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Epígrafe 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nunca Pare de Sonhar 
Gonzaguinha 

Ontem um menino que brincava me falou 
Hoje é a semente do amanhã 

Para não ter medo que este tempo vai passar 
Não se desespere, nem pare de sonhar 

Nunca se entregue, nasça sempre com as manhãs 
Deixe a luz do sol brilhar no céu do seu olhar 

Fé na vida, fé no homem, fé no que virá 
Nós podemos tudo, nós podemos mais 

Vamos lá fazer o que será. 

 
  

http://letras.mus.br/gonzaguinha/
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1 Abstract 

Kaposi´s sarcoma associated herpesvirus (KSHV) or human herpesvirus 8 (HHV-8) 

is a gammaherpesvirus essential for the development of all forms of Kaposi´s sarcoma 

(KS). The KSHV’s life cycle is basically divided into latent and lytic phases, which have 

distinct viral gene expression profiles. Some important oncogenic products of KSHV are 

expressed during the lytic phase, including the viral K1 protein. As an effect of interfer-

ence with intracellular signaling, K1 expression increases proliferation and survival of 

KSHV-infected cells. Due to its high level of genetic variability compared to other re-

gions of the viral genome, the K1-encoding ORF (ORF-K1) is commonly evaluated for 

KSHV genotyping. It remains unclear whether different viral genotypes have particular 

biological effects that might modify the KSHV oncogenicity. The present study aimed to 

contribute to the establishment of an experimental in vitro model for evaluation of the K1 

protein from common KSHV genotypes. Recombinant expression vectors with the ORF-

K1 from KSHV genotypes A, B and C were prepared by genetic cloning. The recombi-

nant vectors pKSHVOK1 obtained by cloning were sequenced for structural validation. 

After that, HEK293 cell line was transfected with the recombinant vectors, and proteins 

were extracted for expression analysis by Western blot technique, for K1 functional vali-

dation. Results showed that ORF-K1 vectors containing KSHV ORF-K1 from the A, B 

and C genotypes were produced and structurally validated by DNA sequencing. The K1 

expression at the protein level was also confirmed by immunoblots using an antibody for 

FLAG detection, an epitope from the vector that binds to K1. Based on presented re-

sults, it´s possible to conclude that the recombinant vectors will be able to be used in 

future studies of K1 protein biological properties from distinct KSHV genotypes.    
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2 Resumo 

 O herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi (Kaposi´s sarcoma associated 

Herpesvirus - KSHV), ou herpesvírus humano tipo 8 (Human herpesvirus 8 - HHV-8), é 

um gamaherpesvírus associado ao desenvolvimento de todas as formas de sarcoma 

de Kaposi (SK). O ciclo biológico do KSHV é tradicionalmente dividido em duas fases 

de expressão gênica, denominadas latência e ciclo lítico. Dentre os produtos virais ex-

pressos predominantemente durante ciclo lítico destaca-se a proteína K1, a qual au-

menta sobrevivência e proliferação da célula infectada em virtude de interferência em 

vias de transdução de sinais intracelulares. Por apresentar elevada variabilidade em 

relação aos outros segmentos do genoma viral, a ORF-K1 é comumente analisada em 

estudos de genotipagem do KSHV. Até o momento não se sabe se diferentes genóti-

pos do vírus apresentam características biológicas peculiares, que possam modificar o 

potencial cancerígeno desse vírus. Com o intuito de contribuir no estabelecimento de 

modelo experimental para análise dos efeitos biológicos da expressão de diferentes 

formas de proteína K1 do KSHV, no presente estudo efetuou-se a preparação de veto-

res de DNA recombinantes contendo a ORF-K1 do KSHV de genótipos A, B e C em-

pregando métodos de clonagem. Os vetores recombinantes pKSHVOK1 foram então 

submetidos a sequenciamento, para validação de sequências de K1 de genótipo A, B e 

C do KSHV. Em seguida, células HEK293 foram transfectadas e, para validar os veto-

res produzidos quanto à expressão da ORF-K1 em nível proteico, lisados das células 

transfectadas foram analisadas por técnica de Western blot (WB). Os resultados mos-

traram que vetores recombinantes contendo a ORF-K1 do KSHV dos principais genóti-

pos virais (A, B e C) foram produzidos e validados estruturalmente por sequenciamento 

automatizado de DNA. Já a expressão proteica de K1 foi constatada por immunoblots 

realizados com anticorpo dirigido ao epítopo FLAG ligado a K1. Dessa forma concluiu-
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se que os vetores recombinantes produzidos e validados poderão ser utilizados em 

estudos funcionais posteriores das propriedades biológicas de K1 dos diferentes genó-

tipos do KSHV. 
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3 Introdução 

3.1 Sarcoma de Kaposi 

Em 1872, Moritz K. Kaposi descreveu pela primeira vez o sarcoma de Kaposi (SK) 

como um sarcoma idiopático e multipigmentado ocorrendo em pele1. Atualmente o di-

agnóstico morfológico do SK é essencialmente baseado na identificação de lesões for-

madas por células fusiformes neoplásicas, células endoteliais e abundância de vasos 

sanguíneos neoformados, permeados por infiltrado inflamatório predominantemente 

mononuclear2. Aspectos clínicos, epidemiológicos e patogenéticos permitem atualmen-

te classificar o SK em quatro formas principais: o SK clássico, o SK endêmico africano, 

o SK Iatrogênico e SK associado à AIDS3. 

O SK clássico ocorre principalmente em homens mais velhos, judeus de origem 

Asquenazi, residentes em regiões do Mediterrâneo ou do leste europeu. Nessa forma a 

doença se manifesta usualmente como lesões cutâneas isoladas em membros inferio-

res, raramente atingindo mucosas. O SK endêmico, por sua vez, é mais frequentemen-

te observado em crianças de países equatoriais africanos, que apresentam doença 

mais agressiva, comprometendo vísceras e o sistema linfático. O SK iatrogênico se 

desenvolve em indivíduos sob tratamento imunossupressor para manutenção de enxer-

to após transplante de órgãos. É relativamente agressivo, manifestando-se em muco-

sas, vísceras e linfonodos, mas também podendo ocasionar lesões em pele4. 

O SK associado à Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Acquired Immunode-

ficiency Syndrome - AIDS) é a forma mais grave da doença. É o câncer mais comu-

mente encontrado em homossexuais e bissexuais portadores do vírus da imunodefici-

ência humana (Human Immunodeficiency Virus – HIV). Pacientes com SK associado à 

AIDS (SK-AIDS) frequentemente apresentam lesões disseminadas acometendo pele e 

vísceras, notadamente trato gastrointestinal e pulmões 4. 
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No início da década de 1990 suspeitava-se que agentes infecciosos tivessem par-

ticipação na etiologia do SK. Alguns herpesvírus descritos até então foram cogitados, 

tais como o citomegalovírus (CMV) e o herpesvírus humano tipo 6 (Human Herpesvirus 

type 6 - HHV-6). Em 1994, analisando amostras de SK de pacientes portadores do HIV, 

Chang e colaboradores identificaram sequência de DNA de um novo herpesvírus hu-

mano, originalmente denominado herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi (Kapo-

si´s sarcoma associated herpesvirus - KSHV)5. 

3.2 Herpesvírus associado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV) 

O KSHV, ou herpesvírus humano tipo 8 (Human Herpesvirus-8 - HHV-8), é um 

herpesvírusgama6, tal qual o vírus Epstein-Barr (Epstein barr virus – EBV), que é asso-

ciado ao desenvolvimento de parcela dos casos de linfomas Hodgkin, linfomas não-

Hodgkin e alguns cânceres epiteliais ocorrendo em humanos7. O KSHV pertence ao 

gênero Radnovirus6, sendo o primeiro vírus descrito desse gênero a infectar natural-

mente seres humanos. Atualmente está bem definida sua participação no desenvolvi-

mento do SK e de algumas doenças linfoproliferativas, notadamente a doença multi-

cêntrica de Castleman (Multicentric Castleman´s Disease – MCD) e o linfoma de efusão 

primária (Primary Effusion Lymphoma - PEL)8,9. 

O KSHV infecta vários tipos celulares, notadamente células endoteliais, células B 

e monócitos, mas também fibroblastos, queratinócitos e células epiteliais10,11. O geno-

ma viral é constituído de fita dupla de DNA com tamanho estimado entre 165kb e 

170kb; apresenta cerca de 87 sequências abertas de leitura (Open Reading Frame – 

ORF), além de aproximadamente 17 micro-RNAs. No genoma do KSHV são encontra-

das 14 ORFs que codificam proteínas com elevada semelhança com proteínas celula-

res2 . 
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O ciclo biológico do KSHV é dividido nas fases latente e lítica. Na fase latente a 

célula se torna menos suscetível à morte celular e é estabelecida infecção viral persis-

tente. No ciclo lítico, por sua vez, ocorre replicação viral e morte celular decorrente de 

efeitos citopáticos virais. Produtos virais expressos em ambas as fases afetam o cres-

cimento e a proliferação celular, além de induzirem inflamação e eventualmente trans-

formação celular2.  

O padrão de expressão de genes do KSHV varia de acordo com a fase do ciclo 

biológico viral. Na fase de latência o genoma viral se mantém circular, em virtude da 

junção de segmentos terminais ricos em repetições CG, formando um epissoma viral. 

Nessa fase a expressão dos genes virais é restrita e não há produção de novas partí-

culas virais12, 13. Na fase lítica o material genético do KSHV torna-se linear e um reper-

tório maior de genes virais é expresso, a começar por genes de expressão precoce, 

que preparam a célula hospedeira para a replicação12 . 

Os genes da fase de latência são expressos na maioria das células fusiformes do 

SK e, de um modo geral, contribuem para sua sobrevivência. Merecem destaque a 

ORF-73, ORF-K13 e ORF-7213,14. A ORF-73 codifica o antígeno nuclear associado à 

latência (Latency-associated Nuclear Antigen – LANA), cuja função principal é ligar o 

epissoma viral ao cromossomo da célula hospedeira15. LANA também contribui na ma-

nutenção da latência e no bloqueio da apoptose (e.g., por inibição de p53)16. A ORF-

K13 codifica a proteína viral inibitória de FLICE (FADD-like interferon converting 

enzyme or caspase 8 (FLICE) inhibitory protein – vFLIP), que ativa a via de sinalização 

celular NF-κB, responsável por modular a expressão de genes relacionados à resposta 

imunitária e inflamação, regulando negativamente a apoptose e modificando a expres-

são de alguns genes supressores tumorais17. A ORF-72 codifica uma proteína viral 



Produção de vetores recombinantes da proteína K1 do KSHV 23 

 

semelhante à ciclina D humana (viral cyclin D – vCyc), estimulando o ciclo celular e, 

consequentemente, a replicação do DNA viral associado ao genoma celular18. 

A reativação do KSHV acontece pela expressão do ativador de replicação e 

transcrição (Replication and Transcription Activator – rta), proteína codificada pela 

ORF-50 viral. Rta causa a transativação de promotores de genes líticos virais pela liga-

ção a elementos rta-responsivos (Rta Response Elements - RRE) nesses promoto-

res19. A proteína pode também ativar os promotores de maneira indireta, associando-se 

a fatores celulares e alterando sua atividade20. 

Além de contribuir na replicação viral, genes do KSHV expressos durante o ciclo 

lítico também contribuem na patogênese do SK. Assim, além de serem responsáveis 

pela dispersão do vírus, os produtos codificados nesses genes tem papel relevante no 

desenvolvimento das lesões características da doença.  Dentre as ORFs expressas no 

ciclo lítico estão a ORF-K2, a ORF-16, a ORF-74, a ORF-K15 e a ORF-K114,20. 

A ORF-K2 codifica a interleucina-6 viral (vIL-6), muito similar a interleucina 6 (IL-6) 

humana, a qual também tem seus níveis aumentados na infecção do KSHV. A vIL-6 

estimula o crescimento celular, a angiogênese e a produção de IL-614. A ORF-16 ex-

pressa a bcl-2 viral, similar à proteína bcl-2 humana em suas propriedades anti-

apoptóticas e anti-autofágicas. Por outro lado, a vbcl-2 difere da homóloga celular por 

não poder ser inativada via fosforilação por ciclina-cdK621, 22. A ORF-74 codifica uma 

proteína viral equivalente a receptores de superfície acoplados à proteína G (viral G 

protein-coupled receptor – v-GPCR). vGPCR tem funções documentadas na transfor-

mação celular, progressão e manutenção do SK, inclusive por suas propriedades pró-

angiogênicas23. A ORF-K15 codifica a proteína transmembrana K15, a qual provoca 

sinais celulares que favorecem inflamação e angiogênese24. A ORF-K1 codifica a pro-

teína K1, que possui importantes atividades imunomodutatórias e transformantes25, 26. 
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Percebe-se que tanto na fase lítica quanto na latente o KSHV expressa genes 

que codificam produtos virais que interferem em fenômenos celulares críticos, tais co-

mo proliferação celular, apoptose, imunomodulação e angiogênese2. Por outro lado, 

convém destacar que a inibição do ciclo lítico (e.g., por reconstituição da resposta imu-

nitária) pode inibir ou mesmo prevenir o desenvolvimento do SK27. A fase lítica também 

contribui para infecção latente de novas células do hospedeiro, de modo que se torna 

importante para a manutenção da neoplasia. Por essa razão, o estudo das proprieda-

des de produtos do KSHV expressos durante o ciclo lítico viral contribui para a elucida-

ção da patogênese do SK. Nesse sentido, especial atenção merece ser dedicada à pro-

teína K1 do KSHV. 

3.3 Proteína K1do KSHV 

 A ORF-K1 é a primeira sequência aberta de leitura do KSHV. Codifica a proteína 

K1 e tem localização proximal na porção 5’ do genoma viral. K1 é uma glicoproteína de 

46 kDa estruturalmente similar ao receptor de células B (B Cell Receptor - BCR). Apre-

senta três domínios principais: o transmembrana, o extracelular e o intracelular, além 

de uma cauda citoplasmática na região C-terminal. A região citoplasmática contém um 

imunoreceptor semelhante a um domínio de ativação tirosino-quinase (Immunoreceptor 

Tyrosine-based Activation Motif – ITAM), composto basicamente por dois domínios de 

ligação homólogos a Src conhecidos como SH2. Esses domínios são importantes para 

a interação da proteína K1 com receptores e proteínas celulares de vias intracelulares 

de transdução de sinal28. Em linfócitos B, células endoteliais e epiteliais, a rta do KSHV 

ativa o promotor da ORF-K1 ligando-se aos seus três sítios RRE nele presentes, dois 

dos quais são significativamente funcionais29.  

Diversas alterações celulares decorrem da expressão de K1. Em células híbridas 

C57/BL/6J de ratos machos e fêmeas, a expressão de K1 se associa a aumento do 
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volume citoplasmático e deslocamento do núcleo celular, que se torna excêntrico 26. Em 

linfócitos B K1 ativa vias de sinalização intracelular graças à interação de seu domínio 

SH2 com a proteína quinase Syk, ocasionando fosforilação desta e deflagrando even-

tos intracelulares que incluem a fosforilação de fosfolipase C e mobilização de cálcio 

para o citoplasma. Em última análise, isso proporciona ativação do fator nuclear de cé-

lulas T ativadas (Nuclear Factor of Activated T cells – NFAT), importante fator de trans-

crição para resposta imunitária30.  

  K1 também interfere na apoptose ao se ligar ao receptor Fas, impedindo sua 

ligação com o ligante FasL31.  

 A expressão de K1 pode também ocasionar elevação da produção de fatores 

com atividade parácrina, notadamente o fator de crescimento endotelial vascular (Vas-

cular Endothelial Growth Factor - VEGF). O VEGF secretado por células endoteliais e 

epiteliais induz angiogênese e aumento da permeabilidade vascular. Outra proteína 

cuja produção é aumentada pela K1 é a metaloproteinase-9 (Matrix Metallopeptidase 9 

- MMP-9), que degrada componentes de matriz extracelular. Sugere-se que a atividade 

de VEGF e MMP-9 induzidas por K1 do KSHV tem importante papel no desenvolvimen-

to e progressão tumorais relacionados à infecção viral32. 

 Sugere-se que o potencial oncogênico de K1 baseia-se principalmente na inter-

ferência em vias de sinalização intracelular. Seu domínio ITAM promove transdução de 

sinal constante, culminando com a ativação de fatores de transcrição e expressão de 

diferentes genes, incluindo os codificadores de citocinas. A quinase de proteínas Lyn, o 

fator nuclear kB (Nuclear Factor kB - NF-kB) e o fator de crescimento de fibroblasto 

(Fibroblast Growth Factor – FGF), por exemplo, têm sua produção aumentada na pre-

sença de K1. Lyn interage com BCR para ativar a PI-3K, enzima envolvida na prolifera-
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ção e diferenciação celular; NF-kB é um importante indutor de genes da resposta imu-

nitária, e FGF estimula o crescimento da célula, proliferação e angiogênese26. 

 Embora seja predominantemente expressa no ciclo lítico do KSHV, K1 também é 

detectada em baixos níveis durante o ciclo latente33. Guilluy e colaboradores demons-

traram que K1 atua nessa fase ativando a proteína Rac1, de modo a contribuir para 

desestabilização de junções celulares e aumento de permeabilidade celular34. 

 Além dessas propriedades de K1 e seu potencial na carcinogênese, convém 

ainda destacar que a análise de regiões hipervariáveis (VR1 e VR2) da ORF-K1 do 

KSHV possibilita classificar os isolados virais em sete grupos genotípicos distintos: A, B 

e C – mais comuns – e D, E, F e Z – mais raros. A distribuição desses diferentes gru-

pos é influenciada por fatores geográficos e étnicos. Genótipos dos grupos A e C são 

frequentemente isolados na Europa, Estados Unidos e Ásia, enquanto genótipo B é 

tipicamente encontrado na África e Guiana Francesa35, 36. Em relação aos genótipos 

virais mais raros, D é típico das Ilhas do Pacífico36 , o genótipo E é caracteristicamente 

encontrado em ameríndios Sul-americanos37; Z foi encontrado em crianças da Zâm-

bia38 e F, descrito mais recentemente, foi encontrado em indivíduos infectados pelo 

KSHV em Uganda39. 

 Elevada variação na sequência de nucleotídeos da ORF-K1 é notada comparan-

do-se as sequências de DNA da ORF-K1 de isolados virais dos genótipos predominan-

tes A, B e C. A variação de nucleotídeos entre os três grupos é estimada em torno de 

1,5%. Variações na cadeia polipeptídica entre os genótipos A e C resultam em 39 ami-

noácidos diferentes entre as proteínas, cerca de 15% do total de aminoácidos da prote-

ína. Por outro lado, há uma diferença de 85 aminoácidos entre A e B (20%)36 . 

 Tendo em vista a diversidade genética da ORF-K1 do KSHV, é possível que di-

ferentes formas de seu produto apresentem propriedades biológicas peculiares na célu-
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la infectada pelo vírus. Entender as diferenças nas alterações celulares propiciadas 

pelas proteínas K1 dos diferentes genótipos virais pode auxiliar na elucidação do po-

tencial carcinogenético do KSHV, de modo a promover melhor compreensão da pato-

gênese de doenças associadas ao vírus. Esses dados podem, inclusive, auxiliar na 

elaboração de terapias direcionadas a determinados genótipos virais. 

Assim sendo, o presente estudo visou contribuir para o estabelecimento de mode-

lo experimental baseado em vetores de expressão contendo a ORF-K1 dos principais 

genótipos do KSHV (A, B e C), os quais serão oportunamente empregados na avalia-

ção das propriedades biológicas das diferentes formas da proteína K1 viral. 

 

4 Objetivos 

4.1 Objetivo geral 

O presente estudo visa contribuir na avaliação da hipótese de que diferentes for-

mas da proteína K1 codificadas pela ORF-K1 dos genótipos A, B e C do KSHV causam 

efeitos biológicos diferentes na célula em que é expressa. 

4.2 Objetivos específicos 

1. Produzir vetores de expressão recombinantes contendo a ORF-K1 de genó-

tipos A, B e C do KSHV. 

2. Validar os vetores recombinantes produzidos, de modo a se garantir a ex-

pressão da proteína K1 do KSHV em células transfectadas. 
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5 Material e Métodos 

5.1 Clonagem da ORF-K1 de genótipos A, B e C do KSHV 

Para a produção de vetores recombinantes para expressão de diferentes formas 

da proteína K1 do KSHV, utilizaram-se sequências da ORF-K1 viral proveniente de li-

nhagens celulares de PEL constitutivamente infectadas pelo vírus (Quadro 1). Essas 

linhagens foram gentilmente doadas pelo grupo de pesquisa liderado pela Profa. Dra. 

Ethel Cesarman (Weill Medical School, Cornell University, NY, USA). 

QUADRO 1- Linhagens celulares de linfoma de efusão primária (PEL) empregadas para obtenção das diferentes 

formas da ORF-K1 do KSHV. 

 

  O Quadro 2 apresenta propriedades de diferentes linhagens de PEL constituti-

vamente infectadas pelo KSHV descritas na literatura, incluindo linhagens usadas no 

presente trabalho. 

QUADRO 2 - Caracterização de algumas linhagens de PEL constitutivamente infectadas com o KSHV descritas na 

literatura (adaptado de Hayward e Zong, 200740). 

Linhagem K1 Gb vIL6 K3 18/19 26E T0.7 LNA 75E UPS75 K15 GenbankAcc# 

BC-1 A2 A/C A/C A/C A/C A/C A2 A2 M M MX 
NC003409 

U75698 

BC-2 C3 A/C A/C A/C - J A/C A/C A/C A/C P AF133042 

BC-3 C3 A/C J K J/K J A/C - A/C - P EU327770 

BCBL-1 A3 J/K J J A/C A3 A3 A3 A3 A/C P U86667 

BCBL-B A4 A/C A/C A/C A/C A/C A/C - A/C A/C P AF133039 

BCBL-R A1 A/C A/C A/C A/C A/C A/C A/C A/C A/C P [A/C] AF133038 

BCP-1 A1 A/C A/C A/C A/C A/C A/C - A/C A/C P AY787132 

VG-1 B1 - B3 B3 - B2 B3’ B2 A[B] B3/M M[B] n.d. 

K1: ORF-K1 ou gene VIP (proteína K1); Gb: ORF-8, codificadora da glicoproteína B; vIL-6: ORF-K2, codificadora de proteína 

homóloga à interleucina 6 humana (Interleucina 6 viral – vIL-6), K3: ORF-K3; 18/19: ORFs 18/19; 26E: ORF-26E, codificadora 

de proteína do capsídeo viral; T0.7: região codificadora de transcrito viral de 0.7-kb, LNA: ORF-73, codificadora de LANA-1; 

75E: ORF-75E, codificadora de proteína do tegumento; UPS75= ORF-75; K15:  ORF-K15 ou gene TMP. P, M e MX: alelo pre-

 Genótipo A do KSHV: BCBL-1, BC-1  

 Genótipo B do KSHV: BC-5, VG-1  

 Genótipo C do KSHV: BC-3, JSC-1 
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dominante, alelo minor e alelo exótico da ORF-K15, respectivamente. J e K: subtipos tendo em vista loci da região constante. 

A/C = genótipos A e C (VIP), que não possuem diferenças em suas seqüências tendo em vista a região genômica indicada. B: 

genótipo B (VIP). 

 

As variantes da ORF-K1 do KSHV foram obtidas por meio de amplificação em-

pregando reação em cadeia polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR) com en-

zima Taq polimerase de alta fidelidade (Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity; 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para tanto, foram utilizados iniciadores de PCR dese-

nhados de modo a flanquear todo o gene e incorporar sítios para as enzimas HindIII e 

BamHI em suas extremidades 3’ e 5’, respectivamente. Esses sítios foram utilizados 

para clonagem de K1 no vetor de expressão comercial p3xFLAG-CMV-10 (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, USA). As condições dos experimentos de PCR com esses inicia-

dores estão indicadas no Quadro 3. 

QUADRO 3 - Iniciadores, componentes e condições de termociclagem dos experimentos de PCR para preparação 

dos vetores recombinantes contendo a ORF-K1 do KSHV. 

Alvos e Iniciadores Componentes da reação Perfil de termociclagem 

ORF-K1 do KSHV 

 KSHVOK1-HindIII.S 

GCGCGCAAGCTTTCTTTCAGACCTTGTTGGAC 

 KSHVOK1-BamHI.A 

GCGCGCGGATCCGAATGTCAGTACCAATCCAC 

Tampão de PCR 1x (Tris-SO4 

60mM pH 8,9/sulfato de amônio 

18mM), 2,5mM MgSO4, 0,20mM 

dNTP, 0,30mM de cada iniciador, 

1U DNA polimerase (Taq DNA 

Polimerase de alta fidelidade1). 

96°C- 3min (1x); 96°C- 

30s, 62°C - 30s, 72°C- 30s 

(40x); 96°C- 30s; 56°C- 

1min; 72°C- 2min (4x)/ 

72°C – 5min; 4°C - ∞ 

MCS2 do vetor p3xFLAG–CMV-10 

 CMV-30.S 

AAT GTC GTA ATA ACC CCG CCC CGT TAG CGC 

 CMV-24.A 

TAT TAG GAC AAG GCT GGT GGG CAC 

Tampão de PCR 1x (Tris-HCl 

100mM pH 8,5/ 500mM KCl), 

2,5mM MgCl, 0,20mM dNTP, 

0,30mM de cada iniciador, 1U 

DNA Polimerase convencional3.  

95°C – 10min (1x); 94°C – 

30s, 57°C - 30s, 72°C – 

1min (35x); 72°C – 5min; 

4°C - ∞ 

1PlatinumTaq High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, IL, USA) 2 Cassete de clonagem (Multiple Cloning Site) 3EasyTaq DNA polymerase (LGC 

Biotecnologia, São Paulo, SP, Brasil). As sequências AAGCTT e GGATCC em caixa são sítios de restrição das enzimas HindIII e BamHI, 

respectivamente, utilizadas para clonagem direcional de ORF-K1. Em negrito, destacam-se segmentos de sequências dos iniciadores com-

plementares a segmentos conservados de ORF-K1 viral. 

Os amplicons gerados foram purificados utilizando o sistema comercial GFXTM 

PCR DNA and gel band Purification (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), segundo ins-

truções do fabricante. Uma vez efetuada a purificação dos produtos de PCR, tanto os 
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amplicons de K1 (insertos) quanto o vetor p3xFLAG-CMV-10 foram digeridos pelas en-

zimas de restrição HindIII (Promega, Madison, WI, USA) e BamHI (New England Bio-

labs, Ipswich, MA, USA) de modo a formar sítios de ligação complementares entre in-

serto e vetor. Para prevenir a recircularização do vetor, foi realizada desfosforilação 

com a enzima fosfatase antártica (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). As condi-

ções dos experimentos de digestão enzimática estão descritas no Quadro 4. 

Em seguida realizou-se ligação entre vetor e inserto empregando a enzima T4 

DNA ligase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), conforme condições no Quadro 

4. A fim de confirmar a formação dos vetores recombinantes pela ligação do vetor e 

inserto, realizou-se PCR com os iniciadores CMV-30.S e CMV-24.A, que se ligam aos 

sítios que flanqueiam a região do cassete de clonagem (Multiple Cloning Site – MCS) 

do vetor. As condições dos experimentos de PCR, bem como as sequências dos inicia-

dores foram indicadas no Quadro 3. 

QUADRO 4 - Condições experimentais enzimáticas para a preparação do vetor p3xFLAG-CMV-10 e dos insertos de 

ORF-K1 para os procedimentos de clonagem. 

Propósito do experimento Componentes da reação Condições da reação 

Digestão com HindIII 

Tampão NEB211x (5mM de NaCl; 1mM de Tris; 1mM MgCl2; 

0,1 mM ditiotreitol pH 7,9), 3,5 µg BSA2, 20U de enzima e 2,5 

µg de DNA do vetor ou inserto. 

Incubação 37ºC-3h. 

Inativação 65ºC-20min 

Digestão com BamHI 

Tampão NEB211x (5mM de NaCl; 1mM de Tris; 1mM MgCl2; 

0,1 mM ditiotreitol pH 7,9), 3,5 µg BSA2, 20U de enzima e 2,5 

µg de DNA do vetor ou inserto. 

Incubação 37ºC-3h 

Desfosforilação do vetor com 

enzima fosfatase antártica. 

Tampão da enzima 1x (50 mM Bis-Tris-propano-HCl; 1mM 

MgCl2; 0,1 mM ZnCl2; pH 6,0), 5U da enzima e 1,20μg de 

DNA do vetor. 

Incubação 37°C - 15min; 

inativação 65°C - 5 min 

Ligação entre vetor e inserto 

com enzima T4 DNA ligase 

Tampão 1x (50mM de Tris-HCl; 10mM MgCl2; 1mM de ATP, 

10 mM ditiotreitol pH 7,5), 1000U da enzima, vetor com con-

centração fixa de 50ng e inserto em proporções crescentes 

em relação ao vetor (razões vetor: inserto 1:0, 1:1, 1:2 e 1:3). 

Incubação 16°C - 2h 

1New England Biolabs (Ipswich, MA, USA), 2 BSA - albumina sérica bovina (Bovine seric albumine). 

Os vetores recombinantes pKSHVOK1 (produzidos a partir da inserção da ORF-

K1 do KSHV em p3xFLAG-CMV-10) foram empregados na transformação de cepas de 
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bactérias E. Coli DH5Max Efficiency® Competent Cells (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). As bactérias foram cultivadas em placas contendo LB (Lúria-Bertani)-Ágar com 

ampicilina como antibiótico seletivo (100µg/mL), mantidas em estufa microbiológica a 

37°C, por 24h. Após esse período, algumas colônias bacterianas isoladas que cresce-

ram foram selecionadas para crescimento em meio líquido LB, contendo ampicilina 

(100µg/mL) por cerca de 16h a 37ºC e sob agitação (300 rpm). Os vetores recombinan-

tes pKSHVOK1 gerados foram então submetidos à validação, conforme detalhado à 

seguir. 

5.2 Validação dos vetores recombinantes para ORF-K1 do KSHV 

O DNA plasmidial correspondente aos vetores recombinantes foi extraído em-

pregando o sistema comercial Pure Link™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Car-

lsbad, CA, USA). A fim de validar as sequências da ORF-K1 nos vetores, diferentes 

clones foram arbitrariamente selecionados e submetidos a sequenciamento automati-

zado de DNA em equipamento ABI 3730 DNA Analyzer empregando insumos Big Dye® 

terminator v3.1 Cycle sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) em 

serviço terceirizado (Centro de Estudos do Genoma Humano, São Paulo, SP, Brasil). 

As sequências obtidas foram comparadas com sequências-protótipo da ORF-K1 depo-

sitadas no banco de dados do Centro Nacional de Informação Biotecnológica dos Esta-

dos Unidos (National Center for Biotechnology Information - NCBI) (Quadro 5). 
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QUADRO 5 - Listagem dos códigos de acesso* das sequências-protótipo utilizadas na análise filogenética e as 

respectivas linhagens celulares da qual foram provenientes. 

Linhagem  Cód. Acesso * Descrição original da sequência 

BCBL-R AF133038.1 KSHV strain BCBL-R transforming membrane receptor-like protein (K1-A1) gene, complete cds. 

US3/ts55 AF151688.1 KSHV strain US3/ts55 K1 glycoprotein (K1-IA) gene, partial cds. 

BCBL-B AF133039.1 KSHV strain BCBL-B transforming membrane receptor-like protein (K1-A4) gene, complete cds. 

BCP-1 AY787132.1 HHV-8 K1 glycoprotein gene, partial cds 

BC-1 NC_003409.1 HHV-8 type M, complete genome 

BCBL-1 U86667.1 KSHV ORF K1 gene, complete cds and unique region left end sequence. 

Ug3/ug13 AF151690.1 KSHV strain Ug3/ug13 K1 glycoprotein (K1-IF) gene, partial cds. 

Ug374 AF130289.1 KSHV isolate Ug374 K1 glycoprotein (K1) gene, partial cds 

ASM72 AF133041.1 KSHV strain ASM72 transforming membrane receptor-like protein (K1-C1) gene, complete cds. 

BBG-1 AF042370.1 KSHV K1 gene, complete cds 

BC-2 AF133042.1 KSHV strain BC-2 transforming membrane receptor-like protein (K1-C3) gene, complete cds. 

GK18 NC_009333 HHV-8, complete genome. 

US6/CK27 AF151686.1 KSHV strain US6/CK27 K1 glycoprotein (K1-II) gene, partial cds. 

BC-3 EU327770.1 HHV-8 isolate BC3 K1 glycoprotein gene, partial cds 

431KAP AF133040.1 KSHV strain 431KAP transforming membrane receptor-like protein (K1-B) gene, complete cds. 

Ug1/ug8 AF151689.1 KSHV strain Ug1/ug8 K1 glycoprotein (K1-IV) gene, partial cds. 

Tupi-1 AF220292.1 KSHV isolate Tupi-1 K1 protein (K1) gene, partial cds 

Tupi-2 AF220293.1 KSHV isolate Tupi-2 K1 protein (K1) gene, partial cds. 

Au1/407p AF151687.1 KSHV strain Au1/407p K1 glycoprotein (K1-III) gene, partial cds. 

TKS10 AF133043.1 KSHV strain TKS10 transforming membrane receptor-like protein (K1-D1) gene, complete cds. 

ZKS3 AF133044.1 KSHV strain ZKS3 transforming membrane receptor-like protein (K1-D2) gene, complete cds 

JSC-1 GQ994935.1 HHV-8 strain JSC-1 clone BAC16, complete genome 

BC-3 AF170531.1 KSHV K1 glycoprotein gene, complete cds 

*Código de identificação único da sequência na base do GenBank, NCBI – USA. 

Clones estruturalmente validados de vetores recombinantes pKSHVOK1 foram 

então transfectados em células HEK293 para análise de expressão de K1. As células 

foram mantidas em meio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbelcco´s Modified Eagle 

medium - DEMEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum - FBS) 

e 0,4% de gentamicina e incubadas à 37ºC em ambiente com 5% de CO2. Inicialmente 

a transfecção foi realizada empregando-se o carreador lipídico Effectene® Transfection 

Reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA). Em um segundo momento realizou-se também 

transfecção por eletroporação com equipamento Neon Transfection System (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA).  

As células transientemente transfectadas foram submetidas à extração de proteí-

nas totais para análise de expressão de K1 por Western blot (WB), utilizando anticorpo 

primário anti-FLAG produzido em camundongo (ANTI-FLAG ® M2 Monoclonal Antibody; 
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Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e anticorpo secundário antifragmento Fab2 de IgG 

de camundongo conjugada a peroxidase e produzida em carneiro (ECL anti-mouse 

IgG, peroxidase-linked species specific F (ab’) 2 fragment (from sheep), GE Healthcare, 

Little Chalfont Buckinghamshire, UK). A incubação do anticorpo primário anti-FLAG foi 

feita na diluição 1:5000, overnight. Já o secundário anti-mouse foi incubado subsequen-

temente, na diluição 1:4000, por 4 horas. 

6 Resultados  

 Primeiramente, realizou-se amplificação por PCR convencional da ORF-K1 do 

KHSV de duas linhagens celulares de PEL pertencentes a diferentes genótipos virais. 

Os iniciadores e as condições utilizados nesse procedimento foram os descritos no 

Quadro 3.  

A fim de padronizar os experimentos seguintes e se obter DNA suficiente para as 

próximas etapas, apenas amostras de DNA identificadas como provenientes de linha-

gens celulares BCP-1 e BC-2 (genótipos A e C do KSHV, respectivamente) foram sele-

cionadas para amplificação. Foi efetuada uma PCR para amplificar a ORF-K1 dessas 

linhagens, de modo a produzir quantidade de amplicons de K1 suficiente para serem 

preparados como insertos para ligação ao vetor p3xFLAG-CMV-10. A Figura 1A mostra 

sucesso na amplificação de ORF-K1, a qual gera um amplicon de tamanho aproximado 

de 900 pb. 

Em seguida foi realizada a digestão enzimática do vetor p3xFLAG-CMV-10 e da 

ORF-K1 obtida das linhagens BCP-1 e BC-2 com as enzimas HindIII e BamHI, cujas 

condições foram explicitadas no Quadro 4. Na Figura 1B, o sucesso na digestão enzi-

mática pode ser notado pela discreta diminuição do número de pares de base do vetor 

(cerca de 50 pb), correspondentes a distância entre os sítios de ligação de HindIII e 

BamHI. Nesse experimento não é possível notar diminuição no número de pares de 
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base do inserto, que permanece com aproximadamente 900 pb. Os insertos produzidos 

pela digestão foram denominados KSHVOK1-1 e KSHVOK1-2 (para ORF-K1 de BCP-1 

e BC-2, respectivamente), sendo seus respectivos vetores recombinantes nomeados 

pKSHVOK1-1 e pKSHVOK1-2. 

 

FIGURA 1 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio. (A) Amplificação do DNA das linha-

gens celulares KSHV-positivas identificadas como BC-2 e BCP-1, utilizando os iniciadores KSHVOK1.HindIII.S e 

KSHVOK1.BamHI.A. A seta indica a banda de tamanho aproximado do amplicon de ORF-K1 (~900pb); No DNA - 

controle negativo de amplificação (sem DNA). Marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). (B) Resultado de digestão enzimática do vetor p3xFLAG-CMV-10 e insertos de ORF-K1 de BC-2 (KSHVOK1-

2) e de BCP-1 (KSHVOK1-1) com as enzimas BamHI e HindIII. Após a digestão, o vetor passa a apresentar 6249pb. 

Insertos se mantém com aproximadamente 900 pb. Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). 

 

 Para se evitar a recircularização do vetor p3xFLAG-CMV-10 digerido, foi efetua-

da sua desfosforilação empregando a enzima fosfatase antártica (New England Bio-

labs, Ipswich, MA, USA). As condições de desfosforilação e de ligação entre vetor e 

inserto foram descritas no Quadro 4 (vide “Material e Métodos”). 

 O sucesso da reação de ligação foi verificado por PCR convencional com os ini-

ciadores CMV-30.S e CMV-24.A, que flanqueiam a região do MCS do vetor p3xFLAG-
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CMV-10. Essa reação gera amplicon com 317 pb e aproximadamente 1167 pb nos ve-

tores original e recombinantes, respectivamente. A digestão com BamHI e HindIII retira 

50 pb do vetor, correspondente ao segmento no MCS entre os sítios de ligação das 

enzimas. A ligação do inserto acrescenta ao vetor original cerca de 900 pb, correspon-

dentes ao tamanho da ORF-K1 (varia de acordo com o genótipo do KSHV). Assim, o 

tamanho esperado do amplicon em caso de sucesso de ligação é de aproximadamente 

1167 pb (ie., 317-50+900 = 1167). 

A Figura 2 demonstra o sucesso no experimento de ligação, de modo que foram 

obtidos os vetores recombinantes pKSHVOK1-1 e pKSHVOK1-2. Na Figura 3 está 

apresentado um mapa esquemático do vetor recombinante gerado. 

 

FIGURA 2 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Marcador de peso molecular de 

100pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O resultado apresenta produto de PCR amplificado com iniciadores CMV-

30.S e CMV-24.A. Amplicon de 1167 pb evidencia que houve ligação adequada entre inserto e vetor; já a banda de 

317 pb representa amplificação de resíduo de vetores vazios não digeridos. No DNA – controle negativo de amplifi-

cação (sem DNA). Para ambos os insertos KSHVOK1-1 (A) e KSHVOK1-2 (B) foram utilizadas diferentes propor-

ções em massa de ligação entre vetor e inserto, sendo essas 1:0 (sem inserto), 1:1, 1:2 e 1:3, com quantidade de 

inserto proporcionalmente crescente em relação à quantidade de vetor. 
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FIGURA 3 - Representação esquemática do vetor recombinante geral pKSHVOK1, contendo a ORF-K1 do KSHV. 

Os sítios de ligação para HindIII e BamHI (cabeças-de-seta) foram utilizados para clonagem. São também indicados 

os sítios de ligação dos iniciadores CMV-30.S e CMV-24.A (*), empregados para validação dos vetores recombinan-

tes gerados. 

 Os vetores recombinantes pKSHVOK1-1 e pKSHVOK1-2 foram então usados 

para transformação de bactérias E. Coli cepa DH5Max Efficiency® Competent Cells 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As bactérias transformadas foram cultivadas em pla-

cas LB-ágar por 24 h a 37°C. As reações de ligação usadas na transformação foram as 

de proporção 1:0 (controle negativo, sem inserto) e 1:2 (50ng de vetor para 100 ng de 

inserto). Após crescimento, algumas colônias isoladas foram selecionadas e amostras 

dessas foram aplicadas diretamente em uma PCR de colônia (Colony PCR) empregan-

do-se novamente os iniciadores CMV-30.S e CMV-24.A (condições descritas no Qua-

dro 3).  

O resultado na Figura 4 evidencia sucesso na reação de ligação, bem como na 

transformação bacteriana em colônias, onde apareceram bandas de 1167 pb, corres-

pondentes a região intercalar dos sítios dos iniciadores onde foi ligado o inserto 

KSHVOK1. 
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FIGURA 4 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Marcador de peso molecular de 

100pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Na figura o resultado da colony PCR com os iniciadores CMV-30.S e CMV-

24.A para os clones dos vetores pKSHVOK1-1 (A e B) e pKSHVOK1-2 (C e D), após transformação de bactérias 

competentes E. coli DH5α. O número correspondente à colônia selecionada na placa de LB-Ágar está indicado no 

topo, bem como a proporção correspondente a massa de vetor e inserto: 1:0 (sem inserto) e 1:2. O amplicon de 

1167 pb representa a região do cassete de clonagem do vetor com inserto inserido; o de 317 pb corresponde à 

região da sequência intercalar entre os iniciadores no vetor original, não ligado. Em pKSHVOK1-2 (C e D) a propor-

ção 1:0 não está representada pois não houve crescimento de colônias na placa. 

 Depois de se confirmar a transformação bacteriana com os vetores recombinan-

tes, optou-se por crescer seis colônias arbitrariamente selecionadas de cada vetor em 

meio líquido LB contendo ampicilina (100µg/mL). Foram selecionadas as colônias 04, 

05, 11, 12, 16 e 17 de pKSHVOK1-1, e 01, 02, 06, 07, 15 e 16 de pKSHVOK1-2. Após 

crescimento e purificação do DNA plasmidial, três clones do vetor pKSHVOK1-1 (04, 05 

e 11) e três do pKSHVOK1-2 (01, 02 e 06) foram submetidos a sequenciamento auto-
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matizado de DNA para se validar a fidedignidade de suas sequências. Com as sequên-

cias obtidas, foram geradas sequências consenso para ORF-K1 dos vetores recombi-

nantes pKSHVOK1-1.04, pKSHVOK1-1.05 e pKSHVOK1-1.11; e pKSHVOK1-2.01, 

pKSHVOK1-2.02 e pKSHVOK1-2.06 utilizando o programa AlignX do Vector NTI Ad-

vance 11 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Figura 5).  

 As sequências consenso foram avaliadas com a Ferramenta de Pesquisa Básica 

de Alinhamento Local (Basic Local Alignment Search Tool – BLAST) do Centro Nacio-

nal de Informação Biotecnológica dos Estados Unidos (National Center for Biotechno-

logy Information - NCBI), disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. Constatou-se que 

as sequências consenso dos vetores recombinantes pKSHVOK1-1 e pKSHVOK1-2 

produzidos foram equivalentes à ORF-K1 do KSHV de sequências-protótipo deposita-

das no NCBI (Figuras 6 e 7). Contudo, a análise revelou divergência de genótipos da 

ORF-K1 entre os vetores pKSHVOK1-1 e pKSHVOK1-2 em relação às linhagens das 

quais supostamente foram provenientes (BCP-1 e BC-2, respectivamente).  

 A sequência de ORF-K1 viral de pKSHVOK1-1, supostamente originada de DNA 

da linhagem celular BCP-1, apresentou alto grau de similaridade com a ORF-K1 de 

BCBL-1 (GenBank Acession# U86667.1 – “Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus 

ORF-K1 gene, complete CDs and unique region left end sequence”). Já ORF-K1 do 

vetor pKSHVOK1-2 de BC-2 foi similar a ORF-K1 da linhagem celular BC-1 (GenBank 

Acession# U75698.1 – “Human herpesvirus 8 type M, partial genome.”). Assim sendo, 

embora se esperasse inicialmente que os clones produzidos fossem de genótipos A 

(BCP-1) e C (BC-2), em verdade foram obtidos dois vetores recombinantes pKSHVOK1 

com ORF-K1 de genótipo A (equivalentes à ORF-K1 do KSHV de BCBL-1 e BC-1).  

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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FIGURA 5 - Alinhamento das sequências consenso da ORF-K1 do KSHV dos diferentes clones dos vetores recom-

binantes pKSHVOK1-1 e pKSHVOK1-2. 
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FIGURA 6 - Alinhamento das sequências consenso de ORF-K1 do KSHV obtidas de clones do vetor recombinante 

pKSHVOK1-1 com sequências-protótipo depositadas no NCBI, encontradas através da ferramenta BLAST. Para 

cada clone foram selecionadas as dez primeiras sequências encontradas no banco de dados que apresentam maior 

cobertura em relação à sequência consultada (destaque em verde) e maior identidade máxima (destaque em verme-

lho). 
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FIGURA 7 - Alinhamento das sequências consenso de ORF-K1 do KSHV obtidas de clones do vetor recombinante 

pKSHVOK1-2 com sequências-protótipo depositadas no NCBI, encontradas através da ferramenta BLAST. Para 

cada clone foram selecionadas as dez primeiras sequências encontradas no banco de dados que apresentam maior 

cobertura em relação à sequência consultada (destaque em verde) e maior identidade máxima (destaque em verme-

lho). 

 Após a correta identificação dos vetores recombinantes pKSHVOK1-1 e pKS-

HVOK1-2, seguiu-se com a transfecção desses vetores em células HEK293. Os clones 

escolhidos para transfecção foram o pKSHVOK1-1.11 e pKSHVOK1-2.06, que apre-
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sentavam a sequência mais fidedigna da ORF-K1 de acordo com os resultados de se-

quenciamento. Foram também transfectados o vetor p3xFLAG-CMV-10 (controle nega-

tivo; vetor original, sem proteína ligada ao FLAG) e p3xFLAG-BAP (controle positivo de 

FLAG, pois apresenta proteína fosfatase alcalina bacteriana (bacterial alcaline fosfa-

tase – BAP) ligada a FLAG, com tamanho de 45-55 kDa). 

 A expressão proteica de K1 foi detectada por meio de técnica de WB com anti-

corpo primário anti-FLAG diluído 1:5000, incubado overnight, e secundário anti-mouse 

1:4000, incubado por 4h. Os resultados demonstram expressão de proteína K1 fusio-

nada ao epítopo FLAG no tamanho esperado (50kDa)(Figura 8). 

 
FIGURA 8 - Detecção da expressão de KSHV K1 acoplada ao epítopo FLAG em membranas de fluoreto de polivini-

lideno (polyvinylidene fluoride – PVDF) (Millipore, Billerica, MA, USA) com 50 µg de proteínas totais. As proteínas 

foram extraídas de células HEK293 cultivadas in vitro e transientemente transfectadas com os vetores pKSHVOK1-

1.11, pKSHVOK1-2.06, p3xFLAG-CMV-10 e p3xFLAG-BAP. A proteína K1 acoplada a FLAG tem tamanho aproxi-

mado de 49,3kDa. Proteína BAP ligada a FLAG é controle positivo para FLAG, com tamanho variável entre 45-

55kDa. Ambos tem expressão comprovada por banda de aproximadamente 50kDa. 

 Após validação de vetores recombinantes com ORF-K1 de genótipo A do KSHV, 

deu-se início a produção dos vetores de ORF-K1 de genótipos B e C. Para tanto, foram 

utilizadas as linhagens celulares BC-5 e VG-1 do genótipo B, e BC-3 e JSC-1 do genó-

tipo C. A amplificação da região de ORF-K1 do KSHV no DNA proveniente dessas li-

nhagens foi realizada conforme condições apresentadas no Quadro 3.   
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FIGURA 9 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio. (A) Amplificação do DNA das linha-

gens celulares KSHV-positivas identificadas como BC-3, VG-1, BC-5 e JSC-1. A seta indica a banda de tamanho 

aproximado do amplicon de ORF-K1 (~900pb); No DNA - controle negativo de amplificação (sem DNA). Marcador 

de peso molecular de 100 pb (Amersham, Buckinghamshire, UK). (B) Resultado de digestão enzimática do vetor 

p3xFLAG-CMV-10 e insertos de ORF-K1 de BC-3 (KSHVOK1-3), JSC-1 (KSHVOK1-4), VG-1 (KSHVOK1-6) e BC-5 

(KSHVOK1-5) com enzimas BamHI e HindIII. Após a digestão, o vetor passa a apresentar 6249pb e insertos apro-

ximadamente 900 pb. Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

 

 O resultado na Figura 9A indica amplicons com o tamanho esperado, que foram 

purificados e digeridos com as enzimas HindIII e BamHI, tal qual realizado para 

p3xFLAG-CMV-10 (Figura 9B). Após a digestão, obtiveram-se os insertos de ORF-K1 

denominados KSHVOK1-3 (ORF-K1 de BC-3), KSHVOK1-4 (ORF-K1 de JSC-1), 

KSHVOK1-5 (ORF-K1 de BC-5) e KSHVOK1-6 (ORF-K1 de VG-1). Subsequentemente 

foi efetuada desfosforilação do vetor e reação de ligação, conforme previamente deta-

lhado (Quadro 4). A Figura 10 revela o resultado da reação de ligação. A seguir, os ve-

tores recombinantes foram utilizados para transformação de bactérias E. Coli cepa 

DH5, tendo sido utilizadas as ligações de proporção em massa 1:2 (50ng de vetor 

para 100 ng de inserto). 
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FIGURA 10 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio. Marcador de peso molecular de 

100 pb (Amersham, Buckinghamshire, UK). É notada ligação adequada entre inserto e vetor (banda de 1167pb); a 

banda de 317pb representa amplificação de resíduo de vetor vazio, não digerido. Foram realizadas ligações com 

diferentes proporções de massa entre vetor e inserto para KSHVOK1-3 (A), KSHVOK1-4 (B), KSHVOK1-5 (C) e 

KSHVOK1-6 (D): 1:0 (sem inserto), 1:1, 1:2 e 1:3. 

 Foi possível isolar colônias transformadas com os vetores pKSHVOK1-3, pKS-

HVOK1-4 e pKSHVOK1-6. No entanto, não houve crescimento satisfatório de colônias 

transformadas com pKSHVOK1-5. Para sanar esse problema, buscou-se melhorar a 

eficiência da reação de ligação utilizando proporção molar 1:3 (1 mol de DNA de vetor 

para cada 3 moles de DNA do inserto) e demais condições descritas no Quadro 4. A 

Figura 11 demonstra a ligação entre vetor e inserto KSHVOK1-5 nas novas condições 

experimentadas. 
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FIGURA 11- Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio. 

Uso de marcador de peso molecular 100 pb (Amersham, Buckinghamshire, UK). 

Amplicon de 1167 pb mostra que houve ligação adequado entre inserto e vetor. 

Para o inserto KSHVOK1-5 foi utilizada proporção molar de ligação 1:3 entre 

vetor e inserto. 

 

 A seguir, efetuou-se transformação bacteriana com vetor pKSHVOK1-5 na pro-

porção 1:3 molar. Ao se obter número considerável de colônias, foi efetuada PCR de 

colônia para verificar a presença dos vetores recombinantes nas bactérias isoladas. O 

resultado desse experimento está apresentado na Figura 12. 

 

 
FIGURA 12 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Marcador de peso molecular 100pb 

(Amersham, Buckinghamshire, UK). Na figura, o resultado da colony-PCR para os clones dos vetores pKSHVOK1-3 

e pKSHVOK1-6 (A), pKSHVOK1-4 (B) e pKSHVOK1-5 (C) após transformação de bactérias competentes E. coli 

DH5α. O número correspondente à colônia selecionada na placa de LB-Ágar está indicado no topo, bem como a 

proporção correspondente a massa de vetor e inserto, sendo 1:2 para vetores pKSHVOK1-3, pKSHVOK1-4 e pKS-

HVOK1-6 (A e B) e para pKSHVOK1-5, 1:3 em proporções em massa (colônias 1 e 2) e molar (colônias 3 a 6) (C). 
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 Com base nos resultados obtidos, foram selecionadas para crescimento em 

meio líquido as colônias 01, 03 e 06 para pKSHVOK1-3; colônias 02, 03 e 05 para 

pKSHVOK1-4; 03, 04 e 05 para pKSHVOK1-5 e 02, 03 e 04 para pKSHVOK1-6. Os 

vetores recombinantes foram purificados, sequenciados e validados, conforme previa-

mente indicado. Os resultados da validação das sequências estão apresentados na 

Figura 13. 

 
FIGURA 13 - Alinhamento das sequências consenso de ORF-K1 do KSHV obtidas de clones dos vetores recombi-

nantes pKSHVOK1-3, pKSHVOK1-4, pKSHVOK1-5 e pKSHVOK1-6 com sequências-protótipo depositadas no 

NCBI, encontradas através da ferramenta BLAST. Para cada clone, foram selecionadas as dez primeiras sequên-

cias encontradas no banco de dados que apresentam maior cobertura em relação à sequência consultada (desta-

que em verde) e maior identidade máxima (destaque em vermelho). 
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FIGURA 13 - Continuação 



Produção de vetores recombinantes da proteína K1 do KSHV 48 

 

 
FIGURA 13 - Continuação 

 Após análise das sequências consenso de ORF-K1 de cada um dos vetores re-

combinantes gerados, foi constatado que todas as sequências eram equivalentes à 

ORF-K1 do KSHV de sequências-protótipo depositadas no NCBI. 

A sequência amplificada de pKSHVOK1-3 apresentou alto grau de similaridade 

com ORF-K1 de BC-3 (GenBank Acession# AF170531.1 - “Kaposi's sarcoma-

associated herpesvirus K1 glycoprotein gene, complete cds.”), e a de pKSHVOK1-4 foi 

similar à ORF-K1 de JSC-1 (GenBank Acession# GQ994935.1 - Human herpesvirus 8 

strain JSC-1 clone BAC16, complete genome.”). Ambas as linhagens das quais provem 

o inserto apresentam KSHV de genótipo C, confirmado por sequenciamento. Já as se-

quências de pKSHVOK1-5 e pKSHVOK1-6 apresentaram alta similaridade com a ORF-

K1 de linhagem celular 431KAP (GenBank Acession# AF133040.1 “Kaposi's sarcoma-

associated herpesvirus strain 431KAP transforming membrane receptor-like protein 
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(K1-B) gene, complete cds.”), que contem KSHV de genótipo B. Esse resultado condiz 

com o esperado, posto que pKSHVOK1-5 e pKSHVOK1-6 são provenientes de linha-

gens celulares BC-5 e VG-1, respectivamente, sendo que ambas apresentam KSHV de 

genótipo B. Essas duas linhagens celulares, no entanto, não possuem sequências pro-

tótipo depositadas no Genbank.  

 A Figura 14 apresenta resultado da análise filogenética realizada no software 

Mega 5.1 Beta 341, na qual foram incluídas as sequências consenso de ORF-K1 dos 

vetores recombinantes produzidos e sequências-protótipo de diferentes genótipos do 

KSHV selecionados (Quadro 5). Optou-se pelo teste estatístico de Máxima probabilida-

de (Maximum likelihood) como algoritmo de construção da árvore filogenética e valida-

ção por teste de filogenia Bootstrap (500 réplicas). A árvore filogenética revela o genó-

tipo viral a que pertencem cada uma das ORF-K1 dos vetores recombinantes produzi-

dos, a saber: dois vetores com ORF-K1 de genótipo B (pKSHVOK1-5 e pKSHVOK1-6) 

e dois de genótipo C (pKSHVOK1-3 e pKSHVOK1-4). 
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FIGURA 14 - Análise filogenética das sequências da ORF-K1 do KSHV obtidas dos vetores recombinantes pKS-

HVOK1-3, pKSHVOK1-4, pKSHVOK1-5 e pKSHVOK1-6 (destacadas com *). Tais amostras foram comparadas com 

sequências-protótipo da ORF-K1 viral depositadas no banco de dados NCBI. Entre parênteses o código de acesso 

(Accession #) do Genbank de cada sequência e a frente do código, o genótipo a que pertencem cada uma das li-

nhagens celulares. A filogenia mostra que ORF-K1 dos vetores recombinantes pKSHVOK1-3 e pKSHVOK1-4 per-

tencem ao genótipo C do KSHV, já pKSHVOK1-5 e pKSHVOK1-6, ao genótipo B. 

 Após sequenciamento, foi realizada transfecção de células HEK293, nessa eta-

pa por eletroporação com equipamento Neon Transfection System (Invitrogen, Carls-

bad, CA, USA). Um clone de cada genótipo foi selecionado para a transfecção, sendo 

pKSHVOK1-5.03 do genótipo B e pKSHVOK1-3.06 do genótipo C. Além dos vetores 

mencionados, executou-se transfecção do vetor vazio p3xFLAG-CMV-10 e do vetor 

pKSHVOK1-2.06 (controle positivo de K1 acoplada a FLAG), cuja expressão de K1 já 

foi evidenciada em experimento anterior (Figura 8). Em 48h após a transfecção as pro-
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teínas totais das células transfectadas foram extraídas e analisadas por WB com anti-

corpo primário anti-FLAG (Figura 15). 

 
FIGURA 15 - Detecção da expressão de KSHV K1 acoplada ao epítopo FLAG em membranas de fluoreto de polivi-

nilideno (polyvinylidene fluoride – PVDF) (Millipore, Billerica, MA, USA) com 50 µg de proteínas totais. As proteínas 

foram extraídas de células HEK 293 in vitro e transientemente transfectadas com vetores pKSHVOK1-2.06, pKS-

HVOK1-3.06, pKSHVOK1-5.03, p3xFLAG-CMV-10 e p3xFLAG-BAP. A proteína K1 acoplada a FLAG tem tamanho 

aproximado de 49,3kDa. Proteína BAP ligada a FLAG é controle positivo para FLAG, com tamanho variável entre 

45-55kDa. Ambos tem expressão comprovada por banda de aproximadamente 50kDa. Presença de bandas inespe-

cíficas nos vetores recombinantes, e também no vetor vazio. 

 A K1 acoplada a FLAG foi detectada. No entanto, foram notadas ligações ines-

pecíficas na membrana. Assim, o método requer aprimoramento para detecção protei-

ca de K1 nos vetores recombinantes pKSHVOK1-3.06 e pKSHVOK1-5.03. De qualquer 

modo, esses resultados demonstraram a expressão da proteína K1 fusionada ao epíto-

po FLAG, de maneira que os vetores recombinantes produzidos poderão ser usados 

nos estudos subsequentes sobre K1 em execução pelo Grupo de Estudos em Carcino-

gênese Viral e Biologia dos Cânceres da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), 

UNESP Botucatu, SP. 

7 Discussão 

 Os primeiros resultados obtidos na produção dos vetores recombinantes (Figu-

ras 6 e 7) revelaram divergência na identificação de DNA entre as linhagens celulares 

das quais foram provenientes ORF-K1 do KSHV dos vetores pKSHVOK1-1 e pKS-

HVOK1-2, e as de fato obtidas. Isso mostra a necessidade da realização do sequenci-

amento de DNA, que tem como objetivo validar a sequência nucleotídica dos insertos 
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inseridos nos vetores recombinantes. A identificação correta do genótipo de ORF-K1 

inserida nos vetores recombinantes é fundamental para análise fidedigna dos efeitos 

biológicos possivelmente diferenciados da proteína K1 de genótipos A, B e C na célula.  

 O sequenciamento dos demais vetores mostrou coerência na identificação do 

DNA das linhagens celulares das quais foram amplificados os insertos de ORF-K1 do 

KSHV, bem como do seu genótipo viral (Figuras 13 e 14). O sequenciamento de veto-

res pKSHVOK1-3, com ORF-K1 proveniente de DNA de linhagem celular BC-3, e 

pKSHVOK1-4, com ORF-K1 proveniente de DNA de JSC-1, mostrou fidedignidade em 

relação as linhagens celulares à que pertencem. Os vetores pKSHVOK1-5 e pKS-

HVOK1-6 provenientes de DNA de linhagens celulares BC-5 e VG-1, respectivamente, 

apresentaram ambos similaridade com ORF-K1 de linhagem 431KAP. Isso é explicado 

pelo fato das linhagens BC-5 e VG-1 não terem sequências protótipo definidas deposi-

tadas no Genbank. Entretanto, o genótipo viral dos clones recombinantes foi fidedigno 

(genótipo B viral), validando estruturalmente os vetores recombinantes. 

 Os vetores recombinantes transfectados em células HEK293 revelaram expres-

são da proteína K1 avaliada por meio de immunoblots para detecção do epítopo FLAG 

ligado à proteína viral. A detecção de K1 poderia ter sido executada com anticorpo es-

pecífico para K1 (anti-K1) de modo a detectar K1 diretamente. No entanto, a detecção 

executada apenas por meio de epítopo FLAG já é suficiente para confirmar expressão 

proteica de K1, pois esse epítopo é expresso em níveis detectáveis somente quando 

ligado à proteína. 

A padronização de técnica de WB ainda não foi totalmente concluída, sendo ne-

cessários ajustes para sanar problemas de inespecificidade. Entretanto, a expressão 

de K1 foi verificada nos vetores recombinantes pKSHVOK1 contendo ORF-K1 de genó-
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tipos A, B e C (Figuras 8 e 15), de modo que é possível concluir que os vetores foram 

adequadamente produzidos. 

 A proteína K1 do KSHV é uma proteína transmembrana e sua estrutura é similar 

a um receptor de superfície de linfócitos, subdividindo-se em região extracelular seme-

lhante à imunoglobulina, região transmembrana e citoplasmática. A região citoplasmáti-

ca possui um domínio ITAM, o qual apresenta aminoácidos carregados negativamen-

te28 . O mecanismo de transdução de sinal de K1 ocorre por meio de internalização 

desse receptor de membrana, sendo esse processo de endocitose dependente de cla-

trina42.  

 O domínio ITAM íntegro causa mobilização de cálcio para o meio intracelular e 

também promove a fosforilação de proteínas-quinases celulares, como Syk, Cbl e su-

bunidade p85 de PI-3K28 . A fosforilação de proteínas quinases celulares irá desenca-

dear uma série de efeitos na célula, por essas proteínas estarem envolvidas em vias de 

sinalização celular. Por exemplo, a fosforilação de PI-3K levará a ativação de quinase 

Akt, a qual está envolvida na transdução de sinais relacionados à sobrevivência celular 

e inibição da apoptose43.  

Apesar da análise do efeito de K1 nas vias de sinalização celular não ter sido 

proposta no presente estudo, a realização dessa análise reforçaria a validação funcio-

nal de K1, avaliada no presente trabalho pela técnica de WB (Figura 8 e 15). O estudo 

da interação entre K1 e, por exemplo, a quinase PI-3K celular, além da análise de ou-

tras propriedades biológicas descritas na literatura28, poderiam ratificar a atividade fun-

cional de K1. Portanto, a limitação mais relevante do estudo foi que análises dos efeitos 

biológicos de K1 não foram realizadas, por não haver tempo hábil suficiente para a 

execução de análises adicionais. 
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  Em relação à estrutura de K1, tanto a sequência de nucleotídeos quanto a se-

quência de aminoácidos variam dependendo da fonte de onde são obtidas (e.g., varia-

ção de K1 entre os diferentes genótipos do KSHV) 36 . Essa variabilidade de K1 justifica 

a possível existência de propriedades biológicas peculiares na célula infectada por dife-

rentes genótipos do vírus. Entretanto, um estudo de Lee e colaboradores demonstrou 

que o domínio ITAM da região citoplasmática foi completamente conservado em mais 

de vinte sequências analisadas de K128 . Esse fato pode limitar as possíveis diferenças 

entre as propriedades biológicas analisadas para a proteína K1 considerando os dife-

rentes genótipos virais, visto que é por meio desse domínio que essa proteína viral in-

terfere na maioria das vias de sinalização celular. No entanto, essa questão não pode 

ser apropriadamente esclarecida, pois no estudo de Lee e colaboradores a origem das 

sequências de ITAM da proteína viral avaliadas não foi mencionada, o que não assegu-

ra que tais sequências provieram de diferentes genótipos do KSHV. 

 Ainda que o domínio ITAM seja similar em K1 de diferentes genótipos virais, as 

outras regiões da proteína também interagem com elementos celulares que exercem 

efeitos biológicos importantes na célula. Um exemplo é a interação do domínio N-

terminal de K1 com proteínas chaperonas na apoptose. A expressão de K1 e sua ativi-

dade anti-apoptótica mediada por Fas em células 293-K1 e 293-Vec são dependentes 

de proteínas chaperonas de choque térmico (Heat shock proteins - Hsp) 90 e 40 asso-

ciada a retículo endoplasmático (Erdj3/Hsp40). O domínio N-terminal de K1 associa-se 

fisicamente a ambas, e a inibição de Hsp90 e Erdh3/Hsp40 prejudica a expressão da 

proteína K1 viral44.  

 Com base na propriedade de K1 de inibir apoptose por meio de Fas31, Daniluk e 

colaboradores propuseram um modelo de peptídeos artificialmente sintetizados deriva-

dos do domínio semelhante à imunoglobulina (Ig-like) da proteína K1 que teve influên-
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cias no desencadeamento da apoptose por meio de receptor Fas, e da necrose por 

meio do receptor 1 do fator de necrose tumoral α (tumoral necrosis fator alpha– TNF-α). 

Um peptídeo derivado do domínio Ig-like de K1 denominado S20-3 atuou de maneira 

seletiva apenas em células cancerígenas hematopoiéticas causando apoptose, sem 

alterar as funções das células sanguíneas normais. Esse estudo ratifica a importância 

da interação entre K1 e receptores de superfície celular45. 

 K1 também é capaz de induzir o fenômeno de imortalização em células HU-

VECs, mas sem ocasionar transformação celular. Já em experimentos executados in 

vivo, K1 aumentou o tamanho, peso e vasculatura de tumores desenvolvidos em ratos 

inoculados com linhagem celular de carcinoma cervical expressando K146. 

  Ao analisar as informações sobre K1 e sua interação tanto com vias de sinaliza-

ção intracelulares, quanto com receptores de superfície celular é notável que essa pro-

teína viral desencadeia efeitos potencialmente oncogênicos na célula. A variabilidade 

da sequência nucleotídica de ORF-K1 e a variação da cadeia polipeptídica da proteína 

expressa nos diferentes genótipos do KSHV (A, B e C)36  sustentam a hipótese de que 

as diferentes formas de K1 podem causar diferentes efeitos biológicos nas células. As-

sim, a produção e validação de vetores recombinantes que expressaram a proteína K1 

dos diferentes genótipos virais do KSHV realizadas nesse estudo serão úteis para que 

oportunamente sejam efetuadas avaliações adicionais dos efeitos biológicos de KSHV 

K1. 

8 Conclusão 

Foram produzidos clones de vetores recombinantes de ORF-K1 de genótipos A, B 

e C. Esses clones recombinantes foram validados estruturalmente (fidedignidade de 

suas sequências nucleotídicas no que se refere á ORF-K1 viral) e a expressão proteica 

de K1 foi detectada em células transfectadas in vitro. Assim, conclui-se que os vetores 
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recombinantes produzidos poderão ser empregados para o estabelecimento de modelo 

experimental para análises subsequentes das propriedades biológicas da proteína K1 

do KSHV.  
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