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Resumo — O objetivo deste trabalho foi clonar e induzir a expressdo de fragmento da proteina capsidial de
Banana streak OL virus (BSOLV-CP) em Escherichia coli, bem como purificar a proteina recombinante obtida.
Empregou-se um par de iniciadores especificos para amplificar, em PCR, um fragmento de aproximadamente
390 pb, da regido codificadora da por¢do central da BSOLV-CP. O fragmento obtido foi clonado em vetor
pGEM-T Easy, subclonado em vetor pQE-30 e transformado em células de E. coli M15 (pREP4) por choque
térmico. A expressdo da proteina foi induzida por tiogalactopiranosideo de isopropila (IPTG), e a proteina
recombinante BSOLV-rcCP de 14 kDa foi detectada em Western blot ¢ Dot blot. A expressdao da proteina
BSOLV-rcCP abre novas possibilidades para a obten¢ao de antigenos para a produgdo de antissoros contra o
BSOLW.

Termos para indexagdo: Badnavirus, Escherichia coli, Musa, antissoro, bananeira, expressdao de proteinas
recombinantes.

Cloning and purification of Banana streak OL virus coat protein fragment

Abstract — The objective of this work was to clone and to induce the expression of a fragment of Banana streak
OL virus coat protein (BSOLV-CP) in Escherichia coli, as well as to purify the obtained recombinant protein.
Two specific primers were used for the PCR-amplification of approximately 390-bp fragment of the codifying
region of the BSOLV-CP central portion. The obtained fragment was cloned in pPGEM-T Easy vector, subcloned
in pQE-30 expression vector and transformed into competent E. coli M15 (pREP4) cells by heat shock. The
protein expression was induced by isopropyl thiogalactopyranoside (IPTG) and the 14-kDa BSOLV-rcCP
recombinant protein was detected in Western and Dot blotting. The expression of the BSOLV-rcCP protein

enables new approaches to the obtention of antigens for the antisera production against BSOLV.

Index-terms: Badnavirus, Escherichia coli, Musa, antisera, banana plant, recombinant protein expression.

Introducio

Abananeiraé¢uma plantaherbacea, monocotiledonea,
pertencente ao género Musa (Musaceae, Zingiberales)
(Heslop-Harrison & Schwarzacher, 2007). O Brasil
figura atualmente como o quarto maior produtor de
bananas do mundo (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2007).

A micropropagacdo in vitro da bananeira consiste
na melhor opgdo para a obtencdo de mudas, por
possibilitar a multiplicagdo em qualquer época do
ano e promover aumento da produgdo (Oliveira et al.,
2001). No Brasil, o Banana streak virus (BSV) foi
primeiramente descrito em bananeiras por Brioso
et al. (2000) e, posteriormente, por Marinho & Batista
(2005), em mudas de bananeira provenientes de cultura
de meristemas, importadas da Costa Rica.

O BSV tem particulas baciliformes com largura
constante de 30 nm e comprimento que varia de
120 a 150 nm (Hull et al., 2005). Seu genoma
¢ composto de DNA circular de fita dupla, com
tamanho aproximado de 7,4 kb e trés ORFs (“open
reading frames”). As estruturas ORF I e ORF II,
potencialmente, codificam duas pequenas proteinas
de fun¢des desconhecidas com 22,8 e¢ 14,5 kDa,
respectivamente. A ORF I1I codifica uma poliproteina
de 208 kDa que consiste de uma provavel proteina
de movimento célula a célula, uma proteina capsidial,
uma protease aspartica e uma replicase viral, que tem
fungdes de transcriptase reversa e de ribonuclease H.
Acredita-se que essa poliproteina seja clivada, apos
sua transcricdo, em suas unidades funcionais, pela
protease aspartica (Harper & Hull, 1998).
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Os métodos para detecgdo do BSV sdo: a inspecao
por sintomas, que podem ser confundidos com os
causados pelo Cucumber mosaic virus; microscopia
eletronica; ELISA ("enzyme-linked immunosorbent
assay"); ¢ PCR ("polimerase chain reaction") (Harper
et al., 1999). Foram desenvolvidos ensaios para a
deteccdo do BSV por PCR multiplex (Figueiredo &
Brioso, 2007) e por imunocaptura seguida de reagdo de
PCR (IC-PCR) (Harper et al., 1999; Le Provost et al.,
2006).

Ndowora et al., 1999, comprovaram a presenca,
no genoma da bananeira, de EPRV (“endogenous
pararetroviral sequences”) que sdo sequéncias virais
integradas ao genomas de plantas. Para o genoma
da bananeira, ja foram descritos dois tipos de EPRV
relacionados ao BSV: um tipo que contém o genoma
completo do virus e que pode originar particulas virais e
causar infec¢do epissomal; e outro tipo com sequéncias
incompletas do BSV, ndo relacionadas a manifestagio
da doenca (Jaufeerally-Fakim et al., 2006). A hipotese
de que a propagagdo in vitro pode atuar como
desencadeadora da infecg@o a partir das EPRV ganhou
for¢ca com estudos realizados por Dallot et al. (2001) e
Coéte et al. (2010), ainda que os mecanismos para que
tal evento ocorra ndo sejam entendidos.

O BSV tem causado grande preocupacao nos ultimos
anos, em razdo do aumento de relatos de infec¢do nas
linhagens de bananeira e hibridos micropropagados
(Le Provost et al., 2006). Genotipos resultantes de
cruzamentos entre M. acuminata ¢ M. balbisiana,
inclusive uma variedade de novos hibridos, mostraram
a tendéncia de produzirem propagulos infectados
pelo BSV, mesmo quando sd3o utilizadas plantas
assintomaticas na cultura de tecidos (Dallot et al.,
2001).

Para a deteccdo da infeccdo epissomal e da
possivel ativagdo das sequéncias do BSV integradas a
bananeira, ha a necessidade de produgao de antissoros
que possam detectar os diferentes isolados do virus.
Atualmente, a expressdo e purificagdo de proteinas
virais recombinantes em Escherichia coli sdo uma
alternativa para a obten¢do de antigenos para a produgao
de antissoros (Radaelli et al., 2008). Para o BSOLYV,
ainda ndo foi realizada a producao e purificacdo da
proteina capsidial recombinante.

O objetivo do presente trabalho foi clonar e induzir
a expressdo, em E. coli, de um sitio antigénico da
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regido central da capa proteica do Banana streak OL
virus (BSOLV-rcCP), e sua purificagao.

Material e Métodos

Neste trabalho foram empregadas folhas de
bananeira (Musa sp.), cultivar Terra Ana, procedente
de Sao José dos Campos, SP, com sintomas de estrias
foliares, mosaico e lesoes foliares cloroticas.

Foram desenhados dois iniciadores especificos —
BSVOL-CP2/R (antissenso 5’- AAG CTT GGA TAA
TTC TTC TGA GG -3°, Hind III) e BSVOL-CP2/F
(senso 5°- GAG CTC ATT ACC CTC CTA CAC AT
-3°, Sst I) — de acordo com a sequéncia depositada
no GenBank, niimero de acesso AJ 002234.1, para
amplificar a regido codificadora de 386 pb de um
sitio antigénico, da regido central da capa proteica do
BSOLV (BSOLV-CP), em PCR. Para a obten¢dao do
sitio antigénico, foi empregado o programa “Antibody
Epitope Prediction” (Peters et al., 2005).

A extragdo de DNA total das folhas de bananeira
foi realizada pelo método CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) (Dellaporta et al., 1983). Para a
amplificacdo do fragmento da BSOLV-CP, utilizou-
se o kit GoTag DNA polymerase (Promega, Madison,
EUA). Foram misturados, em tubo de polipropileno
para PCR, 10 pL de 5X GoTaq Reaction Buffer
(Promega, Madison, EUA), 1 pL de mistura de dNTPs
(10 mmol L' cada dNTP), 1 pL de iniciador senso
(20 uML"), 1 pL de iniciador antisenso (20 uML™),
0,2 uL GoTaq DNA polymerase (5 U pL"') (Promega,
Madison, EUA), 2 pL (aproximadamente 10 ng) de
DNA molde, e agua destilada deionizada estéril para
50 pL. A reacdo foi conduzida em termociclador
PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown, EUA). As
temperaturas e tempos de incubacao foram: 94°C, por
2 min; 40 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 s ¢
72°C por 60 s; 72°C por 4 min; e 4°C até a utilizagao
da amostra. A presenga do produto amplificado foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampao TAE (40 mmol L' Tris acetato,
2 mmol L' EDTA), com brometo de etideo (1 pg L"), e
visualizada sob luz ultravioleta em fotodocumentador
Alphalmager TM 1220 (Alpha Innotech, San Leandro,
EUA).

Pararemogaodeiniciadores,dNTPesaisdosprodutos
obtidos na PCR, foi realizada uma purificagdo com o
kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN, Valencia,
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EUA), conforme indicagcdo do fabricante. O produto
de DNA amplificado e purificado foi inserido no
vetor pGEM-T Easy (Promega, Madison, EUA),
conforme protocolo do fabricante: foram misturados
5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer (Promega, Madison,
EUA), T4 DNA ligase, 1 uL pGEM-T Easy (50 ng),
3 uL do produto purificado da PCR, 1 uL. T4 DNA
ligase, ¢ a reacdo foi incubada por 1 hora a temperatura
ambiente.

O vetor com o inserto foi, entdo, inserido nas células
competentes de Escherichia coli DH10B, por meio de
transformacao via choque térmico, em que as células
foram misturadas ao vetor, com permanéncia de
exatamente 1 min a 42°C, seguida de 2 min em gelo.
Foi adicionado 1 mL de meio de cultura Circlegrow
(CG) (Qbiogene), ¢ as bactérias foram incubadas sob
agitacdo por 1 hora a 37°C.

O meio com as bactérias foi centrifugado a
10.000 g, e aproximadamente 850 puL do sobrenadante
foi descartado. As bactérias foram suspendidas e
plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB) solido,
(Fischer-Biotech, Adelaide, Australia), com ampicilina
(100 pg mL!) e X-gal (4 uL de solugdo 20 mg mL"') e
incubadas a 37°C, por 16 horas. Apds o crescimento, as
colonias brancas foram cultivadas em meio CG, por 24
horas a 37°C, sob agitacao e, entdo, submetidas a uma
mini-preparagdo "Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification Systems" (Promega, Madison, EUA), para
a purificagdo dos plasmideos, conforme indicagao do
fabricante.

O fragmento clonado em pGEM-T Easy foi
submetido a reacdo de sequenciamento automatico
pelo sistema Big Dye Terminator — Cycle Sequencing
Ready Reaction (Applied Biosystems), pelo método de
terminacao de cadeia (Sanger et al., 1977). A reagdo
de sequenciamento foi analisada em aparelho ABI 377
(Applied Biosystems, California, EUA), e a sequéncia
de nucleotideos foi submetida ao programa "Basic
Local Alignment Search Tool" (BLAST), (Altschul
et al., 1990).

O vetor construido pGEM-T Easy + BSOLV-CP
e o vetor de expressao pQE-30 (QIAGEN, Valencia,
EUA) foram submetidos a digestao com as enzimas de
restrigdo Hind III e Sst I, por 2 horas, a 37°C, para
obtengdo de extremidades compativeis. Os produtos
da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose, a 1,5%, e observados sob luz ultravioleta, em
aparelho Eletronic U.V. Transluminator (Ultra-Lum,

Claremont, EUA), em intensidade baixa. As bandas
correspondentes ao inserto BSOLV-CP e ao
vetor pQE-30 foram excisadas do gel e purificadas
com o kit PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen),
segundo indicagdo do fabricante.

A reagdo de ligagdo entre o vetor pQE-30 ¢ o inserto
BSOLV-CP foi realizada conforme protocolo do
fabricante (Quiagen, Valencia, EUA). O vetor pQE-30
(1 uL) e o inserto (3 pL) digeridos foram misturados a
5uLde2X Rapid Ligation Buffere 1 uL T4 DNA ligase.
A reacdo foi incubada por 16 horas a 16°C. Células
competentes de FE. coli MI15 (pREP4) foram
transformadas com a construgao pQE-30 + BSOLV-CP,
por meio de choque térmico, na forma descrita
anteriormente. As bactérias foram plaqueadas em meio
LB sélido com ampicilina (100 ug mL!) e canamicina
(25 uL mL"), e mantidas a 37°C por 24 horas. Apos
crescimento, as colonias foram cultivadas em 2 mL de
meio CG com ampicilina (100 pg mL"') e canamicina
(25 uL mL"), por 16 horas, sob agitagdo para, entdo,
serem submetidas a extragdo de DNA plasmidial,
conforme descrito anteriormente.

Foramsselecionados 16 clonesde E. co/iM15 (pREP4),
que continham a construgdo pQE-30 + BSOLV-CP.
Cada clone foi cultivado em 2 mL de meio CG com
ampicilina (100 pg mL') e canamicina (25 pg mL")
por 30 min. A expressdo da proteina recombinante
BSOLV-rcCP  foi induzida pela adi¢do de
tiogalactopiranosideo de isopropila (IPTG), a
concentragdo final de | mmol L', por 16 horas. As células
bacterianas foram sedimentadas por centrifugacdo a
10.000 g, lisadas em tampao de lise (60 mmol L' Tris-HCI
pH 6,8, 5% glicerol, 2% SDS, 4% B-mercaptoetenol).
Foi empregado Dot blot, para verificar a presenga e o
melhor nivel de expressdo da proteina BSOLV-rcCP.
Como controle positivo, foi utilizado um clone que
continha a constru¢do BSOLV-rcCP induzido e, como
negativo, um clone nao induzido.

Para o isolamento da proteina BSOLV-rcCP, foi
realizada a purificagdo da proteina expressa em clone
selecionado de E. coli M15 (pREP4), em coluna de
niquel-agarose, conforme protocolo HisTrap HP Kit
(GE Health Care Bio-Sciences, Piscataway, EUA),
sob condi¢des desnaturantes de ureia 8 mmol L. Um
volume de 100 mL de cultura bacteriana induzida
com IPTG, a concentragdo final de 1 mmol L,
durante 16 horas, foi centrifugado a 7.000 g por 15
min, e o precipitado foi suspendido em tampao de lise
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(20 mmol L fosfato de sddio, 8 mol L! ureia, pH 7,4).
Todas as fracdes da lavagem da coluna, eluicdo da
proteina e do lisado bacteriano bruto foram coletadas e
submetidas a SDS-PAGE, Western blot e Dot blot, para
localizagdo da fracao da proteina eluida.

A fracdo com a proteina BSOLV-rcCP purificada
foi aplicada em gel desnaturante de poliacrilamida
(gel concentrador 4% e gel de separacdo 12%),
submetida a eletroforese, e corada com solucdo
aquosa de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05%
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, EUA), por 1 hora.
O gel foi descorado com lavagens sucessivas de agua
destilada deionizada até a visualizagdo da banda
correspondente a proteina BSOLV-rcCP. A banda foi
excisada do gel e homogeneizada com igual volume de
agua destilada deionizada.

Paraaseparagdo das proteinas e localizagdo da proteina
BSOLV-rcCP, aliquotas do lisado bacteriano bruto e das
fragoes purificadas da BSOLV-rcCP foram submetidas
a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (gel concentrador 4% e gel de separagdo
12%) com equipamento para eletroforese vertical Mini
Protean II (Bio-Rad Laboratories, Richmond, EUA).
Foi utilizada a solugdo BenchMark Prestained Protein
Ladder (Invitrogen Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil),
como marcador de massa molecular pré-corado. O gel
foi submetido a 200 V, por 45 min. Em seguida, o gel foi
incubado em solugao corante (50% metanol, 10% acido
acético, 40% agua destilada, 0,05% Coomassie Brilliant
Blue R-250), por duas horas, e descorado com sucessivas
lavagens de solug@o descorante (7% acido acético, 5%
metanol, 88% agua destilada). Para o Western blot,
as proteinas presentes em um gel ndo corado foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose, em
sistema semisseco, com uso do equipamento Trans-blot
SD (Bio-Rad), por 30 min.

Ap0s a transferéncia, a membrana foi incubada em
solugdo bloqueadora (100 mmol L' Tris HCI pH 7,5,
0,9% NaCl, 1% leite desnatado, 1% Tween-20) a 37°C.
Apo6s 30 minutos, a membrana foi lavada duas vezes
com tampao TTBS (100 mmol L' Tris HCI pH 7,5,
0,9% NaCl, 1% Tween-20), seguida de incubagao por 1
hora a 37°C com antissoro anti-6xHis (GE Healthcare
Bio-Sciences, Piscataway, EUA) (1:1.000 em TTBS).
Ap6s o periodo de incubacdo, a membrana foi lavada
duas vezes com TTBS e incubada com o conjugado
antimouse-fosfatase alcalina (Sigma Chemical, St.
Louis, EUA) (1:30.000 em TTBS), por 1 hora a 37°C.
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A membrana foi lavada duas vezes com TTBS, seguida
de uma lavagem de TBS (100 m mol L Tris HC1 pH
7,5, 0,9% NaCl). Finalmente, a membrana foi revelada
com BCIP/NBT ("bromochloroindolyl phosphate"/
"nitrobluetetrazolium").

Para o Dot blot dos 16 clones lisados em tampao de
lise, do lisado bacteriano bruto e das fragdes da purificagao
da proteina BSOLV-rcCP, aliquotas de 2 pL foram
depositadas sobre membrana de nitrocelulose e secas em
estufa a 37°C por 20 min. A membrana foi submetida a
mesma metodologia seguida no Western blot.

Resultados e Discussao

Foi amplificado, em PCR, um produto de
aproximadamente 390 pb, conforme o esperado
para o fragmento BSOLV-rcCP (Figura 1 A).
ApoOs sequenciamento e submissao ao programa
BLAST, a sequéncia de nucleotideos amplificada
apresentou 100% de similaridade com a sequéncia
do BSOLV depositada no GenBank, numero de

400 pb

Figura 1. Fragmento com aproximadamente 390 pb (1),
correspondente a0 BSOLV-rcCP (A). M, marcador de peso
molecular com 1.000 pb DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad,
EUA). Dotblot dos 16 clones selecionados de Escherichia
coli M15, com a construgao pQE-30 + BSOLV-CP, apos
indugdo da expressdo da proteina (B). Nos clones 10, 11 e
13 ocorreu a formagao de halo mais intenso. C-, controle
negativo; C+, controle positivo.
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acesso AJ 002234.1. O fragmento obtido corresponde
a regido codificadora de um sitio antigénico, da regido
central da proteina capsidial do BSOLV. O algoritmo
que prediz as regides antigénicas num polipeptideo,
utilizado pela ferramenta Antibody Epitope Prediction
(Peters et al., 2005), baseia-se na predigdo da
hidrofilicidade de regides do polipeptideo, que esta
diretamente correlacionada a sua antigenicidade. Estas
porg¢des hidrofilicas sdo regides mais acessiveis, ou
mais expostas do polipeptideo (Mant et al., 2009).

Apos a clonagem, o DNA plasmidial (construgao
pGEMT-Easy+BSOLV-CP) e o vetor de expressao
pQE-30 foram digeridos com as enzimas de restri¢do
Hind III e Sst I, para que extremidades coesivas fossem
geradas. O sucesso do procedimento foi confirmado
por meio de eletroforese dos produtos da digestio.
O inserto BSOLV-CP ¢ o vetor pQE-30 foram excisados
do gel, e ligados. A constru¢do BSOLV-CP+pQE-30
foi transformada em células de Escherichia coli M15
(pREP4), ¢ 16 clones recombinantes foram induzidos
para a expressdo da proteina e submetidos a Dot
blot (Figura 1 B). Houve diferencas nos niveis de
expressdo da proteina, evidenciadas pela formagao de
um halo de tonalidade diferente. A presenca do halo
mais escuro significa maior quantidade da proteina
BSOLV-rcCP. Foi selecionado o clone 10 para a expressao
da proteina.

O lisado bruto da cultura bacteriana (clone 10) e as
fragdes da purificagdo em coluna de niquel-agarose —
passagem do lisado bruto pela coluna, lavagens da
coluna e elui¢cdes da proteina — foram submetidas a
Dot blot (Figura 2). Foi possivel visualizar, por meio
da intensidade da reacdo, a presenca da proteina
BSOLV-rcCP, tanto nas fra¢des do lisado bruto como
nas fracdes de eluicdo da coluna. As fragdes 4 e 5
apresentaram maior quantidade da proteina.

1 2 3 4 5 6 7 8

.'.@&;

Figura 2. Dot blot das aliquotas do lisado bacteriano e das
fragdes de purificacdo da proteina BSOLV-rcCP. Observa-se
a presenga de maior concentragdo da proteina BSOLV-rcCP
no lisado bruto e nas eluigdes 4 ¢ 5. 1, Lisado bacteriano
bruto; 2, Lisado, ap6s passagem pela coluna; 3, lavagem da
coluna; 4 a 8, elui¢des da proteina BSOLV-rcCP.

Em SDS-PAGE ("sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis"), observou-se que
as fracdes de elui¢do continham principalmente uma
proteina de aproximadamente 14 kDa — BSOLV-rcCP
(Figura 3 A). Em Western blot, foi possivel identificar
a proteina BSOLV-rcCP de aproximadamente 14 kDa
no lisado bruto e na primeira lavagem da coluna
(Figura 3 B). Nas fragoes de elui¢ao 4 e 5, foi observada
a presenca da proteina em grande concentracao.

O BSV tem uma diversidade gendmica e sorologica
reconhecida mundialmente e ¢ importante a
produgdo de antissoros para detectar os sorotipos
conhecidos do virus (Agindotan et al., 2003).
Atualmente, sdo aceitos como espécies definitivas
pelo ICTV (“International Committee on Taxonomy of

Figura 3. SDS-PAGE (A) ¢ Western blot (B) do lisado
bacteriano ¢ das fragdes da proteina BSOLV-rcCP purificada.
Em A, as fragdes de eluicdo contém principalmente uma
proteina de aproximadamente 14 kDa; em B, observa-se a
reagdo da proteina de 14 kDa com o antissoro anti-6xHis e
que as cluigdes 4 ¢ 5 contém maior quantidade da proteina
BSOLV-rcCP purificada. M, marcador de massa molecular
BenchMark Prestained Protein Ladder (Invitrogen,
Carlsbad, EUA); 1, lisado bacteriano bruto; 2, lisado, apds
passagem pela coluna; 3, lavagem da coluna; 4 a 8, elui¢des
da proteina BSOLV-rcCP.
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Viruses”) trés espécies do BSV: o Banana streak Mysore
virus, o Banana streak OL virus € o Banana streak GF
virus, da familia Caulimoviridae, genéro Badnavirus
(Hull et al., 2005). Ha, ainda, a proposi¢ao de outras
espécies que se baseiam em diferengas nas sequéncias
de nucleotideos da ORF III do BSV (Figueiredo et al.,
2006; Jaufeerally-Fakim et al., 2006).

Para a detecg¢do do BSV epissomal, foi desenvolvida
a metodologia de IC-PCR (Harper et al., 1999; Le
Provost et al., 2006), que reduz a possibilidade de
se detectarem as sequéncias do BSV integradas no
genoma da bananeira.

Com o numero crescente de sequéncias de
nucleotideos dos isolados e espécies do BSV
depositados no GenBank, a produgdo de proteinas
recombinantes em E. coli torna-se uma alternativa para
a obten¢do de antigenos para a producdo de antissoros
contra o BSV. Uma vez que seja obtido um clone
recombinante, este pode ser reproduzido em meio de
cultivo, para fornecimento da proteina recombinante
em grande escala.

Com base em sequéncias codificadoras depositadas
no GenBank, pode-se produzir uma ampla gama de
proteinas recombinantes, para produgdo de antissoros
contra os diversos isolados e espécies do BSV.

Conclusoes

1. A metodologia apresentada é apropriada para
a expressdo da proteina BSOLV-rcCP, e as etapas
de clonagem e purificagdo da proteina podem ser
reproduzidas.

2. A expressio da proteina recombinante
BSOLV-rcCP ¢ uma alternativa para a obtengao
do antigeno para a produgdo de antissoros contra o
BSOLV.
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