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CLONAGEM DO DNA DO GYROVÍRUS DAS GALINHAS TIPO 2 

Estado da Arte 

Vacinas e Di agnó st i cos 

5 M . H . M . NOTEBORN MATHIEU e G . F .  DE BOER, CLONING O F  

CHI CKEN ANEMIA VIRUS DNA, N ume ro d e  pub l i caç ã o: US2 0 0 6 0 7 3 1 6 0  

(A1 ) D at a  de publi cação: 2 0 0 6- 0 4 - 0 6 ,  d at a  de p ri ori dade : 

Set . · 1 2  1 9 9 0 , NL 9 0 0 2 0 0 8, S et . 1 1  1 9 9 1 PCT/ NL 9 1  0 0 1 6 5 . 

P . J . SONDERME I JER e J . A .  CLAESSENS , CHI CKEN ANEMIA VI RU S 

10 VAC C I NE AND DIAGNOSTIC REAGENT , N ume ro de p ub l i cação:  

KR1 0 0 2 0 4 4 3 8  ( B 1 )  , D at a  de p ub l i cação: 1 9 9 9 - 0 6- 1 5 . 

G .  KOCH GUUS , M . H . M .  NOTEBORN, CH I CKEN ANEMIA VI RUS 

MUTAN T S  AN O VACCINES BASE D  ON THE VI RAL PROTEIN VP3 OR 

SEQUENCES O F  THAT VI RUS CODING THEREFORE . P at ente Apl i caçã o: 

15 PT1 2 5 3 2 0 1  ( E ) , P ub l i caçã o  d at a: 2 0 0 8- 1 0 - 2 7 . [T ambém como 

W09503414 (A2)] 

T e rap i a ant i -câncer. 

S .  PAN I GRAH I and M .  LOS ,. APOPT IN INDUCES INHIBI TION OF 

BCR-ABL KINASE IN CML CELL S ,  Ap li cação de p atent e : 

20 W02 0 0 9 0 5 5 9 0 7  ( A1 ) , dat a  2 0 0 9 - 0 5 - 0 7 . 

Campo de Tecnologia 

E st a  invenção e stá n o  camp o da te cn ol ogi a da engenh ari a 

genét i ca p or me i o  de DNA re combi n ante ( e  RNA) , imuni z aç ã o  I 

25 vaci n aç ã o, di agnó st i co e t e rap ia ant i - cânce r. M ai s  

e sp e ci f i camente ,  a invençã o  re fe re - se à dete cção, cl on agem e 

aná l i se d a  seqüênci a  d o  genoma d o  DNA d o  gi roví rus de 

gal inhas t i p o  2 ( CGV2 )  e às suas ap l i caçõe s.  

30 Justificativa 

Gen omas de DNA de um n ov o  memb ro d a  f amí l i a  Circovi ri da e  

f oram de scobert os em gal inhas com uma d oenç a ce reb ral d e  
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causa des conhecida . Este novo memb ro foi chamado gi roví rus 

das gal inhas t ipo 2 .  

Circovirida e 

Os memb ros de uma famí lia de v í rus pequeno s , de DNA 

5 c i rcul a r  que infe ctam hospede i ros vertebrado s ,  nomeada 

Circovirida e, estão dividido s em doi s  gêne ro s ,  Gyrovirus, que 

inclui o ví rus da anemia infecciosa da s gal inhas ( CAV ou 

g i roví ru s  das galinhas t ipo 1 )  e Circovirus, que inclui os  

c i rcoví rus de suínos ( PCV ) . Ví rus de DNA c i rcular de 

10 o rientação ne gat iva tai s como o t orque teno vírus ( TTV ) de 

humanos e suínos e torque t en o-like mini-vírus ( TTMV) , tem 

s ido cl a s s i f i cados como um gêne ro flutuante da mesma famí l i a ,  

chamado d e  An ellovirus. E s t e s  aneloví rus comp a rt i lham 

homo l ogia de s eqüênci a s  com out ros memb ro s da famí lia 

15 Circovirida e. [McNulty et al . ,  2 0 0 0 . McNulty, M . , Dale , J. , 

Lu ke rt ,  P . , 

Circovi ridae . 

Manke rt z ,  

In : van 

A . , Randl e s ,  

Regenmo rt e l , 

J. , Todd , D . , 2 0 0 0 . 

C . M . F . M . H . V . , Bi shop ,  

D . H . L . , Ca rs t ens , E . B . , E s t e s ,  M . K . , Lemon , S . M . , Mani loff , 

J. , Mayo , M . A . , McGeoch , D . J. ,  P ringle ,  C . R . , Wickne r, R . B .  

20 ( Eds . ) ,  S eventh Report of the Int e rnat iona l Commi ttee on 

Taxonomy of Vi rus e s , Academi c P re s s , San Di e go ,  pp . 2 9 9 -3 0 3 . ]  

Os genomas encaps idados dos memb ro s da famí l i a  

Circovirida e cons i stem em f i  t a s  s impl e s  de ' DNA c i rcula r . Em 

células infectadas , o DNA vi ral é encont rado nas formas de 

25 fita s imples e dupla . Os genoma s possuem de 1 , 7 a 3 , 8 Kb e 

aná l i s e s  de b ioinfo rmát ica revel a ram pelo menos t rê s  re giões 

de fase de leitura abe rt a  ( ORFs , ORF1 , ORF2 e ORF3 ) . Em 

Gyrovirus ( CAV ) e Anellovirus ( TTMV e TTV) e stas ORFs e stão 

na mesma e é a fita ant i- s e n s e  que é encap s i dada nos 

30 ví rions [Manke rt z  A, Hil l e nb rand B . , Ana lys i s  of 

t rans c ription of Porcine c i rcoviru s type 1 J Gen Vi rol . 2 0 0 2  

Nov; 83 ( Pt 1 1 )  : 2 7 4 3 - 5 1 . ]  
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Até o moment o ,  com bas e  em re sul tados de seqüenciamento 

gen ômico e expre s s ão de ORFs de CAV, foram identi ficadas t rê s  

5 p roteínas codi fi cadas po r e s t e  ví rus : VPl ,  VP2 e VP3 [ SCHAT , 

K .  A .  Chi c ken Infectious Anemia .  IN : SAIF , Y . M . , et  al . 

( ed s ) . Di s e a s e s  o f  poult ry .  1 1th . ed . Ame s : Io wa State P re s s ; 

2 0 0 3 . ]. E s t a s  t rê s  p roteínas são p roduz idas p o r  uso de · s ít io s  

a l t e rnat ivos d e  p roce ssamento de um só RNA mensage i ro . A ORF3 

10 do CAV está locali zada dent ro da ORF2 e e s ta se sob repõe à 

ORF l . A VPl do CAV é o p rincipal componente do cap s ídeo e 

ant ígeno vi ral e a úni ca p rote ína encont rada em pa rt í cu l a s  

vi rais puri fi cadas [Koch G ,  van Roo z e l a a r  D J, Ve rschue ren CA , 

van de r Eb AJ, Notebo rn MH . ,  Immunogenic and p ro t e ct ive 

15 p rope rt i e s  of chi c ken anaemia vi ru s  p roteins exp re s sed by 

baculovi rus . Vaccine . 1 9 9 5 ; 1 3 ( 8) : 7 63 - 7 0 ,  Notebo rn MH , 

Ve rs chue ren CA, Koch G ,  Van de r Eb AJ. , S imu lt aneous 

exp re s s ion o f  re combinant baculovi ru s -enc oded chicken anaemia 

vi ru s  ( CAV ) p roteins VP l and VP2 is requi red for f o rma t i on o f  

20 the CAV- spe c i f i c  neut ra l i z ing epi tope . J Gen V i  rol .  1 9 9 8  

Dec ; 7 9  ( Pt 1 2 ) : 3 0 7 3 - 7 . ]  

A VP2 é uma proteína não e s t rutu ral que s e rve como 

chaperona pata a VP l, model ando -a na confo rmaç ão adequada 

pa ra exp o s i ção de epitopos vi ra i s  [Koch G ,  van Roo z e l a a r  D J, 

25 Ve rs chue ren CA, van de r Eb AJ, Noteborn M H . , Immunoge n i c  and 

p rotect ive p rop e rt i e s  of ch i c ken anaemi a vi rus p roteins 

exp re s sed by bacu lovi rus . Vaccine . 1 9 9 5 ; 1 3 ( 8) :7 6 3 - 7 0 ,  

Notebo rn MH , Ve rs chue ren CA , Koch G ,  Van de r Eb AJ. , 

S imultaneous exp re s s ion o f  recombinant bacul ovi ru s - encoded 

30 chic ken anaemia vi rus (CAV ) prot e in s  VPl and VP2 is re qui red 

fo r formation of the CAV-spe c i f i c  neut ra l i z ing epi t ope . J Gen 

Vi rol . 1 9 9 8  Dec ; 7 9  Pt 1 2 ) : 3 0 7 3 - 7 . ]  A VP2 também t em 
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atividade de f o s fatase e afeta a mult ipli cação e 

patogenicidade vi r ais  [ Pet e rs MA, Crabb BS , Wa shington EA , 

B ro wning GF . , Si  t e-di rected mutagenes i s  o f the VP2 gene o f 

Chi cken anemia vi rus affect s vi rus rep l i ca t i on,  cytopathology 

5 and ho s t -c e l l  MHC c l a s s  I exp re s s ion . J Gen Vi rol . 2 0 0 6  

Apr;87 ( Pt 4 )  : 82 3 - 3 1 ]. 

A VP3 , po r out ro l ado , e s t á  a s soci ada ao núcleo de 

células infectada s e não é encont rada em p a rt ículas vi ra i s  

puri ficadas . E l a  é a p rote ína responsável po r indução de 

10 apop t o s e  em células infectadas [SCHAT , K. A. Chi cken 

I n fectious Anemia . IN : SAI F ,  Y . M . , et al . ( eds ) . Di s e a s e s  o f  

poul t ry .  1 1th . ed . Ame s :  I o wa State P re s s ;  2 0 0 3 .] como 

detalhado abaixo . 

Pro teína s  do PCV 

15 A ORFl codi fica duas p roteínas e s s enciais pa ra a 

rep l icação , a Rep e a Rep ' 2 .  [Cheung AK . ,  The e s s ent ial and 

none s sent ial t rans c ript ion units for vi ral p rote in synthe s i s  

and DNA rep l i cat i on of po rc ine c i rcovi rus type 2 .  Vi rology . 

2 0 03  S ep 1 ;3 1 3 ( 2 )  : 4 5 2 - 9 . ] 

20 A p rote ína Rep pos sui 3 1 2  aminoácidos , s endo a t radução 

completa da ORFl , e nquanto que a Rep ' possui 1 68 aminoácido s 

e é o produto da cl ivagem do mRNA t ran s c rito da ORFl 

[Manke rt z  A,  H i l l e nb rand B . , Analys is o f t rans c ript i o h  o f 

Porcine c i rcovi rus type 1 J Gen Vi rol . 2 0 0 2  Nov ;83 ( Pt 

25 1 1 )  : 2 7 4 3 - 5 1 . ]  . A p roteína do capsídeo ( Cap ) do PCV ap re s enta 

mas s a  molecular de ap roximadamente 30 KDa e é codi ficada p e l a  

ORF2 . E s tudos mos t ra ram que a exp re s s ã o  d a  p rote ína 

recombinante da ORF2 p rodu z  pa rt í culas s eme lhantes a ví ru s , 

suge rindo a sua capacidade de s e  autoencap s idar. [Nawagi tgul 

30 P, Mo ro z ov I ,  Bolin SR,  H a rms PA , S o rden S D ,  Paul PS ., Open 

reading f rame 2 of  porcine c i rcovi rus t ype 2 encode s a ma j o r 

cap s i d  p rotein . J Gen Vi rol . 2 0 0 0  Sep ;81 ( Pt 9 )  : 2 2 81 - 7 . ]. Além 
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disso, a proteína codificada pela ORF2 é imunodominante 

Lekcharoensuk P, Morozov I, Paul PS, Thangthumniyom N, 

Wajjawalku W, Meng XJ., 

Epitope mapping of the major capsid protein of type 2 

5 porcine circovirus (PCV2) by using chimeric PCV1 and PCV2. J 

Virol. 2004 Aug;78(15):8135-45.].A proteína codificada pela 

ORF3 é expressa predominantemente no núcleo e com menor 

frequência no citoplasma de células. Esta proteína viral do 

PCV está envolvida no processo de indução de apoptose pela 

10 ativação da rota iniciador caspase-8 e efetor caspase-3 [Liu 

J, Chen I, Kwang J., Characterization of a previously 

unidentified viral protein in porcine circovirus type 2-

infected cells and i ts role in virus-induced apoptosis. J 

Virol. 2005 Jul;79(13) :8262-74.] 

15 Proteínas dos TTVs 

Em comparação com as proteínas de CAV e PCV, muito menos 

se sabe sobre as proteínas codificadas pelos TTVs. Em 

analogia com a VP1 do CAV, a proteína do capsídeo do TTV 

também é codificada pela ORF1. Da mesma forma, as duas 

20 proteínas possuem uma região amino terminal hidrofílica com 

afinidade de ligação por DNA [Okamoto H, Mayumi M., TT virus: 

virological and genomic characteristics and disease 

associations. J Gastroenterol. 2001 Aug;36(8) :519-29]. No 

entanto, a ORF 1 de TTVs contém regiões hipervariáveis que 

25 podem apresentar alta diversidade genética, mesmo entre 

isolados do mesmo genótipo e encontrados no mesmo indivíduo 

[Jelcic I, Hotz-Wagenblatt A, Hunziker A, Zur Hausen H, de 

Villiers EM., Isolation of multiple TT virus genotypes from 

spleen biopsy tissue from a Hodgkin's disease patient: genome 

30 reorganization and di versi ty in the hypervariable region. J 

Virol. 2004 Jul;78(14) :7498-507.] Foi demonstrado que algumas 

destas variações geram códons de terminação, o que origina a 
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s ínte s e  de proteínas meno re s . Ent retant o ,  a s  con s e qüênci a s  

sob re a va riabilidade antigênica o u  patogênica de stas 

va riações não são conhecidas . 

Embo ra haj a s imi l a ridade s ent re a s  p roteínas de TTVs e 

5 as p roteínas de CAV , as  funçõe s das p roteínas codi fi cada s 

pelas ORF 2 e 3 do s TTVs ainda têm que s e r  elucidadas [Hino 

S ,  Miyata H . , . To rque teno vi rus ( TTV ) : cu rrent s tatus . Rev 

Med Vi rol . 2 0 0 7  Jan-Feb ; 1 7 ( 1 ) : 4 5- 57 ]. Uma das pouc a s  

evidências s ob re e s t a s  funções mo s t ram que a p rote ina ORF3 de 

10 TTVs clonada e exp re s s a  em linhagem celul a r  de 

hepatocarcinoma é capaz de indu z i r  apopto s e  [Koois t ra K, 

Zhang YH , Henri que z NV , We i s s  B, Mumbe rg D, Notebo rn MH . ,  TT 

vi rus -derived apopt o s i s - inducing p rotein induces apopto s i s  

p re f e rent ially i n  hepatocellul a r  carcinoma-de ri ved ce l l s . J 

15 Gen Vi rol . 2 0 0 4  Jun ;  85 ( Pt 6 ) : 1 4 4 5- 50 ]. 

Os  circoví ru s  s ã o  difíce i s  de s e  mult ip l ica rem em 

condições padrão de cultura de cé l ul a s , eles dependem do 

mecani smo de repl i cação da célula hospede i ra ,  mas em células 

t rans formadas po r v í ru s  oncogênicos ou po r oncogenes 

20 individuai s ,  títulos mai s  altos podem s e r  ·obt i do s . [Yuas a ,  

1 9 83 N .  Yua s a ,  P ropagation and infectivity t i t ration of the 

Gi fu- 1 strain·of chic ken anemi a agent in a cell line (MDCC 

MSB 1 )  de rived from Mare k 's di se a s e  l yrnphoma , Natl . Ins t . 

Anim . Health Q (To kyo ) 2 3  ( 1 9 83 ) , pp . 1 3 -2 0 ]. 

25 O CGV2 é um v í rus re cém de s cobe rto e p e rtence à famí l i a  

C i rcovi ridae e e s t á  imp l i cado em hemo rragias no cé rebro de 

gal inhas infectada s [Roehe et al . ,  publ i cação em p repa ração].  

O CGV2 tem um genoma c i rcul a r  de c e rca 2 , 4  kb . Mo lécu l a s  do 

genoma completo foram i s o ladas p e l a  primei ra ve z em 2 0 0 8  no 

30 Estado do Rio Grande do Sul , B ras i l ,  de s o ro s  de f rangos com 

l e s õ e s  ce reb rais hemo rrágica s .  A anál i s e  da s e qüência do 

genoma mo s t ra que o CGV2 e s tá rel a c i onado com out ros 
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ci rcovírus , como CAV [M . H . Noteborn , G . F . de Boe r ,  D . J. van 

Roo z elaar , C .  Karreman , O .  Kranenburg , 

Jeur i s s e n ,  R . C .  Hoeben , A .  Zantema , G .  

Characteri z at i on o f  cloned chicken anemia 

J . G .  Vos , 

Koch , et 

virus DNA 

S . H . 

a l . 

that 

5 contains all element s for the infecti ous rep l i cation cycl e , 

J. Virol . 6 5  (19 9 1) 3131-3139 . ]. A similaridade global ent re 

os aminoácidos d CGV2 e do CAV é de cerca 4 0 % . 

Até agora o CGV2 s ó  foi dete ct ado em frangos 

comercialment e produzidos no Sul do Bra s i l ,  mas como 

10 aconteceu com outros circovírus , o vírus pode e spalha r - s e  

s obre todos os país e s  d e  p rincipa is produtore s d e  frangos 

[Bu l o w, V . , and K .  A .  Schat , 1 9 9 7 . Chic ken In fectious Anemi a .  

Pages 7 39 -7 5 6  in : Diseas e s  o f  Poul t r y .  Chapter 30 . Io wa S tate 

Unive r s i t y  Pres s ;  Ames ,  IA . ]. Por outro l ado , a s s im como o 

15 CAV , o qual j á  foi detectado em outras espéci e s  de aves [T . 

Farka s  ; K .  Maeda ; H .  Sugiura ; K .  Kai ; K .  Hirai ; K .  Ot suki 

; T .  Hayashi , 19 9 8. A s erologi cal survey of chi ckens , Japane s e  

qua i l , pigeon s ,  ducks and c r o ws for ant ibodie s  to chi c ken 

anaemia virus (CAV ) in Japan . Avian Pathology, Volume 2 7 : 316 

20 - 32 O ]  , é poss ível que o CGV2 sej a também capa z de infectar 

outras e spécies como codorna s ,  faisões ou perus . 

25 

Cons iderando- s e �  que o CGV2 foi também i s olado de frahgo s 

o riginados de matri z e s  va cinadas cont r á  o CAV, há nece s s idade 

de de senvolvimento de uma vacina e specí fica ant i -CGV2 . 

Vacinas 

Para proteger ga linhas contra a infecção e doença por 

CGV2 , a vacinação é o mét odo de e s colha . Os seguintes tipos 

de vacinas estão previ st o s : 

Vacinas vivas atenuada s . Vacinas vivas atenuadas são 

30 constituídas por mutant e s  atenuados do CGV2 . E s t e s  mutant e s  

podem s e r  os produt os d a  mult ipl i cação d o  vírus em vár i a s  

l inhagens de células hete rólogas . Eles t êm uma capacidade 
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redu z ida de caus a r  doenças e ao mesmo tempo e l e s  indu z em uma 

re sposta imunológica . E s s a s  vacinas cont êm ví ru s  vivo que é 

cap a z  de infect a r  e s e  mul t iplicar no hospede i ro ,  o que 

aumenta a intens idade e a du ração da respo s t a  imune . Mas as 

5 vacinas vivas atenuadas t ambém podem s e r  con s t i tuídas de 

mut antes que são p rodut os de re combinação . 

Vacinas recombinante s . Vacinas re combinante s  de CGV2 são 

p rodu zi das at ravés da c ri ação de uma mutação em uma região do 

genoma do ví rus que não é e s s encial p a ra a mul t ipl icação do 

10 ví rus . Uma out ra forma de p rodu z i r  uma vacina recombinante é 

des envolvendo um vet o r  vi ra l  que expre s s a  uma p a rt e  do genoma 

do CGV2 que codifica um ou ma i s  antígeno s que e s t imulam uma 

resposta imune cont ra o CGV2 . E s sas vacinas também contêm 

ví rus vivo que é capaz de infectar e se mul t iplica r no 

15 hospede i ro ,  o que aumenta a intens idade e a duração da 

re sposta imune . 

Vacinas mo rtas ( ou inat ivada s ) . Vacina mo rtas de CGV2 
------------------�--------------�-

são const ituídas po r a l t a s  do s e s  do CGV2 mo rt o . Vacinas 

mo rt a s  geralmente re sultam em uma respo s t a  imune mais f raca e 

20 ma i s  curt a  do que as vacinas vivas , devido à sua incapacidade 

de infect a r  e s e  multiplicar no hospede i ro .  

Vacinas de sub-unidade . Va cinas de sub-unidade de CGV2 

incluem ' dos e s  dé ant ígenos puri fi cado � ext raído s do 

mic ro o rgani smo causado r da doença . Alte rnat ivamente ,  veto re s  

25 que exp re s s am regiões do genoma de CGV2 que codi f icam 

p roteínas imunogênicas como baculoví rus recomb inante s  e 

he rpesví rus ( Ma re k  e ITLV) são f o rmas de vacinas de s ub 

unidade . 

Vacinas de DNA . E s s a s  vacinas contêm DNA puri fi cado 

30 codi ficando antígenos do CGV2 que est imulam uma respo s t a  

imune cont ra CGV2 . 

Apopto s e  



9/34 

Uma parte importante do conhecimento sobre a 

patogenicidade dos circovírus vem de estudos de infecção 

natural e experimental de galinhas com o CAV. Estudos sobre a 

patogenia da infecção causada por este vírus demonstraram que 

5 um fator essencial no desenvolvimento da doença clínica é a 

indução de apoptose nas células infectadas. Esta função é 

induzida por uma das três proteínas virais, a VP3. A proteína 

VP3 não apresenta ·homologia de seqüência com nenhuma pr-oteína 

celular conhecida e é uma proteína extremamente interessante, 

10 pois induz apoptose celular em células tumorais ou 

transformadas, mas não em células não transformadas, ao 

contrário de outras proteínas virais indutoras de apoptose. A 

toxicidade seletiva da VP3 é atribuída principalmente à sua 

localização celular, pois em células não transformadas ela se 

15 acumula no citoplasma celular, ao contrário das células 

tumorais, onde a proteína se localiza no núcleo celular, 

induzindo-as à apoptose. Este aspecto, aliado à habilidade da 

VP3 de atuar de forma independente da p53, traz consigo um 

incrível potencial farmacológico para uso em tratamento de 

20 tumores. 

Conhecida como "morte celular programada", a apoptose é 

um tipo de morte celular que 'ocorre de forma ordenada e 

demanda energia para a sua execução (diferentemente da 

necrose) . Está relacionada com a manutenção da homeostase e 

25 com a regulação fisiológica do tamanho dos tecidos, mas pode 

também ser causada por um estímulo patológico (como a lesão 

ao DNA celular). O termo é derivado do grego, que se refere à 

queda das folhas das árvores no outono - um exemplo de morte 

programada fisiológica que também implica renovação. Os vírus 

30 são conhecidos indutores e/ou bloqueadores de processos de 

apoptose [Teodoro JG, Branton PE., Regulation of apoptosis by 

viral gene products. J Virol. 1997 Mar; 71 (3): 1739-46]. Eles 
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podem se ut i l i z a r  de ste bloque io ou indução pa ra s e u  

bene fício p róp rio . I sto pode ocorre r confo rme a f a s e  do c i c l o  

d e  multipl icação em que eles se encont ram nas cé lula s ,  pa ra 

mant e r  as  células vivas até que a p rogênie vi ral tenha 

5 al cançado o s  níveis máximos ou para fac i l i t a rem o p roce s s o  de 

dis s eminação vi ral nas células , alterando o c i c l o  celular e 

eventualmente l evando à p rodução de t umo re s . 

Um exemp lo de ví rus induto r  de apopto s e  é o CAV . A· 

indução de apopto s e  pelo CAV tem s ido at ribuída à VP3 , uma 

10 p rote ína de 1 2 1  aminoácidos e 1 4  kDa não e s t rutura l  [M . H .  

Noteb o rn ,  D .  Todd, C . A .  Ve rs chue ren, H . W .  de Gauw, W . L .  

Cu rran,  S .  Veldkamp , A . J.  Douglas , M . S .  McNult y,  E . A .  van 

de r, G .  Koch , A s ingle chi c ken anemia vi rus p rotein induce s 

apopt o s i s , J. Vi rol . 6 8  ( 1 9 9 4 ) 34 6 - 3 5 1 ;  M . H .  Noteb o rn ,  

15 Chic ken anemia vi rus induced apopt o s i s : unde rlying mo lecula r  

me chanisms , Vet . Mi c robiol . 9 8  ( 2 0 0 4 )  89 - 9 4 ]. Esta p roteína 

pode indu z i r  apoptose em um grande leque de célula s  

t rans formada s ,  ma s não em células não t rans f o rmadas ou 

p rimá rias [D . W .  Hei lman , J. G .  Teodoro ,  M . R .  G reen , Apopt in 

20 nucleocytopl asmic shuttl ing i s  reqpi red f o r  cell typ e 

spec i f i c  l ocali zation,  apopt o s i s , and rec rui tment of the 

a napha se-promot ing complex/ cyclosome t o· PML bodi e s , J. Vi ro l .  

80 ( 2 0 0 6 )  7 5 3 5 -7 5 4 5; I . K . H .  Poon , C .  O ro ,  M . M .  Dia s , '  J .  

Zhang , D . A .  Jans ,  Apopt in nuc l e a r  accumulat ion i s  modulated 

25 by a CRM1 - recognized nuc l e a r  export signal that is active in 

no rma l but not in tumo r cel l s , Cance r Re s .  65  ( 2 0 0 5 ) 7 0 5 9 -

7 0 64 . ]. Dados recent e s  l igam o seu complexo modo de ação a 

vá ri a s  p roteínas celu l a re s , as  quai s  p o s s uem papel 

dete rminante no ciclo de p ro l i f e ração celul a r  e mo rt e  

30 celular.  

A p roteína VP3 não ap re senta homologia 

nenhuma p roteína celula r conhecida [M . H .  

de s e qüência com 

Notebo rn ,  G . F .  de 
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Boe r ,  D . J. van Roo zelaar , C .  Kar r e man,  O .  Kranenbur g ,  J. G .  

Vos ,  S . H .  Jeur i s s en ,  R . C .  Hoeben , A.  Zantema , G .  Koch,  et 

a l . ,  Characteri z ati on of cloned chic ken anemia virus DNA that 

contains a l l  element s for the infect ious rep l i cat ion c ycl e ,  

5 J .  Virol . 6 5  (1 991 ) 3 1 3 1 - 3 1 3 9].  A região C terminal da VP3 

contém uma sequencia de l o ca l i z ação nucl ear (N LS ) e um 

potencial s inal de exportação nuclear (NE S ). Estas s eqüências 

de reconhecimento dirigem a VP3 para dentro e para fora do 

núcleo celular . A forma b i o l ogi camente ativa da VP3 pode 

10 formar mult ímeros que cons i s t em de 30 a 4 0  mon ôme ro s .  A 

região C terminal de cada mon ômero contém um N LS com s ít i o  de 

fos forilação ace s s ível ,  o que permite a sua interação com 

out ras prot e ínas e a sua modi ficaç ã o  por kina s e s . A 

mi croinjeção de mul t íme ros da VP3 no citop l a sma de células 

15  tumorais reve lou que os complexos s ã o  translocados ao núcleo 

celular , result ando em morte ce lular por apopto s e  [S . R .  

Le liveld,  Y . H .  Zhang , J. L .  Rohn , M . H .  Noteborn , J . P .  

Abrahams , Apopt in induces tumor- speci fic apopt o s i s  a s  a 

globular mul t ime r ,  J. Biol . Chem . 2 7 8  (2 0 0 3 )  90 4 2 - 90 5 1 ]. Tem 

20 s ido demons trado que a VP3 foi induto ra de apopt o s e  em 

diversos células de ori gem t umoral de humanos , incluindo 

melanom�, hepatoma , linphoma , colangiocarcinoma ,  carcin oma de 

cólon ,  tumor de mama e pulmõe s  e out ros [C . Backendorf ,  A . E .  

Vi s s e r ,  A . G .  de Boer,  R .  Zimme rman , M. Vi s s e r ,  P .  Vo s kamp , 

25 Y . H .  Zhang , M .  Noteborn, Apopt in : therapeutic potent i a l  o f  an 

earl y sensor of carcinogenic trans fo rmation,  Annu . Rev . 

Pharmacol . Toxico l . 4 8  (2 0 0 8) 1 4 3 - 1 6 9; M .  Tava s sol i ,  L .  

Guelen , B .  A .  Luxon, J. G ake n ,  Apoptin : spec i fic killer o f 

tumor ce l l s ?  Apopto s i s  1 0  (2 0 0 5 )  7 1 7 - 72]. De fat o ,  atualmente 

30 mai s  de 7 0  linhagens de célul a s  tumorai s foram sus cet íve i s  à 

ação da VP3 , enquanto que e s t a  não caus a apoptose em c é l u l a s  

normais tais como células humanas endot e l i ai s ,  hepatócito s  e 
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células t ronco hematopoiéticas . As sim, a at ividade da VP 3 

parece s e r  dependente do es tado t rans formado da célula [C . 

Backendorf , A . E .  Vi s s er , A . G .  de Bo e r ,  R .  Zi mmerman , M .  

Vi s s e r ,  P .  Vos kamp , Y . H .  Zhang , M .  Noteborn , Apopt in:  

5 therapeuti c  potent i a l  o f  an early sensor of carcinogenic 

trans formation , Annu . Rev . Pharmacol . Tox i co l . 4 8  ( 20 0 8) 1 4 3-

1 6 9 ]. A VP 3 também caus ou apoptose em células imort a l i z adas 

·in vitro, s endo que há s omente um a rtigo demonst rando a sua 

atividade em células não tumorai s e ,  me smo a s s im ,  estas são 

10 culturas s e cundári a s ,  e não primárias de fibrobla s t o s  de feto 

humano [A . A .  Danen-Van Oorschot , D . F .  Fi s cher ,  J. M .  

Grimbergen , B .  Kl e i n ,  S .  Zhuang , J. H .  Fal kenburg , c. 

Backendorf , P . H .  Quax, A . J.  Van der Eb , M . H .  Not eborn , 

Apoptin induce s apopto s i s  in human tran s formed and mal i gnant 

15 cel l s  but not in normal cel l s ,  Proc . Nat l . Acad . S ei .  U .  S .  

A .  9 4  ( 1 9 9 7 ) 5 84 3- 5 84 7 ;  Y . H .  Zhang , P . J. Abrahams , A . J.  van 

der Eb , M .H .  Noteborn , The vi ral protein Apoptin induces 

apopto s i s  in U V-C-i rradiated cel l s  f rom individual s  wit h  

various hereditary cancer-prone syndrome s ,  Cancer Re s . 5 9  

20 ( 1 9 9 9 )  30 1 0 - 30 1 5 ;  L. Guel e n ,  H .  Paterson(  J.  Ga ken , M .  

25 

Meyers , F .  Fa r z aneh, M .  Tava s s o l i ,  TAT-apopt in i s  e f f i cient l y  

delivered and �nduces apopto s i s  i n  cancer cel l s , O rtcogene 23 

( 20 0 4 ) 1 1 5 3- 1 1 6 5 ]. E s t e s  �xperiment os l evantam a 

po s s ibilidade de a VP 3 a fetar s eletivamente células norma i s  

em e s tado embri ônico , mas não em cé l u l a s  d e  adultos . A 

inoculação intratumoral da proteína reco mbinante VP 3 em 

camundongos com implante de células tumorai s de hepat oma 

humano redu z o cres cimento tumoral e induz a regre s s ão 

tumoral em uma s emana apó s  a inoculação [A . M .  Pietersen,  M . M .  

30 van der Eb , H . J. Radema ker ,  D . J. van den Wol l enber g ,  M . J . 

Rabelink,  P . J. Kuppen , J. H .  van Dierendon c k ,  H .  van Ormondt , 

D .  Masman , C . J . van de Ve lde , A . J. van der Eb , R.C . Hoeben , 
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M .  H. Noteborn, Specific tumor-cell killing wi th adenovirus 

vectors containing the apoptin gene, Gene Ther . 6 (1999) 882-

892] . O uso combinado da VP3 com outras drogas 

quimioterápicas leva a uma redução tumoral mais dramática do 

5 que o observado quando ou a VP3 ou o quimioterápico são 

administrados isoladamente [S . J . Olijslagers, Y.H. Zhang, C .  

Backendorf, M.H . Noteborn, Additive cytotoxic effect of 

apoptin and chemotherapeutic agents paclitaxel and etoposide 

on human tumour cells, Basic Clin . Pharmacol . Toxicol . 100 

10 ( 2 o o 7 ) 12 7 -131 ] . 

Os mecanismos de indução de morte celular pela VP3 não 

estão esclarecidos, embora haja consenso sobre alguns eventos 

moleculares . Um dos aspectos chave é a habilidade da proteína 

de induzir apoptose de forma independente da proteína p53, a 

15 qual é uma proteína celular supressora de tumores e está 

envolvida na indução de apoptose celular . Assim, a VP3 induz 

apoptose em células tumorais que expressam ou não a p53 .  

Além disto, sabe-se que a apoptose é tipicamente mediada 

por proteínas celulares chamadas de caspases, que iniciam e 

20 executam o processo de apoptose [M . Los, S .  Wesse'lborg., K. 

Schulze-Osthoff, The role of caspases in development, 

immunity, and apoptotic signal transduction: lessons from 

krrockout mice, Immunity 10 (1999) 629-639; C. Schwerk, K. 

Schulze-Osthoff, Regulation of apoptos by alternative pre-

25 mRNA splicing, Mol . Cell 19 (2005) 1-13] . Recentemente foi 

demonstrado que a expressão da VP3 resulta na ativação de 

caspases celulares (Burek et al . ,  ) . 

A toxicidade seletiva da VP3 é atribuída principalmente 

à sua localização celular . Foi demonstrado que em células 

30 normais a proteína é expressa no citoplasma, enquanto ela se 

acumula no núcleo de células transformadas [A . A . Danen-Van 

Oorschot, Y . H. Zhang, S. R .  Leliveld, J . L .  Rohn, M . C .  Seelen, 
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M . W . Bol k ,  A .  Van Zon ,  S . J. Erkeland, J. P .  Abrahams , D .  

Mumberg , M . H .  Noteb o rn , Import ance of nuc lear locali zat ion o f  

apoptin f o r  tumor- specific induct ion o f  apopt os i s , J .  Biol . 

Chem . 2 7 8  ( 2 0 0 3) 2 7 7 2 9-2 7 7 36 ]. A l o cal i z a ção desta proteína é 

5 determinada pela presença de NLS e NES , os qua i s  inter agem 

com proteínas celul ares para fa z e r  a impo rtação ou exportação 

de proteínas para e do núcleo celular [I . K . Poon, C .  Oro , 

M . M .  Dias , · J. P . Zhang , D . A . Jans ,  A tumor ce l l - sp e c i f i c  

nuclear targeting s ignal wi t h i n  chi cken anemia virus 

10 VP 3/Apopt in,  J.  Virol . 7 9  ( 2 0 0 5 )  1 339 - 1 34 1 ;  J . L .  Rohn , M . H .  

Noteborn, The viral death e f fector Apoptin reve a l s  tumor 

specific proce s se s ,  Apoptos i s  9 ( 2 O 0 4 )  31 5 -32 2 ]  . Entretant o ,  

não se conhece qual ou qua i s  s ã o  a s  prote ínas expres s a s  

especifi cament e em célula s  tumora i s  que e fet ivamente 

15 reconhecem o NLS da VP 3 para encaminhá - l a  ao núc leo celular 

[Poon IK,  Jans DA . Regulation of nuclear transport : Cent ral 

r o le in devel opment and trans forma t i on? Traffic 2 0 0 5 ,  5 ,  1 7 3-

8 6 ]  . .  

A hab i l i dade da VP 3 de indu z i r  apopt o s e  de forma 

20 independente da p 5 3 traz 'Um incríve l pot encial farmacológico . 

E s t e  aspecto da função da proteína podem s e r  diret amente 

emp regado s na 

pos s i bi l idade 

abo rdagem para 

terapia ant i  tumoral . 

de di recionar a ação da 

al cançar espe ci ficidade 

Além di s t o , a 

VP 3 pode s e r  uma 

tumoral e des enhar 

25 novas alternat ivas de tratamento de tumore s . 

A via de l ibera ção da VP 3 em tumor e s  é um as sunt o em 

di s cussão . A indução de apop t o s e  em cult ivos ce lulare s ou 

tumores indu z ido s em camundongos podem ser obt idos pela 

inoculação de vet ores vi r a i s  expr e s s ando VP 3 ( adenoví rus ,  

30 poxvírus ) , superexpres s ão t rans itória ou por conjugação da 

VP 3 com proteínas reconhecidas p o r  re ceptores celulares 

e specíficos [C . Backendorf , A . E .  Vi s s e r ,  A . G .  de Boe r ,  R .  
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15/34 

P . Vo s kamp , Y . H . 

potent ial o f  an 

Zhang , M .  Noteborn , 

early sensor o f  

carcinogenic t ran s fo rmati on ,  Annu . Rev . Pha rmaco l . Toxicol . 

4 8  ( 2 0 0 8) 1 4 3- 1 6 9 ;  A . M . Pi etersen , M . M. van de r Eb , H . J . 

5 Radema ker , D . J . van den Wo l l enbe rg, M. J.  Rabe link,  P. J.  

Kuppen , J. H .  van Dierendonck ,  H .  van Ormondt , D .  Ma sma n ,  C . J. 

van de Ve lde ,  A . J . van der Eb , R . C .  Hoeben , M. H .  Noteborn, 

Spe c i f i c  tumor-cell kill ing wit h  adenovi rus vect ors 

cont aining the apopt in gene , Gene Ther . 6 ( 1 9 9 9 )  882 - 89 2 ; X. 

10 Li , N .  Jin,  Z .  Mi , H.  Lian , L .  Sun ,  X. L i ,  H .  Zheng , 

Ant itumor e ffect s of a recombinant fo wlpox virus expre s s ing 

Apopt in in vivo and in vitro , Int . J.  Cancer 1 1 9  ( 2 0 0 6 )  2 9 4 8-

2 9 5 7 ; D . J. Peng ,  J. Sun ,  J. Y . Z . Wang , J.  T i an ,  Y . H .  Zhang , 

M . H .  Noteborn , S .  Qu, Inhib i t i on o f  hepatocarcinoma by 

15 s y s t emic del ivery of Apopt in gene via the hepatic 

as i a loglycoprotein recept o r ,  Cancer Gen e  Ther . 1 4  ( 2 0 0 7 ) 6 6-

7 3].  Ainda , outro aspecto farmacológico a s e r  explorado é a 

indução de acúmulo de VP3 no núcleo celular _para t entar 

potenciali zar a atividade ant i -t umoral da VP3 . 

20 A proteína VP3, ou apop tina , do CAV é atualmente 

e s tudada por suas propri edades ant i -tumorais [Los M ,  

Panigrahi S ,  Rashedi I ,  Mandal -s, Ste t e f e l d  J, Es smann F ,  

S chul z e - Os thoff K .  Apopt in,  a tumo r - s elect ive' kil l e r . 

Biochim Biophys Acta . 17 9 3  ( 2 0 0 9 )  1 335- 1 34 2 ]. 

25 A proteína VP3 do CGV2 tem apena s 30 % de s imi l a ri dade 

com a proteína VP3 do CAV .  Por i s s o ,  p o s s u i , provave lme nt e ,  

diferentes propriedade s ant i -tumorai s .  Por exemp l o , a VP3 do 

CGV2 tem doi s  s inais de l ocal i z ação no núcleo , um del e s  

exatamente n a  sua região a o  C-termina l .  A proteína VP3 de 

30 CGV2 não tem neste local s uficient e s  res íduos K ou R para 

formar um s inal de local i z ação [S . Maddi ka ,  F . J . Mendo z a ,  K .  

Hau f f , C . R . Zamzow, T .  Paranjothy , M .  Los , Cancer s e l e ct ive 
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the rapy o f  the future : apoptin and its mechani sm of action , 

Cancer Biol . Ther . 5 ( 2 0 0 6 )  1 0 - 1 9 ]  n o  núcleo e provavelmente 

e sta re gi ã o  de VP 3 de CGV2 não funci ona da me sma forma que a 

VP3 do CAV .  Este aspecto pode infl uenci a r  o acúmulo de VP3 no 

5 núcleo celular e conseqüentemente o s eu e fe i to anti -tumoral . 

Sumário da Invenção 

Pequena s mo léculas circulares de DNA de f i l a  única,  como 

o genoma de CGV2 , podem se r amp l ifi cad a s  pela Phi2 9  DNA 

10 pol imerase sem qualquer conhecimento prévio sobre a sua 

s e qüência de nucleotí de o s .  Os produtos de amp l i ficação são de 

DNA da fi  ta dupla e podem ser dige ridos com enzima s de 

re strição adequada s e clonados em veto r e s  de p rocarioto s . 

Al guma s enzimas cortam o genoma uma ve z só e e s te s  produto s  

15 podem ser i solado s  e re-ci rculari z ados .  Já que , como outros 

vírus da famí l i a  Ci rcovi ri da e, o CG V2 tem uma forma de 

replicação de fita dupla , e sta forma do genoma CGV2 pode ser 

tran s fectada em célul as eucarióticas adeq uada s, dando o r i gem 

a o s  vírus CGV2 com toda s a s  s ua s  p ropri e dades biológi cas.  Os 

20 invento r e s  do presente pedido de pate nte usam a amp l i fi cação 

com Phi 2 9 DNA polimerase e métodos do transfe cção para i solar 

o vír us CGV2 . 

Os presente s  invento r e s  c aracteri z ar am a forma de f ji ta 

dup l a  do genoma inteiro do CGV2 . E ste genoma tem um 

25 comprimento de cerca 2 , 4 kb e e stá clonado em veto r e s  

procariotos como o pCR2 . 1 .  O DNA foi par c i a lmente seqüenciado 

( S EQ ID NO : 1 )  . Em um te s te de PCR e sp e c ífico para ácidos 

nucl é i c o s  de CGV2 , e s te foi demonstrado n o  f í gado , baço , r im 

e f o l í c ul o s  de penas de gal inha s saudávei s  e doente s. 

30 A aná l i s e  de produto s de ampli f i caçã o da Phi 2 9  DNA 

polime r a s e  de quatro amo stras diferente s i so l adas de camp o  

mo strou que o genoma d o  CGV2 clonado é repr e s entante do CGV2 
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de campo . Todos eles tinham um t amanho de genoma de ce rca 2 , 4 

kb e dige stões com outras en zima s de res t r i ção mo s t raram o 

mesmo padrão para todos o s  quatro is o lado s . Em experimentos 

de PCR us ando o l igonucleotídeos derivados da s e qüência CGV2 

5 ( SEQ I D  NO: 1 )  o DNA do CGV2 foi ampli f i cado especificamente . 

Amos t ras coletadas de gal inha s ( 1 0 8  amo s t r a s  do Rio 

Grande do Sul , 4 8  amostras de · S anta Catarina e 2 1  amo s t ras 

coletada s na Holanda ) foram ana l i s adas para a presença de DNA 

de AGV2 at ravés da PCR . DNA de AGV2 fo i encontrado em 9 8/ 1 0 8  

10 ( 9 0 , 7 % )  e 2 9 / 4 8 ( 6 0 , 4 % )  amostras t e s t ada s . Das 2 1  amo s t ra s  da 

Holanda , 9 ( 4 2 , 9 % )  foram po s i t ivas . A aná l i s e  da s e quencia de 

nucleot ídeos de 27 amo s t ra s  amp l i f i cadas demonst rou a 

pres ença de variante s  gen ômi cos e antigênicos de AGV2 . 

15 

Descrição Breve das .. Figuras 

FIG .  1 mos t ra os  produt o s  de amp l i ficação da Phi2 9 DNA 

polimerase de quatro soros di ferente s ·  de galinhas doente s  

digeridos com BamHI . 

FIG . 2 mos t ra um mapa de r e s t r i ção enzimát i ca do genoma 

CGV2 cl onado e as  posiçõe s das principa i s  regiões com uma 

20 fase de leitura aberta ( ORFs ) : VP1 ,  VP2 e VP 3. 

FIGS . 3A, 3B , 3C e D mos tram as  s emelhanças de 

aminoácidos encontradas entre as proteínas codi ficadas de 

CGV2 : VP1 ,  VP2 e VP 3 e aquel a s  do s CAV e D: Regiõ e s  

funcionais pos s íve i s  d a  proteína CGV2 VP3.  

25 FIG . 3A mostra a comparação das sequências da VP l do CAV 

( Noteborn , M . H . M . , de Boer ,  G . F . , van Roo ze l a a r ,  D . J. ,  

Karreman , C . , Kranenburg , 0., Vos ,  J. G . , Jeuri s s e n ,  S . H . M . , 

Hoeben,  R . C . , Zant ema , A . , Koch , G . , van Ormondt , H .  and van 
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der Eb f A.J. Charact e ri z at i o n  o f  c l oned chi c ken anemi a  vi rus 

DNA that contains all element s for the infectious rep l i ca t i on 

cycle . Journal o f  Vi rology 6 5  ( 6 )  f 31 31 -31 39 ( 1 9 9 1 )  f Número 

de ace s so NCBI Q 9 9 1 5 3f e CGV2 ut i l i zando o programa MegAl ign 

5 Clusta l V  program s ob condições PAM 2 5 0 : 38f8% de ident idade 

de aminoácidos . 

FIG 3B mo s t ra a comparação da s sequências da VP2 do CAV 

· ( Me ehan , B . M . , ToddfD • f Creelan , J . L . f ·E a r l e fJ. A . P . , Hoey, E . M . 

and McNul t y ,  M. S. Characteri zation o f viral DNAs from cel l s  

10 infected with chi c k en anaemia agent . Sequence analys i s  o f  the 

cloned repl icat ive form and t rans f ect ion capab i l i t i e s  o f  

cl oned genome fragments Archive s .o f Vi rology 1 2 4  ( 3/4 ) ,  30 1 -

31 9 ( 1 9 92 ) , Número de ace s s o NCB I AAC 5 84 7 6 )  e do CGV2 , 

ut il i z ando o programa MegAl ign Clus t a l V  sob condiçõe s PAM 

B 2 5 0 :  4 0 f7 %  d e  i d ent idade de aminoácido s . 

FIG 3C mos t ra a comparação da s sequências da VP 3 do CAV 

( Meehan , B.M., Todd , D . , Cre e l an , J. L . , Earle , J. A.P ., Hoe y , E .M .  

and McNulty, M . S . Characteri z a t i on o f  viral DNAs . from cel l s  

inf ected with chicken anaemi a agent . Sequence ana l y s i s  o f  the 

20 cl oned rep l i cat ive form and t rans f ect ion capab i l i t i e s  of 

cl oned genome fragment s Archive s o f  Vi rology 1 2 4 ( 3/4 ) , 30 1 -

31 9 ( 1 9 9 2 ) , Número d e  ace s s o NCB I 2 0 0 31 7 1 8) e ·do CGV2 , 

ut i l i z a ndo o programa MegAl ign C lus t a l V  s ob condi çõe s PAM 

2 5 0 :  31 , 4 % de ident idade de aminoácido s .  

25 FI G. 4 mos t ra a con s t rução de um mutante VP 3 negativo de 

CGV2 . 

FI G .  5 mos t ra a con s t rução de um v etor de expre s s ão 

eucariótica para CGV2 VP 3 

FIG. 6 mos t r a  a origem e s ina i s  c l ínicos relacionado s à s  

30 amo s t ra s  d e  gal inhas us adas no sequenci amento . 
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a l inhamento 

VP 3 da s 

da s sequencias de 

di ferentes amo s t ras 

FI G .  8 mostra a árvore f i logenéti ca construída a part i r  

5 do a l inhamento da s s equên ci a s  de aminoácidos da VP3 

Descrição Detalhada da Invenção 

A ·  p r e s ente invenção fornece informação· e specífica s obre 

a s equência de nucleot íde o s  correspondentes à ,  ou 

10 complementare s , à sequência de nucl eot ídeos de um genoma de 

CGV2 . A modal i dade preferida da p r e s ente invenção cons is t e  na 

tal s e qüência de nucleot ídeos de CGV2 e specificamente 

correspondente à,  ou comp l ementar,  à s eqüência de 

15 

nucleot í deos SEQ I D  NO:  1 ,  uma 

nucleot ídeos s emelhant es a p e l o  menos 

me sma sequência de 

7 0 % , ou parte del e . A 

invenção consi ste de uma mol é cula de ácido nucléico ou f i t a  

simp l e s  o u  dupla f i  ta , o u  DNA o u  RNA, l inear o u  ci rcul a r ,  

nuas o u  envolvidas em part ícul a s ,  ou parte d e  um vetor 

procariót i co 

20 nuclé icos . 

ou eucariót i co que contém e s t e s  á c i dos 

Uma caracterís t ica importante da invenção é uma mol écula 

de ácido nucléico , que pode inclui r o genoma completo �de 

CGV2 , ma s este não é neces s ariamente d cas o .  Mu itas ve ze s , 

apena s uma parte espe c i f i ca de seqüênci a s  de CGV2 s ão 

25 suficientes para a apl i cação nece s s ária . 

Uma primeira pos s ib i l i da de pre ferida é uma s e quência de 

nucleot ídeos especí ficos do CGV2 correspondendo a, ou 

complementar,  a uma seqüência de nucleot ídeos que codi fica 

uma proteína de CGV2 e que o corre em um genoma de CGV2 , ou 

30 parte dele . A expres são "parte", em princípio , compreende 

todas a s  partes que ainda podem ser de s i gnada s como CGV2 -

espe c í f i cas . Ao nível de prote ína e s te s e rá um epí t opo para a 



20/34 

mai oria da s apli caçõe s ,  ou s e ja ,  um determinante ant igênico 

reconhecido por ant icorpos ou uma prote ína bio logi camente 

funcional ou parte de uma proteína . 

Em um s egundo a specto ,  a invenção compreende o uso da 

5 informação genética recombinante como definido acima , em 

e special para fins de diagnó s t i co ,  imuni zação , para fins de 

vacinação , ou para a produção de proteínas do CGV2 

(bi ologi came nte ativas ) .  Mai s  e specifi cament e ,  trat a - s e , por 

exemp l o ,  da ut i l i zação da informação gené t i ca de re combinação 

10 de acordo com a invenção como uma sonda CGV2 -e specí fica ou 

oligon ocleotídeo em um proce s s o  p a ra detectar ácidos 

nuc l éi cos de CGV2 amplificados através de RNA por me io de RT 

PCR ou amp l i fi cados de DNA por me io de PCR . Em part i cular , a 

invenção s e  re fere a um kit de diagnó s t ico contendo 

15 informaçõe s genéticas recombinantes de acordo com a invenção , 

como uma s onda CGV2 - e spec í f i ca ou oligon ocleo tídeo. 

Outra característica imp ortante da invenção é a 

ut i l i z?ção da informação genét ica recomb inante de acordo com 

a invenção de uma vacina de vírus vivo , bas eada em um vírus 

20 do tipo s elvagem CGV2 ou em um recomb inante CGV2 mut ante , e 

rea l i zar a proteção contra a infecção e doença caus ada por 

CGV2 ou um patógeno relac i o nado . A invenção também s e  e s tende 

a uma p reparação da vacina para i muni zar cont ra CGV2 ou 

patógenos relacionado s ,  que comp reende a preparação da 

25 informação genética recombinante de acordo com a invenção e ,  

opcionalment e ,  um ou vários adjuvantes adequados para vacinas 

de vírus vivo s . 

30 

Outro a specto da invenção e s t á  relacionada a proteínas 

de CGV2 ou parte de informações o bt idas por recombinação 

genét ica de 

s e qüência de 

parte dela ,  

acordo com a invenção , compreendendo uma 

nucleot ídeos que codi fica a proteína CGV2 ou 

a s s im como a prote ína CGV2 ou de parte dela 
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obti da pelo i solamento de célul a s  procariót icas ou 

eucarióticas recombinante s  contendo informações genéticas de 

acordo com a invenção , compreendendo uma s eqüência de 

n ucleotídeos que codi fica proteínas de CGV2 o u  partes de l e  e 

5 é cap a z  da expres s ão da me sma . 

Também no nível de proteína a invenção e s tende - s e  a 

diferente s  aplicações ,  nomeadamente: a ut i l i zação de uma 

proteína de CGV2 o u  parte de prote ínas de acordo com a 

invenção para a terapia ant i - t umo ral o u  para fins de 

10 diagnós t i co ,  imuni zação ou para fins de vacinação , ou para a 

produção de ant i corpos CGV2 -especi fico s ,  t anto p o l i clona i s  

como monoclona i s . 

Por 

proteína 

exemp l o ,  

de CGV2 

a 

ou 

invenção prevê a 

parte s  de la como 

ut i l i zação de 

definido acima 

uma 

como 

15 reagent e para ligar ant icorpos CGV2 e sp e c í f i c o s  em um 

proce s s o  de imunoens aio para a det e c ção de ant icorpos CGV2 -

e specí f i co s ,  por exemplo , um ensaio de imunoperoxida s e , um 

ELI SA o u  imunofl uores cência , e um kit de di agnó s t i co para a 

detecção de anticorpos CGV2 - específi cos em um imunoens a i o , 

20 como coloração por imunopero ;xi dase , um E LI SA o u  de 

imunof l uores cência indireta , um ki t de diagnós t i co onde uma 

proteína CGV2 o u  parte de proteína-·s de acordo com a invençã o ,  

como um reagent ê que l iga �nt i corpos CGV2 - e specí f i Co s . 

A invenção também inc l ui a utili zação de uma prote ína 

25 CGV2 ou part e de prote ína s ,  tal como de finido anteriorment e , 

como uma vacina de s ubunidade para fornecer proteção contra 

CGV2 , bem como uma preparação de vacina cont ra CGV2 , q ue 

compreende uma preparação de proteínas do CGV2 o u  parte de 

proteínas de acordo com a invenção e,  opcionalmente ,  um o u  

30 vários adjuvantes apropriados para a s  vacinas de s ubunidade . 

A ut i l i zação de uma proteína de CGV2 o u  da proteína como 

acima de finido em um proces s o  para produzir ant i corpos 
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policlonais ou monoclonais CGV2 específicos também se insere 

na esfera de aplicação da invenção . 

Em outra característica, a invenção também se a 

anticorpos específicos anti CGV2 produzidos por meio de uma 

5 proteína CGV2 ou parte de proteínas, tal como definido 

anteriormente, bem como os diferentes usos para CGV2 como 

anticorpos específicos, por exemplo, para fins de 

diagnóstico, imunização Oli fins de vacinação, ou para fins de 

preparação de proteínas em larga escala . Por exemplo, um kit 

10 de diagnóstico para a detecção de proteínas CGV2 em um 

processo de imunoensaio, como um kit de diagnóstico CGV2 que 

contém anticorpos específicos de acordo com a invenção, como 

a proteína de CGV2 reagentes . 

Outro aspecto importante da invenção é o uso de 

15 proteínas de CGV2 ou suas partes, especialmente da proteína 

VP3 do CGV2 ou partes dela, como uma molécula biologicamente 

ativa, especificamente na sua utilização em uma terapia anti

tumoral. Tal aplicação inclui a proteína VP3 isolada, mas 

também a proteína expressa em um vetor eucarioto . Estes 

20 vetores podem expressar a proteína VP3 do CGV2 completa, 

sozinha ou como parte de uma proteína de fusão, tanto em sua 

forma original ou de uma forma mutante . -· 

Materiais e Métodos 

25 Isolamento de DNA de soros de frangos 

/ ' 

Isolamento de DNA de soros de frango é feito da seguinte 

forma: 500 pl de soro de frango é digerido por 1:30 h a 37°C 

em 520 pl tampão de lise (0,3% SDS e 0,1 mg de proteinase K). 

O DNA é extraído primeiro com 500 pl de fenol saturado 

30 seguido por uma extração de clorofórmio: álcool-isoamílico 

(24: 1). Após a precipitação com 2, 5 volumes de etanol 98% 

frio, o sedimento é lavado com uma solução de etanol I água 
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de 7 0 % .  A parte r e s tante é suspen s a  em 50 pl TE ( 1 0 mM Tri s ,  

1 mM EDTA, pH 7 , 4 )  s uplementado com 1 0  mg RNAs e e incubada 

por 3 0  min a 3 7 ° C .  

I solamento de DNA de tecidos de frango 

O i s o lamento de DNA de t e c i dos de frango ( cérebro , 

fígado , baço , rim, fo lícu l o  da pena ) , é feito e s s encialmente 

como des crito por Van Enge lenburg et al . [Van Engelenburg et 

al . 1 9 9 3 . Deve l opment o f  a rapid and s ens i t ive polymerase 

cha in react ion as say for detect ion o f  bovine herpe svirus type 

10 1 in bovine semen . Journal o f  Cl ini cal Microb i o logy 3 1 ,  3 1 2 9-

3 1 3 5], com as seguintes a l terações ;  10 mg de tecido são 

mace rado s e di geridos por 4 h ,  a 3 7 ° C  em 1 ml de tampão de 

li se ( 1 0 mM Tri s ,  1 mM EDTA, 1 0 0  mM NaCl ) contendo 0 , 5% S D S  e 

0 , 1 mg de p roteinase K .  O DNA é extraído por duas vez e s  com 

15 fenol : clorofórmio : álcool i s oamí l i co ( 2 5: 2 4 : 1 ), precipit ado 

com do i s  volumes de etanol 1 0 0 %  e mant ido a 2 0 ° C por 1 h .  O 

DNA é lavado em etanol 7 0 % ,  o ar seco e res s uspenso em 1 0 0  pl 

de TE ( 1 0  mM Tr i s , 1 mM EDTA, pH 7 , 4 ) . 

Multiple-primed rolling-circle ampli fi ca t i on ( MPRCA) de 

20 gen omas do CGV2 

As amostras de DNA i s o lada s de soros e o s  t ecidos são 

submet idas a mul tiple-primed rolling-ci rcle -· ampli fi ca t i on 

( MPRCA) us ando a phi2 9 DNA ' p o l imerase . O protoco l o  MPRCA é 

desenvolvido , e s s encialmente ,  como é de scrito por De z e n  et 

25 a l .  2 0 0 9  [De zen e t  a l .  ( 2 0 0 9 )  Multiply-primed ro lling - c i r c le 

amp l i f i cation (MPRCA ) of  PCV2 genome s : App l i cations on 

detect ion , s e quencing and virus is o lation . Re s e arch in 

Veterinary S ci ence ]. Um total de 1 0 0  ng de DNA ext raído é 

us ado em um vo lume de reação de 2 5  pl . Os produt o s  da reação 

30 MPRCA s ão s eparado s  digeridos ou não-digeridos com enz ima s de 

restrição em um gel de aga r o s e  0 , 7 % . 

Clonagem do DNA de CGV2 
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Os produtos da dige stão de genoma s de CGV2 amp l i f i cados 

com en z imas de restrição que dão ori gem à só um ou do i s  

fragmentos s ã o  cl onados em vetores pro carioto s ,  como pCR2 . 1 , 

e submetido s  à aná l i s e  da s e qüência . Partes do genoma do DNA 

5 do CGV2 são subseqüentemente sub-clonada s no me smo vet o r  o u ,  

p o r  exemplo , e m  pUC 1 8/ 1 9 . Todo s os p a s sos d e  clona gem do 

pla smídeo de DNA s ão real i z ado s uti l i z ando métodos padrão 

[.Sambrook,  J. , Rus s el l ,  DW , 2 0 0 1 . · Mo l e cu l a r  Cloning: A 

Laboratory Manual , vol . 1 ,  3rd ed . Spring Harbour Laboratory 

10 Pre s s ,  Ne w Yor k ,  E . U . A . , pp . 1 , 84 - 1 , 87 ] .  

Aná l i s e  da sequência de DNA CGV2 

Plasmídeos cont endo fragmentos do genoma do CGV2 são 

pur i f i cados pelo método padrão 'miniprep' e cerca de 1 0 0  ng 

de cada pla smídeo é uti l i zado para a aná l i s e  da s e qüênci a  de 

15 nucleot ídeos em um apar e lho de s eqüenciamento aut omá t i co 

mul t i canal (ACTGene2 5 6 -Mega Bace ) , ut i l i z ando 

oligonocleotídeos M1 3 de padrão ou oligonocleot í deos 

especí ficos para o genoma do CGV2 . As s e qüências obtidas s ão 

al inhadas em um programa de montagem de seqüência s ,  como o 

20 programa SeqMan tmii 5 0 0  de DNASTAR Inc . e es tudada s 

ut i l i z ando Basic Local Alignment S earch Tool ( BLAST ) 

[Alt s chul ,  S . F . ·� Madden , T . L . , Schaffe r ,  A . A . , Zh ang , J . , 

Zhang , Z. , Mil l e r ,  W . , Lipman,  D . J. ,  1 9 9 7 . Gapped BLAST and 

P S I - BLAS T :  a new generation of protein databas e  s e a rch 

25 programs . Nucleic Acids Res e arch 2 5 ,  3 389 - 34 0 2 ]  do Na tional 

Cen ter for Bio techn ology Informa tion (NCBI ) .  

Culturas de células 

O vírus CGV2 é propagado em célu l a s  da l inhagem T de 

frango t rans formadas pelo vírus da doença de Mar e k  ( MDCC-

30 MSB 1 ) ou em fibroblastos de embrião de galinha ( CE F )  

transformada s com um vet o r  d e  expres s ão que expres s a  um 

oncogene como o S imian Vi rus Vacuol i z ant e Tag4 0 ( SV4 0 Large T 
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ant igen ) , o gene da telome ra s e  de camundongo ( tert gene ) ou o 

gene E7 do vírus do papiloma humano . 

Trans fecção de genomas de CGV2 

Para a trans fecção de genomas de CGV2 re -circul a r i z ados 

5 em células de gal inha t rans formadas , um do s dois métodos 

seguintes são uti l i z ados : o mét odo de fos fato de cál cio de 

Graham e Van der Eb [Graham, F .  L. & van der Eb , A .  J. 

( 1 9 7 3) . · A  ne w technique for the a s s ay of infectivity of human 

adenovi rus 5 DNA .  Virol ogy 5 2 ,  4 5 6  4 67 ], ou o mét odo 

W l ipo fectamine [Lipofe ct amine m 2 0 0 0  da Invitrogen] . Em suma , 

para t rans formar células de gal inha , 1 pg de DNA genômico r e 

circular i z ado do CGV2 é adicionado às células us ando um dos 

métodos mencionados acima e as células t rans fectadas s ã o  

incubadas em uma incubadora de C 02 a 3 7 o C .  Em segu ida , o 

15 s obrenadante das células t rans fectadas e não t rans fe ctadas é 

testado para a pre s ença de genomas de CGV2 por 5 dias 

cons e cut ivos com o PCR especí f i co para CGV2 para acompanhar o 

cre s c i mento do ví rus e por um ensaio de imunoperoxida s e  em 

monocamada ( I PMA) da s células transfectadas após 5 dias de 

20 cult ivo . 

Reação e m  cadeia da p o l imerase ( S igla inglês : Polyme r a s e  

Chain React i on ( PCR) . 

' Oligonucl eotíde o s  para executar uma ' reação de PCR s e rão 

comprados de u ma empre s a  comercial e sua s e qüênc ia de 

25 nucleot ídeos será bas eada na s e qüência S EQ ID NO 1 .  O DNA é 

ou i s olado de soros , ou de vários tecidos de frangos doente s  

ou a part i r  do sobrenadante da s célu l a s  trans fectadas com 

genomas de CGV2 . A reação de PCR é real i z ada em um vol ume 

total de 2 5  pl contendo 2 , 5 pl tampão de PCR 1 0 x 

30 ( Invit rogen ) , 0 , 7 5 pl 50  mM MgC l 2, 2 pl 1 0  mM dNT P ,  5 pmol de 

cada oligonocleotídeo , 1 ,  2 5  unidade de Taq DNA p o l ime r a s e  

( Invi trogen ) . A s  condi çõe s  d e  amp l i ficação s ã o :  7 min a 9 4 ° C  
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s eguidos por 35 ciclos de 30 seg . a 94 ° C ,  30 seg . a 6 2° C  e 30 

seg . a 7 2  ° C ,  s eguido por 7 min a 7 2  ° C  em um termo c i c l ador 

Eppendorf Mas t e r . Um quinto do DNA amp l i f i cado é ana l i s ado em 

um gel de 1 %  agar o s e  

5 Sequenciament o e aná l i s e  comparat iva da s sequências de 

10 

nucleot ídeos . 

A determinação das sequências de produtos de PCR é real i zada 

em um sequenci ador automático 31 30 Genetic Ana lyzer 

uti l i z ando - s e  o Big Dye Terminator v3. 1 Cycle S equencing Kit 

( Applied biosystems ) de acordo com a s  instruções do 

fabricante . Cada produto de PCR é seqüenciado quatro ve zes . 

As sequencias obt idas foram comparadas ut i l i z ando - s e  o 

programa BioEdit package 7 . 0 . 5 ( Hal l ,  T . A .  ( 1 9 9 9 ) . BioEdit : a 

u s e r - friendly biological sequence a l ignment editor and 

15 ana l y s i s  program for Windo ws 9 5 / 9 8/ NT .  Nucl . Acids . Symp . 

S e r . 4 1 . Vector NTI 8. O ,  Al ign X  e Cont igExpres s  ( InforMax , 

I nc . ) . As sequências foram comparadas e a linhadas com a 

região correspondente do AG V2 ut i l i z ando o programa Clustal W 

( Thompson; J. D . , Higgins , D . G . , Gib s on,  T . J. ('1 99 4 ) . C l u st a l  

20 W :  improving the sensitivity of p rogre s s i ve multiple s e quence 

a l i gnment through sequence we ighting ,  p o s i  t i on-spe c i f i c  gap 

pena l t i e s  and we ight matrix choi ce . Nuc . Acid . Res . 22, 4 6 7 3-

4 6 80 ) . A anál i s e  filogené t i ca foi rea li z ada ut i l i z ando o 

programa MEGA- 3 ( Kumar,  S . , Tamura , K . , Nei , M .  ( 20 0 4 ) . 

25 Mega 3: integrated so ft ware for mol e cular evo lut i onary 
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g en et i c s  analys i s  and s equ ence a lignment . Bri ef . Bi oi n f orm . 

5 ,  1 5 0 - 1 6 3) . 

T es t e  da imun op erox i da s e  em monocama da ( I PMA) 

Células tran s f ectada s  c om g en oma s de CGV2 ou infectadas 

5 c om vírus e células negativa s s ã o, dep oi s de três a cinco 

dias de cultivo, s ã o  c ora da s  uti l i zando s or os de gal inhas 

p os i t iva s para CGV2 em um t es t e  de imunop er oxi das e
. 

em 

monocama da [em inglês : i mmun op er oxi das e  mon olayer as say 

( I PMA) ] . O en s a i o  I PMA é r ea l i z a do de acor do c om o mét odo 

10 des c r i t o p or Wensvoort et al . [W ensvoort , G . , C .  T erpstra , J.  

Boonstra , M .  Bl oemraa d, and D .  Van Zaane. 1 9 86 .  Pr oduct i on of 

monoc l onal ant ibodi es aga inst s wine fev er virus and thei r  us e 

in lab orat ory di agn os i s . Vet . Microb i ol . 1 2 : 1 0 1 - 1 0 8].  Um 

sub s t r a t o  ins ol úvel c r omogên i c o, 3-amin o- 9 - ethylcarba z ol e  

15 ( S igma ) é u s a do para a r eaçã o da p er oxi da s e. 

T es t e  de vírus n eutral i z aç ã o  

Para estudar a r es p osta imun e do h os p edei r o  ant i -CGV2 , 

um t es t e  de det ecção de anticorp os n eutral i z ant es 

esp ec í f i c os c ontra CGV2 é r ea l i z a do uti l i zando es s encialment e 

20 o t es t e  de vírus n eutrali z a çã o ( VNT ) de D er egt et al . [D eregt 

D . , Cho H . J. C .  & Kozub G . C .  1 9 9 3 . � comparat ive evaluat i on of 

t wo s en s itive , s erum n eut ral i za t i on t es t s  f or , b ovine 

h erp esvi rus - 1  ant ib odi es . Cana dian Journal of Vet erinary 

Res earch . 5 7 : 5 6- 5 9 . ]  Em suma , o vírus CGV2 ( 1 0 0  T C I D 50 p or 

25 p oç o) em mi croplacas de 9 6  p oç os são pré-incuba dos p or 2 4  

horas a 37 ° C ,  c om uma s é r i e  de di luições de s or os de frangos 

e trans f eri dos para uma s egunda mi crop l a c a  c om cé l u l a s  

s u s c etívei s  a o  CGV2 . Após 3 dia s  a 37 ° C  em uma incuba dora de 

C02, a s  células inf ectada s  s ã o  examina das micros c opi cament e 

30 para ECP e I ou c or a das u t i l i zando o ens a i o  de I PMA . O t ítul o 
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do s or o  é t oma do c omo a r ec íproca da mai or di luição qu e dá a 

inibição c ompl eta do ECP I ou células p os i t ivas para CGV2 . 

A infecçã o de galinh a s  c om o ví rus CGV2 

S ob r enadant es de cé lulas trans f ecta da s  c om DNA de CGV2 e 

5 s ob r ena dant es de células não t rans f ecta das s ã o  injeta das p or 

via int ramuscular em p el o  men os 1 8  p int os de um di a ( 9 

infecta dos + 9 nã o infec t a dos ) . S ei s  di a s  dep oi s  de infec ç ã o  

uma n ecrópsia é r ea l i z a da de 3 + 3 frang os p or grup o. O p es o  

c orp oral é medi do e flui dos c orp orais ( s angu e c om h eparina , 

10 l í qu or ,  medula ó s s ea ,  e f ez es )  s ã o  recolhi dos . Para i s olar o 

vírus e r eali zar imun oh i s t oqu ími ca,  t imo, baço, rim, e 

amos t r a s  do cérebro s ã o  c ol et a dos . Das amos t ras c ol et a da s  o 

DNA é extra ído e submet i do à PCR para i dent i f i cação de DNA de 

CGV2 . Os  exames imunohist oqu ímic os s ã o  f eit os p or mei o  de uma 

15 c ol oraç ã o  p or imunop er ox i da s e  c om s oros de frang o p os i tivos 

para CGV2 . O mesmo p r oc ediment o é rep et i do em 1 2  e 1 8  di as 

apó s  a infecçã o. 

20 

Exemplos 

Ex emp l o  1 

Amplificação de genoma s de CGV2 com Phi29 

As amost ras de DNA i s ol a das de s or os ·· de galinhas doent es 

f oram s ubmet i das ' à  mult ipl e-prim ed r ol l ing- c i r c le 

amplificat i on ( MPRCA ) u s ando a Phi2 9  DNA p ol imera s e  e 

25 ol i g onocl eot ídeos DNAs e r es i s t ent es c om s eqüênc i a s  

a l eatóri as . S oros control es n egat iv os de gal inhas saudávei s  

f oram u s a dos para control e n egativo. Um t otal de 1 0 0  ng de 

DNA ext raí do f oi usado c omo mol de em um volume de r eação de 

2 5  mL.  Os pr odut os da rea ç ã o  M PRCA foram s epara dos em um g el 

30 de agaros e  a O ,  7 % ,  após a di ges t ã o  c om Hindi I I ou Apa i. 

Ap enas um fragment o de apr ox ima damente 2 , 4 kb surgiu e após a 

di g estão c om BamH I dois fragment os de , r esp ectivament e, 0 , 6 
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kb e 1 , 8 kb apar ec eram . Pr odut os de amp l i f i caçã o c om Phi2 9 de 

quatro amostras 

c ompara dos e os 

fragment os BamHI . 

f oi c onfirma da 

mos t ra dos ) . 

Exempl o  2 

di fer ent es de ga linhas doent es f oram 

quatr o  apr es entaram o mesmo pa dr ã o  de 

( Figura 1 )  A i denti dade des s es fragm ent os 

p el a  anál i s e  da s eqüência ( da dos não 

Clona gem e sub-clona gem da forma de fi ta dupla do DNA de 

CGV2 em ve tores ba cterianos 

10 Os fragment os BamHI de 0 , 6 kb e 1 , 8 kb f oram i s ola dos do 

g el de agaros e  e li ga dos no v et or de procar i ot os pCR2 . 1 

dig eri do c om a en z ima c or r espon dent e. A mi stura da l i ga çã o  

f oi usada para t rans f ormar cé lulas de E. coli T op 1 0  e 

c ol ônias r es i s t ent es à amp i c i l ina foram i s ol a das e t es t a da s  

15 para as  moléculas r ec ombinant es qu e têm um ins ert o de 0 , 6 ou 

1 ,  8 kb . Os plasmí deos c om ins erções de DNA de CGV2 f oram 

u s a dos para det erminar a s eqüência de nucl eotí deos da 

ins erção e foram u s a dos para sub- cl onar fragment os . S ub c l on es 

t ambém f oram submet i dos à anál i s e  de s eqü enciament o de 

20 nucl eot í deos 

Exempl o 3 

A análi se da sequênci a  de n ucleotídeos do gen oma CGV2 

A s eqüência de nucl eotí deos da s in serções dos fragm ent os 

s ub-cl ona dos f oi det erminada usando um aparel h o  de 

25 s eqüenciament o aut omático apl icando o mét odo de int errupçã o 

da ca deia de Sanger et al . [S anger ,  et al . ( 1 97 7 )  Pr oc . Nat l . 

Aca d . S ei .  ( E . U . A . ) 7 4 : 5 4 6 3-5 4 67 ]  Os ol igon ocl eot í deos 

uti l i zados f oram o M1 3-f or war d  ou M1 3- r ev ers e ou 

ol igonocl eot í deos CGV2 - espec í f i c os bas ea dos em SEQ I D  NO : 1 .  

30 As s eqüências nucl eot í dicas obt i das f oram c ompara da s  c om 

s eqüências do banco de da dos NCBI usando o p r ograma BLAST e 

um grau baixo (ma i s  ou men os 4 0 % ) , da s imi l ari da de da 
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de aminoáci dos f oi encontr a do c om pr ot eínas 

p el o  vírus da anemia da s galinhas ( CAV ) . 

E s t u dan do as  r egi õ es da s eqüência c om f a s es de l eitura ab erta 

c om o programa DNASTAR um c on junt o de três r eg i õ es de 

5 p r ot eínas c odificant es f  s emelhant e à organi z a ç ã o  d o  g en oma do 

CAV f p ode s er dis c ernido: a r egiã o  VP3 qu e s e  s obrepõ e a uma 

r egi ão VP2 e a r egiã o de VP2 também s e  s ob r ep õ e  a uma part e 

da r egião da VP1 ( Figura 2 ) . As s eqüênci a s  de aminoáci dos da s 

t r ê s  prot eínas vi rais ( VPs ) f obt i da s  após a tradu ç ã o  

10 c on c eitual da s eqüência de nucl eot í deos f s ã o  da da s  em S E Q  I D  

NO 2 f  3 e 4 .  As i denti da des de r es í du os de amin oáci dos da s 

prot eínas VP1 de CGV2 c om as  do CAV s ã o :  ( parcial ) VP1 : 

34 , 3% ;  VP2 : 4 0 , 3% e VP3: 32 f 2 % .  ( Fi gura 3) . 

Ex emp l o  4 

15 Rea ção da polimera se em cadeia (PCR) do DNA de CGV2 de 

isolados de campo . 

Um par de ol igonocl eot í deos f oi c oncebi do c om ba s e  na 

SEQ I D  NO . 1 para r ea l i z a r  uma r eação da polimeras e em ca dei a 

( PC R )  esp ecí fica para o CGV2 . As s eqüências d es s es 

20 ol i g onocl eot í deqs s ã o  5 1  GGTAGAAGCCAAAGCGTCCAC 3 1 e 5 1  

CGTGTCCGCCAGCAGAAAC 3 1 •  O pr odut o ampl i ficado t em um tamanho 

de 34 6 pb . A PCR c om est es ol igonucleot í deos s intét±c os f oi 

r ea l i z a da esp ecificament e para det ect ar o DNA de CGV2 em 

ga l inhas n o  camp o .  A r eaçã o de PCR f oi r ea l i z ada em um v ol ume 

25 t ot a l  de 2 5  J.Ü c ont en do 2 f 5 Jll t amp ã o  1 0x de PCR 

( I nvitr ogen ) , 0 , 7 5  Jll  50  mM MgC12 , 2 Jll 1 0  mM dNT P f  5 pmol de 

ca da ol igon ocl eot í deo, 1 ,  2 5  uni da de de Taq DNA p ol imeras e 

( I nvitr ogen ) . As condições de amp l i ficaçã o s ã o: 7 min a 9 4 ° C ,  

s egui dos d e  35 c i c l os de 30 s eg .  a 9 4 ° C ,  30 s eg .  a 62 ° C  e 30 

30 s eg .  a 7 2 ° C ,  s egui dos por 7 min a 7 2 ° C  em um t ermoc i c l a dor 

Epp en dorf Ma s t er .  Um quint o d o  DNA amp l i f i c a do f oi ana l i s a do 

em um gel d e  agaros e  1 % . 
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Para determinar o l imite inferior de detecção da PCR 

CGV2 específica , 5 0  ng do produto da PCR de 34 6 pb foram 

submet idos a uma série de diluições na b a s e  1 0  e as  al íquot as 

de todos os  passos da diluição foram ut i l i zada s como moldes 

5 de novas reações de PCR .  A amo s t ra com menor concentração de 

DNA que ainda deu origem a um produt o de PCR detectáve l 

cont inha cerca de 1 0 0 0  mo l é culas de DNA do CGV2 . Us ando e s t e  

PCR,  DNA d e  CGV2 pode s e r  demonstrado n o  f ígado , baço , rim e 

f o l í culos de penas de gal inhas doentes 

10 Exemplo 5 

Ap l i cação da PCR a amostras de gal inha s s audáve is e 

doentes do Rio Grande do Sul , S anta Catarina ( Bras i l )  e 

Holanda 

De 1 0 9  amo stras de galinhas do Rio Grande do Sul ( 1 0 4  de 

15 animais s audáve i s  e cinco de animais doente s ) ,  9 9  ( 9 0 ,  7 % ) 

foram p o s i t ivas na reação de PCR .  Das 4 8  amo s t r a s  de gal inhas 

s audáve i s  de Santa Catarina , 2 9  ( 6 0 , 4 % )  foram pos i t ivas na 

PCR .  Estes dados atestam a amp l a  di st ribuição do AGV2 em 

gal inhas na região Sul do Bras i l . Das 2 1  amostras de cérebro 

20 de gal inhas da Holanda ; 9 ( 4 2 , 9 % )  foram p o s i t ivas para AGVZ, 

25 

mo strando que o víru s e s t á  presente t ambém em gal inha s na 

Europa . 

Exemplo 6 

Comparação da sequência de nucleot ideos dos produt o s  de 

ampl i ficação obtidos 

As s equencias de nucleotídeos de vinte e sete amp l i cons 

de AGV2 , incluindo 14 amo s t ra s  do Rio Grande do Sul , 8 de 
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Santa Cat arina e cinc o da H olanda f oram det e rmina das . A 

c omparaçã o da s s e quencias obt i das reve l ou que ,  de 2 2  

s equências obt i das da regi ã o  S ul do Bra s i l , 1 8  f oram 

i dênticas entr e  s i  e em relaçã o à sequência I D  n ° : 0 1 . T odas 

5 e s s a s  1 8  amos t r a s  f oram obt i da s  de ga l inha s saudáve i s . Out ras 

3 s e quencias o?t i das de anima i s  doent es ( c om perda . de pe s o  e 

que da na pr oduçã o de ovos ) f or am i dênt i c a s  entre s i  e 

di feriram em 1 1 , 5 � o c om rel a çã o  à s  amos t ras 

saudáve i s . E s t a s  di ferenças de nucleot í de os 

de g a linha s 

levaram à 

10 alteraçõe s em 5 e 8 amin oáci dos nas proteínas VP2 e VP3, 

respect ivamente ,  em relaçã o à s  amostras de g a linhas 

saudáve i s . Por outro lado, uma amos tra bra s i l e i ra ,  obt i da de 

galinha que apr e s ent ou l es õ e s  cerebrai s ,  apres ent ou variaçã o 

de 1 3, 1 %  na sequência de nuc l e ot í de os c om relação às  amos t r a s  

B de gal inhas s a u dáve i s  e f oi i dênt i c a  a 3 sequências obt i da� 

20 

de gal inhas c om le sões ce rebrai s  da H olanda . Uma da s 

amos t ras da H olanda apre s ent ou 8, 7 %  de di f e rença s de 

nuc l e ot í de os em relação à s e quênc i a  I D  n o  0 1  e 1 1 ,  6 %  de 

variaçã o em rel a ç ã o  às outras s e quências da H olan da . 

Ut i l i zando t oda s as 2 7  s equências dos pr odut os de PCR e 

a s e quência c orrespondente à s e quência I D  n ° : 0 1 ,  f oi 

c onstruí da uma árvore fi l ogené t i ca . E s t a  apre s en t ou 3 

clusters , um f ormado pela mai or i a  da s amostras b ra s i l e i ra s  

( obt i das de galinha s saudáve i s ) , um grup o c omp os t o  de 
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s equências da Holanda e a amostra SM BRA e um t er c ei r o  

clu s t er f orma do p or amostras bra s i l eiras de gal inhas doent es . 

Exemp l o  7 

Con st rução de um mu tan t e  de CGV2 VP3 nega tivo 

Para c onstruir um mut ant e de CGV2 qu e nã o exp r es s a  a 

prot eína VP3, um có don de para da f oi int r oduz i do n o  iníc i o  da 

r egi ã o  c odi fi cando a . prot eína VP3 .  Est e c odon de para da �ev e 

s er c on c eb i do de f orma qu e a r egiã o  qu e c odi fica a prot eína 

VP2 não é a f etada . O primei r o  amin oá c i do qu e f oi a l t erado 

10 a s s im f oi o r es ídu o de l eucina n úmero 1 8  da VP3. O r es ídu o 

i s ol eucina da prot eína VP2 na mesma pos i ção do g en oma n ã o  f oi 

a f et a do p or es sa mu dança ( Figura 4 ) . 

Para int r odu z i r  es ta mutação n o  g enoma de CGV2 uma PCR 

de fus ã o  f oi ex ecut a da .  Para i s t o quat r o  ol igon ocl eot ídeos 

15 f oram des enha dos parcialment e c om ba s e  na SEQ NO 1 ,  c omo 

s egu e: doi s oligon ocl eot ídeos c ompl emen t a r es abrangen do a 

mutação des eja da : 5 1  CTCGGTCAGAACTATaAACGCATACGAG 3 1 e 5 1  

CTCGTATGCGTTtATAGTTCTGACCGAG 3 1  e doi s ol igon ocl eot ídeos 

ext ernos qu e s ã o  l ocal i z a dos de tal forma qu e a r eg i ã o  

20 amplificada p ode s er c l on a da faci lment e n o  g en oma de CGV2 . Um 

ol igonocl eot ídeo es tá l oca l i z a do t ora do s ít i o  Apa i  e um 

ol igonocl eot ídeo I inclui o s i t i o  de Hin diii e é bas5=!ado na 

s eqüência do vet or (M1 3) incluindo um s i t i o  de E c oRI ( Ec oRI 

nã o  c orta o g en oma de CGV2 ) . Figura 4 .  As dua s  primeiras PCRs 

25 amp l i f i caram a par t e  es qu er da e a par t e  dir ei t a  inclu i n do a 

r egiã o  alt er a da .  Uma t er c eira PCR foi f ei t a  ut i l i zan do a s  

duas r eg i õ es amp l i f i ca das c omo mol des e ap enas os doi s 

ol igonocl eot ídeos ext ern os para fundi r  as  dua s  meta des e 

ampli ficar a regiã o  c omp l eta Apa i  - Hin diii/ E c oRI . A r egiã o  

30 Apa i - Hin diii/EcoRI mu da da f oi cl onada em um c l on e  do g en oma 

t otal do CGV2 , c l ona do no s ít i o  Hindii, a partir do qua l  a 
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ver s ã o  do tipo s elvagem da r egião Apa i  - Hindi i i /EcoRI f oi 

r emovi da .  

Exempl o  8 

Expressão da VP3 de CGV2 em eucari otos 

T odas as  prot einas CGV2 p odem s er produ z i das u s a n do 

s i s t emas de expr es são de procar i ot os ou eucari ot os . O 

c onheciment o s obre as r eg i õ es c odi ficant es do CGV2 é 

s u f i c i ent e para ut i l i zar t a i s  r egiões para c l onagem em um 

vet or de expr es s ã o  adequa do.  Exis t em vári os s i s t emas de 

expr es s ã o  bacterianos di s p onivei s . Para exp r es s ã o  em 

euca r i ot os os s i s t emas de bacul ovirus e de l evedura s ã o  

atualment e os mai s  c omun s .  Para f ornec er uma prot eina à uma 

célula h osp edeira,  vet or es vir a i s ,  t a i s  c omo vet or es 

r et r ovi rai s ,  aden ovirus , bacul ovirus ps eu do- t ip o  p odem s er 

15 usados . N est e ex empl o, mostramos a expres s ã o  da prot eina VP3 

em um vet or de expr es sã o  eucar i ot o  para t es t a r  a sua fun ç ã o  

de ap opt os e  e I ou para produ z i r  células c omp l ementando a 

r ep l i caçã o de mutant es de CGV2 VP3 mut ant es n ega t i  v os . A 

r egiã o  c odi f i cant e da VP 3 do CGV2 é i s ol a da de um s ub-cl on e  

20 do fragment o 1 ,  8 kb BamH I p or dig estão c om Ap oi e BamHI . 

Dep ois de s eparar o mat erial di g er i do em um gel de agaros e a 

O ,  7 % /  o fragment o BamHI - Ap oi de O ,  4 kb ·· f oi i s ol a do do g el 

e ut i l i z ad o  em uma r eação de l igaç ã o  c om o plasmi deo pc DNA3L 

IRES-GFP-N LS di geri do c om BamHI e EcoRI . Um p l a smi deo 

25 r ec ombinant e t endo a r egi ã o  des ej a da de 0 , 4 kb da VP3 do CGV2 

foi i s ol a do e u s a do para a tran s f ecçã o de cé l u l a s  

tran s f orma das ou não-trans f orma das para o estudo do s eu 

ef eit o s ob re a ap opt os e. As c ol ônias de células exp r es sando 

GFP es tavelment e n o  n úcleo p odem s er i s ol a das para obt er a 

30 VP 3 do CGV2 expr es s a . 
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LISTAGEM DAS SEQUÊNCIAS 

1 )  I n f ormações Gerais do Pedido de Patente 

Dados d o  Requerente : 

N ome : Universida de Federal d o  Ri o Grande do Sul 

Endereç o  c omplet o: Rua Sarment o Le ite 5 0 0 ,  P orto Alegre , 

RS , Bra s i l , CEP 9 0 0 5 0 - 1 7 0  

Títul o d a  invençã o:  Cl onagem d o  dna d o  gyr ovírus das 

galinha s t ip o  2 

Nómer o  de seqüências c on s t ante s do pedido:  6 ( s e i s ) 

2 )  I n f ormações Gera i s  das Seqüências 

Nómer o  identi fi cador :  Seq . ID n ° : 0 1  

a )  tamanh o :  2 38 3  nucle otíde os 

b )  Tipo:  P r oteína 

Caract e r í s t i ca s  da mol écu la s eqüenciada : 

a )  Tipo:  DNA 

b )  N ome : genoma CGV2 

Out ras i n f ormações relevante s  

Fonte original da mol é cula :  s or o  d e  gal inha 

At ividade enzimática : nã o se apl i ca , gen oma viral 

1 GGATCCTCCC CCCCGGACCC CCCGTCAATA AATAATTAAA TAAAGCAAAT TGAATTAT T T  
6_1 ATTTATTTTC GGCGCGCGCG GCAGCAGCCT GTACACAGAG ACGTCGCTCG GGTCCTCCGG 

1 2 1  ACCCTCGCTC CTCAACCTTT TCTTATTAAA ATCATCACCC AGCGCGACAA ACGCCACAAG 
1 8 1  GCGT GGTAAC CAACGATATG TAAGTAAACT GAGACTCATA CCGGTACAGG GGGGTACGTC 
2 4 1  ATCATGTACA GGGGGGTACG TCACCATGTA CAGGGGGGTA CGT CACCATG TACAGGGGGG 
3 0 1  TACGTCACCA TGTACAGGGG GGTACGTCAC CAT GTACAGG GGGGTACGTC ACAGCCAATC 
3 6 1  AGAATTGAGC ACGCCCAGAA ACGCCCCTGG GCGGGCAGAT CCTATCAATT AGGGGATATA 
4 2 1  AGCAGAGCGC ATACCGGTCG GCAGTAGGTA TGTCATCCGG CGGTCTCGGG GATTGCAGCG 
4 8 1  CCTGTGAGAC CCGAGCCGCT GGGGGCAGTG AATTGCCGCT TAGGCAAGAG G GGCAACTTG 
5 4 1  GGCCCAGCGG AGCCGGATCC ACGGGCAAGA CACTAAATGC AGACCCCCCG CTCTCGCCGA 
6 0 1  CAAGCAACAA CTACTCGGTC AGAACTATTA ACGGCATACG AGCATCCAAC AAGTTCGTGT 
6 6 1  CCGCCAGCAG AAACGACCTC GATAGAGATC CAAATTGGTA TCGGGTCAAC TATAATTACT 
7 2 1  CTATCGCTAC CTGGCTACGC CAGTGTGCGC GTTCTCACGA CGAGATCTGC ACCTGCGGAC 
7 8 1  GATGGAGGAG TCACTGGTTC CAGGAGGCTA GCGGACTCGT CACACAGGAG ACCCAGACGG 
8 4 1  ACCAGCTCGC CAGAGATCTA CGTCGGCTTC AGCGCAAAGG AGAGGCGGCA AAAAGAAAAC 
9 0 1  TTGATTACCT TAAGAGAAGA GGGACCCCCC ATAAAAAAAC TAAGACTGTG ACATGGCAAG 
9 6 1  ATTACGACGA CGACGACC TC GTGGACGCT T TGGCTTCTAC CACAGAGGAC GATGGCACTG 

1 0 2 1  GAGACACAGA CTGCGACGAA GACGCTATTC CCGGAGGGGT AAATTTCGAT ATGCGCGTAG 
1 0 8 1  AAGAT CCTT T  GATCGCCGCG TTAAGAGGAG GATCTTCAAC CCACACCCGG GCT CCTATGT 
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1 1 4 1  GGTAAGGCTA CCAAACCCTT ACAATAAGCT TACCCTCTTT TTCCAAGGCA T TGTGTTCAT 
1 2 0 1  TCCGGAGGCT CAAGCAT TTG TTAAAAGTAC TTATACAAAG ACTAATCTTA CGGTTTGCCA 
1 2 6 1  TGTAGCCTCA ATAAATGTTA ACCTCCGAGA ATTTATGCTT GCTACAATGC CTT TAGAT GC 
1 3 2 1  
1 3 8 1  
1 4 4 1  
1 5 0 1  
1 5 6 1  
1 6 2 1  

AAAGAGCAAA ATCGGAGGCC 
AGCACAAACG ACGCAGGACG 
CAGCGTACCA CCGAGTGAGT 
TGGCAGATT T  TACAATGCCC 
GGGCTGGCAA CTATTCCGTC 
GGGTGCATT C  TCACCGGTTG 

CTAATCCTTA TCCT CAGCAC TTGCAGGGGT GCCAAT GGTC 
CATGGCCGTA CTCGGCGGGC ATGTCAGAGA CAAAAAGACC 
GGTGGCGCTG GGCTCTCCTG GTGATGCACC CTAGAGCACC 
CTAAGCTAAT GACTCTGGAC GCTATGGGAG ACCTCTTAGG 
ATGTTAGAAC CAAGT TCAGA GTGCTGGCCA CTATGGGCCA 
CAAGCCTCCT TGTGCAAAAT GACTATTGGA GCAGGGGGCA 

1 6 8 1  CTTAGAGGGC T TCCCAGTGA AAGGTGCACC GCCTATGTGC ACCATGCAAA GAAAGACTCA 
1 7 4 1 GCAATACGGC AACGTGGAGG CGAACGCTCC AGCAGATGAG CAGTGGCTAC CGGTGAATCC 
1 8 0 1  CCCAGACCCA CCAGTGTACC CTAACCAGGG AGGATGCTCC CAAAACGTGG CTCCAGGCAT 
1 8 6 1 ATACCGGCTT GCAGGCT TAC AAGACAGTAG CAGATGCTTT TATT CAAAGG CT TGTTTCCC 
1 9 2 1  CAGCTTTGCA GCGCTTTCTG CTATGGGGGC ACCCTGGTCA TT TCCTAGCA CTCAAAAACC 
1 9 8 1  CATT CAAAGA GGCTCATTTA ACAAACAT TC . CAT CACGGGG ACAGGGGACC CCCAGGGCCG 
2 0 4 1  ACGGTGGTTA ACACTTGTGC CTAAAGGCGT GGAATGGATC ACTGAT GACA CCATGGAACA 
2 1 0 1  AACGCAACTG GACACAGACA TTGCAACAC T CTTCTTAGCT CAAGGCAGCC CAAT GTGGGC 
2 1 6 1  ACCCTACAAA T TCGGGACTT T TCACAAGGC AAT GGCCATA ACAGCAATGC AGACCACCCC 
2 2 2 1  CTGGTGCGTG GT GAAAGTAC GGTCCATCTG GCAGCTCGGC AACCAAAGAC AGCCGTACCC 
2 2 8 1  ATGGCAAGTG AACT GGTACA ACGAGCATAC TGCAACGGAC AGATACAACC CGTAAT TGGG 

2 3 4 1 ggggggggtt t t gccccccc cacaaacccc ccccccccgg ggg 

Númer o  i dent i f i ca dor : S eq .  I D  n o : 0 2  

a )  tamanho: 4 6 0 aminoáci dos 

b )  Tipo: Pr ot eína 

Caract er ís t i ca s  da molécula · s eqü enciada :  

a )  T ipo: DNA 

b )  N ome: VPl 

Out ras informações r el evant es 

F ont e. original da molécula : s or9 de ga l inha 

At ivi da de en zimá t i ca : não s e  apl i ca,  prot eína do caps ídeo 

viral 

MARLRRRRPRGRFGFYHRGRWHWRHRLRRRRYSRRGKFRYARRRSFDRRVKRRI FNPHPGSYVVRLPNPYNKLT LFFQGIV 
FI PEAQAFVKSTYTKTNLTVCHVAS INVNLREFMLATMPLDAKSKIGGPNPYPQHLQGCQWSAQTTQDAWPYSAGMSETKR 
PSVPPSEWWRWALLVMHPRAPGRFYNAPKLMTLDAMGDLLGGWQLFRHVRTKFRVLATMGQGAFSPVASLLVQNDYWSRGH 
LEGFPVKGAPPMCTMQRKTQQYGNVEANAPADEQWLPVN PPDPPVYPNQGGCSQNVAPGIYRLAGLQDS SRCFYSKACFPS 
FAALSAMGAPWSFPSTQKPIQRGSFNKHSITGTGDPQGRRWLTLVPKGVEWITDDTMEQTQLDTDIATLFLAQGS PMWAPY 
KFGT FHKAMAITAMQTTPWCVVKVRSIWQLGNQRQPYPWQVNWYNEHTAT DRSNP 
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Número ident i ficador : Seq .  I D  n ° : 0 3  

a )  tamanho : 2 3 1  aminoácidos 

b)  Tipo : Proteína 

Caract e r í s t icas da molécula s e qüenciada : 

a )  Tip o : DNA 

b )  Nome : VP2 

Outras informações re l evante s  

Fonte original da molécul a :  s oro de gal inha 

At ividade enz imát ica : dual speci ficity protein fosfa t a s e  

( dps ; fos fatas ede proteínas ) ,  fator de vi�ulência viral 

MSSGGLGDCSACETRAAGGSELPLRQEGQLGPSGAGSTGKTLNADPPL S PT SNNYSVRT 

INGIRASNKFVSASRNDL DRDPNWYRVNYNYS IATWLRQCARSHDE ICTCGRWRSHWFQ 

EASGLVTQETQTDQLARDLRRLQRKGEAAKRKLDYLKRRGT PHKKTKTVTWQDYDDDDL 

VDALASTTEDDGTGDT DCDEDAI PGGVN FDMRVE DPL IAALRGGS STHTRAPMW 

Núme ro ident i ficador : Seq .  I D  n ° : 0 4  

a )  tamanho : 1 2 4  aminoácidos 

b) Tipo : Proteína 

Caract e r í s t i cas da molécula s e qüenciada : 

a )  T ipo : DNA 

b )  Nome : VP3 

Outras informações relevante s  

Fonte original da molécula : s oro de gal inha 

At ividade enz imática : prováve l indutora de apopto s e ,  

potencial at ividade ant i -tumoral 

MQTPRSRRQATTTRSELLTAYEHPT S S C P PAETTS IEIQIGIGST I I TLSL PGYASVRV 

LTTRSAPADDGGVTGSRRLADS SHRRPRRT S S PEIYVGFSAKERRQKENL ITLREEGPP 

IKKLRL 

Número ident i ficador : Seq .  I D  n ° : 0 5  

a )  tamanho : 2 1  nucleot ídeos 

b)  Tipo : oligonucl eotídeos 
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Característ icas da molécu l a  seqüenciada : 

a )  T ipo : DNA 

b )  Nome : oligonucleot ídeo para PCR NO 1 

Out ras informações relevante s  

Fonte original d a  molécula : s oro de gal inha 

At ividade enz imát ica : não se apl ica 

GGTAGAAGCCAAAGCGTCCAC 

Número ident i ficador : Seq . I D  n ° : 0 6  

a )  t amanho : 1 9  nucleotíde o s  

b )  Tipo : oligonucleot ídeo s  

Caract e r í s t i cas da molécula s e qüenciada : 

a )  T ipo : DNA 

b )  Nome : oligonucl eotídeo para PCR NO 0 2  

Outras informações relevantes 

Fonte original da molécula :  soro de galinha 

At ividade enz imát i ca : não se ap lica 

CGTGTCCGCCAGCAGAAAC 
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REIVINDICAÇÕES 

1 .  A clonagem do DNA do Gyrovírus das gal inha s tipo 2 ,  

caracteri z ado por compreender s e quênci as de nucleotídeos que 

5 codi fi cam polipept ídios relacionados ao CGV2 . 

2 .  Uma s e quência de nucleot ídeos de aco rdo com a 

re ivindi cação 1 caracteri zada por codi ficar uma s equência de 

pelo menos uma parte dos pol ipept ídios : 

a .  que apr e s ent a uma sequência de aminoácidos mo s t rada 

10 em SEQ I D  NO : 2 ou uma s e quência s imi lar de 

aminoácidos com ident idade maior do que 7 0  % 

b .  que ap re s enta uma s equência de aminoácidos mo s t rada 

em SEQ I D  NO : 3 ou uma s e quência s imi l a r  de 

aminoácidos com ident idade mai o r  do que 7 0  % 

15 c .  que ap re senta uma sequência de aminoácidos mo s t rada 

em SEQ ID NO : 4 ou uma sequência simi l a r  de 

aminoácidos com identidade maior do que 7 O % e 

equiva lentes funciona i s  da s me sma s . 

3 .  Uma s e quência de nucleotídeos caracte ri z ada por 

20 compreender pelo menos parte do genoma do CGV2 . 

4 .  Uma s e quência de nucl e ot íde os de acordo com a 

reivindicação 3 ,  caracteri z ado pelo fato de sta s e quência 

conter pelo menos parte da seqüência de nucleot ídeos mo s t rada 

em SEQ ID NO : 1 ou uma s e quência s imi lar de aminoácidos com 

25 ident idade maior do que 7 0  % 

5 .  Uma mol écula de uma s e quênci a  de nuc l e ot ídeo s  

recomb inante caracteri zada p o r  uma seqüência de nucleot ídeos 

de acordo com reivindicaçõe s 1 - 4 . 

6 .  Uma mol écula de uma s e quênc i a  de nucleot íde o s  

30 recombinant e de acordo com a reivindi cação 5 ,  caract e r i z ado 

pela s equência de nucleotídeos s e r  funcionalmente l i gada a 

uma s e qüência de cont role de expres s ão . 
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7 .  Um vetor viral caract eri zado por cont e r  uma s e quência 

de nucl eot ídeos de acordo com as reivindi cações 1 - 4 . 

8. Uma célula ho spedeira trans formada com uma s equência 

de nucleot íde o s  de acordo com as reivindi caçõ e s  1- 4 

5 caracteri z ado por conter um vet o r  viral de acordo com a 

reivindi cação 7 

9 .  Uma mol écula de nucleotídeos recomb inante de acordo 

com·  as reivindi cações 5 - 6  caracteri zado · por conter um vetor 

viral de acordo com a re ivindi cação 7 .  

10 1 0 . Um pol ipept ídio caract e r i z ado por cont e r  

caract e r í s t icas imunogêni cas d e  um ant í geno relacionado a o  

CGV2 . 

1 1 .  Um polipept ídi o de acordo com a rei vindicação 9 ,  

caract e r i z ado por conter p e l o  meno s  parte da s equência de 

15 aminoácidos :  

20 

25 

a .  Tendo uma s equência de aminoácidos mos t rada em SEQ 

I D  NO : 2 ou uma s e quência s imi lar de aminoácido s 

com ident idade mai o r  do que 7 0  % ;  

b .  Tendo uma sequência de aminoácidos mostrada em SEQ 

ID NO : . 3 ou uma s e quênci a s imi l a r  de aminoácido s 

com ident idade ma i o r  do que 7 0  % 

c .  Tendo uma s equência de aminoácidos mo s trada ém SEQ 

ID NO : 4 ou uma s e quência s imi lar de aminoácido s 

com identidade ma ior do que 7 0  % e equival e nt e s  

funcionais das me sma s . 

1 2 . Um pol ipept ídio re l a cionado a CGV2 e codi fi cado p o r  

uma s e qüência d e  nucleotíde o s  d e  acordo com a s  reivindicaçõe s 

1 - 4  caract e r i z ado por conter ident idade de nucleotídeos ma ior 

do que 7 0  % .  

30 1 3 . Um ant icorpo ou ant i -s o r o  caract e r i z ado p o r  s e r  

imunorreat ivo a um pol ipept ídi o de acordo com a s  

reivindi cações 9 - 1 1 . 
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1 4 . Um CGV2 a tenuado que não ocorre na n ature za 

caract e r i z ado por s e r  obtido como r esult ado de uma mut ação no 

genoma do CGV2 introduzida por técnicas de DNA recombinante . 

1 5 . Uma vacina para a proteção das gal inhas e outras 

5 ave s ( como perus , emas , ave s t ruz , fai s ã o , pato s ,  gansos e 

codornas ) contra uma infecção por CGV2 , caract e r i z ada por s e r  

compo s t a  por : uma molécula d e  uma seqüência d e  nucleot íde o s  

recombinante d e  acordo com a r e i  vindicação 5 · ( ou uma parte 

del a ,  com no mínimo 36 nucleotídeos ) f um vetor viral de 

10 acordo com a reivindicação 6 f  uma célula ho spedeira de acordo 

com a rei vindicação 8 f um p o lipept ídio de acordo com as  

reivindicações 10  -12  ou um CGV2 acordo com a re ivindi cação 

1 1 . 

1 6 .  Um mét odo para a preparação de uma vacina contra uma 

15 infecção por CGV2 caract e r i z ado por conte r  uma célula 

ho spedei ra de acordo com a re ivindicação 7 que é cultivada , e 

cons e qüentemente o material cont endo CGV2 é recolhido e 

tratado em uma preparação farmacêut i ca com at ividade 

imuni z ante . 

20 1 7 . Um método para a preparação de uma vacina contrq�. 

25 

CGV2 , caract e r i z ado por conter um pol ipept ídio (mínimo 1 2  

aminoácidos ) de acordo · com a s  reivindi cações 1 0 - 1 2  que é · 

proce S s ado em uma preparação farmacêut�cà com at ividade 

imuni z ante . 

1 8. Um método para a prot eção das gal inhas contra 

infecção por CGV2 caracteri z ado por uma quant i dade e f i c a z  de 

uma vacina de acordo com a re ivindicação 1 5  ser admi n i s t rada 

aos animais . 

1 9 .  Um reagente imunoquími co caracter i z ado por 

30 compreender um pol ipept ídio (mínimo 12 aminoáci dos ) de acordo 

com as reivindicações 1 0 - 1 2 . 



2 0 . Um 

caracteri z ado 

kit 

por 

4/4 

para a reali z ação de 

compreender um reagente 

um imunoensaio 

imunoquímico de 

acordo com a rei vindicação 1 9 .  

2 1 . Uma mo l é cula de nucleotídeos recombinante 

5 caracteriz ada p o r  compreender uma s e qüência de ácido nuc léico 

para expres sar pelo menos parte ( mínimo 1 2  aminoácido s ) da 

seqüência de aminoácidos SEQ I D  NO : 4 ou equiva lent e s  

funcionais uti l i�ados para t e rapia ant i - câncer . 

2 2 . Uma proteína caracte r i z ada por compreender pelo 

10 menos 1 2  aminoácidos da s e qüência SEQ I D  NO : 4 expre s s a  

s eparadamente ut i l i zada para terapi a  ant i - cânce r . 

2 3 . Uma p roteína caract e r i z a da por compreender pelo 

menos 12  aminoácidos da s eqüência SEQ ID NO : 4 expre s s a  como 

parte de uma p roteína de fusão ou e qui valent e s  fun c i onai s  

15 ut i l i zados para terapia ant i - câncer . 
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FIGURAS 

3 4 5 6 7 8 9 

M = marcador la!Íibda x Hindll, 1 , 2  = Avel; 3, 4 = Ave2 ; 5, 6 "' Ave3; 7 , 8  = 

Ave 4; 9 = controle negativo . 

Figura 2 
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Fi rura 3 A 

Comparação da VPl de CGV2 e CAV 
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Figura 3B 

Comparação da VP2 do CGV2 e CAV 

1 
1 

59 
71 

12;1 
141 

193 �:� 
20;1 Rv�DP�I GSSTHTRA 

cav 
cgv2 

cav 
c gv2 

cav 
cgv2 

cav 
cgv2 



5 

10 

15 

3/6 

Figura 3C 

Comparação da VP3 do CGV2 e CAV 
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Figura 3 D  
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Regiões funcionais presumívei s  da proteína VP3 de CGV2 
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Fi gura 5 
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Figura 7 
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RESUMO 

CLONAGEM DO DNA DO GYROVÍRUS DAS GALINHAS TIPO 2 

DNA ou RNA recombinante s , composto p e l o  Gyrovírus da s 

5 gal i nhas t ipo 2 ( S igla inglês : Chi cken Gyrovi rus type 2 

( CGV2 ) - s equência s  de nucleotí deos e specíficas e sua 

uti l i z ação para vacina ção , produção de proteína s , 

di agnó s t i cos ou para terapia ant i - câncer . ProteíRa 

recombinant e de CGV2 e sua uti l i zação para diagnóst icos , 

10 vacinação ou produção , u s o  de ant icorpos ant i -CGV2 

e specí f i cos e a zação de proteínas recombinant e s  CGV2 

para terap i a  ant i-câncer. 
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