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1.RESUMO

Dengue ¢ um dos arbovirus (virus transmitido por artrépode) mais importante
pertencente a familia Flaviviridae, ¢ o agente causador da doenga Dengue nos tropicos e
subtropicos. O virus do Dengue (DENV) possui quatro sorotipos (1, 2, 3, e 4) devido a

diferencas nos testes soroldgicos.

Pela andlise de quatro isolados de DENV-1 do mundo, primers especificos de
oligonucleotideos foram desenhados para clonagem em RT-PCR e amplificacdo do genoma
completo do DENV-1 autdéctone do Distrito Federal n° 01021093 (DF-01). A amplificacao do
genoma completo foi estabelecida em duas regides (extremidades de 5°- 6,8 kb e 3°- 5,0 kb)
clonadas no vetor pCR4, para posterior seqiienciamento. A seqiiéncia do isolado DF-01 foi
analisado pelo programa “BlastN” e “ClustalW”, onde o isolado deste estudo DF-01

apresentou maior identidade com o isolado Den1BR/90 (Isolado do Rio de Janeiro, 1990).

Com o objetivo final de fornecer o antigeno viral do Dengue para diagndstico, as
proteinas virais M (membrana) e E (envelope) foram sub-clonadas em vetor de expressdo da
levedura pPICZa A (denominado pPIC-ME). Uma linhagem da Pichia pastoris (GS 115) foi
transformada e sua integragdo foi confirmada por PCR. Os clones positivos foram
selecionados e induzidos com metanol por 72 horas a 30° C e posteriormente as colonias
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C). Um ELISA de colonia
foi realizado utilizando anticorpo especifico monoclonal (anti-HisTag) para o
reconhecimento da proteina recombinante contendo a regido HisTag e o anticorpo secundario
(anti-mouse) conjugado com fosfatase alkalina. Sete de 8 colonias apresentaram sinais
positivos, confirmando a presenga de proteinas recombinantes pela transformagdo do pPIC-

ME.

Palavras-chave: Dengue, seqiienciamento e Pichia pastoris.



2.ABSTRACT

Dengue is one of the most important arboviruses (arthropod-borne virus) that belongs to
the Flaviviridae viral family and a casual agent of Dengue disease in tropical and subtropical
countries. Dengue virus (DENV) has four serotypes (1, 2, 3, and 4) by different reaction in

serological tests.

By the analysis of four DENV-1 isolates in the world, specific oligonucleotide primers
were designated to clone by RT-PCR the whole genome of DENV-1 autochthones of the
Federal District n° 01021093 (DF-01) in the aim to reveal its sequence. To clone complete
genome, the whole genome was amplified by RT-PCR dividing into two regions (5’- 6.8 kb
and 3’- 5.0 kb) and cloned into pCR4 vector. The clones were sequenced and analyzed using
“BlastN” e “ClustalW”, and the isolate DF-01 showed much closer identity with Den1BR/90

isolate (The isolate of Rio de Janeiro, 1990).

Aiming to prepare Dengue virus antigens for diagnostic, the viral proteins, membrane
and envelop protein genes were subcloned to the yeast expression vector in pPICZa A (the
construct named pPIC-ME), and a Pichia pastoris line (GS 115) was transformed and its
integration was confirmed by PCR. The positive clones were selected and the protein
expression was induced with methanol in the Petri dish for 72 hours at a 30° C and the
colonies were transferred onto the nitrocellulose (Hybond-C) membrane. Colony-ELISA was
performed using anti-HisTag monoclonal antibody and the secondary antibody of anti-mouse
conjugated with alkaline phosphatase. Seven of 8 colonies showed the positive signals with
tetrazolium precipitation, as the results of the recombinant protein expression by pPIC-ME

transformation.

Key works: Dengue, sequencing and Pichia pastoris.



3.INTRODUCAO

O Dengue ¢ uma doenga tropical infecciosa (também chamada de febre Dengue), que se
manifesta repentinamente e tem como principais sintomas febre, fortes dores de cabeca, olhos,
musculos e articulagdes, inflamagdo da garganta, sintomas catarrais e em alguns casos
erupcdes cutdneas e inchacos doloridos. Causa a doenca cujos sintomas incluem desde
infecgdes inaparentes até quadros de hemorragia e choque, podendo evoluir para a morte. A
infeccdo causada por um virus, Dengue virus (DENV) ¢ transmitida por duas espécies de

mosquitos, o0 Aedes aegypti (Ae. aegypti) e o Ae. albopictus.

O registro mais antigo de casos suspeitos de Dengue e seu tratamento (com grandes
possibilidades de ser Dengue) foram encontrados em uma enciclopédia chinesa, publicada
durante a dinastia Chin (265 a 420 d.C.) sendo editado formalmente em 610 d.C. (dinastia
Tang) e outra vez em 992 d.C. (dinastia norte Sung). Assim, pode-se constatar que o Dengue
ou uma doenga muito similar, apresentou uma grande distribuicdo geografica antes do século
18, quando a primeira pandemia conhecida como doenca do Dengue comecou (Wang et al.,

2000).

Nas linguas de influéncia moura, portuguesa e espanhola o significado da palavra
Dengue ¢ afetacdo, a palavra em ambos os sentidos descreve sintomas da doenca (Figueiredo
et al., 1997). Esta doenga representa um grave problema de saude publica no Brasil, cujas
condig¢des climaticas favorecem a proliferagao do Ae. aegypti, principal vetor do DENV.

Quatro sorotipos diferentes do virus do Dengue (DENV-1, 2, 3, e 4) foram descritos
como agentes etiologicos desta doenga, que causa um spectrum de doencgas variando de febre
classica do Dengue (FCD) a febre hemorragica do Dengue (FHD), que pode progredir a

sindrome de choque do Dengue (SCD) e a morte (Santos et al., 2000).



3.1.Febre classica, febre hemorragica e choque do Dengue

Uma infec¢cdo do Dengue pode ser manifestada em uma escala mais suave dos sintomas
da FCD (Halstead, 1988). O quadro clinico ¢ muito variavel, a primeira manifestacao ¢ a
febre alta (39° C a 40° C) de inicio abrupto seguida de cefaléia, anorexia, astenia, dor retro-
orbital, nauseas, vOmitos, exantema (erupcdo cutanea, caracterizada por vermelhiddo) e
prurido cutaneo. Hepatomegalia dolorosa pode ocorrer ocasionalmente, desde o aparecimento
da febre. Alguns aspectos clinicos dependem com freqiiéncia da idade do paciente. A dor
abdominal generalizada pode ocorrer principalmente nas criangas. Os adultos podem
apresentar pequenas manifestagdes hemorragicas como: Petéquias (manchas vermelhas na
pele, semelhantes a mordeduras de pulgas, que se manifestam no decorrer de algumas doencas
agudas), epistaxe (derramamento de sangue pelas fossas nasais), gengivorragia e sangramento
gastrointestinal. A doen¢a tem uma duragdo de 5 a 7 dias. Com o desaparecimento da febre,
ha regressao dos sinais e sintomas, podendo ainda persistir a fadiga.

Os sintomas iniciais sdo semelhantes aos da FCD, porém evoluem rapidamente para
manifestagdes hemorragicas. A FHD (Figura 1) possui uma tendéncia de evolugdo para a
SCD, a principal caracteristica fisiopatologica associada ao grau de severidade da FHD ¢ a
efusdo do plasma, que se manifesta através de valores crescentes da hemoconcentragao. Os
casos tipicos da FHD s3o caracterizados por febre alta, fendmenos hemorragicos,
hepatomegalia e insuficiéncia circulatoria. Com a lesdo hepatica em decorréncia da
propagagdo viral nos hepatocitos, ha comprometimento dos fatores de coagulacdo que
associados a inibi¢do da maturacdo de megariocitos (células precursoras das plaquetas), pode
evoluir para um quadro hemorragico grave (Santos et al., 2002 b).

Apoés a infecgdo do virus, este se dissemina através do sangue para diversos O6rgaos
como: Figado, bago, nodulos linfaticos, medula 6ssea, podendo atingir pulmao, coracio e

trato gastrointestinal (Santos et al., 2002 b).



Figura 1: Crianga apresentando quadro de FHD.
Fonte: WHO - http://www.medinet.lk/generalpublic/dengue/dhf.htm

Nos casos graves de FHD, o choque geralmente ocorre entre o 3° e 7° dia da doenga
(sem os cuidados apropriados), podendo progredir levando ao 6bito em menos de 24 horas

(WHO, 2002 a).

O tratamento dos pacientes deve ser criterioso, observando os primeiros sinais de
choque. O periodo critico envolve a transi¢ao da fase febril para a afebril, geralmente ocorre
ap6s o terceiro dia da doenca. Nos casos com menos gravidade, quando os vOmitos
ameacarem causar desidratagdo ou acidose ou houver sinais de hemoconcentragdo, a re-

hidratacdo pode ser feita em nivel ambulatorial (FUNASA, 2002).

Desde o ano de 1970, a WHO (World Health Organization) ou também chamada de
OMS (Organizagao Mundial de Satde) se empenhou no desenvolvimento e promogdo de
estratégias para o tratamento e o controle da FHD alcangando popularidade e reconhecimento

internacional (WHO, 2002 b).

Foram definidos critérios de classificacdo das formas de FHD e SCD em 4 categorias,

de acordo com o grau de severidade:



Grau 1 - Febre acompanhada de sintomas inespecificos, em que a uUnica manifestagao

hemorragica ¢ a prova do lago (torniquete) positiva;

Grau 2 - Além das manifestacdes constantes do grau 1, somam-se hemorragias espontaneas

leves (sangramento de pele, epistaxe, gengivorragia e outros);

Grau 3 - Falhas circulatérias manifestadas por pulso fraco e rapido, hipotensdo, inquietacao,

pele umida e fria;

Grau 4 - Choque profundo com pressao sangiiinea e pulsos imperceptiveis.

3.2.Dengue: Ocorréncia e distribuicio geografica

A doenga foi relatada entre 1779 e 1780, tendo ocorrido epidemias na Asia, América do
Norte e Africa. No século XX, a epidemia global teve inicio no Sudeste Asiatico. Nas

Américas, epidemias do Dengue comecaram a ocorrer a partir de 1960 (Gubler, 1998).

A febre urbana do DENV ¢ considerada atualmente uma ameaga principal da saude
publica na maioria dos paises americanos (Siqueira, 2004). A distribui¢do da doenca no
mundo esta representada sob a forma de 100 paises endémicos, distribuidos pelas Américas,
sudeste da Asia, sudeste oriental, norte das Ilhas Pacificas, Pacifico ocidental, Africa e
Mediterraneo, com crescimento acentuado da doengca FCD e SCD nas Américas (UNDP,
2003) sendo o sudeste asidtico e o Pacifico ocidental os paises mais seriamente afetados

(WHO, 2002 b; UNDP, 2003).

O rompimento ecolégico no sudeste da Asia durante e depois da Segunda guerra
mundial, criaram condi¢des ideais para a ocorréncia de doengas transmitidas por mosquitos e
foram nessas condigdes que uma pandemia global da doenca comecou. Apds a Segunda
guerra mundial, a doenca tem sido agravada nos ultimos quinze anos ¢ emergiu com formas

mais severas como FHD e SCD (Gubler & Trent, 1993; Monath, 1994 a). Epidemias



infreqiientes da FCD ocorreram em areas tropicais até 1950 (citado no Wang et al., 2000). A
primeira epidemia conhecida de FHD ocorreu em Manila, Filipinas entre 1953 a 1954 (citado

no Pinheiro & Corber, 1997).

Anteriormente a 1970 apenas 9 paises apresentaram FHD, desde entdo o numero de
casos aumentou (WHO, 2002 a & 2005) e em 1970 o DENV foi re-introduzido nas Ilhas do
Pacifico levando a um agravamento das epidemias. Durante os anos de 1980 a 1990, a
transmissd@o do DENYV foi intensificada ocasionando uma expansao da distribui¢do geografica
dos vetores do mosquito ¢ a presenga de FHD em paises diferentes. Novos tipos de DENV

foram introduzidos nas Américas e em alguns paises (Tabela 1) (Pinheiro & Corber, 1997).

Tabela 1: Dados e localidades de ocorréncia dos sorotipos DENV.

Sorotipos DENV Ano de ocorréncia Localidade detectada
DENV-1 1977 Américas
DENV-2 1953 Trinidad

1981 Cuba e Américas
DENV-3 1977 Américas
1994 Nicaragua, Panama e
Américas
1995 Costa-Rica
DENV+4 1981 Américas

Fonte: Gubler & Clark, 1995; Briseno et al., 1996.

No México DENV-1 foi o sorotipo mais freqlientemente isolado de 1982 a 1995 (47%
de todos os isolados), seguido por DENV-4 (30%) e por DENV-2 (21%) (Briseno et al.,

1996).

Aproximadamente dois tercos da populagdo mundial vivem em &reas com larga



ocorréncia de vetores do DENV, principalmente o Ae. aegypti. O Ae. aegypti espalhou-se por
uma area onde vivem cerca de 3,5 bilhdes de pessoas em todo o mundo (FUNASA, 2003 b).
Todos os quatro sorotipos do DENV estdo em circulacdo ocorrendo também a circulagao
simultanea dos quatro tipos em muitos paises, atualmente o DENV ¢ endemico em quase
todos os continentes com exce¢do da Europa. Ha dados de FHD na Asia, Américas ¢ em
algumas ilhas do Pacifico (Pinheiro & Corber, 1997). Em 2001, mais de 609.000 casos de
Dengue foram relatados nas Américas, sendo que 15.000 casos eram do tipo FHD (WHO,

2002 b & 2005).

A OMS estima que atualmente de 50 a 80 milhdes de casos da infeccdo do DENV
ocorram no mundo a cada ano (WHO, 2002 a; FUNASA, 2003 a) destes valores, cerca de 550

mil doentes necessitem de hospitaliza¢ao e 20 mil morrerdo em conseqiiéncia da doenga.

3.3.Dengue no Brasil: Historico

No Brasil, ha referéncias de epidemias por DENV a partir de 1916 em Sao Paulo/SP e
1923 em Niter6i/RJ. Uma re-infestagdo com confirmagdo laboratorial, foi observada no ano
de 1982 em Boa Vista/RR, onde foram isolados DENV-1 e DENV-4 (Santos et al., 2002 a). A
partir de 1986, epidemias classicas do Dengue surgiram em varios Estados, diagnosticadas
como DENV-1 e DENV-2.

Ap6s 50 anos, o DENV-1 foi re-introduzido no Estado do Rio de Janeiro em 1986
resultando em 1 milhdo de casos (Monath, 1994 b). Todos os quatro sorotipos do Dengue
estdo circulando no continente e h4 um risco elevado da introducdo dos outros dois sorotipos
(DENV-2 e 3) no Brasil com o aparecimento de grandes epidemias (Schatzmayr, 2000). A
introdu¢do do DENV-2 foi detectada em 1990 no Estado do Rio de Janeiro, posteriormente
foi observado em Tocantins, Alagoas e Ceara.

No inicio de 2001, registrou-se o primeiro caso de Dengue, que tinha como agente



etiologico o sorotipo 3 (Miagostovich et al., 1998 & Santos et al., 2002 a). Atualmente os
sorotipos 1, 2 ¢ 3 do DENV circulam em todos os Estados brasileiros, exceto Santa Catarina e

Rio Grande do Sul (Figura 2) (FUNASA, 2003 c).

Estudos moleculares do DENV-1 ¢ DENV-2 do Brasil, demonstraram ser pertencentes
aos genotipos do Caribe e Jamaica, respectivamente (Miagostovich et al., 1998). O numero e
a severidade de casos da doenga estdo aumentando no Brasil. A série historica de incidéncias
do DENYV no Brasil demonstra uma tendéncia ascendente da transmissao da doenga, atingindo
um valor maximo no ano de 2002 (Mondini et al., 2005). O Estado do Rio de Janeiro possui o
maior nimero de casos relatados no Brasil na tltima epidemia (verdo de 2001/2002), mais de
163.000 casos foram relatados, destes 1.400 casos foram de FHD e destes 53 foram &bitos
(Lima et al., 2005 a). O maior numero de casos da doenc¢a no Brasil ocorreu em 2002, com

570.148 casos confirmados (FUNASA, 2002).

Conforme relatorios publicados na FUNASA (Fundagdo Nacional de Saude), o ano de
2002 apresentou a maior incidéncia de casos no Brasil com 794.013 de casos notificados,
comparando com dados de 2003, que apresentou 279.124 casos, 2001 com 428.116 casos € o
ano de 2000 com 239.870 casos (FUNASA, 2005). Esses dados evidenciam a alta taxa da

doenga no Brasil no ano de 2002.

De acordo com dados do Ministério da Satde, entre janeiro e agosto de 2005, foram
notificados 292.599 casos de Dengue em todo o pais, o que corresponde a uma queda de
61,9% em relacdo ao mesmo periodo de 2004, quando houveram 768.041 casos. Para o
Ministério da Saude, esses numeros positivos indicam que o Brasil estd no caminho certo,
mas ¢ absolutamente necessario que sejam mantidas a mobiliza¢do social e o trabalho dos
orgdos de saide como a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para que o pais

continue de forma sustentavel, a reduzir a ocorréncia da doenga.
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Figura 2: Distribui¢do geografica dos sorotipos circulantes no Brasil 2001-2004.

Fonte: SECRETARIA DE VIGILANCIA DE SAUDE (SVS), boletim da semana 37/2004.
http://dtr2001.saude.gov.br/svs/epi/dengue/boletim/pdfs/be_dengue 37 2004.pdf

3.4.Etiologia

3.4.1.0 agente transmissor/vetor

O DENV pode ser transmitido por duas espécimes de mosquitos (de. aegypti ¢ Ae.
albopictus) (Figura 3) (Santos et al., 2002 b), que sao mantidas na natureza através de dois
ciclos: Urbano (pela transmissdo horizontal homem-mosquito-homem) e silvestre (pela
transmissao horizontal macaco-mosquito-macaco). A transmissao vertical em vetores Aedes

também deve ser considerada.

No més de maio de 1986, foi observado o primeiro exemplar de Ae. albopictus no Brasil
na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) no Municipio de Itaguai-RlJ.
Novos focos foram reportados na Universidade Federal de Vigosa-MG (UFV) e nas
proximidades das cidades de Vitoria e Vila Velha-ES (FUNASA, 2001), de Ae. albopictus

foram coletados em areas urbanas no municipio de Manaus-AM indicando que atualmente ja



esta em circulagao no Brasil (Ferreira ef al., 2003). Apesar de sua ocorréncia o Ae. albopictus
na Asia é conhecido como "Mosquito Tigre Asiatico", no Brasil ainda nio foi apontado como
vetor significante do virus.

O Ae. aegypti ¢ 0 Ae. albopictus sdo espécies hematdfagas, sendo que o Ae. albopictus
apresenta uma fonte alimentar que varia de sangue humano a outros mamiferos e até aves

(Gomes et al., 2005).

Figura 3: Exemplar de de. aegypti.
Fonte: CDC - http://www.cbc.ca/story/science/national/2005/02/10/dengue050210.html

Porém, o principal vetor transmissor da doenga Dengue é o mosquito Ae. aegypti devido
a sua antropofilia, seus habitats urbano-domésticos (domiciliares) e sua alta eficiéncia na

transmissdo do virus.
3.4.2. Transmissao do DENV

O ciclo de transmissdo inicia-se com fémeas do mosquito Ae. aegypti picando um
individuo que se encontra na fase virémica da doenga (geralmente quatro a cinco dias apds a
infeccdo). Posteriormente o DENV multiplica-se no aparelho digestivo do mosquito,

atingindo a hemocele e disseminando-se por diferentes tecidos do inseto. Apos um periodo de


http://www.cbc.ca/story/science/national/2005/02/10/dengue050210.html

incubagdo em torno de 7 a 11 dias, o virus chega as glandulas salivares fazendo com que o
mosquito se torne apto a iniciar a transmissao viral (McBride & Bielefeldt-Ohmann, 2000).

As fémeas das Aedes spp. podem transmitir o DENV diretamente para a prole,
dispensando a passagem pelo homem do seu ciclo. Essa transmissdo transovariana ¢
observada a cada um ovo infectado de um total de 500 da prole aproximadamente, esse
método de transmissdo representa uma forma de adaptagdo para a sobrevivéncia do DENV
sob condi¢des limitantes, como por exemplo em estagcdes secas ou frias do ano, auséncia de
locais propicios para a ovoposi¢ao ¢ também uma limitacdo da populagdo de hospedeiros

animais ou humanos susceptiveis (Monath, 1994 a).

3.4.3.Controle, tratamento e diagnostico
O controle da doenca ¢ baseado principalmente na eliminagdo de seu vetor, o0 mosquito
Ae. aegypti, através do uso de inseticidas quimicos (WHO, 2002 a). Os inseticidas quimicos
foram usados extensamente no Brasil por diversos anos. Isto expde populacdes do mosquito a
uma intensa selecdo para a resisténcia aos inseticidas. Em 1999, a FUNASA iniciou o

primeiro programa para monitorar a resisténcia do Ae. aegypti aos inseticidas (Lima et al.,

2003).

O aumento acentuado da resisténcia do mosquito aos varios inseticidas quimicos e
também no aumento da polui¢do ambiental, resultou no desenvolvimento de alternativas para
o controle do mosquito, tal como o uso de agentes bioldgicos como o Bacillus thuringiensis

var. israelensis (Bti) (Lima et al., 2005 b).

Nao ha tratamento especifico para o Dengue. O paciente deve manter repouso relativo
no domicilio, até cessarem a febre e as mialgias. Nao se indica qualquer dieta, mas o doente
deverd aumentar a ingestdo de liquidos. A recomendagdo ¢ que ndo sejam utilizados

medicamentos contendo acido acetilsalicilico e antiinflamatérios ndo hormonais, ja que seu



uso pode favorecer o aparecimento de manifestacoes hemorragicas e acidose (Santos et al.,

2002 b).

Estudos atuais para tratamento consistem em hidratacdo e emprego de analgésicos e
antitérmicos (paracetamol e dipirona). Soro fisiologico ou solugdo glicofisioldgica sdo
administrados para manter a volemia, sob continua monitorizacdo tendo em vista a
possibilidade de instalar-se o choque. Esta monitorizagdo clinica cuidadosa ¢ realizada nos
casos em que ha suspeita de FHD ou SCD, e a administragdo antecipada podem reduzir a
letalidade em 50 ou 100 vezes. Nos pacientes sob hidratagdo venosa, a circulagdo e o
extravasamento vascular sdo monitorizados a cada duas horas pela verificagdo do pulso,
pressdo arterial, perfusdo cutanea e débito urinario (Martins & Setubal, 1990; Santos et al.,

2002 b; FUNASA, 2002).

Nos casos mais graves, ¢ importante a reposi¢ao de fluidos e eletrolitos, administracao

de plasma e concentrado de plaquetas (Santos et al., 2002 b; FUNASA, 2002).

Em 1971, reconhecendo a severidade do problema mundial da doenca, pesquisadores
epidemioldgicos das For¢as Armadas dos Estados Unidos iniciaram um esfor¢o cientifico
para desenvolver vacinas contra todos os tipos de DENV (1-4). Uma vacina ideal para o
Dengue deveria promover uma imunizagdo prolongada contra os quatro sorotipos do DENV.
Essa ¢ a principal causa da indisponibilidade de uma vacina eficaz no mercado atualmente

(Halstead & Marchette, 2003).

Em todo o mundo, pesquisas estdo sendo realizadas para o desenvolvimento da vacina
visando a proteina E. A proteina E forma proje¢des na superficie do virus além de possuir os

determinantes antigénicos para a hemaglutinagdo e neutralizacdo (Henchal ef al., 1985).



3.5.DENYV: Classificacdo, morfologia e organizacio do genoma

3.5.1.Familia Flaviviridae

O DENV ¢ um virus da familia Flaviviridae na qual os virions possuem uma forma
esférica com 40-60 nm de diametro e um envelope lipidico (Regenmortel ez al., 2000).

O RNA viral ¢ envolto por um nucleocapsideo de simetria icosaédrica, composto por
uma unica proteina denominada C, circundada por uma bicamada lipidica associada as
proteinas de membrana (M) e envelope (E) (Figura 4). A proteina E forma projegdes de 5-10
nm de comprimento (Figura 5), com terminagdes arredondadas de cerca de 2 nm de didmetro,
ao longo da superficie externa do virus (Regenmortel et al., 2000). Os virions contém
carboidratos na forma de glicolipideos e glicoproteinas, somando um total de 9% do seu
volume, a sua composicao e estrutura sdo dependentes das células hospedeiras (vertebrados

ou artropodes).

Proteina E Proteina E

Proteina M Proteina M

Nucleocapsideo

Figura 4: Estrutura do DENV
Fonte: http://www.canalciencia.ibict.br/. ../mini/m00194 2.jpg
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Figura 5: Foto de uma particula viral de DENV,
visualizada por microscopia.

Fonte: http://www.lehigh.edukadaGlycoprotein

3.5.2.0 genoma viral

O genoma do DENV ¢ formado por uma fita simples positiva de RNA que codifica
somente uma poliproteina. Essa poliproteina ¢ processada em trés proteinas estruturais:
Capsideo (C), pré-membrana (prM) (Flamand et al., 1999) e envelope glicoprotéico (E), e
também sete proteinas ndo-estruturais (NS): NS1, NS2 A, NS2 B, NS3, NS4 A, NS4 B e NS5
(Figura 6). Estudos demonstram a associacdo de patogenicidade e variabilidade com as
proteinas prM, E, NS1, NS3 com regides ndo codificadoras (Blok ef al., 1991; Men et al.,
1996; Kinney et al., 1997; Mangada & Igarashi, 1997 & 1998; Santos et al., 2000;

Regenmortel et al., 2000).
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Figura 6: Organizacdo das proteinas virais da familia Flaviviridae.

Sitios de N-glicosilagdo estdo presentes nas proteinas prM (1 a 3 sitios), E (0 a 2 sitios)
e NS1. Os lipidios presentes no envelope viral dos virions sdo derivados de membranas das
células hospedeiras e correspondem a 15-20% do peso total da particula viral.

A proteina C interage com o0 RNA gendmico do virus, para formar o nucleocapsideo. A
glicoproteina prM forma um heterodimero intracelular, estabilizando a proteina E durante a
exocitose. A proteina prM ¢ clivada ante a liberacao do virus pela célula, deixando a pequena
proteina estrutural M ancorada no envelope viral.

A proteina M possui 7-9 kDa e consiste em 40 aminodcidos seguidos de uma regido
transmembranica incluindo dois dominios (Chambers ef al., 1990).

A proteina E ¢ a principal proteina do envelope protéico glicosilado e a maior proteina
estrutural exposta na superficie do envelope do virion maduro do virus, ¢ composta por 495
aminoacidos com massa molecular de 60 kDa. Esta proteina ¢ fundamental para a liga¢ao

viral ao receptor de membrana das células hospedeiras e representa os principais dominios



antigénicos virais para a hemaglutinacao e neutralizacao, entre outros (Henchal et al., 1985;
Regenmortel et al., 2000). Todos os flavivirus possuem epitopos de grupo comum na proteina
do envelope que resulta em extensa reagdo cruzada em testes soroldgicos, sendo dificil o
diagnostico especifico para o DENV. A proteina E desempenha atividades biologicas
importantes, que incluem montagem do virion, recep¢ao de ligagdo, fusdo de membrana além
de ser o maior alvo para anticorpos de neutralizagdo. Trés ramos que desempenham fungdo de
epitopos foram caracterizados na proteina E sendo denominados dominios A, B e C. Todos os
trés dominios contém epitopos envolvidos com neutralizagdo e inibicdo de hemaglutinagio,
mas somente o dominio A contém epitopos de reacdo cruzada em flavivirus (Chambers ef al.,
1990).

A proteina NS1 possui 12 residuos de cisteina extremamente conservados, sitios de
glicosilacdo invaridveis e regides de alta homologia de seqiiéncia entre os flavivirus e se
apresenta sob duas formas principais: Associada a membrana celular e secretada no meio
extracelular. Além disso, a circulacdo de NS1 no sangue dos pacientes durante a fase clinica
da doenga sugere uma contribui¢do da proteina nao-estrutural ao DENV (Shu et al., 2003). A
proteina NS1 com 40 kDa, possui atividade na maturagdo viral e ¢ encontrada na superficie,
ligada @ membrana da célula infectada sendo também, secretada. Os niveis de concentragao de
NS1 no sangue de pessoas infectadas, variam ao longo do processo infeccioso, variando de
nanogramas a microgramas por mililitro (Shu et al., 2003). Estes dados representam um
importante alvo para o diagndstico adiantado da infecgao.

Esté relacionada com o processamento da proteina NS1 a proteina NS2 A, é a primeira
das quatro pequenas proteinas hidrofobicas que ¢ liberada da por¢ao C terminal da NS1 por
proteases do reticulo endoplasmatico (Falgout & Markoff, 1995). As proteinas NS2 B, NS4 A
e NS4 B sdo pequenas, tal como NS2 A e sdo pouco conservadas entre os flavivirus. Estas

proteinas podem formar componentes de membrana nos complexos de replicagdo viral e



podem estar envolvidas na localizacdo de membrana das proteinas NS3 e NS5 via interacao
proteina-proteina. A proteina NS3 ¢ muito conservada entre os flavivirus e contém extensdes
hidrofébicas pouco longas. A NS5 ¢ uma proteina basica ¢ ndo possui nenhuma extensao
hidrofobica, esta relacionada a acdo da RNA polimerase (Chambers et al., 1990).

A NS3 esta em contato com a superficie celular ou € secretada, possui capacidade
imunogénica. Essa proteina, com 69 kDa ¢ uma enzima bifuncional nucleotidea
trifosfatase/helicase viral. A presenca de NS3 estimula a destrui¢ao das células infectadas por

LT citotoxicos (Barbosa, 1996).
3.6. Epidemiologia Molecular

Segundo Santos et al. (2002 a), as proteinas C, prM e E foram conservadas em quase
todos os DENV-1 brasileiros com exce¢do do isolado BR/97-233 (1 aminoécido diferente na
posi¢do E-180) e BR-OIMR (2 aminoacidos diferentes prM-29 e E-338). Na por¢do do gene
que codifica para as proteinas ndo-estruturais (NS), foram identificadas 27 substituicdes dos

aminodcidos que distinguiram o isolado BR/97 e as amostras do isolado BR/01.

Holmes et al., (1999) analisaram o genoma do DENV-1 e observaram eventos de
recombinagdo genética em populacdes naturais do DENV-1. Uma comparagdo foi feita com
um isolado DENV-1 do Brasil (BR/90) e outro da Guiana Francesa (FGA/89). Esses dois
isolados possuiram duas regides distintas que codificam a proteina estrutural E. Nos dois
isolados, essa mesma regido na sua grande maioria estava relacionada com um isolado de

Singapura (DENV-1) de um paciente com FHD.

Estudos foram feitos sobre a recombinagdo génica e a evolugdo do DENV-1, em que a
regido do gene E apresentou um "breakpoint" (Tolou et al., 2001) comparando com outros
estudos dessa mesma regido (Holmes ef al., 1999), esse resultado sugere que esta regido seja

possivelmente um "hot spot" para eventos de recombinagao viral.



De acordo com esses dados, observa-se a presenca de genotipos diferentes e
intrasorotipicos do DENV. A comparacdo desses isolados permite o entendimento da origem
dos sorotipos ¢ destinos de dispersdo, dados estes primordiais para o entendimento das

variaveis do gendtipo e conseqlientemente patogenicidade.

Um fato importante a respeito da epidemiologia do DENV diz respeito a origem dos
isolados relacionados com a forma mais severa da doenca (Rico-Hesse et al., 1997). Devido a
limitacdo na prevencdo e controle das epidemias causadas pelo DENV, a epidemiologia
molecular mostrou ser uma aliada indispensavel na identificagdo e sele¢do dos variantes
genéticos com a finalidade de diagnosticar as formas mais virulentas da doenga (Nogueira et
al., 2000).

No Brasil devido as epidemias recentes que assustaram a populagdo, muitos estudos
estdo sendo realizados desde entdo com uma atencgdo especial para os Estados brasileiros que
apresentaram as maiores epidemias como no Rio de Janeiro e em Sdo Paulo. Porém no
Distrito Federal nenhum estudo direcionado para a distingdo dos gendtipos intrasorotipicos de
DENYV foi realizado, esses dados ajudariam a elucidar a origem dos sorotipos 1 e 2 circulantes

na regiao.

No Distrito Federal, os casos positivos e confirmados de DENV sdo na sua maioria
autdctones (ou seja, da regido em que a pessoa infectada reside) principalmente do DENV-1.
Foram observados também casos da doenga diagnosticados como DENV-2, provenientes de
outros Estados brasileiros, sendo portanto chamados de casos importados. Como o principal
sorotipo circulante no Distrito Federal ¢ do tipo 1, ha a necessidade de acompanhamento e

estudos epidemiologicos dos casos autdctones pois sdo endemicos desta regido.



3.7.Proteinas do DENYV na infec¢ao

Proteinas candidatas para a expressdo foram analisadas, a proteina estrutural E seguida
da prM e a proteina ndo estrutural NS1 foram as mais citadas na literatura.

Os epitopos da proteina E definem a produgao de anticorpos especificos para o tipo viral
e para virus do Dengue e podem ser detectados por multiplos testes soroldgicos (ensaios
imunoenzimaticos ¢ de imunofluorescéncia, testes de neutralizacdo, inibi¢do da
hemaglutinagdo e de facilitagdo da infectividade).

Diversos estudos mostraram que o ectodominio de M, induz uma resposta que atua
neutralizando os anticorpos (Bray & Lai, 1991).

Para Bray & Lai, (1991) a fungdo da prM e da M como antigenos eliciam uma resposta
imune protetora ao organismo e a combina¢do da prM e a proteina E demonstrou ser mais
protetora do que a proteina E sozinha, portanto a expressdo de ambas as poliproteinas
recombinantes prM e E apresentou um nivel significante de protecao.

A proteina NS1 foi utilizada em testes de deteccdo devido a sua presenca no meio
extracelular na forma de uma proteina soltivel, encontrada no soro de pacientes infectados
pelo DENV (Flamand et al., 1999; Shu et al., 2003). Porém no estudo de Chan et al. (2002) a
proteina secretada NS1 ndo foi resistente a atividade de proteases e conseqiientemente foi

rapidamente degradada durante a lise celular.
3.7.1.Proteina E

Durante a década passada, expressoes bem sucedidas da proteina E do DENV foram
relatadas em diversos sistemas de vetores. A proteina E atua como hemaglutinina viral, induz
uma resposta imune ¢ media o ataque do virus a superficie da célula. A proteina E ¢
conseqiientemente um antigeno importante para o desenvolvimento de uma vacina contra o
DENYV e para uso como reagente (antigeno) no diagnostico de uma infeccao DENV (Sugrue

et al., 1997 a & 1997 b; Wei et al., 2003). A proteina E ¢ a principal proteina glicosilada do



envelope exposta na superficie do virion maduro do Dengue, pode se ligar a receptores na
superficie da célula alvo onde ocorrem fusdes desses receptores com a membrana celular da
célula alvo, resultando em uma infecgao viral (Halstead, 1988; Wei et al., 2003). Clonagens
foram realizadas utilizando essa proteina viral em diferentes organismos a fim de se obter
uma quantidade de proteina recombinante final satisfatoria. Alguns estudos demonstraram que
a proteina E recombinante expressada em Escherichia coli (E. coli) possuia muitos dos
epitopos neutralizantes presentes no DENV. Estes resultados sugerem que a proteina E
recombinante expressa em FE. coli fornecera um efetivo antigeno como reagente no
diagnéstico da doencga (Sugrue et al., 1997 a).

Para Sugrue et al. (1997 a) comparando os sistemas de expressdo E. coli e Pichia
pastoris (P. pastoris) concluiu-se que para a producao de proteinas recombinantes DENV-E,
o sistema E. coli demonstrou ser mais eficiente.

O sistema de expressao da levedura P. pastoris foi utilizado para produzir a proteina E
do DENV-2 pela simplicidade nas técnicas necessarias para a manipula¢ao genética molecular
e pela habilidade na produgdo de proteinas intracelulares ou extracelulares em niveis elevados
(Cregg & Higgins, 1995). No estudo de Wei et al. (2003) foi demonstrado um alto nivel de
expressdo da proteina E em DENV-2, no sistema P. pastoris pela indugdo com metanol a
proteina E permaneceu glicosilada, retendo a sua antigenicidade. Uma resposta plausivel para

essa divergéncia entre os dois estudos € o tipo de vetor de clonagem empregado.

Durante a expressdo ¢ secre¢do das proteinas virais recombinantes, degradagdes
proteoliticas foram observadas em resultados de Western blotting, apresentando perdas
aproximadas de 30% da proteina recombinante E. Esse tipo de degradacdo ndo ocorre
especificamente com as proteinas do DENV, mas também com outras proteinas como base de

estudo (p. ex. HIV) no sistema de expressao P. pastoris (Sugrue et al., 1997 a).

Os Baculovirus foram extensivamente utilizados, porém os resultados demonstraram



baixos niveis de expressao da proteina E (Starapoli et al., 1997), os mesmos resultados foram
relatados com o sistema P. pastoris (Sugrue et al., 1997 b; Starapoli et al., 1997; Wei et al.,

2003).
3.8.Expressao em P. pastoris

A levedura P. pastoris representa um sistema eucaridtico alternativo de expressao,
apresenta-se na forma metilotropica e foi largamente utilizada para desenvolver um sistema
heterologo de expressdo de proteina como por exemplo, proteinas do DENV. Desde que
diversos relatos demonstraram que esta levedura, ao contrario do S. cerevisiae, é capaz de
expressar glicoproteinas. As glicoproteinas secretadas pela P. pastoris contém mais de 35%
dos seus oligossacarideos N-ligados como estruturas (Grina & Tschopp, 1989). A P. pastoris
combina muitos dos beneficios da expressdo da E. coli com as vantagens de um sistema de
expressdo eucaridtico (modificacdo pos-traducional), que apresenta altos niveis de expressao
intracelular e secrecdo de proteinas heterdlogas em concentragdes comercialmente uteis
alcangando quantidades finais de proteinas a nivel de gramas a litros (Invitrogen). Porém, em
algumas expressoes a quantidade de proteina E do DENV foi muito baixa (Sugrue ef al., 1997
b).

P. pastoris é capaz de metabolizar metanol como a tnica fonte do carbono. Quando o
metanol ¢ a unica fonte de carbono disponivel, o promotor do AOX1 ¢ induzido. A primeira
etapa no metabolismo do metanol ¢ a oxida¢do do metanol a formaldeido, pela enzima alcool
oxidase. A expressdo desta enzima ¢ codificada pelo gene AOX1, regulada e induzida por
metanol a niveis altos, acima de 30% da quantidade total de proteina soluvel nas células
(Invitrogen; Chen et al., 2000).

Propde-se neste trabalho a expressdo de proteinas recombinantes utilizando o sistema de
expressdo em P. pastoris, por demonstrar ser um sistema mais eficaz que o sistema E. coli, e

menos oneroso que o sistema Baculovirus.



4.0BJETIVO

Seqiienciar o genoma completo e analisar o primeiro isolado do DF, DENV-1 (n°

01021093 (DF-01));

Expressar as proteinas estruturais virais ME do DENV-1, no sistema de expressao P.
pastoris a fim de servir como antigeno em um kit de diagnostico para a doenga Dengue, visto
que, hd uma grande necessidade da fabricacdo de um kit com todos os sorotipos de DENV-1,
2, 3 e 4, para a distribui¢do em hospitais e laboratorios em geral. Este trabalho visa a obtengao

de proteinas para o DENV-1 e servir como estimulo para futuras pesquisas com os outros

sorotipos conhecidos.



5.MATERIAL E METODOS

5.1.Material

5.1.1.Solu¢des Estoque
5.1.1.1.10X YNB (Invitrogen)
Composigao para 1 litro:
YNB (Yeast Nitrogen Base)........cccceeeveevcieeecnreennnenn. 134 gr
Agua destilada............oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 1000 mL

Pesar o YNB, transferir para um tubo e adicionar a 4gua destilada, aquecer o meio até
dissolver completamente o YNB. Autoclavar a 121° C por 20 minutos a 15 1b/sq. Estocar a +

4°C.

5.1.1.2.500X Biotina (0,002%) (Invitrogen)
Composigado para 100 mL:

Biotina......coeoiieeiieceeeeeee e 20 mg
Agua destilada.............cooovevieieeeeeeeeeeeeeeeen, 1000 mL

Pesar a Biotina, transferir para um tubo e adicionar 4gua destilada. Filtrar o meio para

ocorrer uma esterilizacdo. Estocar a + 4° C.

5.1.1.3.100X Histidina (0,4%) (Invitrogen)
Composigado para 100 mL:
Histidina (L-histiding)..........cccoveeviiieeciiieeiieeciee e, 400 mg
Agua destilada.............coovevereeeeeeeeeeeeeeee e, 100 mL

Pesar a Histidina, transferir para um tubo e adicionar a dgua destilada, se necessario
aquecer para dissolver (até 50° C). Filtrar o meio para ocorrer uma esterilizacdo. Estocar a +

4°C.



5.1.1.4.10X Dextrose (20%) (Invitrogen)
Composicao para 1 litro:
Dextrose (D-glucose) ......cccueeeeiieeiieeeieeeieeeiee e 200 gr
Agua destilada...........o.oooeeeeerieeeeeeeeeeeeeeeeen, 1000 mL

Pesar a Dextrose, transferir para um tubo e adicionar a agua destilada. Autoclavar a 121°

C por 20 minutos a 15 1b/sq. Estocar a + 4° C.

5.1.1.5.10X Metanol (5%) (Invitrogen)

Composicao para 100 mL:
METANOL. e e e 5 mL

Agua destilada.............oovvvevreeeeeeeeeeeee e 95 mL

Adicionar a 4gua em um tubo e autoclavar a 121° C por 20 minutos a 15 Ib/sq. Resfriar

o tubo (60° C), levar para o fluxo laminar e adicionar Metanol absoluto.

5.1.1.6.Sorbitol 1M (Sambrook & Russel, 1989)
Composigao para 1 litro:
SOIDItOL....vieiiieeiieiiece et 180,2 gr
Agua destilada...........o.oooeeeeerieeeeeeeeeeeeeeeeen, 1000 mL

Pesar o Sorbitol, transferir para um tubo, adicionar a dgua destilada. Autoclavar a 121°

C por 20 minutos a 15 1b/sq.. Estocar a + 4° C.

5.1.1.7.PBS 10X (Phosphate-buffered saline) (Sambrook & Russel, 1989)

Composigao para 1 litro:

NACL it 8 gr
KClLaieeee e e 0,2 gr
NAHPO S e 1,44 gr
KHoPO 4o 0,24 gr
Agua destilada.............cooveviveeeeieeeeeeeeeeeen, 800 mL

Pesar os componentes solidos, transferir para um tubo, adicionar a agua destilada e
ajustar o pH para 7,4, ap6s ajustar o volume para 1 litro com 4gua destilada. Autoclavar a

121° C por 20 minutos a 15 Ib/sq.



5.1.1.8.PBS-T (Washing) (Sambrook & Russel, 1989)

Composicao:

PBS 10X (item 5.1.1.7.)cccveeieieieeeeeeeeeee 50 mL
TWEEN 20 ..o 0,5mL
Agua destilada.............oovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 450 mL

Medir o PBS 10X para obter uma concentracdo final de 1X, adicionar a 4gua destilada e

o Tween 20, transferir para um tubo e homogenizar.

5.1.1.9.Solucao de Bloqueio (Sambrook & Russel, 1989)

Composicao:

PBS 10X (item 5.1.1.7.)ccceeeiieiieiiecieeeeeeeeeeee e 50 mL
Leite @M PO...ooviieiiieeece e 25 gr
Agua destilada.............ooveiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 450 mL

Pesar o leite em po, transferir para um tubo, adicionar o PBS 10X e a agua destilada.

Homogenizar.

5.1.1.10.APB (Tampao Alkalino) (Sambrook & Russel, 1989)
NaCl 100 mM; Tris-HCI1 100 mM, pH 9,5; MgCl, 5 mM.

5.1.2.Meios de Cultura
5.1.2.1.Meio LB (Luria-Bertani) "liquido" (Sambrook & Russel, 1989)

Composicao para 1 litro:

Triptona (Bacto-tryptone)........ccecceeveeeeeeeneeniieenieeieenne 10 gr
Extrato de levedura (Bacto-yeast extract)...........ccccoeuue.n. 5gr
NACI (Cloreto de s0dio).......cccueevveeriierrienieeieeeieeeeenen 10 gr
Agua destilada...........o.oooeeeeerieeeeeeeeeeeeeeeeen, 1000 mL

Pesar os componentes solidos, transferir para um tubo e adicionar 950 mL de agua
destilada ajustar o pH para 7,0 apds ajustar o volume para 1 litro com agua destilada e

autoclavar a 121° C por 20 minutos a 15 1b/sq..



5.1.2.2.Meio LB (Luria-Bertani Medium) "liquido" com antibiotico
ampicilina (Sambrook & Russel, 1989)
Composic¢ao e preparo idénticos ao item 5.1.2.1., adicionar apenas 1 mL do antibidtico

ampicilina (100 m/mL) em 1000 mL de meio. Estocar a + 4° C.

5.1.2.3.Meio LB (Luria-Bertani Medium) "liquido" com antibiotico zeocina
(Sambrook & Russel, 1989)
Composicdo e preparo idénticos ao item 5.1.2.1., adicionar apenas 1 mL do antibidtico

zeocina (100 mg/mL) adicionar 0,25 mL em 1000 mL de meio. Estocar a + 4° C.

5.1.2.4.Meio LB (Luria-Bertani Medium) Low Salt, "liquido" (Invitrogen)

Composigao para 1 litro:

Triptona (Bacto-tryptone)..........ccceeeeeeeveeneeesieeneeeneenne 10 gr
Extrato de levedura (Bacto-yeast extract)............ccceeuueen. 5gr
NaCl (Cloreto de SOdi0).....c.ceeevvvieriieeeriieeriieeciee e Ser
Agua destilada..........c.oooveeieeeeeeeeeeeeeeeee 1000 mL

Pesar os componentes solidos, transferir para um tubo e adicionar 950 mL de agua
destilada. Ajustar o pH para 7,5 e ajustar o volume para 1 litro com agua destilada, autoclavar

a 121° C por 20 minutos a 15 1b/sq..

5.1.2.5.Meio LB (Luria-Bertani Medium) Low Salt, "liquido' com antibiotico

zeocina (Invitrogen)

Composicdo e preparo idénticos ao item 5.1.2.4., adicionar apenas 0,25 mL do

antibiotico zeocina (100 mg/mL) em 1000 mL de meio. Estocar a + 4° C.

5.1.2.6.Meio LB (Luria-Bertani) "sélido" (Sambrook & Russel, 1989)
Composicdo e preparo idénticos ao item 5.1.2.1., adicionar apenas 15 gr de agar em

1000 mL de meio.

5.1.2.7.Meio LB (Luria-Bertani Medium) "sdlido" com antibidtico ampicilina
(Sambrook & Russel, 1989)

Composicao e preparo idénticos ao item 5.1.2.1., adicionar 15 gr de 4gar e 1 mL do



antibiotico ampicilina (100 mg/mL) em 1000 mL de meio. Estocar a + 4° C.

5.1.2.8.Meio LB (Luria-Bertani Medium) '"sélido" com antibiotico
kanamicina (Sambrook & Russel, 1989)
Composicao e preparo idénticos ao item 5.1.2.1., adicionar 15 gr de 4gar ¢ 1 mL do

antibiotico kanamicina (50 mg/mL) em 1000 mL de meio. Estocar a + 4° C.

5.1.2.9.Meio LB (Luria-Bertani Medium) Low Salt, ""s6lido" com antibidtico
zeocina (Invitrogen)
Composicao e preparo idénticos ao item 5.1.2.4., adicionar 15 gr de agar ¢ 0,25 mL do

antibiotico zeocina (100 mg/mL) em 1000 mL de meio. Estocar a + 4° C.

5.1.2.10.Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) '"liquido"
(Invitrogen)

Composigao para 1 litro:

Extrato de levedura (Yeast eXtract)........cccceeeeveeeruveennns 10 gr
Peptona (Peptone).........ccceeeviiienieenniieiiiecieeeeeeen 20 gr
Dextrose 10X (item 5.1.1.4.)...ccoeiiieniieiiieeieeeiene 100 mL
Agua destilada.............cooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 900 mL

Pesar os componentes solidos, transferir para um tubo e adicionar agua destilada.
Autoclavar a 121° C por 20 minutos a 15 1b/sq.. Levar o meio para o fluxo laminar para entao

a ele ser adicionado a soluc¢ao Dextrose 10X.

5.1.2.11.Meio YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) "sélido"
(Invitrogen)

Composigao para 1 litro:

Extrato de levedura (Yeast eXtract).......cccceeevveeernveennns 10 gr
Peptona (Peptone).........cceeveeeiienieniiienieeieeeeeeeeee 20 gr
AAT it 20 gr
SOIDItOL. it 182,2 gr
Dextrose 10X (item 5.1.1.4.).cccccviiiiiiiiiieiiee e, 100 mL

Agua destilada.............ooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 900 mL



Pesar os componentes solidos, transferir para um tubo e adicionar a 4agua destilada.
Autoclavar a 121° C por 20 minutos a 15 1b/sq.. Levar o meio para o fluxo laminar para entdo
a ele ser adicionado a Dextrose 10X. Placas de Pétri estéreis de 9 cms de didmetro foram
utilizadas para acomodar o meio, posteriormente aguardar 15 minutos para que este
solidifique.

5.1.2.12.Meio YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) "sélido" com
antibidtico zeocina (Invitrogen)

Composicdo e preparo idénticos ao item 5.1.2.10., apenas adicionar 0,25 mL do

antibiotico zeocina (100 mg/mL) em 1000 mL de meio. Estocar a + 4° C.

5.1.2.13.Meio MMH (Minimal Methanol + Histidine) "sé6lido" (Invitroen, a)

Composigao para 1 litro:

YNB 10X (item 5.1.1.1.). e, 100 mL
Biotina 500X (item 5.1.1.2.).ccceviieiiieeiieeieeeeeeeenn 2 mL
Histidina 100X (item 5.1.1.3.).ccceciiiiiiieeiieeieeeee 10 mL
Metanol 10X (item 5.1.1.5.).ccccciiieiiieieeeieeeeeee 100 mL
AT it 15 gr

Agua destilada.............oooveveieeeeiieeeeeeeeeee e, 800 mL

Pesar o agar, transferir para um tubo e adicionar a agua destilada. Autoclavar a 121° C
por 20 minutos a 15 lb/sq. Levar o meio para o fluxo laminar para entdo a ele serem
adicionados: YNB, Biotina, Metanol ¢ Histidina. Placas de Pétri estéreis de 9 cms de diametro
foram utilizadas para acomodar o meio, posteriormente aguardar 15 minutos para que este

solidifique. Estocar as placas a + 4° C.

5.1.2.14.Meio MDH (Minimal Dextrose + Histidine) "sélido" (Invitrogen)

Composigao para 1 litro:

YNB 10X (item 5.1.1.1.).ceiiiiiiiiieceeeeeeeee, 100 mL
Biotina 500X (item 5.1.1.2.)..ccccciiiiiiieieeeieeeeeeeen, 2 mL
Histidina 100X (item 5.1.1.3.)cccccieniiiiiniiniiiccieieenee, 10 mL
Dextrose 10X (item 5.1.1.4.)...ccooiiiiniieiiieeieeeiiens 100 mL
YN . | SRR 15 gr



Pesar o agar, transferir para um tubo e adicionar a agua destilada. Autoclavar a 121° C
por 20 minutos a 15 lb/sq. Levar o meio para o fluxo laminar para entdo a ele serem
adicionados: YNB, Biotina, Dextrose e Histidina. Placas de Pétri estéreis de 9 cms de
didmetro foram utilizadas para acomodar o meio, posteriormente aguardar 15 minutos para

que este solidifique. Estocar as placas a + 4° C.

5.1.3.Eletroforese: Preparo do gel (Sambrook & Russel, 1989)
Gel de agarose 1% (para DNA)

Composigao para 1 litro:

A GATOSC...eeeeeiiiie ettt ettt e e et e e e eaee e e e e e 10 gr
TBE 1X .o 1000 mL
Brometo de Etideo.......ccoovvvviviiiiiiiiiiiiiiieeee e 0,282 mL

Pesar a agarose, transferir para um tubo, adicionar o TBE 1X e o brometo de etideo.
Aquecer no aparelho de microondas e transferir para a cama de uma cuba de gel de

eletroforese.

5.1.4.0btenc¢io das amostras de DENV-1
As amostras estocadas no LACEN-DF (Laboratorio Central de Satde Publica do
Distrito Federal) foram previamente inoculadas em cultura de células de Ae. albopictus clone
C6/36 (Igarashi, 1978), os diferentes sorotipos sdo identificados através da técnica de
imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais para os sorotipos DENV-1, DENV-2,
DENV-3 ¢ DENV-4. O estabelecimento de uma cooperagao entre pesquisadores do LACEN-
DF e da UCB (Universidade Catolica de Brasilia) possibilitou que o LACEN-DF gentilmente

cedesse o isolado do DENV-1 (n° 01021093).



5.1.4.1.Inoculacio do DENV em células C6/36
Para a realizagdo deste trabalho, inoculou-se 0 DENV-1 em células de Ae. albopictus
linhagem C6/36, crescidas por 48 horas em uma microplaca. Utilizando ponteiras com filtro,
o soro positivo com DENV-1 de um paciente foi inoculado diretamente no orificio da placa e
incubado em estufa a 25° C por 3-5 dias. A segunda passagem foi realizada inoculando-se o

meio de cultura da primeira passagem, incubando por 7 dias.
Apobs esse periodo de incubagdo, ressuspendeu-se completamente as células em
monocamada, aliquotando-as em 200 pL para microtubos de 1,5 mL, sendo imediatamente

congeladas em nitrogénio liquido antes de serem armazenadas em freezer a -80° C.

5.1.4.2.Extracao de RNA viral
Para a extracdo de RNA viral das células de Ae. albopictus (2* passagem, estocadas no
freezer a -80° C) foi utilizado o "Mini Kit-RNeasy" (Qiagen) (conforme as instrugdes do
fabricante).As amostras de RNA extraidas foram aliquotadas em microtubos de 1,5 mL e

armazenadas em freezer a -80° C.

5.1.4.3.Desenho dos "primers" especificos para o genoma do DENV-1
Para a determinacdo das seqiiéncias dos "primers" (ou iniciadores) a serem utilizados

neste trabalho foi realizada uma analise em banco de dados, dos genomas completos do

DENV-1 depositados no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) em que os isolados utilizados
foram BR/97-233, BR/97-409, BR/01-MR, BR/97-111 e Den1BR/90.

Os genomas sao provenientes do Brasil e apresentaram identidades completas com as
regioes terminais dos isolados selecionados. Baseada em andlise de alinhamento multiplo
destas seqii€éncias, dois pares de "primers" foram desenhados (Tabela 2 e Figura 7) com a
finalidade de amplificar duas grandes regides, extremidades de 5’ ¢ 3°, uma com 6,8 kb ¢ a

outra com 5,0 kb respectivamente, totalizando os 11 kb do genoma do virus.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabela 2: Seqiiéncias dos "primers" utilizadas para amplificar os fragmentos de 6,8 kb e 5,0 kb das regides do

genoma do DENV-1.

"Primers"

Seqiiéncias dos Nucleotideos

DEN-5 Senso

DEN-5 Anti-senso

DEN-3 Senso

DEN-3 Anti-senso

CTACGTAGTTGTTAGTCTACGT
CCAATCCCCAGGTCTTTCTTTG
GATGGTGCTGCTCATTCCAGA

GGGTTAATTAAGAACCTGTTGATTCAACAGCACCA

80° C 94° C 94° C 68° C 68° C

I min 2min | 0,5 min 58°C / 5 min 20 min \
1 min 10°C
25 X forever

Figura 7: Ciclo de temperaturas para PCR utilizados para amplificar os fragmentos de 6,8 kb

e 5,0 kb das regides do genoma do DENV-1.

5.1.4.4.Desenho dos '"primers" especificos ("primers walking") para o

genoma (11 kb) do DENV-1
Para o seqiienciamento do genoma completo do DENV-1, foram desenhados "primers
walking" (Tabela 3) baseados em 5 alinhamentos de isolados DENV-1 brasileiro (AF 311958
- BR/97-233 (Rio de Janeiro), AF 513110 - BR-01MR (Parand), AF 311957 - BR/97-409
(Pernambuco), AF 311956 - BR/97-111 (Pernambuco), AF 226685 - Den1BR/90 (Rio de

Janeiro)) com a finalidade de seqiienciar o genoma completo do DENV-1 do DF. O esquema

contendo o desenho da posi¢ao de anelamento dos "primers walking" estd na Figura 8.



Primer 1: 453

Primer 3: 1129-1151

Primer 5: 1779-1803

Primer 7: 2453-2476

Primer 9: 3159-3181

Primer 11: 3561-3579

Primer 13: 6091-6118

Primer 15: 7046-7067

Primer 17: 7689-7709

Primer 19: 8361-8383

Primer 21: 8987-9009

Primer 23: 9641-9662

— — 4 4= 4
4 s 18 w0 212 M

Primer 2: 1268-1288
Primer 4: 1950-1973
Primer 6: 2602-2623
Primer 8: 3275-3296
Primer 10: 3701-3723
Primer 12: 4311-4333
Primer 14: 7183-7204
Primer 16: 7864-7882
Primer 18: 8508-8528
Primer 20: 9127-9148
Primer 22: 9811-9834

Primer 24: 10443-10461

Figura 8: Posicdo ¢ orientagdo dos “primers walking” utilizados para o seqiiénciamento do DENV-1.

——



Tabela 3: Seqiiéncia dos "primers walking" utilizados para seqiienciar o genoma (11 kb) do DENV-1.

"Primers"

Seqiiéncias dos Nucleotideos

1 Senso

2 Anti-senso

3 Senso

4 Anti-senso

5 Senso

6 Anti-senso

7 Senso

& Anti-senso

9 Senso

10 Anti-senso

11 Senso

12 Anti-senso

13 Senso

14 Anti-senso

15 Senso

16 Anti-senso

17 Senso

18 Anti-senso

19 Senso

20 Anti-senso

21 Senso

22 Anti-senso

23 Senso

24 Anti-senso

GGGCAGAGAACTCAAATGTGG

TGGCACACGTCAATAGGCTTC

TATCAAACACCACCACCATTC

GTCACTCCTTTCTCATCTTGG

CCTGAAATGCAGACTAAAAATGG

CCACATGATGTTCTCAAGACGC

GAACTCAAATGTGGAAGTGGCAT

TCCACAATGTTCATCCACAAC

TGGAGGACCAATATCTCAGCAC

CATTTTGAAAGTAGCCATCAAGGC

GAAAGATGCTGATGACTG

GAGTGTTCTGCTTCTTCTTCCC

ACTGCGGGGAGAAGCGAGGAAAA

CAGTCCTGGTCCAATTATGGCA

GCTATATTGATGGGACTTGAC

GTGTATCCCTTCACTTCAGTG

CCGAAGCCAAAGAGGGACTGAAA

TAGATGAGGCTGATCCTGATG

ATGTGGCAGTGGAACCAGAGGTA

CGGAATCTTTGATATGTCTCTG

GCAATATGGTATATGTGGCTGGG

AGGCAAGCAGTTTCTCTCAGG

ATACCGCAGTGGGAACCTTCA

TTTACATCCCCACGATGGAG




5.1.4.5.Desenho dos "primers" especificos para as proteinas ME do DENV-1
As sequéncias do virus foram alinhadas no programa Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) do EBI (European Bioinformatics Institute), nos "primers"
(Tabela 4) desenhados para amplificar as regides dos genes M ¢ E do DENV-1 foram
inseridos sitios de endonucleases de restri¢do, Eco RI no primer Senso e Sal/ I no primer Anti-

Senso.

Tabela 4: Desenho dos "primers" utilizados para amplificar os fragmentos das regides ME (2,0 kb).

"Primers" Seqiiéncias dos
Nucleotideos

ME Senso CGGAATTCCATTTGACCACACGAGGGG

ME Anti-senso ACGCGTCGACCGCTTGAACCATGACTCCTAG

OBS. Os nucleotideos sublinhados especificam os sitios de digestdo das enzimas de restrigdo (ME

Senso sitios de Eco RI; ME Anti-senso sitios de Sa/ I).

5.2.Métodos
5.2.1.Reacdes de transcricio reversa (RT) e reacido de polimerase em
cadeia (PCR)
5.2.1.1.RT

Para a sintese do cDNA do DENYV, foram realizadas reacdes de transcrigao reversa (RT)
utilizando o RNA extraido (5.1.4.2.) das amostras do DENV-1 e a enzima Super Script III
RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen) conforme recomendagao do fabricante.

5.2.1.2.PCR

O produto da RT, foi usado para a obtengdo do cDNA pela técnica de PCR, onde dois
pares de "primers" especificos DEN-5 Senso, DEN-5 Anti-senso, DEN-3 Senso ¢ DEN-3 Anti-

senso (Tabela 2) foram utilizados para amplificacdo de dois grandes fragmentos (6,8 kb e 5,0



kb) de DNA do genoma do DENV-1.

O cDNA também foi utilizado para uma amplificagdo especifica em que um par de
"primers" especificos ME Senso ¢ ME Anti-senso (Tabela 4) foi utilizado para amplificar a
regido contendo as proteinas ndo estruturais M-E (2,0 kb). Para cada reagdo, adotou-se um
ciclo com temperaturas e tempo variados, realizados no Termociclador Mastercycler
(Eppendorf).

A especificidade das reacdes foi confirmada pelo tamanho dos fragmentos de PCR por
eletroforese em gel de agarose (5.1.3.). O DNA, amplificado por PCR e digerido com as
enzimas restri¢do adequadas, foi separado por eletroforese em gel de agarose e fotografado
através do programa Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak) e
posteriormente eluido utilizando o kit “Qiaex II Agarose Gel Extraction” (Quiagen) conforme
recomendacdo do fabricante. O fragmento 6,8 kb e o fragmento 5,0 kb foram clonados
separadamente no vetor pCR 4-TOPO e o fragmento ME foi clonado no vetor pUC 19, em
seguida esses clones foram transformados em bactéria E. coli cepa DHS a (Invitrogen) por
eletroporagdo. Os clones foram selecionados e posteriormente foi feita uma extragdo de
plasmideos através de kit para “Miniprep” (Promega) conforme recomendacdo do fabricante.
Os clones selecionados foram seqiienciados no seqiienciador automatico Perkin Elmer ABI-
Modelo 377.

Apds a confirmagdo da clonagem em vetor pCR 4-TOPO (Figura 9), o material
resultante do "Miniprep" foi utilizado como base para ser novamente seqlienciado, foram
utilizados 24 "primers" ("primers walking") para seqiiénciar em pedagos, como em um

“contig” do genoma do DENV-1.
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Figura 9: Mapa do vetor de clonagem pCR 4-TOPO.

Ap6s a confirmacdo da clonagem em vetor pUC 19 (Figura 10), o gene de ME foi
isolado utilizando-se as enzimas de restricdo Eco RI e Sal I (Amersham Biosciences) e

subclonado no vetor de expressdo especifico para o sistema P. pastoris, pPICZa A

(Invitrogen) (Figura 11).

Eco57 12381 T8 Polylinker
cloning sites
396-454

Xmn I 2204

Beg 12215
Scal 2177

Pyvu | 2066
Ava Il 2059

BstD 11935
Afl I BOG

Dird T 908

FEea57 11333

polylinker region
400 Ban 11 Ava1l 420 440 460
Ecl136 1 Xma I SseB387 1
Sacl Sma 1 Xbal Pst 1 Hind 111

ag‘lgaaﬁCGAGCTCGGTACCGGGGGA'T'CCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCT[GGCQtaaECNgg

EcoR 1 Kpn1 BamH 1 Sal 1 Sph1

Hinc I
Apo 1 AccB5 1 et
BspM I

Figura 10: Mapa do vetor de clonagem pUC 19.
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3593 nucleotides

Figura 11: Mapa do vetor de clonagem pPICZa A,B,C.

5.2.2.Transformacao de bactérias E. coli cepa DHS a por eletroporacio de
alta voltagem (Eletrotransformacio) (Chassy & Flickinger, 1987), para as ligacoes
com os vetores “pCR 4-TOPO e pUC 19”

Para a realizacdo desta técnica, utilizaram-se células competentes E. coli cepa DHS o
devidamente preparadas e armazenadas a -80° C (seguindo o protocolo de Sambrook &
Russel, 1989).

O equipamento utilizado para esta técnica foi o Gene Pulser II (Bio Rad) sendo as
condig¢des ideais para a eletroporacao: Capacitancia de 25 puF; resisténcia minima de 200 Q e
maxima de 700 Q; voltagem de 1,80 KV. O procedimento de preparo da reacao foi feito em
um fluxo laminar, onde foram aliquotados 1 pL de reacdo de ligagdo em um microtubo de 1,5
mL contendo 40 pL de células eletro-competentes E. coli DHS a. Ap6s homogenizada, essa
reacdo foi transferida para uma cuveta especifica (Gene Pulser Curvette (Bio-Rad)). A cuveta
foi fechada e acoplada no aparelho, o eletroporador foi ligado, a mensuracdo da corrente
elétrica foi cuidadosamente anotada. Apds esse procedimento a cuveta foi levada para o fluxo

laminar e foi adicionada a ela 1 mL de meio de cultura LB liquido (5.1.2.1.), homogenizou-se



cuidadosamente sendo essa mistura transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril. O tubo
contendo a transformagao foi incubado com agitacdo de 240 rpm por uma 1 hora a 37° C.

Enquanto transcorria o tempo de incubacdo, uma placa de Pétri com meio LB so6lido
(5.1.2.7.) com o antibi6tico ampicilina para pUC 19 e kanamicina para pCR4, foi separada e
nela foram distribuidos com o auxilio de uma al¢a de Drigalski 40 uL de X-Gal (5-Bromo-4-
Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactoside) a 20 mg/mL, 10 pL de IPTG (Isopropylthio-B-D-
Galactoside) a 200 mg/mL e 50 uL de agua, posteriormente deixou-se a placa entre-aberta
perto de um bico de Bunsen para que os reagentes liquidos secassem.

Decorrida a hora da incubagdo da transformagdo, o tubo foi centrifugado em uma
centrifuga 5804 R (Eppendorf) a 4.000 x g por 4 minutos ¢ o sobrenadante (800 uL) foi
descartado, restando apenas 200 pL que foram aplicados sobre a placa de Pétri preparada
acima, com o auxilio de uma al¢a de Drigalski. Apds essa placa foi levada para uma estufa a
37° Cpor 12 a 16 horas.

O procedimento descrito acima, foi realizado para as ligagdes de fragmentos de DNA

aos vetores pCR 4-TOPO e pUC 19.

5.2.3. Transformacao de bactérias E. coli cepa DHS a por eletroporacio de
alta voltagem (Eletrotransformacio) (Chassy & Flickinger, 1987), para as liga¢oes
com 0 vetor“pPICZaq A”

Seguir o0 mesmo procedimento do item 5.2.2., substituir o LB liquido por LB Low Salt
liquido (5.1.2.4.) e LB so6lido com antibidtico ampicilina por LB Low Salt solido (5.1.2.9.)

com antibiotico zeocina.



5.2.4.PCR de colonia (pPIC-ME)

As colonias crescidas e transformadas (5.2.3.) foram utilizadas como componentes
(DNA) de uma reagdo de PCR, para isso foram diluidas em agua. Esta solucio bacteriana foi
incubada a 100° C por 5 minutos e utilizada como molde para a reacdo de amplificagdo
descrita na Tabela 5 e Figura 12. Os primers que anelam a parte interna do gene ME (M-
PVX-Seq, M-PVX-As-Seq) foram utilizados. A amplificacdo do fragmento de tamanho

esperado representou a clonagem correta do gene de interesse.

Tabela 5: Reagentes para uma reagdo de PCR de col6nia para amplificagdo da regido M (569 pb).

Reagentes Volume (nL)
Agua Milli-Q autoclavada 14,2 uL
Tampao 10X 2 uL
dNTPs (2,5 mM) 1 uL
Primer M-PVX-As (Senso) (10 uM) 0,3 uL
Primer M-PVX (Anti-senso) (10 pM) 0,3 uL
coldnia (diluida em agua Milli-Q) 2 uL
Enzima Taq (Pht) DNA polimerase (5 U/uL) 0,2 uL
Volume final 20 pLL

-z N

94°C i 94°C 72°C § 72°C
2min | 30 seg AN 52°C /" 2 min 3 min
Iseg 12°C
34X forever

Figura 12: Ciclo de temperaturas para PCR de coldnia, utilizados para a amplificacdo
da regido M (569 pb).



5.2.5.Seqiienciamento automatico dos insertos de interesse
Com a finalidade de se obter as seqiiéncias de nucleotideos dos fragmentos de cDNA
correspondentes ao genoma completo do DENV-1 do Distrito Federal, foi realizado o
seqiiénciamento automatico dos plasmideos obtidos. Para tanto, utilizou-se o kit de
seqiiénciamento "DYEnamic ET Terminator Cycle Sequence" (Amersham Biosciences), os

"primers" desenhados e o seqiienciador automatico ABI-Modelo 377.

5.2.6. Transformacao em P. pastoris
5.2.6.1.Eletroporacao em P. pastoris

Para a realizacdo desta técnica, utilizaram-se células cepa GS 115 que foram crescidas
em meio YPDS solido (5.1.2.11.) e posteriormente foram incubadas em uma estufa a 28° C
por 2 -3 dias. Todo o procedimento foi feito em camara de fluxo laminar. Foi crescida uma
unica colonia de GS 115 em 5 mL de meio YPD liquido (5.1.2.10.) acomodados em um
erlenmeyer de 125 mL durante a noite a 30° C, sob agitagao de 250 rpm (pré-inodculo). Foi
inoculado 0,1 a 0,5 mL do pré-indculo em 500 mL de meio YPD liquido (5.1.2.10.) (in6culo)
(divididos em 2 tubos erlenmeyers de 500 mL, portanto 250 mL de indculo cada tubo). O
meio foi crescido durante a noite a 30° C, sob agitacdo de 250 rpm até ter obtido uma
absorbancia (OD 600) de 1,3-1,5. Posteriormente as células foram centrifugadas em uma
centrifuga 5804 R (Eppendorf) a 1.500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
ressuspendido com 500 mL de agua gelada estéril.

As células foram centrifugadas (com a mesma velocidade e tempo acima), o
sobrenadante foi descartado e ressuspendido com 250 mL de agua estéril gelada, apds este
passo foi novamente repetido (centrifugacdo e ressuspensao em agua). Posteriormente, as
células foram centrifugadas novamente como acima, o meio foi descartado ¢ o sobrenadante

foi ressuspendido em 20 mL de Sorbitol 1M (5.1.1.6.) gelado. A suspensdo de células foi



transferida para um tubo de centrifuga menor onde foi novamente centrifugado em uma
centrifuga 5804 R (Eppendorf) a 1.500 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas com 0,5 mL de Sorbitol 1M (5.1.1.6.), para a obtengdo de um
volume final de 1,5 mL de células (células competentes).

O equipamento utilizado para esta técnica foi o Gene Pulser II (Bio Rad) sendo as
condi¢cdes ideais para a eletroporagdo: Capacitancia de 25 pF; resisténcia minima de 400 Q
voltagem de 1,50 KV. O procedimento de preparo da reagdo foi feito em um fluxo laminar
onde foi separado um microtubo de 1,5 mL contendo 320 puL de Sorbitol 1 M (5.1.1.6.), onde
foram adicionados a ele 80 pL de células competentes ¢ o DNA linearizado (ME - com a
enzima Pme 1) da amostra, contendo de 5 a 10 pg de material ressuspendidos em 5 a 10 pL de
agua deionizada (Milli-Q). A solu¢ao foi homogenizada e transferida para uma cuveta
especifica, Gene Pulser Curvette (Bio-Rad). Apos esse procedimento a cuveta foi levada para
o fluxo laminar onde foi adicionada 1 mL de Sorbitol 1M (5.1.1.6.) gelado, a reagdo foi
homogenizada e transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril, esse microtubo contendo a
transformagao foi incubado a 30° C por 1 hora.

Ap6s foram separadas 2 placas de Pétri com meio YPDS sdlido (5.1.2.12.) contendo
antibiotico zeocina. Foram plaqueados 100 pL da transformagao com o auxilio de uma alca de
Drigalski e os 900 puL restantes foram centrifugados em uma centrifuga 5804 R (Eppendorf) a
5.000 x rpm por 2 minutos. O sobrenadante (800 uL) foi descartado, os 100 pL restantes
foram usados para plaquear na segunda placa de Pétri contendo meio YPDS soélido (5.1.2.12.)

contendo antibidtico zeocina. As duas placas foram levadas para a estufa 28° C por 2-3 dias.

5.2.7.Selecao das colonias bacterianas (pPIC-ME)

Passados os 2-3 dias de crescimento de uma transformacao em P. pastoris (5.2.6.) foi
observado o surgimento de algumas colonias. Posteriormente foi feita uma reagdo de PCR de

coldnia (5.2.4.) para selecionar os clones positivos, ou seja, que possuem o inserto ME.



5.2.8.Inducao com Metanol
As colonias positivas selecionadas (5.2.7.) e um controle negativo (colonia de P.
pastoris mais vetor/ sem inserto (transformados (5.2.6.), repicado como n° 1)), foram
repicados na placa contendo meio MMH (5.1.2.13.) sélido para a indugdo em placa com
metanol. Como o crescimento em placa ocorre com a disposi¢do da placa invertida, a adicao
de metanol absoluto foi feita na tampa interna da placa a cada 24 horas a uma concentragao
final de 1%, portanto foi adicionado 0,3 mL de metanol absoluto. A indugdo foi feita do

tempo 0, 24, 48 até 72 horas.

5.2.9.Analise dos Transformantes de P. pastoris por “ELISA de colonia”

A anadlise foi realizada em placas contendo coldnias selecionadas e a expressao induzida
por metanol. Sobre a placa contendo o meio MMH (5.1.2.13.) so6lido foram colocados uma
membrana de nitrocelulose (Hybond C-Extra, Amersham Biosciences) diretamente em
contato com as coldnias, 3 folhas de papel filtro (Watmann 3 MM) e varias camadas de papel
toalha. A transferéncia foi realizada por uma hora.

A membrana de nitrocelulose foi retirada e lavada para retirar o excesso de células sob
agitacdo por 3 vezes (3 minutos cada lavagem) em solu¢ao PBS-T (5.1.1.8).

A membrana foi seca e incubada com a solugdo de bloqueio (5.1.1.9.) por no minimo 1
hora, sob agitacdo. Apos descartar a solugdo de bloqueio e fazer uma lavagem na membrana
do mesmo modo com PBS-T (5.1.1.8.), posteriormente adicionou-se o anticorpo primario
anti-His-Tag diluido (1 pg/mL) em 10 mL de solugdo PBS-T (5.1.1.8.), incubar sob agita¢ao
por 4 horas. Descartou-se essa solucdo ¢ a membrana foi lavada com a solugdo PBS-T
(5.1.1.8.) por 3 vezes (3 minutos cada lavagem) sob agitagdo, seguido da adi¢cao do anticorpo
secundario conjugado, anti-Mouse (IgG) (Sigma) conjugado com fosfatase alcalina diluido

(0,1 pg/mL) em 10 mL de solugao PBS-T (5.1.1.8.). A incubagdo foi feita sob agitagdo por 1



hora.

A membrana foi entdo lavada com agua destilada, seguida de 10 mL de solugio APB
(5.1.1.10.) e por ultimo a membrana foi lavada sob agitagdo por mais 3 vezes (3 minutos cada
lavagem) com a solu¢ao PBS-T (5.1.1.8.). A visualizagdo da reagdo foi feita com a adi¢do de
10 mL de solugao APB (5.1.1.10.) e solu¢do reveladora, 33 uL de BCIP (50 ng/mL em 100%
dimetilformamida) e 66 pL. de NBT (50 ng/mL em 70% dimetilformamida). Apos a reagdo, a

membrana foi lavada 3 vezes com agua destilada e seca sobre papel filtro.



6.RESULTADOS

6.1.Seqiiénciamento do genoma completo DF-01 (DENV-1)

O isolado 01021093 (DF-01) do DENV-1 autéctone circulante no Distrito Federal foi
selecionado para ser a base de estudo para este trabalho. Com a finalidade de seqiienciar o
genoma completo do DENV-1 (Apéndice 1), "primers" foram desenhados para amplificagao
de regides especificas no genoma do DENV-1, para isso o primeiro passo foi a obteng¢do do
cDNA do DENV-1 pela técnica RT-PCR e logo ap6s a reagdao de PCR foi feita com dois pares
de "primers" (Tabela 2) desenhados para amplificar duas grandes regides (6,8 kb e 5,0 kb) do
genoma do DENV-1. Com o resultado esperado em pares de bases (Figura 13) visualizado em
gel de agarose (5.1.3.), pares de "primers walking" (Tabela 3) foram desenhados para

seqiiénciar essas duas grandes regides do genoma.

6,8 kb

5.0kb

Figura 13: Fotografia do gel de

agarose evidenciando os produtos
amplificados (regides 6,8 kb e 5,0
kb). Pogo MM (Marcador Molecular
1kb Plus Ladder); Pogos 2 e 3
(Isolado DF-01 (PCR — DENV-1)
tamanho 6,8 kb e Pogos 4 ¢ 5 (Isolado
DF-01 (PCR — DENV-1) tamanho 5,0
kb).



Através da andlise, o isolado DF-01 apresentou 99% de homologia com os isolados do
RJ (Den1BR/90) e BR/97-409 pelo programa ClustalW (Tabela 6), devido a alta homologia e
identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos. Analisando as seqiiéncias alinhadas observou-
se que o isolado DF-01 possuia seis muta¢des de aminoacidos no total comparando com

Den1BR/90 (Tabela 7).

Tabela 6: Resultado do programa ClustalW, estimando a homologia do DF-01 com os demais isolados DENV-1
do Brasil.

BR/97-233  BR/97-409 BR/97-111 BR-0IMR DenlBR/90 FGA/89 FGA/Mma

DF-01 98 99 98 98 99 98 97

Tabela 7: Analise das substitui¢des encontradas (aminoacidos) entre o

isolado DF-01 e Den1BR/90.

Posicio Regido Den1BR/90 DF-01
1428 E T A
1490 E R G
1616 E N S
1940 E S N
1998 E E G
3277 NS1 I A"

Uma analise filogenética foi realizada utilizando o método de Neighbor Joining, através
do programa Mega 3.0 (Figura 14) em que os sete isolados foram agrupados de acordo com a
identidade. A arvore resultante dessa analise demonstrou mais proximidade do isolado DF-01

com o Den1BR/90.
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Figura 14: Arvore filogenética com resultados de alinhamentos de

DENV-1 brasileiros.

6.2.Clonagem e subclonagem do ME

Os fragmentos de PCR especificos (Figura 15) possuindo 2,0 kb foram isolados com o
auxilio de um bisturi e 0 DNA amplificado foi purificado da agarose. Apds a clonagem no
vetor pUC 19 (Figura 10), a regido do inserto foi seqiiénciada para confirmar a integridade da

sua ORF.

2.0kb

Figura 15: Fotografia do gel de
agarose evidenciando os produtos
amplificados  correspondentes  a
regido ME (2,0 kb). Poco MM
(Marcador Molecular 1kb Plus
Ladder); Pogos 2 a 6 (Isolado DF-01
(PCR — DENV-1) tamanho 2.0 kb).



O cDNA foi digerido com as endonucleases de restricado Eco RI e Sal I artificialmente
inseridos nas extremidades dos "primers" (Material & Métodos) e clonados em pPICZa A
(Figura 11) para possibilitar a expressdo protéica em levedura. Sua inser¢do no gene foi
confirmada com tratamentos usando as mesmas endonucleases de restricdo ¢
conseqiientemente ocorreu a liberagdo do fragmento de DNA do tamanho adequado. Um
clone contendo o gene M-E em pPICZa A (pPIC-ME) foi selecionado, multiplicado e
linearizado com a enzima Pme I. A transformacdo do pPIC-ME na forma linear ¢
recomendada no protocolo do fabricante (Invitrogen). Dez pg de pPIC-ME foram
transformadas utilizando as condi¢des descritas no Material & M¢étodos. Dez coldnias foram
obtidas na transformagdo e sua insercdo do gene foi confirmada com a técnica de PCR de

coldnia (Figura 16).

MM12 3 45 67 8 910

500 pb

Figura 16: Fotografia do gel de
agarose evidenciando os produtos
amplificados por PCR colonia
correspondentes a regido pPIC-M
(500 pb). Poco MM (Marcador
Molecular 1kb Plus Ladder); Pogos
1 a10 tamanho 500 pb.



Apos a confirmacao de inser¢do do gene (transformacao) (PCR de colonia (Figura 15))
a primeira selecdo foi feita com a técnica ELISA de colonia. Os clones positivos (2, 3,4, 5, 7,
9 e 10) foram selecionados e transferidos para uma placa contendo meio MMH (5.1.2.11.), e
incubados em estufa a 28° C por 3 dias.

Apo6s o crescimento das coldnias, foi realizada a expressao de proteinas recombinantes
através da inducdo com metanol (5.2.10.). Decorridas as 72 horas da indugdo, a placa foi
separada e as colonias foram transferidas para a membrana de nitrocelulose (Hybond C-Extra,
Amersham Biosciences) para a realizacao do teste.

O resultado do ELISA de colonia utilizando o anticorpo anti-His-tag encontra-se na
Figura 17. Todas as sete coldonias mostraram sinais positivos fracos. O teste incluiu um
controle negativo e nota-se que nao houve reagcdo de cor (devido a auséncia de antigenos
especificos para os anticorpos utilizados) no controle negativo (pogo n° 1) confirmando
portanto a especificidade da reagdo. Assim sendo, foi concluido que houve expressdo

especifica do gene inserido em levedura.

Figura 17: Membrana apresentando resultado positivo (colonias 2, 4,

5,7, 9 e 10) e negativo (colonia 1) do método Elisa de coldnia, clones

DF-01 (DENV-1) pPICZ0o. A-ME.



7.DISCUSSAO

O primeiro isolado brasileiro totalmente seqilienciado foi o FGA/na (Santos et al., 2000)
o isolado brasileiro Den1BR/90 foi utilizado como referéncia para a obtencdo do sorotipo
DENV-1 pertencente a epidemias na América do Sul (Després et al., 1993; Wang et al.,
2000). Para Santos (2002 a) os isolados de DENV-1 recentemente isolados do Brasil,
divergiram do isolado Den1BR/90.

O isolado Den1BR/90 foi isolado de um homem adulto com FCD durante a epidemia
de Dengue na cidade do Rio de Janeiro no ano de 1990, o isolado FGA/89 foi obtido na
Guiana Francesa e foi coletado também de um paciente com FCD no ano de 1989 (Deprés et
al., 1993).

Hé4 uma grande evidéncia de que a diversidade genética em DENV foi gerada por
recombinagdo, embora esse processo ndo seja totalmente entendido (Tolou et al., 2001;
Uzcategui et al., 2001), o processo de recombinagdo dos genomas do Dengue ¢ raro,
especialmente entre os quatro sorotipos que diferem substancialmente nas seqiiéncias
(Holmes & Burch, 2000).

Andlises filogenéticas de DENV-1 (América do Sul) sugerem que DenlBR/90 ¢
descendente de um unico recombinante produzido por mudangas genéticas entre os isolados
da Jamaica DENV-4 e Singapura DENV-1, portanto as seqiiéncias parentais mais proximas
para os diferentes segmentos recombinantes (Holmes & Burch, 2000).

Até o presente momento, nenhuma seqiiéncia de isolados do Distrito Federal-DF esta
disponivel em literatura. Com essa motivacdo foi realizado o seqiienciamento do genoma
completo do DENV-1 do DF (isolado de 2001, n° 01021093 (DF-01)).

O isolado deste estudo foi obtido no LACEN-DF, no ano de 2001 na cidade de Brasilia-

DF de uma epidemia em que o paciente apresentou quadro de FHD.



Uma anélise foi feita utilizando como base as seqiiéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foram observadas seqiiéncias completas do genoma do
DENV-1 de sete isolados brasileiros (BR/97-233; BR/97-409; BR/97-111; BR/01-MR;
Den1BR/90; FGA/89; FGA/na). Estes isolados correspondem as regides que foram coletados,
bem como os Estados do Brasil que apresentaram a epidemia.

Ap6s o seqlienciamento os dados foram comparados e foi estimada a identidade entre
esses isolados. Concluiu-se que o isolado DF-01 deste trabalho possui maior identidade (99%)
com o isolado do RJ (DenlBR/90) pelo programa ClustalW. Analisando as seqiiéncias
alinhadas observou-se que o DF-01 possuia seis mutacdes de aminoacidos no total
comparando com isolado Den1BR/90 (Tabela 6), devido a substituicdes ao longo do genoma
do DENV principalmente da proteina estrutural E (cinco mutagdes) ¢ da proteina nao-

estrutural NS1 (uma mutagdo).

Visto que foram observadas substituicdes de nove aminodcidos especificos entre os
isolados BR/97 e BR/01, indicando que ocorreu uma evolugcdo do DENV-1 no Brasil in situ

(Santos et al., 2002 a).

Observando a tabela 6, uma andlise também foi realizada para na posi¢do 1428 o
aminoacido T (Treonina) ¢ um aminoacido ndo carregado, polar e hidrofilico, comparando
com a substituicao observada A (Alanina), esse aminoacido ¢ hidrofébico pertencente a uma
classe ndo-polar e alifatica. A mutagdo observada entre esses aminodcidos ¢ direta, cuja
substitui¢do ¢ do tipo Transicdo em que a Purina (A) foi substituida por outra Purina (QG)
(Schrank et al., 2000).

Na posi¢do 1490 o aminoicido R (Arginina) ¢ um aminodcido bdsico carregado
positivamente, hidrofilico, comparando com a substituigdo observada G (Glicina), esse
aminoacido ¢ hidrofobico pertencente a uma classe ndo-polar e alifitica. A mutagdo

observada entre esses aminodcidos ¢ direta, cuja substituicdo ¢ do tipo Transversdo em que a



Pirimidina (C) foi substituida por uma Purina (G) (Schrank et al., 2000).

Na posi¢do 1616 o aminoacido N (Asparagina) ¢ um aminoacido ndo carregado, polar e
hidrofilico, comparando com a substitui¢do observada S (Serina), esse aminoacido pertence a
mesma classe do N. A mutagdo observada entre esses aminoacidos ¢ direta, cuja substituicao
¢ do tipo sindnima de sentido trocado em que o cddon especifica aminoacidos semelhantes,
portanto, ndo alteram a fung¢@o da proteina (Schrank ef al., 2000).

Na posi¢ao 1940 o aminoacido S (Serina) é um aminoacido ndo carregado, hidrofilico,
comparando com a substituicdo observada N (Asparagina), esse aminodcido pertence a
mesma classe do S. A mutagdo observada ¢ idéntica a da posicao 1616.

Na posicdo 1998 o aminoacido E (Glutamato) ¢ um aminoacido carregado
negativamente, portanto sdo acidos, comparando com a substitui¢do observada G (Glicina).
Esse aminoacido ¢ hidrofébico pertencente a uma classe nao-polar e alifatica. A mutagao
observada entre esses aminoacidos ¢ direta, cuja substituicdo ¢ do tipo Transi¢cdo em que a
Purina (A) foi substituida por outra Purina (G) (Schrank et al., 2000).

Na posi¢ao 3277 o aminoacido I (Isoleucina) ¢ um aminoacido ndo polar, alifatico e
hidrofilico, comparando com a substitui¢do observada V (Valina), esse aminoacido pertence a
mesma classe de I (Nelson & Cox, 2005). A mutagdo observada entre esses aminoacidos ¢
direta, cuja substitui¢do ¢ do tipo sindonima de sentido trocado em que o coddon especifica
aminoacidos semelhantes, portanto, ndo alteram a funcao da proteina (Schrank et al., 2000).

Deparando-se com a situagdo em que o isolado do DF (DF-01) foi coletado no ano 2001
e 0 genoma que apresentou a maior identidade (Den1BR/90) foi isolado no ano de 1990, no
Rio de Janeiro, seis mutacdes foram observadas, infelizmente ndo possuimos resultados
suficientes para o estudo da epidemiologia molecular e evolugdo do DENV. A velocidade de
muta¢do do Dengue e suas divergéncias genéticas com outras seqiiencias do DENV, servem

de estimulo para futuras pesquisas, buscando o conhecimento e monitoramento dos DENV



circulantes no DF.

Durante a década passada, expressdes bem sucedidas da proteina E do DENV foram
relatadas em diversos sistemas de vetores. Alguns estudos demonstram que a proteina
recombinante E, expressada em E. coli possui muitos dos epitopos neutralizantes presentes no
DENV. Estes resultados sugerem que a proteina recombinante E expressa em E. coli
fornecera um efetivo antigeno como reagente no diagndstico da doenga (Sugrue et al., 1997
a). Neste estudo foi demonstrado que as proteinas estruturais do DENV expressadas em P.
pastoris foram processadas em uma maneira similar aquela na célula infectada por virus,
essas proteinas foram conduzidas para a formagdo de particulas virais (Virus-like particles,

VLPs) como o virus naturalmente produz (Sugrue et al., 1997 a).

O sistema de expressao neste trabalho foi diferenciado dos demais publicados, sendo a
indugdo feita por sistema ELISA de colonia. O resultado da ELISA de colonia demonstrou
que as coldnias estricadas em meio rico, apresentaram proteinas recombinantes ME do
DENV-1, pela reagdo de cor purpura de tetrazolium. Apesar de que, este método ndo estima a
quantidade de proteina expressada de cada clone, a proteina ME do nosso trabalho apresentou
pouca quantidade. Ha duas possibilidades provaveis para esse fato, uma baixa inducio devido
ao ambiente ndo favoravel (Placa) ou uma baixa capacidade dos clones para a expressao. Uma
terceira possibilidade seria a degradagdo pos-incubagdo, ocorrendo um actimulo de proteina,

principalmente do organismo P. pastoris.
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9.APENDICE

Apéndice 1: Seqiiéncia completa do isolado (DF-01) DENV-1, deste estudo.

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551

AGTTGTTAGT
CTTAACGTAG
AACCAACGGA
GAGAAACCGC
GATTGCTTTC
TTTCTAAGAT
GAGCTCATTC
AAGAGATCTC
ACCATGCTCC
ACGAGGGGGA
CACTCTTGTT
ATGGATTTGG
GATCACTGAG
ACACATGGGT
GACAAACGTT
AAGAACTGAA
AAGTGGAGAC
TTTTTAGCAC
CATTTTGCTG
TAGGCAACAG
GTGGTATTGG
AACATTGGAC
TGCGCAAACT
AGATGTCCAA
CTTTGTGTGT
GATTATTCGG
ACAAAACTAG
GATAGTCACC
CAGAACATGG
ATACAGCTGA
AGGGCTGGAC
GGCTTGTCCA
GGGGCTTCAA
ATTCAAGACA
AAGAAGGAGC
TCAGGAACGA
GGATAAACTG
TTAAGCTAGA
CAGGTCAAAT
CCAAGATGAG
CCATAGTTAC
TTTGGTGAGA
AAGCTGGTTC
CCCGAGGAGC
GGCTCTATAG
TTTTGGAACC
AAATAGGAAT
ACGTCACTTT
AGGAGTCATG
GAGAACTCAA
TGGACAGAGC
AGCCATTGGA

CTACGTGGAC
TTCTAACAGT
AAAAGACGGG
GTGTCAACTG
AGGCCAAGGA
TTCTAGCCAT
AAGAAGAATG
AAGCATGCTG
TCATGCTGCT
GAGCCACACA
TAAGACCTCT
GAGAGTTATG
GCGGAACCAG
GACCTATGGG
CCGTGGCACT
ACATGGATGT
TTGGGCTTTG
ATGCCATAGG
ATGCTGGTGA
AGACTTCGTC
AGCATGGAAG
ATTGAACTCT
GTGCATTGAA
CACAAGGAGA
CGCCGAACGT
AAAAGGAAGC
AAGGAAAGAT
GTCCACACTG
AACAATTGCA
CTGACTACGG
TTTAATGAGA
CAAACAATGG
CATCCCAAGA
GCTCATGCAA
AATGCACACC
CAACAATCTT
ACTTTAAAGG
GAAGGAAGTG
ACGAAGGAAC
AAAGGAGTGA
TGACAAAGAA
GCTACATCGT
AAGAAAGGAA
ACGAAGGATG
GAGGAGTGTT
GCATATGGTG
AGGGATTCTG
CGATGACGTG
GTTCAAGCGG
ATGTGGAAGT
AATACAAATT
AAGGCATGGG

CGACAAGAAC
TTTTTATTAG
TCGACCGTCT
GTTCACAGTT
CCCATGAAAT
ACCCCCAACA
GAGCAATCAA
AACATAATGA
GCCCACAGCC
TGATAGTTAG
GCAGGTGTCA
TGAGGACACA
ATGACGTTGA
ACGTGTTCTC
GGCCCCACAC
CTTCTGAAGG
AGACACCCAG
AACATCCATC
CACCATCAAT
GAAGGACTGT
CTGCGTCACC
TGAAGACGGA
GCCAAAATAT
GGCTACACTG
TTGTGGACAG
CTATTGACGT
AGTTCAATAT
GGGATCAGCA
ACCATAACAC
AGCCCTCACA
TGGTGCTATT
TTTCTAGACT
GACTTGGAAC
AGAAACAGGA
GCGTTGACTG
TGCAGGGCAC
GGACGTCATA
GCTGAGACCC
AGATGCGCCA
CCCAGAATGG
AAACCAGTCA
GGTAGGGGCA
GCAGCATAGG
GCTATCCTGG
CACATCTGTG
TTCTGTTCAG
CTGACATGGT
CATTGCAGTT
ACTCGGGATG
GGCATTTTTG
CCAGGCTGAC
AGGAGGGCGT

AGTTTCGAAT
AGAGCAGATC
TTCAATATGC
GGCGAAGAGA
TGGTGATGGC
GCAGGAATTT
AGTGTTACGG
ACAGGAGGAA
CTGGCGTTCC
TAAGCAGGAA
ATATGTGCAC
ATGACCTACA
CTGCTGGTGC
AAACCGGCGA
GTGGGACTCG
CGCCTGGAAA
GATTCACGGT
ACTCAGAAAG
GGCCATGCGA
CAGGAGCAAC
ACCATGGCAA
GGTCACGAAC
CAAACACCAC
GTGGAAGAAC
AGGCTGGGGT
GTGCCAAGTT
GAAAACTTAA
CCAGGTGGGA
CTCAAGCTCC
TTGGACTGTT
GACAATGAAA
TACCACTGCC
AGACAAGATT
AGTAGTCGTA
GGGCGACAGA
CTGAAATGCA
TGTGATGTGC
AGCATGGAAC
TGCAAGATCC
GAGATTGATA
ACATTGAGAC
GGTGAAAAAG
GAAAATGTTC
GAGACACCGC
GGAAAATTGG
CGGTGTTTCT
TGGGATTAAA
GGCATGGTTA
TGTAATCAAC
TCACTAATGA
TCCCCAAAAA
GTGTGGAATT

CGGAAGCTTG
TCTGATGAAC
TGAAACGCGC
TTCTCAAAAG
TTTCATAGCA
TGGCTAGATG
GGTTTCAAAA
AAGATCCGTG
ATTTGACCAC
AGAGGAAAGT
TCTCATTGCG
AATGCCCCCG
AATGCCACAG
ACACCGACGA
GTCTAGAAAC
CAAATACAAA
GATAGCCCTT
GGATCATTTT
TGCGTGGGAA
GTGGGTAGAC
AAAATAAACC
CCTGCCGTCT
CACCGATTCA
AAGACGCGAA
AATGGCTGCG
CAAGTGTGTG
AATATTCAGT
AACGAGACTA
CACGTCGGAA
CACCTAGAAC
GAAAAATCAT
TTGGACTTCG
TGCTGGTCAC
CTGGGATCAC
AATCCAGACG
GACTAAAAAT
ACAGGCTCAT
TGTTCTAGTG
CCTTTTCGAC
ACAGCCAATC
AGAACCACCT
CTTTGAAACT
GAAGCAACCG
ATGGGACTTT
TACACCAGGT
TGGACCATGA
TTCAAGGAGC
CACTGTACCT
TGGAAGGGCA
AGTCCACACT
GACTGTCAGC
CGATCAGCCA



2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451

CGCGTCTTGA
ATTCTACTTG
TGGAATTTTG
ACAAATACTC
ATACAAAATA
CGATGAACAA
GAATTTTCAC
ATGTGTGACC
CCATGCTGAC
AGCTGGCGAG
TCCCACACTC
AAAGATATAT
TCACACAAAC
GACTTGTGTG
AGGTCCATCT
GGTGTTGCAG
GGATGTTGGT
CCTAGTTAGG
CATTAGGAAT
AGATGGAGTA
TCTTATAATG
TGGTTGGAGC
GCCTTGATGG
ATTTCGCAGA
GCCTGGTGGC
GGACTTGCAA
ACACCACTTA
TTTCATTGGA
TCTCTCTTTC
TCCGGTGCTG
TAACAGAAAA
ATTATGGCTA
TGATGTGCCG
GTTATGTCAT
GAGGTATCCT
ATTAGTAGAG
GGGATGACAC
GGAGTGTACC
GCAGAAAAAG
CGGAAGTGGA
AGAGGACTGT
CGTGTTCCAC
AAGGGAAGAG
TCATATGGAG
AGTGCAGGTG
CAACGCCGGG
CTAGATTTTA
AAAAATAGTA
ACGTCAGTGC
GAGATTGAGG
CCATCCAGGA
AGGCCATAAA
GTCGCCTCTG
GACAACAGCA
TGTGCCACGC
AATTACAACA
CATAGCGGCC
CTGCGATCTT

GAACATCATG
AAAATGACAT
GCCCAAGGGA
ATGGAAAAGC
CCACCTTCAT
AGAGCGTGGA
GACAAACATA
ACCGGCTAAT
ATGGGGTACT
AGCCTCCTTC
TATGGAGTAA
GGAGGACCAA
AGCAGGGCCA
AAGGCACCAC
CTCAGAACTA
ATCCTGCACG
ATGGCATGGA
TCAATGGTCT
ACTATGCGTA
GAAAGATGCT
GGACAACTGA
TAATGCTTCA
CTACTTTCAA
CTAGCATCCA
ATCCGTGGAG
TGGGTATCAT
TGGACCACCT
TTATGCATGG
CTTTATGCCT
TTAGGATCTT
CAAAATCTGG
TTGGAATAGT
TTGGCCGGCC
ATCCGGAAGC
GGGAAGAAGA
GTTCAAGATG
ACTCACTATA
CAATGTCAAT
AAACAGAGAT
AGGAGCGGTT
TGGGCAGGTC
ACAATGTGGC
GCTGGAACCA
GAGGTTGGAG
ATAGCTGTTG
TACCTTCAAG
AACCCGGCAC
GGTCTTTATG
CATAGCCCAA
ACGAGGTGTT
TCAGGAAAAA
AAGGAAACTG
AAATGGCAGA
GTGAAGAGTG
CACTTTTACC
TGATTATTAT
AGAGGGTACA
TATGACAGCC

TGGAAGCAAA
GAAATTCACA
AAAAAATGAT
TGGGGAAAAG
CATCGACGGC
ACATTTGGGA
TGGCTGAAAT
GTCAGCTGCC
GGATAGAAAG
ATAGAAGTCA
TGGAGTTTTG
TATCTCAGCA
TGGCACCTAG
AGTTGTTGTG
CAACAGTCAC
CTACCCCCCT
AATCAGACCA
CTGCAGGGTC
TCAATAATGA
GATGACTGGA
CATGGAATGA
GACAAGATGG
AATGAGACCA
GAGAAGTTCT
CTACCAAATT
GATGTTAAAA
TACTGTCTTT
AAGACAACGG
GTCTACGACC
TTGGATGCAA
GGAAGGAAAA
CAGCATTCTA
CACTAATAGC
TCAGCCGATT
AGCAGAACAC
ATGGAGCTAT
CTCCTTAAAG
ACCAGCAACT
CAGGAGTGTT
CTTGATGATG
CCAAGTAGGA
ACGTCACCAG
AGCTGGGCCA
GTTTCAAGGA
AACCAGGAAA
ACTCCTGAAG
ATCTGGATCT
GAAATGGAGT
GCTAAAGCAT
TAAGAAAAGA
CAAGAAGATA
CGTACGTTAA
GGCGCTCAAG
AGCACACAGG
ATGCGTCTCT
GGATGAAGCA
TCTCAACCCG
ACTCCCCCAG

TATCAAATGA
GTGGTTGTAG
TAGGCCACAA
CTAAAATCAT
CCAGATACTC
AGTTGAGGAC
TGCGTGACTC
ATCAAGGACA
TGAAAAGAAC
AGACATGCAT
GAAAGTGAAA
CAACTACAGA
GCAAGTTGGA
GATGAACATT
AGGAAAGATA
TACGGTTCAG
GTTAAGGAGA
AGGAGAAGTG
TTGAAGAAGT
ACACTGGCTG
TCTGATTAGG
GGATGGGAAC
ATGTTCGCTG
TCTTCTCACG
CTTTGGAGGA
TTATTGACTG
GACATTTATC
CTATGGTACT
TCCCAAAAAA
ACCATTAACC
GTTGGCCCCT
CTAAGTTCAC
TGGAGGCATG
TATCATTGGA
TCCGGTACCT
GAAAATAAAA
CAACTTTGCT
CTTTTTGTGT
ATGGGACACA
GCATTTATAG
GTGGGAGTTT
GGGAGCTGTC
GTGTCAAAAA
TCATGGAACA
AAACCCCAAA
GCGAAGTTGG
CCCATCGTGA
GGTGACAACA
CACAGGAAGG
AACTTAACAA
TCTTCCAGCC
TCTTGGCTCC
GGAATGCCAA
AAGGGAGATA
TATCCCCAGT
CATTTTACCG
AGTGGGTATG
GATCGGTGGA

ATTGAACCAC
GAGATGCTAA
CCCATGGAAC
AGGAGCAGAC
CAGAATGCCC
TATGGGTTTG
CTACACCCAA
GCAAGGCAGT
GAAACCTGGA
CTGGCCGAAA
TGATAATCCC
CCAGGGTATT
ATTGGATTTT
GTGGAAATCG
ATCCATGAAT
AGGAGAAGAC
AGGAGGAGAA
GACAGTTTTT
GATGAGATCC
TTTTCCTCCT
TTATGCATCA
AACGTACCTA
TTGGGCTATT
ATTGGATTAA
GCTAGGGGAT
AATTTCAGCC
AAAACAACTC
GTCAATCGTA
CAACATGGCT
ATGTTTCTTA
CAATGAAGGA
TCCTCAAAAA
CTAATAGCAT
GAAAGCGGCT
CACACAACAT
GATGAAGAGA
GGCAGTCTCA
GGTATTTTTG
CCCAGCCCTC
AATCTTGCAA
TCCAAGACGG
CTTATGTACC
GGACTTGATC
CAGGAGAAGA
AATGTACAGA
AGCCATAGCT
GCAGAGAGGG
AGTGGAACCT
GCCTCTACCA
TAATGGACCT
ATAGTCCGTG
CACAAGAGTT
TAAGATATCA
GTTGACCTCA
GAGAGTTCCC
ATCCAGCCAG
GGTGAAGCAG
GGCTTTTCCA



5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801
7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351

CAGAGCAATG
ATGGAATTCA
GGTTTGTTCC
AAGAACGGAA
GTACCAGAAA
TTTCTGAAAT
CGGTGCTTGA
AGCCGGACCG
GAATTGGAAG
CAGCCTTTAA
GCTCCTTGAC
AGCCAGAGAG
GGAGAAGCGA
AGTTTGGCTA
GAAGGTGGTG
ATGGACGTGG
CCGCTGGTTG
TTAAAGAGTT
GAAATAGGGA
GGATAACTTG
GACATGCTAT
GCTTTGATAG
AAAAGGTCTA
GCGCACTGTT
ATCATACTAG
ACAGCGCACT
TATTCATGAT
ACAAAGAAAG
TGCTACAATG
ATGCAGTAGC
AATACAACGG
ATTGATGGGA
TTCCACTTCT
ACAGCGGCGG
ACTGCAAGCA
TAATGAAAAA
GTGGTTTATG
GATACTTTGT
GTGAATCTAT
TCTCCAGGAA
CTTCAGGGGA
AATCTTTAGG
GGAGAGAAAT
CACCTACAAA
AGGGACTGAA
GCCAAACTGA
AGTCATAGAC
GGCTGAAGAA
CATGAGGAAC
ACACTCTGGA
TTCTGTGTGA
AGAACGTTAC
ATTCTGCATA
TGGAGCAAAT
TCAAGAAATT
CATTGTGTCG
CAATGGCTCA
GGAACAAGAC

CAGTTATCCA
GGCTACGACT
AAGCATTAAA
AACGGGTAAT
ACAAAAAACA
GGGGGCAAAT
AACCGGTAAT
ATGCCAGTGA
GAACCAGAAC
ATAATGATGA
AATATAAACA
AGAAAAGAGT
GGAAAACGTT
TCCTACAAAG
CTTTGATGGG
AGATCTGGAC
GATGCCAGAA
TGCAGCAGGA
AACTTCCACA
GTCATGTTGC
GGAGGAACTA
CTGTGTTGAC
GGGAAAACAT
ATGGATGGCC
AGTTCTTTTT
CCACAGGACA
ACTGACAGTG
ACCTGGGGAT
CTGGACGTAG
CACAACAGTT
CAAACATTTC
CTTGACAAGG
CGCCTTAGGG
TGTTGATGTT
AAGGCCACTA
TCCAACCGTA
ATGCAAAATT
ACATCACAGA
CACACTGGCT
AATTCTGGAA
AGTTATCTAG
AGGAGGTAGG
GGAAAAGACA
AGGAGTGGGA
AAGAGGAGAA
GGTGGTTTGT
CTCGGTTGTG
AGTCACTGAA
CTGTCCCAAT
AAAGATGTAT
TATTGGTGAG
GTGTTCTAAA
AAAATCCTAA
GCAAAGAAAA
CCACCCATGA
GCAGTGAACA
CAGGAAGCCA
ATGTGGCAGT

AGATGAGGAA
GGATCACTGA
TCAGGAAATG
CCAATTGAGC
ATGACTGGGA
TTCCGGGCTG
ACTAAAAGAT
CTGTGGCCAG
AAGGAAGGTG
GGATCACGCT
CACCAGAAGG
GCAGCAATAG
CGTGGAGCTC
TTGCCTCAGA
GAAAGGAACA
AAAGGAAGGA
CATACTCTGA
AGAAGAAGTG
ACATTTGACG
ACAATTCCGA
CCAGACACCA
TGGTGGAGTG
CCATTGGCTT
AGTGTGGAGC
GATGGTGCTG
ACCAGCTAGC
GCAGCCAATG
TGGCCATGTA
ACCTACGTCC
ATCACTCCCA
CTTGACAGCC
GATGGCCAAT
TGCTATTCCC
AGTGGCTCAT
GAGAAGCTCA
GACGGGATTG
TGAAAAACAG
TCCTCTTGAT
ACTGGACCCC
TACCACGATA
CAGGAGCAGG
AGAGGTACGG
GTTAAACCAA
TTATGGAGGT
ACAACCAAAC
GGAGAGGAAC
GAAGAGGTGG
GTGAAGGGAT
GGCGACCTAT
TTTTTATGCC
TCCTCTCCGA
GATGGTGGAA
ATCCTTACAT
CATGGAGGGA
AATGTACTGG
TGACATCCAG
ACATATGAAA
GGAACCAGAG

AGAGACATTC
TTTTCCAGGT
ACATTGCCAA
AGAAAAACCT
CTATGTTGTC
ACAGGGTAAT
GGTCCAGAGC
TGCTGCCCAA
ATCAGTATGT
CATTGGACAG
GATCATCCCA
ACGGGGGGTA
ATGAGAAGAG
AGGTTTCCAG
ACCAGGTGTT
GAAAGAAAGA
TCCACTGGCC
TCTCAGGTGA
CTAAGAGCCC
ACAAGGAGGA
TAGAAACATT
ACGCTGTTCT
GCTCTGTGTG
CCCATTGGAT
CTCATTCCAG
ATATGTGGTG
AGATGGGATT
GCCGCCGAAA
AGCTTCAGCC
TGATGAGACA
ATTGCAAATC
ATCGAAGATG
AGGTGAACCC
TATGCCATAA
AAAAAGGACA
TTGCAATAGA
CTAGGCCAAA
GCGGACCACA
TGACCACTCT
GCAGTGTCCA
TCTGGCCTTC
GAGCTCAAGG
CTGAGCAAGT
GGACAGATCC
ATGCAGTGTC
CTCGTGAAAC
CTGGTCATAT
ACACAAAAGG
GGATGGAACC
ACCTGAGAAA
ATCCAACTAT
CCATGGCTCA
GCCAAGTGTG
TGCTAGTGCG
GTTTCATGTG
AATGTTACTG
GAGACGTGGA
GTAGCCAACC

CTGAGAGATC
AAAACAGTCT
CTGCTTAAGA
TTGACACTGA
ACAACAGACA
AGACCCAAGG
GTGTTATTCT
AGGAGAGGAA
TTACATGGGA
AAGCAAAAAT
GCCCTCTTTG
CAGACTGCGG
GAGATCTACC
TACTCCGACA
GGAGGAGAAC
AATTGCGACC
CTGCGCGAGT
CCTAATATTG
AGAATGCTCT
AAAGCCTATA
GATGCTCCTG
TCCTATCAGG
ACGGCCTCAA
AGCGGCCTCC
AGCCAGACAG
ATAGGTTTGT
ATTGGAAACC
ACCACCAACA
TGGACCCTCT
CACAATTGAA
AGGCAGCTAT
GACATAGGAG
ATTGACACTG
TTGGACCAGG
GCGGCCGGAA
CCTGGATCCT
TAATGTTACT
TGGGCCTTGT
CTGGGAGGGA
TGGCAAACAT
TCATTAATGA
GGAAACACTG
CAGAATTCAA
GAAGCCAAAG
GAGAGGAACA
CAGAAGGGAA
TATTGTGCTG
AGGACCTGGA
TAGTAAAGCT
TGTGACACCC
AGAAGAAGGT
GAGGAAACCA
GTAGAAACTC
AAACCCACTC
GGACAGGAAA
AATCGATTCA
CTTAGGCGCT
TAGATATCAT



8401
8451
8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951
9001
9051
9101
9151
9201
9251
9301
9351
9401
9451
9501
9551
9601
9651
9701
9751
9801
9851
9901
9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
10451
10501
10551
10601
10651
10701

TGGCCAGAGG
ATGATGAGGA
GTCAAGCCAT
GCTCACAAAA
CTGATACCAC
ACGCGCACAC
AGCCAAGTGG
GCACAAGAGA
GCAGTGTTCG
AGACGAAAGG
AGGGAAAATG
AAATTAGGAG
GTGGCTGGGA
AAGATCACTG
GGACTGCACA
GGGAAATATG
AGGATGATCT
CATGCTCTAT
GGTGAGGGTG
CCAGACGTGA
ACTTTCACTA
AATCTTTTTA
TTGACTGGTT
AGCGGAGATG
CTTAATAGCT
GGGAACCTTC
CACCATTTTC
ATGCCGCAAC
CCGGATGGAG
ATGTGGCAGC
TGCTATCTGT
CCTGGTCAAT
TCAGTGTGGA
AACTCATGTA
ATCAATGGTG
ACCAACATAC
GAATTATCTA
ATCCCGAAGG
ATAGAAGATC
GAAAGAGCTA
AGGCCGAAAG
GGGGATGTAA
GGTAGCAGAC
GCGGGGCCccA
TTAGAGGAGA
GACCAGAGAT
GCAATGGAAA

ATAGAGAATA
CAATCCATAC
CAGGATCAGC
CCATGGGATG
ACCCTTTGGA
CAAGAGCAAA
TTATGGGGTT
GGAGTTCACA
TTGATGAAAA
TTTTGGGATC
TGCCACGTGT
AGTTTGGAAA
GCACGTTTTC
GTTTAGTAGA
AACTTGGATA
TATGCAGATG
TCAGAATGAG
TGGCTACGTC
CAAAGACCAG
CCAGAGAGGA
ATATGGAGGT
CCCAGCGAAT
GGAAAAACAT
ATTGTGTAGT
CTGAATGACA
AAAAGGATGG
ACCAGTTGAT
CAAGATGAAC
CCTGAGAGAA
TGATGTACTT
TCAGCCGTCC
CCATGCCCAC
ATAGGGTTTG
TCCAGTTGGG
TGGATCCCTG
AAGTAGCCAT
GATTACATGA
GGCACTCTGG
AAATAAAGCA
TGCTGCCTGT
CCACGGCTTG
AAACCCGGGA
TAGTGGTTAG
ACACCATGGG
CCCCCCGCAT
CCTGCTGTCT
TGGTGCTGTT

TAAAAAATGA
AAAACATGGG
CTCATCTATG
TTATCCCCAT
CAACAGAGGG
ACGAGGCACA
TCCTTTCCAG
AGAAAGGTTA
CCAATGGAAC
TCGTGCACAG
GTCTACAACA
GGCAAAAGGA
TGGAGTTCGA
GAGAATTCAC
CATACTCAGA
ATACAGCCGG
GCTAAAATCA
AATTTTTAAG
CAAAAAATGG
AGTGGACAGG
CCAACTAATA
TGGAAACCCC
GGCGCCGAAA
GAAACCAATT
TGGGAAAAGT
AATGATTGGC
CATGAAGGAT
TTGTGGGCAG
ACTGCTTGCC
CCACAGGAGA
CAGTTGATTG
CACCAATGGA
GATAGAGGAA
AAGAAGTTCC
ATAGGCTTGA
AAACCAAGTG
CATCAATGAA
TAAGTCAACA
AGAAGTCAGG
GAGCCCCGTC
AGCAAGCCGT
GGCTGCAACC
AGGAGACCCC
AAGCTGTACC
AACAACAAAC
CTACAGCATC
GAATCAACAG

ACACAAGTCA
CCTATCATGG
GTGAATGGAG
GGTCACACAA
TGTTTAAAGA
GCACAAATTA
AAACAAAAAA
GGTCAAACGC
TCAGCAAAAG
AGAGAGGGAG
TGATGGGGAA
AGTCGTGCAA
AGCCCTTGGC
TCAGTGGAGT
GACATATCAA
ATGGGATACA
CTGACATCAT
CTGACTTACC
AACCGTGATG
TCGGAACTTA
AGACAAATGG
CAATCTAGCT
GGCTGAAAAG
GATGACAGGT
AAGAAAAGAC
AGCAAGTGCC
GGGAGGGAAA
GGCTAGAGTA
TAGGCAAGTC
GACCTGAGAC
GGTCCCAACC
TGACAACAGA
AACCCATGGA
ATACCTAGGG
CAGCGAGGGC
AGAAGGCTCA
GAGATTCAAG
CACTCATGAA
CCAGATTAAG
CAAGGACGTA
GCTGCCTGTG
CATGGAAGCT
TCCCTAGACA
TTGGTGGTAA
AGCATATTGA
ATTCCAGGCA
GTTCT

ACATGGCATT
ATCATATGAG
TGGTGAGATT
ATAGCTATGA
GAAAGTTGAC
TGGAGGTGAC
CCCAGAATCT
AGCAATAGGA
AAGCAGTGGA
CTTCATAAAC
GAGAGAGAAA
TATGGTATAT
TTCATGAATG
GGAAGGAGAA
AGATTCCGGG
AGAATAACAG
GGAGCCTGAA
AAAATAAGGT
GATGTTATAT
TGGCTTAAAT
AGTCTGAAGG
GAGAGAGTTC
AATGGCAATC
TCGCAACAGC
ATACCGCAGT
TTTCTGTTCA
TAGTGGTGCC
TCACAAGGCG
ATATGCACAA
TGGCGGCTAA
AGCCGCACAA
AGACATGTTA
TGGAGGACAA
AAAAGGGAAG
CACCTGGGCC
TCGGGAATGA
AATGAGAGTG
ATAAAGGAAA
CCATAGTACG
AAATGAAGTC
GCTCCATCGT
GTACGCATGG
TAACGCAGCA
GGACTAGAGG
CGCTGGGAGA
CAGAACGCCA
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RESUMO

Pela andlise de cinco isolados de DENV-1 do Brasil, primers especificos de
oligonucleotideos foram desenhados para clonagem e amplificagdo do genoma completo do
DENV-1 autéctone do Distrito Federal n® 01021093 (DF-01). A amplificagdo do genoma
completo foi estabelecida em duas regides (extremidades de 5°- 6,8 kb e 3’- 5,0 kb) clonadas
no vetor pCR4, para posterior seqiienciamento. A seqiiéncia do isolado DF-01 foi analisado
pelo programa “BlastN” e “ClustalW”, onde o isolado deste estudo DF-01 apresentou maior
identidade com o isolado Den1BR/90 (Isolado do Rio de Janeiro, 1990).

Com o objetivo final de fornecer o antigeno viral do Dengue para diagnostico, as
proteinas virais M (membrana) e E (envelope) foram sub-clonadas em vetor de expressao da
levedura pPICZa A (denominado pPIC-ME). Uma linhagem da Pichia pastoris (GS 115) foi
transformada e sua integracdo foi confirmada por PCR. Os clones positivos foram
selecionados e induzidos com metanol por 72 horas a 30° C e posteriormente as coldnias
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C). Um ELISA de coldnia
foi realizado utilizando anticorpo especifico anti-HisTag para o reconhecimento da proteina
recombinante contendo a regido HisTag e o anticorpo secundario (anti-mouse) conjugado com
fosfatase alkalina. Sete de 8 colonias apresentaram sinais positivos, confirmando a presenca

de proteinas recombinantes pela transformagao do pPIC-ME.

Palavra-chave: Dengue virus, seqiienciamento do genoma e inducao em P. pastoris

INTRODUCAO

O virus do Dengue (DENV) ¢ um importante arbovirus (virus transmitido por
artropode) que pertence a familia Flaviviridae. O virus € o agente causador da doenca Dengue
nos tropicos e subtropicos (Gubler, 1998). E causada por quatro sorotipos diferentes (DENV-

1, 2, 3, e 4), que causa um spectrum de doengas variando de febre classica do Dengue (FCD)



a febre hemorragica do Dengue (FHD), que pode progredir a sindrome de choque do Dengue

(SCD) e a morte (Santos et al., 2000).

A distribuicdo do Dengue no mundo estd representada sob a forma de 100 paises
endémicos, distribuidos pelas Américas, sudeste da Asia, sudeste oriental, norte das Ilhas
Pacificas, Pacifico ocidental, Africa e Mediterraneo (UNDP, 2003). Até o ano de 2000, os
casos de Dengue no Brasil foram causados pelos sorotipos 1 e 2 (Miagostovich et al., 1998;
Santos et al., 2002). No Distrito Federal os casos positivos e confirmados de DENV, sdo na
sua maioria autdctones (ou seja, da regido em que a pessoa infectada reside) principalmente
do DENV-1. Como o principal sorotipo circulante no Distrito Federal ¢ do tipo 1, ha a
necessidade de acompanhamento e estudos epidemioldgicos dos casos autdctones pois siao

endemicos desta regido.

O genoma do DENV ¢ formado por uma fita simples positiva de RNA que codifica
somente uma poliproteina processada em trés proteinas estruturais: Capsideo (C), pré-
membrana (prM) (Flamand et al., 1999) e envelope glicoprotéico (E) e sete proteinas nio-
estruturais (NS): NS1, NS2 A, NS2 B, NS3, NS4 A, NS4 B e NS5. Estudos demonstram a
associacdo de patogenicidade e variabilidade com as proteinas prM, E, NS1, NS3 com regides
ndo codificadoras (Blok et al., 1991; Men et al., 1996; Kinney et al., 1997; Mangada &

Igarashi 1997 & 1998; Regenmortel et al., 2000; Santos et al., 2002).

Sete seqiiéncias completas dos genomas DENV-1 (BR/97-233; BR/97-409; BR/97-111;
BR/01-MR; Den1BR/90; FGA/89; FGA/na) de isolados brasileiros estdo depositadas no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Estes isolados correspondem aos Estados brasileiros
Parand, Rio de Janeiro e Pernambuco, portanto ainda ndo foi depositado o genoma completo
do DENV-1 do Estado do Distrito Federal. E com esse intuito que o isolado DF-01 foi

seqiienciado e analisado.

Com o intuito da obten¢dao de proteinas recombinantes virais para servirem como



substrato em kit de detec¢do para o DENV, proteinas virais do Dengue foram analisadas. A
proteina E, prM e a NS1 foram as mais citadas na literatura (Flamand et al., 1999; Shu et al.,
2003).

A proteina E ¢ a principal proteina glicosilada do envelope exposta na superficie do
virion maduro do Dengue, é composta por 495 aminoacidos com peso molecular de 60 kDa.
A proteina E pode se ligar a receptores na superficie da célula alvo, onde ocorrem fusdes dos
receptores com a membrana celular da célula alvo resultando em uma infeccdo viral

(Halstead, 1988; Wei et al., 2003).

Durante a década passada, expressdes bem sucedidas da proteina E do DENV foram
relatadas em diversos sistemas de vetores. A proteina E ¢ conseqiientemente um antigeno
importante para o desenvolvimento de uma vacina contra o DENV e para uso como reagente
(antigeno) no diagnostico de uma infeccdo DENV (Sugrue et al., 1997 a & 1997 b; Wei et al.,

2003).

A fim estudar a estrutura e fun¢@o da proteina M-E do DENV-1, fornecer uma potencial
fonte para o desenvolvimento de uma vacina contra 0 DENV e obten¢do de um antigeno
DENV, foi utilizando o sistema heter6logo de expressdo em levedura (Pichia pastoris (P.
pastoris)) (Sugrue et al., 1997 a & 1997 b) para a obtengdo das proteinas recombinantes
pPIC-ME. Os resultados da inducgdo pelo sistema ELISA de colonia utilizando anticorpo
especifico (anti-His-Tag) e conjugado com fosfatase alkalina (anti-Mouse) demonstraram que

houveram expressdes especificas do gene inserido em levedura.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo das amostras de DENV Uma amostra de DENV foi previamente inoculada em

cultura de células de Aedes albopictus clone C6/36, cedidas pelo LACEN-DF (Laboratorio



Central de Satde Publica do Distrito Federal) (Igarashi, 1978), infectadas com o DENV-1,
provenientes do Distrito Federal pertencente as epidemias de 1998 a 2002. O isolado de
DENV-1 utilizado neste trabalho foi o de n°® 01021093 (DF-01).

Extracao de RNA viral Foi utilizado o Mini Kit-RNeasy (Qiagen) (conforme as instrugdes
do fabricante) para a extragdo de RNA, sendo posteriormente aliquotados em microtubos de

1,5 mL e estocados a -80° C.

RT-PCR Para a obtengdo do cDNA, uma reagao de RT-PCR foi realizada com a enzima
Super Script III RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen) (conforme recomendagdo do

fabricante).

Desenho dos primers especificos para o genoma do DENV-1 Para a determinacdo das
seqiiéncias dos primers a serem utilizados neste trabalho, buscou-se 5 seqiiéncias dos
genomas completos de isolados DENV-1 brasileiros (AF 311958 - BR/97-233 (Rio de
Janeiro); AF 513110 - BR-0IMR (Parand); AF 311957 - BR/97-409 (Pernambuco); AF
311956 - BR/97-111 (Pernambuco); AF 226685 - Den1BR/90 (Rio de Janeiro)) depositadas

no European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/) com a finalidade de amplificar

duas grandes regides (6,8 kb e 5,0 kb), totalizando os 11 kb totais do genoma do virus.

DEN-5 Senso (CTACGTAGTTGTTAGTCTACGT)
DEN-5 Anti-senso (CCAATCCCCAGGTCTTTCTTTG)
DEN-3 Senso (GATGGTGCTGCTCATTCCAGA)

DEN-3 Anti-senso (GGGTTAATTAAGAACCTGTTGATTCAACAGCACCA)

Para o seqlienciamento do genoma completo do DENV-1, foram desenhados primers

walking (Tabela 1) com a finalidade de amplificar o genoma completo do DENV-1.


http://www.ebi.ac.uk/

Tabela 1: Desenho “primers walking”

Primers

Seqiiéncias de Nucleotideos

Primers

Seqiiéncias de Nucleotideos

1 Senso

GGGCAGAGAACTCAAATGTGG

13 Senso

ACTGCGGGGAGAAGCGAGGAAAA

2 Anti-senso

TGGCACACGTCAATAGGCTTC

14 Anti-senso

CAGTCCTGGTCCAATTATGGCA

3 Senso

TATCAAACACCACCACCATTC

15 Senso

GCTATATTGATGGGACTTGAC

4 Anti-senso

GTCACTCCTTTCTCATCTTGG

16 Anti-senso

GTGTATCCCTTCACTTCAGTG

5 Senso

CCTGAAATGCAGACTAAAAATGG

17 Senso

CCGAAGCCAAAGAGGGACTGAAA

6 Anti-senso

CCACATGATGTTCTCAAGACGC

18 Anti-senso

TAGATGAGGCTGATCCTGATG

7 Senso

GAACTCAAATGTGGAAGTGGCAT

19 Senso

ATGTGGCAGTGGAACCAGAGGTA

8 Anti-senso

TCCACAATGTTCATCCACAAC

20 Anti-senso

CGGAATCTTTGATATGTCTCTG

9 Senso

TGGAGGACCAATATCTCAGCAC

21 Senso

GCAATATGGTATATGTGGCTGGG

10 Anti-senso

CATTTTGAAAGTAGCCATCAAGGC

22 Anti-senso

AGGCAAGCAGTTTCTCTCAGG

11 Senso

GAAAGATGCTGATGACTG

23 Senso

ATACCGCAGTGGGAACCTTCA

12 Anti-senso

GAGTGTTCTGCTTCTTCTTCCC

24 Anti-senso

TTTACATCCCCACGATGGAG

Primers para o gene ME e M do DENV-1 Dois pares de primers foram desenhados com a

finalidade de amplificar a regido ME com 2,0 kb.

ME Senso (CGGAATTCCATTTGACCACACGAGGGG)

ME Anti-senso (ACGCGTCGACCGCTTGAACCATGACTCCTAQG)

Para a amplificacdo do gene M foram desenhados dois pares de primers especificos para

uma reagao de PCR de colonia.

M-PVX-Asc Senso (AGGCGCGCCATGTTCCATTTGACCAC)

M-PVX Anti-senso (ACGCGTCGACTTATGATGGTGTCACC)

PCR O c¢cDNA do DENV-1 foi usado para a realizacdo do PCR, onde dois pares de primers
especificos foram utilizados para amplificacdo de dois grandes fragmentos (6,8 kb ¢ 5,0 kb)
de DNA do genoma do DENV-1. O ¢cDNA também foi utilizado para uma amplificagdo
especifica em que um par de primers especificos foi utilizado para amplificar a regido de

proteinas ndo estruturais M e E (2,0 kb) e somente para amplificar a proteina M (reacdo de



PCR de coldnia).

Foi realizada uma reagcdo com volume final de 20 pL, contendo: 14,2 pL de agua Milli-
Q autoclavada, 2 pL tampao de 10X, 1 pL. de dNTPs (2,5 mM), 0,3 pL de primer M-PVX-As
Senso (10 nM), 0,3 puL de primer M-PVX Anti-senso (10 nM), 2 pL de colonia (diluida em
agua Milli-Q) e 0,2 pl de enzima Taq (Pht) (DNA polimerase). A reagdo composta por 35
ciclos foi realizada sob as seguintes condi¢des: Desnaturacdo inicial (94° C por 2 min), 2- 94°
C por 30 seg., 3- 52° C por 1 seg., 4- 72° C por 2 min., 5- Repetir 34 X os itens 2, 3 e 4, 6- 72°
C por 3 min. e 7- 12° C forever.

Para cada reagdo, adotou-se um ciclo com temperaturas e tempo variados, realizados no
termociclador Mastercycler (Eppendorf). A especificidade das rea¢des foi confirmada pelo

tamanho dos fragmentos de PCR por eletroforese em gel de agarose.

Clonagem dos fragmentos Os fragmentos de interesse foram eluidos do gel de agarose
utilizando o kit “Qiaex II Agarose Gel Extraction” (Quiagen) conforme recomendacido do
fabricante. O fragmento 6,8 kb e o fragmento 5,0 kb foram clonados separadamente no vetor
pCR 4-TOPO.

O fragmento ME foi clonado no vetor pUC 19, e transformado em bactéria E. coli cepa
DH5 a (Invitrogen) por eletroporagdo. Os clones foram selecionados e uma extracdo de
plasmideos através de kit para “Miniprep” (Promega) foi realizada conforme recomendagio
do fabricante. Os clones selecionados foram seqiienciados no seqiienciador automatico Perkin
Elmer ABI-Modelo 377. A clonagem em vetor pCR 4-TOPO foi seqilienciada utilizando 24
primers (Tabela 1) com a finalidade de sequenciar o genoma completo do DENV-1.

Apos a confirmagdo da clonagem, o clone pUC 19-ME foi digerido com as enzimas de
restricdo Eco RI e Sal T (Amersham Biosciences) e subclonado no vetor de expressao

especifico para o sistema Pichia pastoris, pPICZa A (Invitrogen).



Analise computacional das seqiiéncias do genoma completo (DF-01) DENV-1 As
seqiiéncias obtidas foram submetidas ao programa BlastN (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Trasformagao em P. pastoris O vetor clonado pPIC-ME foi linearizado com a enzima Pme |
e transformado em P. pastoris (célula cepa GS 115 por eletroporagdo (Gene Pulser -Bio-Rad).
As células de levedura transformadas foram incubadas em meio YPDS agar contendo
antibiodtico zeocina (100 mg/mL) a 30° C por 2-3 dias. As colonias resistentes a zeocina foram
selecionadas pela técnica de PCR de colonia (Figura 2) para a obtengdo e selecdo dos clones
positivos, ou seja, que possuem o inserto M.
Inducdo com Metanol As colonias positivas (2, 3, 4, 5, 7, 9 e 10) e um controle negativo
(colonia de Pichia mais vetor/sem inserto) transformados, crescidos em meio YPDS agar
contendo antibidtico zeocina (100 mg/mL) foram repicados na placa MMH agar para a
inducdo com Metanol em placa. Foi adicionado Metanol absoluto na tampa interna da placa a
cada 24 horas a uma concentracdo final de 1%, o mesmo foi feito nos tempos 24, 48 e 72
horas.
Andlise dos Transformantes de Pichia por ELISA de colonia Apds a indugdo com
Metanol, sobre a placa de MMH 4gar foram colocados uma membrana de nitrocelulose
(Hybond C-Extra, Amersham Biosciences) diretamente em contato com as coldnias, 3 folhas
de papel filtro (Watmann 3MM) e varias camadas de papel toalha. A transferéncia foi
realizada por uma hora. A membrana foi retirada e lavada sob agitacdo por 3 vezes em
solugdo PBS-T. Posteriormente a membrana foi seca e incubada com a solugdo de bloqueio
(PBS + leite em po6 (5%)) por no minimo 1 hora, sob agitagdo. Ap6s a membrana foi lavada
com PBS-T, para se adicionar o anticorpo primario anti-His-Tag diluido (1 pg/mL) em 10 mL
de solucao PBS-T. Incubar sob agita¢do por 4 horas, ap6s lavar com a solucao PBS-T, 3 vezes
sob agitacdo, e adicionar o anticorpo secundario anti-Mouse (IgG) (Sigma) conjugado com

fosfatase alcalina, diluido (0,1 pg/mL) em 10 mL de solugdo PBS-T. A incubagdo foi feita



sob agitacdo por 1 hora. A membrana foi entdo lavada com agua destilada, posteriormente
solugdo APB e com PBS-T (por 3 vezes), a visualizacdo da reacdo foi feita com adi¢ao de 10
mL de APB e solugdo reveladora, 33 pL. de BCIP (50 ng/mL em 100% dimetilformamida) e
66 uL de NBT (50 ng/mL em 70% dimetilformamida). Apods a reacdo, a membrana foi lavada
3 vezes com agua destilada e seca sobre papel filtro.

Avaliacdo de proteinas expressadas A antigenicidade foi testada por ELISA de colonia de
acordo com Sambrook & Roussell (1989). Apds a revelagdo da membrana, resultados
positivos (Figura 3) foram visualizados (confirmando a presenca do antigeno contra o

DENV).

RESULTADOS
Sequenciamento do genoma completo DF-01 (DENV-1) O isolado 01021093 (DF-01) do
DENV-1 autéctone circulante no Distrito Federal foi selecionado para ser a base deste estudo.

Pela técnica de RT-PCR, o ¢cDNA foi amplificado por PCR com os pares de primers
especificos para a amplificacdao das regides 6,8 kb ¢ 5,0 kb do genoma do DENV-1. Com o
resultado positivo (Figura 1) visualizado em gel de agarose, pares de “primers walking”
(Tabela 1) foram desenhados para amplificar o genoma completo do DENV-1.

O isolado DF-01 apresentou 99% de homologia com os isolados do RJ (Den1BR/90) e
BR/97-409 pelo programa Clustal W (Tabela 3) e apresentou 6 mutagdes com o isolado
Den1BR/90 (Tabela 2). Uma andlise filogenética foi realizada utilizando o método Neighbor
Joining através do programa Mega 3.0, em que os sete isolados foram agrupados de acordo
com a identidade. Arvore resultante dessa andlise demonstrou mais proximidade do isolado

DF-01 com Den1BR/90 (Figura 4).



Clonagem e subclonagem do ME Pela técnica de RT-PCR, o ¢cDNA foi amplificado por
PCR com os pares de primers especificos para a amplificacdo das regides ME do genoma do

DENV-1. Posteriormente foram clonados no vetor pPUC 19, e digeridos com Eco RI e Sal 1.

Tabela 2: Analise das substitui¢des encontradas (aminoacidos) entre

o icoladn DFE-01 e Den1RR /0N

Posicéio Regido Denl1BR/90 DF-01
1428 E T A
1490 E R G
1616 E N S
1940 E S N
1998 E E G
3277 NS1 I v

Tabela 3: Resultado do programa Clustal W, estimando a homologia do DF-01 com os demais isolados DENV-1
do Brasil.

BR/97-233  BR/97-409 BR/97-111 BR-0IMR DenlBR/90 FGA/89  FGA/na

DF-01 98 99 98 98 929 98 97

Uma subclonagem foi feita com vetor pPICZa A um clone pPIC-ME foi selecionado,
multiplicado e linearizado com a enzima Pme 1. Dez ng de pPIC-ME foram transformadas em
P. pastoris, dez colonias foram obtidas na transformag¢do e sua insercdo do gene foi
confirmada com PCR de colonia. Apos foi realizada a técnica ELISA de colonia. Os clones
positivos (2, 3, 4, 5, 7, 9 e 10) foram selecionados e transferidos para uma placa contendo
meio MMH, incubados a 28° C por 3 dias. Apos o crescimento das coldnias, foi realizada a
expressdao de proteinas recombinantes através da indu¢do com metanol em placa. Decorridas
as 72 horas da indugdo, as colonias foram transferidas para a membrana de nitrocelulose

(Hybond C-Extra, Amersham Biosciences).



Todas as sete colonias mostraram sinais positivos fracos (Figura 3). O teste incluiu um
controle negativo, que ndo mostrou nenhum sinal de cor. Assim sendo, foi concluido que

houve expressao especifica do gene inserido em levedura.

DISCUSSAO

Até o presente momento, nenhuma seqiiéncia de isolados do Distrito Federal-DF esta
disponivel em literatura. Com essa motivagdo foram feitos o sequenciamento do genoma
completo do DENV-1 do DF (isolado de 2001, n° 01021093 (DF-01)).

Uma analise foi feita utilizando como base as seqiiéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foram observadas seqiiéncias completas dos genomas do
DENV-1 de 7 isolados brasileiros (BR/97-233; BR/97-409; BR/97-111; BR/01-MR;
Den1BR/90; FGA/89; FGA/na). Concluiu-se que o isolado DF-01 deste trabalho possui maior
identidade (99%) com o isolado do RJ (Den1BR/90) (Tabela 3) pelo programa ClustalW.

Analisando as seqiiéncias alinhadas observou-se que o DF-01 possuia 6 muta¢des no
total comparando com Den1BR/90 (Tabela 2). A velocidade de mutacdo do Dengue e suas
divergéncias genéticas com outras seqiiéncias do DENV servem de estimulo para futuras

pesquisas, buscando o conhecimento ¢ monitoramento dos DENV circulantes no DF.

O sistema de expressao neste trabalho foi diferenciado dos demais publicados, sendo a
indugdo feita por sistema ELISA de colonia, resultando em coldonias que apresentaram
proteinas recombinantes ME do DENV-1 pela reacdo de cor purpura de tetrazolium. Apesar
de que, este método ndo estimar a quantidade de proteina expressada de cada clone, a proteina
ME apresentou pouca quantidade, ha algumas possibilidades provaveis para esse fato: Uma
baixa indugdo devido ao ambiente ndo favoravel (Placa), uma baixa capacidade dos clones
para a expressdo ou uma degradacdo pos-incubagdo, ocorrendo um acumulo de proteina,

principalmente do organismo da P. pastoris.
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6.8 kb

5.0kb

Figura 1: Fotografia do gel de

agarose evidenciando os produtos
amplificados (regides 6,8 ¢ 5,0 kb).
Po¢co MM (Marcador Molecular 1kb
Plus Ladder); Pogos 2 e 3 (Isolado
DF-01 (PCR — DENV-1) tamanho 6,8
kb e Pogcos 4 ¢ 5 (Isolado DF-01
(PCR — DENV-1) tamanho 5,0 kb).
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MM12 3 45 67 8 910

Figura 2: Fotografia do gel de
agarose evidenciando os produtos
amplificados por PCR colonia
correspondentes a regido pPIC-M
(500 pb). Poco MM (Marcador
Molecular 1kb Plus Ladder); Pogos
1 a 10 tamanho 500 pb.



Figura 3: Membrana apresentando resultado positivo (colonias 2, 4, 5,

7, 9 e 10) e negativo (colonia 1) do método Elisa de colonia, clones

DF-01 (DENV-1) pPICZ0o. A-ME.
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Figura 4: Arvore filogenética com resultados de alinhamentos de DENV-1 brasileiros.
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