg showed 7.3%. These results show that the number of apoptotic cells
reduced progressively when the DNA concentration of the plasmid
pBSpIE1AgIAP3 were increased, indicating that the iap-3 gene was capable of
partially inhibiting the apoptosis in UFL-AG-286 cells even in the presence of the
apoptosis inducing virus, vVApAg. The inhibition of apoptosis was also determined
by the analysis of internucleossomal DNA fragmentation. Cells transfected with
pBSpIE1AgIAP3 and infected with vApAg presented a degradation profile less
accentuated than the positive control (cells infected with vApAg) which exhibited a
typical pattern of fragmentation caused by apoptosis in high levels (DNA-
fragmented oligonucleosome ladders). These findings demonstrate that the iap-3
gene was capable of partially inhibiting the apoptosis in UFL-AG-286 cells even in
the presence of the apoptosis inducing virus, VApAg.
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Introducao

Células de organismos multicelulares podem sofrer auto-destrui¢do devido a varios
estimulos, como por exemplo, uma infeccdo viral. Esse evento geneticamente
programado ¢ chamado de apoptose (Teodoro & Branton, 1997). Os mecanismos
pelos quais essa resposta celular ocorre ainda ndo sdo bem conhecidos, mas sabe-
se que envolve uma proteina chamada caspase, que deve ser ativada para formar
um sistema de amplificag@o que acelera a resposta da morte celular (Li et al., 1997).
A indugao de morte prematura de células infectadas ¢ prejudicial a replicacao dos
virus pois reduz ou até elimina a producao e a disseminagdo da progénie viral.
Assim, os virus desenvolveram estratégias para evitar ou atrasar a apoptose celular.
Em baculovirus, existem dois genes virais que inibem a apoptose em células
infectadas: p35 e iap. As proteinas IAP ainda ndo sdo totalmente conhecidas, mas
sabe-se que elas possuem duas regides bem conservadas: dominio “zinc finger” na
regido C-terminal da proteina e uma seqiiéncia conservada de aminoéacidos repetida
duas vezes na regiao N-terminal e denominada de BIR (“baculovirus iap repeat™)
(Clem & Miller, 1994).

Um baculovirus muito importante e bem estudado ¢ o Nucleopolyhedrovirus
especifico da lagarta-de-soja (Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus - AgMNPV). Atualmente, a aplicag@o do biopesticida
Baculovirus anticarsia (AgMNPV) para o controle da lagarta-da-soja no Brasil
representa o programa de maior sucesso no mundo com emprego de biopesticida
viral, foi introduzido no sul do Pais na década de 80 e vem sendo aplicado em
ambito nacional, anualmente, em mais de um milhao de hectares de soja (Moscardi,
1998). O virus AgMNPV possui o gene inibidor de apoptose (iap-3) que permite que
a sua replicagdo nas células gere uma infecc¢do altamente produtiva, sem que as
células sejam levadas a morte prematuramente. O gene iap-3 do baculovirus
AgMNPYV ja foi localizado, clonado e seqiienciado (Carpes et al., 2000).
Recentemente, foi isolado um mutante de AgMNPV durante a constru¢ao de um
recombinante (Silveira et al., 1999). Esse mutante (VApAg) ¢ capaz de induzir
apoptose em células de 4. gemmatalis (UFL-AG-286) in vitro, levando a uma
infecgdo incompleta, e de se replicar normalmente em células de Trichoplusia ni
(BTI-Tn5B1-4) (Castro & Ribeiro, 2001). O virus vApAg possui uma alteracdo no
gene iap-3, caracterizada pela inser¢do de um transposon de células de 4.
gemmatalis. Este fragmento possui uma possivel ORF apresentando homologia de
seqiiéncia com uma ORF de um transposon de células de Trichoplusia ni (Carpes et
al,2002).
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O virus vApAg possui uma alteragdo no gene iap-3, caracterizada pela insergdo de
um transposon de células de 4. gemmatalis com uma possivel ORF, com homologia
de seqiiéncia com uma ORF de um transposon de células de Trichoplusia ni
(Carpes et al, 2002).

Depois de localizado, clonado e seqiienciado, o gene iap-3 de AGMNPYV foi o
objeto desse estudo no sentido de observar a sua atividade anti-apoptotica através
de expressdes transientes em células de inseto em cultura na presenga do virus
VApAg.

Materiais e Métodos

Plasmideos - Construgdo do plasmideo recombinante pBSpIE1AgIAP3: a ORF
(“open reading frame”) do gene iap-3 de AgMNPV foi amplificada por PCR
utilizando os primers forward IAPAgFSall (5’-CGT GTC GAC ACA CAC AAT G-3°)
e reverse IAPAgRNCOI (5’-CCT CCATGG CTG AAC G-3°). O programa de PCR
usado foi: 94°C/5min; [94°C/1min, 60°C/1min e 30seg, 72°C/1min] x 30; 72°C/7min. O
fragmento obtido da reagdo de PCR foi clonado no vetor pPGEM-T (Promega), € o
promotor ie-/ de AgMNPYV foi clonado no vetor pBluescript SK+. O gene iap-3 foi
entdo isolado do plasmideo pGEM-T e clonado sob o comando do promotor ie-/ no
plasmideo pBluescript SK+.

Células e Virus - Células UFL-AG-286 semeadas em meio TC-100 e mantidas a 27°C
foram utilizadas para transfec¢do do plasmideo pBSpIE1AgIAP3. Virus vApAg com
titulacdo viral de 2x107UI/ml foi utilizado como indutor de apoptose.

Transfecc¢io e infec¢io- Diferentes concentragdes do plasmideo pBSpIE1AgIAP3
(2mg, S5Smg e 7mg) foram utilizadas para transfeccdo com Cellfectin® (Invitrogen) das
células UFL-AG-286 em meio sem soro. A infecgdo com virus vApAg foi feita 24
horas pos-transfecgdo utilizando uma MOI igual a 5. Como controle negativo foram
usadas as células UFL-AG-286 apenas em meio com soro e como controle positivo
foram usadas as células UFL-AG-286 infectadas com vApAg.

Analise da fragmentacio do DNA - Células UFL-AG-286 transfectadas com 2pg do
plasmideo pBSpIE1AgIAP3 e infectadas com vApAg foram ressuspendidas a 48
hp.i., centrifugadas a 2500rpm e o sobrenadante a 14000rpm. O mesmo procedimento
foi feito com as células do controle negativo e positivo. Células e/ou corpos
apoptoticos foram tratados com tampao de lise (Tris 100mM, pH7,5; EDTA 2,5mM,;
Triton X-100 0,2%) por uma hora, a temperatura ambiente, ¢ 0 DNA total foi extraido
com fenol, cloroférmio e alcool isoamilico, precipitado com etanol e tratado com
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RNase (50pg/ml). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1,5%.

Analise de apoptose - A observagdo das células transfectadas e infectadas e das
células controle foi feita a 24, 48 e 72hp.i. por microscopia Optica de contraste de
fase. A quantificacdo da inibi¢do de apoptose foi feita por contagem de células
viaveis no hemacitometro. A 48hp.i., as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em 1ml de PBS pH 6,2 contento 0,04% de trypan blue para
diferenciar as células viaveis de ndo-viaveis e entdo contadas no hemacitometro. A
relativa viabilidade das células foi feita pela divisdo do nimero de células viaveis
pelo numero de células viaveis do controle negativo (100% de viabilidade). A média
¢ o desvio-padrdo foram feitos a partir de tratamentos realizados em triplicata.

Resultados e Discussao

O gene iap-3 de AgMNPYV foi amplificado por PCR e ligado “downstream” ao
promotor ie-1 de AgMNPYV no plasmideo pBluescript (dados ndo mostrados). O
plasmideo recombinante pBSpIE1AgIAP3 obtido foi confirmado por digestdo com
Sal 1 (Figural).

As células transfectadas com o plasmideo pBSpIE1AgIAP3 ¢ infectadas com o
virus vApAg exibiram caracteristicas morfoldgicas nitidamente detectaveis a 48hp.i.
pela presenca tanto de corpos apoptéticos, caracteristicos de lise celular, como de
poliedros nos nucleos de suas células, caracteristicos de uma infecgdo produtiva
(Figura 2). A inibi¢do detectada neste ensaio de expressdao, mesmo sendo uma
inibigdo parcial, estd em conformidade com informagdes publicadas de que os virus
podem se beneficiar com a expressdo de genes anti-apoptoticos para promover sua
replicagdo, de maneira que os genes anti-apoptoticos produzam proteinas que
impedem a ativagdo do mecanismo de apoptose, ou interagem diretamente com ele,
impedindo que a célula se auto-destrua (Li ef al., 1997).

A inibigdo parcial de apoptose resultante da expressdo do gene iap-3 nas células
transfectadas foi determinada pela porcentagem de viabilidade celular apds indugdo
de apoptose pelo virus vApAg. A contagem obtida de células viaveis do controle
negativo (UFL-AG-286) foi considerada como 100%, sendo esta tomada como
referéncia para avaliagdo da viabilidade celular dos outros sistemas estudados.
Assim, os sistemas celulares transfectados com diferentes concentra¢des de DNA
plasmidial 2pg, Sug e 7ug tiveram respectivamente 12,1%; 18,9% e 26,7% de células
viaveis. Verificou-se portanto, diferengas estatisticamente significativas com relago
a do controle positivo. Porém, entre os tratamentos essa diferenga ndo foi
significativa.
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Portanto, o controle positivo, células UFL-AG-286 infectadas com vApAg, resultou
em 7,3% de viabilidade e os sistemas celulares transfectados nas diferentes
concentracdes de DNA plasmidial 2pg, Sug e 7ug tiveram respectivamente 12,1%;
18,9% e 26,7% de células viaveis (Tabela 1 e Figura 4). Por analise estatistica
verificou-se que ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos, porém
cada tratamento diferiu significativamente com relacdo ao controle positivo (teste
de Tukey, P<0,5).

Para confirmag@o da inibigdo parcial detectada, foi feita uma analise de
fragmentacdo do DNA total do sistema de transfec¢do-infeccéo (48hp.i.). Os perfis
eletroforéticos apresentados na figura 3 mostraram que mesmo com a menor
concentragdo de DNA do plasmideo pBSpIE1AgIAP3 (2ug), a degradagdo do DNA
detectada foi bem menor quando comparada a do controle positivo (células
infectadas com vApAg), que apresentou um padrao tipico de fragmentagéo
causada por apoptose, exibindo fragmentos bem definidos e de baixo peso
molecular (tamanhos oligonucleossomais que migram no gel em forma de escada).

Os resultados mostram que os niveis de apoptose nas células transfectadas
reduziram significativamente, indicando que a expressdo do gene iap-3 foi capaz de

inibir parcialmente a atividade apoptdtica em células UFL-AG-286 na presenga do
virus indutor de apoptose VApAg.

<4—— DPBS tie-l

<4—— iap-3

Fig.1. Fragmento correspondente ao gene jiap-3 do AgMNPV no plasmideo pBluescript
contendo o promotor ie-1 de AgMNPV.

Poco 1: marcador DNA A/Pstl; pocos 2, 3, 4 e 5: digestdo do plasmideo recombinante
pBSpIETAgQIAP3 com a enzima Sall. As setas indicam o clone com o vetor pBS

contendo promotor je-7 e o inserto iap-3. Eletroforese em gel de agarose 0,8%.
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Fig.2. Inibicdo de apoptose pela expressdo do gene /iap3 de AgMNPV na presenca de

um indutor de apoptose (vVApAg) em células UFL-AG-286 a 48hp.i..

(A) células UFL-AG-286 - controle negativo; (B) células infectadas com vApAg -
controle positivo; (C) - células transfectadas com o plasmideo pBSplE1AgIAP3 (2ug) e
infectadas com vApAg. Microscopia de contraste de fase. Aumento 320X
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Fig.3. Inibicdo do padrdo de fragmentacdo de DNA causado por apoptose pela
expressdo do gene iap-3 nas células UFL-AG-286 a 48hp.i..

Poco 1: marcador DNA A/Pstl; poco 2: células infectadas com vApAg - controle
positivo; poco 3: células transfectadas com o plasmideo pBSplET1AgIAP3 (2ug) e
infectadas com VvApAg; poco 4: células UFL-AG-286 - controle negativo.Eletroforese

em gel de agarose 1,5%.

Tabela 1 . Viabilidade de células de A. gemmatalis (UFL-AG-286) transfectadas
com diferentes concentracdes de DNA (plasmideo pBSplE1AglIAP3) e infectadas
com o virus mutante vApAg.

Controle (+) iap3 + vApAg iap3 + vApAg iap3 + VApAg
(VApAg) (2pg de DNA) (Spg de DNA) (7ug de DNA)

Média* 0,73 1,21 1,89 2,67
Desvio Padrao +0,29 +0,81 +0,76 + 1,05
Porcentagem 7,3% 12,1% 18,9% 26,7%

A contagem de células viaveis foi feita, a 48hp.i., pela diferenciacdo com trypan blue.

*Média do nimero de células vidveis de tratamentos realizados em triplicata.

Os tratamentos com 2, 5 e 7ug de DNA do plasmideo pBSOplE1AgIAP3 apresentam diferenca estatistica
significativa do controle positivo (teste de Tukey, P<0,5). Nao houve diferenca significativa entre os trés

tratamentos (teste de Tukey).
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Fig.4. Determinacdo da porcentagem de inibicdo de apoptose por contagem de células
viaveis com trypan blue.

Células UFL-AG-286 infectadas foram usadas como controle positivo. As células
transfectadas receberam o plasmideo pBSplE1AglIAP3 em diferentes concentracdes e
foram infectadas com vApAg 24 horas pés-transfeccao. A contagem de células foi
feita a 48hp.i.
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