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Resumo

A Febre Amarela (FA) ¢ uma doenga viral endémica da Africa e América do Sul e é
transmitida por mosquitos. O virus da FA ¢ o protdtipo do género Flavivirus e caracteriza-se
por ser um virus envelopado com genoma de RNA fita simples positiva. O controle da FA foi
possivel apdés o desenvolvimento de uma vacina atenuada e, gragas as suas boas
caracteristicas, tem sido amplamente utilizada. Também tem sido avaliada como vetor de
expressao para antigenos exogenos, tendo em vista a obtengdo de novas vacinas. Como o
genoma de FA ¢ pequeno e compacto, inser¢des poderiam provocar um efeito deletério sobre
a viabilidade viral e, assim, deve-se respeitar os motivos funcionais importantes para o
processamento viral. Foi desenvolvida em nosso laboratério, uma estratégia de expressao de
proteinas exogenas, por meio da inser¢do do gene da proteina repérter EGFP na regiao
intergénica E/NS1 do genoma do virus vacinal FA 17D. Esta abordagem considerou os
motivos funcionais desta regido, que foram duplicados e utilizados para flanquear a EGFP,
permitindo o correto processamento da poliproteina viral. Foram construidos dois virus que
diferiam entre si por conter a regido completa ou truncada da Haste-ancora de FA (HA FA)
fusionada a EGFP. Eles foram caracterizados quanto a capacidade de replicagdo e
imunogenicidade em comparagdo ao vacinal FA 17DD e quanto a expressdo e estabilidade da
inser¢ao heter6loga no genoma viral (Bonaldo et al., 2007; Mello, 2007). Os resultados
obtidos apontaram para a necessidade de aprimoramento da estabilidade das inser¢des no
genoma. Portanto, nesta dissertacdo, apresentamos uma variagdo desta estratégia com a
finalidade de melhoramento da estabilidade das inser¢des no genoma dos virus
recombinantes. Uma modifica¢do realizada foi a utilizacdo da variante pG1/2 na construcao
destes novos virus, a fim de torna-los fenotipicamente mais proéximos do vacinal. A outra
modificagdo foi a substituicdo dos dominios HA completo ou truncado de FA, que foram
fusionados ao gene exdgeno, pelas seqiiéncias homodlogas dos elementos HA Dend. As
caracteristicas de replicagdo, expressdo e estabilidade da inser¢do heteréloga no genoma viral
foram determinadas e comparadas com as da primeira geracao de virus construidos por esta
estratégia, apds o cultivo em monocamadas celulares. Sugerimos aqui, que estes novos virus
apresentaram um perfil mais replicativo do que os da primeira geragdo, porém menos
replicativo que o vacinal. A EGFP foi eficientemente expressa, porém manteve-se retida no
Reticulo Endoplasmatico (RE), confirmando-se como uma caracteristica comum dos virus
construidos por esta tecnologia. Observou-se um aprimoramento da estabilidade genética da
insercdo contendo a HA Den4 truncada, indicando que a diminuicao da identidade seqiiencial
entre este dominio e aquele natural do virus FA foi capaz de melhorar a estabilidade da
inser¢cdo, mas somente quando omitidos os elementos H1 e CS, sugerindo uma interferéncia
deletéria do acimulo destes motivos no RE.
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Abstract

Yellow fever (YF) is a mosquito borne viral disease from Africa and South America.
This virus is the prototype virus of Flavivirus genus that groups virus with enveloped and has
an RNA positive, single stranded genome. YF control became possible because of the
creation of an attenuated vaccine whose advantageous characteristics made it widely used. YF
vaccine virus has been evaluated as an expression vector to exogenous antigens aiming the
development of new vaccines. As YF genome is short and compact, insertions can induce
deleterious effects on viral viability; hence, important functional motifs to the viral processing
must be respected. It has been previously described by our laboratory a new strategy to
express a heterologous protein, the reporter protein EGFP, in the intergenic region E/NSI1 of
the viral YF 17D genome. This approach has taken into account the functional motifs flanking
this region. So, the expression cassette was built using these duplicated domains flanking
EGFP gene, allowing the right processing of the viral poliprotein. Two different cassettes
were constructed bearing either the complete or truncated YF stem—anchor (SA) region. They
were compared to the YF 17D in terms of replication, heterologous protein expression, and
immunogenicity capabilities. It was also evaluated the genetic stability of the heterologous
insertion in the viral genome. These data have indicated a requirement to improve the genetic
stability of the insertions as well as the immunogenicity of the viral constructs (Bonaldo et al.,
2007; Mello, 2007). Herein, this dissertation presents an alternative strategy to improve the
recombinant genome insertions stability. One of the performed changes was the replacement
of the pG1/2 plasmid - used in the construction of YF infectious clone template - to obtain
new recombinant viruses displaying a closer phenotype to the 17D vaccine strain. The other
modification was the substitution of complete or truncated YF stem SA domains, that were
fused to the foreign gene, by the homologous sequences of the Den4 virus SA elements. In
this work, growth characteristics, GFP expression pattern and genetic stability of the
exogenous insertions were determined and compared with the viruses described by Bonaldo e?
al. (2007) and Mello (2007), using a similar approach. We proposed that these new viruses
proliferated better than the previously obtained viruses, although less than the vaccine 17D
YF virus. EGFP was efficiently expressed, but it seemed to be retained to the Endoplasmic
Reticulum, confirming a common characteristic of viruses built by this technology. An
increase in the genetic stability properties was displayed by the virus, which was constructed
with the truncated SA Dengue 4 region, indicating that the decrease in sequence identity
between this domain and the YF one could enhance insertion stability, but only in the absence
of HI and CS elements. This suggests a deleterious interference of these elements
accumulation in the ER.
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1. Introducao

1.1. Os flavivirus e sua estrutura gendmica

O género Flavivirus ¢ composto por aproximadamente 70 virus dos quais muitos sao
capazes de provocar doengas sérias no homem como a Encefalite Japonesa, Encefalite
Transmitida por Carrapato, a Febre de Dengue e a Febre Amarela. O virus da Febre Amarela
¢ considerado o prototipo do grupo que € caracterizado por reunir virus pequenos
(aproximadamente 40 — 60 nm) e esféricos possuindo um nucleocapsideo de simetria
icosaédrica, envolto externamente por um envelope lipoprotéico.

O material gendmico dos flavivirus ¢ constituido de uma fita simples de RNA com
orientacdo positiva, composto de aproximadamente 11.000 nucleotideos cuja replicagdo
ocorre em complexos citoplasmaticos associados as membranas do Reticulo Endoplasmatico
(RE). A regido 5’ do genoma ¢ nao-codificante, formada por, aproximadamente, 120
nucleotideos e possui CAP. A regido 3’ também ¢ ndo-codificante formada por,
aproximadamente, 500 nucleotideos ¢ nao possui cauda poli-A (Rice et al, 1985; Westaway,
1987), mas apresenta estruturas em forma de al¢as que parecem estar envolvidas na replicagao
do RNA viral (Tilgner et al., 2005; You et al., 2001; Yu et al., 2005). A regido codificante ¢
transcrita em uma poliproteina de aproximadamente 3.411 residuos de aminoacidos que, apds
clivagens por proteases virais e celulares, gera 10 polipeptideos (Rice et al., 1985).

Trés polipeptidios codificados na por¢ao N-terminal sdo considerados proteinas
estruturais, pois estdo envolvidos na formag¢ao da particula viral e na sua liberagdo da célula e
sdo conhecidos como proteina de capsideo (C), proteina precursora de membrana (prM/M) e
proteina de envelope (E) (Chambers et al., 1990a; Lindenbach e Rice, 2001). A proteina C (~
11kDa) pode formar complexos com o RNA genomico mediando a formagdo do
nucleocapsideo (Rice ef al., 1985; Lindenbach e Rice, 2001). Além disso, esta proteina
contém um dominio hidrofébico em seu C-terminal que atua como seqiiéncia sinal para
translocagdo da prM para o limen do RE (Nowak ef al., 1989).

A proteina prM e a proteina E sdo glicoproteinas que possuem duas hélices
transmembranares cada, que as sustentam na membrana do RE durante o processamento da
poliproteina. A prM (~ 27 kDa), funciona como uma chaperona que facilita no dobramento e
montagem da proteina E (Lorenz et al., 2002). Além disso, a prM ajuda a evitar uma
prematura exposi¢do do peptideo de fusdo da E ao reduzido pH encontrado nas vesiculas da
via secretora, em virions imaturos (Heinz et al., 2003). Pouco antes da liberagao dos virions

pela célula hospedeira, a prM ¢ clivada por uma furina-protease celular, convertendo as



particulas virais para sua forma madura, individualizando a proteina M (~ 8 kDa) (Stadler et
al., 1997; Murray et al., 1993). A proteina E (monomero de ~ 50 kDa) ¢ a maior proteina de
superficie da particula viral sendo o principal alvo para a resposta imune do hospedeiro
(Monath, 2004; Lindenbach et al., 2006). Estudos indicam que a proteina E ¢ dividida em trés
dominios estruturais e, forma hastes homodiméricas que parecem estar alinhadas
paralelamente a superficie do virion (Rey et al. 1995). Ela ¢é responsavel pelas fases iniciais da
infec¢cdo, uma vez que, interage com receptores celulares mediando a fusdo das membranas do
virus e da vesicula endossdmica por meio de um processo dependente de pH acido. O pH
baixo induz uma mudanc¢a de conformacgao nos dimeros da proteina, o que leva a formagao de
trimeros, com conseqiiente exposicao do peptideo de fusdo (Lorenz et al., 2002; Allison et al.,
1995; Schalich ef al., 1996). Dessa forma, mutacdes na proteina E podem afetar suas fungoes
biologicas (Ball, 2001; Mandl et al., 2000). Apdés a montagem dos virions a proteina E
mantém-se ancorada na superficie do envelope viral devido a presenca das duas hélices
transmembranares (TM1 e TM2), em sua regido C-terminal (Rey et al. 1995; Allison et al.,
1999).

Os outros sete polipeptideos da poliproteina sdo codificados na regido C-terminal
gerando proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) e
compreendem replicases, helicases, e outras enzimas envolvidas na replicacao viral, além de
proteases que atuam no processamento da poliproteina traduzida, mas suas fungdes nao estao
completamente estabelecidas (Chambers et al., 1990a; Lindenbach e Rice, 2001).

As proteinas NS1, NS3 e NS5 tém seqiiéncias muito conservadas entre os Flavivirus.
A proteina NS1, ap6s o processo de translocacdo para o RE, pode-se se associar como
homodimeros interagindo com a membrana (Winkler ez al., 1988; Winkler et al., 1989). Uma
fracdo da NS1 se mantém associada com organelas intracelulares e, dessa forma, parece estar
envolvida com o processo inicial de replicagdo viral (Mackenzie et al., 1996; Lindenbach et
al., 1997; Muylaert et al., 1997). A proteina pode também ser exportada ao longo da via
secretora, podendo ficar ancorada na membrana plasmatica da célula hospedeira (Jacobs et
al., 2000) ou ser excretada como hexameros soluveis (Crooks et al., 1994; Flamand et al.,
1999).

A NS3 (~ 70 kDa) ¢ uma proteina hidrofilica e possui trés fun¢des enzimaticas. Uma
delas ¢ a funcao de protease, estando envolvida no processamento proteolitico da poliproteina,
em sitios voltados para o RE (onde a protease celular ndo atua) (Chambers et al., 1990b;
Falgout ef al., 1991; Yamshchikov et al., 1995; Yamshchikov et al., 1997; Stocks e Lobigs,

1998). Além disso, ela exerce também as funcdes de helicase e nucleotideo-trifosfatase



(Gorbalenya et al., 1989a; Gorbalenya et al., 1989b; Wengler ¢ Wengler, 1993). A NS5 (103
kDa), por sua vez, ¢ a maior ¢ mais altamente conservada das proteinas virais (Mandl ef al.,
1989) e exerce a funcdo de RNA polimerase viral, por possuir elementos estruturais proprios
de RNA polimerases (O’Reilly e Kao, 1998), assim como atividade de RNA polimerase
dependente de RNA (Steffens et al., 1999; Ackermann et al., 2001; Guyatt et al., 2001) e de
capeamento do RNA viral.

As proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sdo pequenas proteinas pouco conservadas
entre os Flavivirus, mas contém multiplos dominios hidrofébicos conservados em sua
posicao, sugerindo que estas proteinas possam se apresentar associadas & membranas (Mandl
et al., 1989). NS2A (~ 23kDa) parece ser requerida para o correto processamento da proteina
NS1 (Falgout et al., 1989). NS2B pode se associar com a proteina NS3 funcionando como um
co-fator para o complexo proteolitico viral (Falgout et al., 1991; Chambers et al., 1993; Jan et
al., 1995). A proteina NS4A (~ 16 kDa) parece interagir com a NS1 e, dessa forma, teria um
papel durante a replicagdo do RNA (Lindenbach e Rice, 1999). Ja a NS4B (~ 27 kDa), parece
atuar sobre replicagdo viral via interagdo com a NS3 (Umareddy et al., 2006). Uma vez que a
sintese de RNA viral ocorra no citoplasma da célula infectada, em associacdo com a
membrana do RE, postula-se que estas proteinas, por conterem estes dominios hidrofobicos,
estariam agregadas a membranas e participariam de complexos replicativos por meio de
interacoes com NS3 e NS5 (Rice, 1996).

A organizacdo do genoma e o processamento da poliproteina podem ser

acompanhados pelo esquema a seguir:



Tradugdo e processamento da poliproteina viral (3411 aa)
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Figura 1.1: Organizacio do genoma do virus FA. (A) Organizag¢io do genoma de flavivirus e processamento
da poliproteina viral para formacgdo das proteinas estruturais (C, prM/M e E) e ndo estruturais (NS) virais. (B)
Disposi¢do das proteinas em relagdo & membrana do reticulo endoplasmatico e ao citoplasma celular. As setas
indicam os sitios de clivagem da poliproteina viral para formacdo das proteinas maturas. Seta verde: clivagens
por peptidase sinal celular; seta amarela: clivagem por proteases virais; seta azul: clivagem por furina; ponto de
interrogacgdo, protease de origem desconhecida. Fonte: Laboratorio de Biologia Molecular de Flavivirus —

IOC/FIOCRUZ

1.2. Ciclo de replicac¢io viral:

Acredita-se que os flavivirus entrem na célula por endocitose mediada por receptores
especificos para as proteinas do envelope e, a ligacdo da proteina a receptores celulares induz

a formagao de vesiculas endociticas recobertas por clatrina. Apés a internalizagdo, o ambiente
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acido do endossoma provoca a trimerizagao da proteina E que resulta na fusdo das membranas
viral e da célula (Allison et al., 1995), com conseqiiente liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma. No interior da célula, a fita de RNA viral positiva, serve como molde para a
produgdo de fitas negativas que, por sua vez, servirdo de molde para a producdo de outras
fitas positivas. Estas fitas positivas poderdo entdo ser usadas para a tradugdo da poliproteina
ou serem encapsidadas para formar virions (Lindenbach e Rice, 2001; Lindenbach e Rice,
2003; Chambers ef al., 1990a). A montagem das particulas virais ocorre em associa¢do com a
membrana do RE das células infectadas, onde a formagdo do nucleocapsideo ocorre com a
interagdo entre o dominio citoplasmatico da proteina C com o RNA gendmico viral. As
proteinas prM e E sao translocadas para o RE e ficam ancoradas na membrana por seus
dominios hidrofébicos transmembranares. A formagdo das particulas virais ocorre por meio
do envolvimento do nucleocapsideo viral com as proteinas do envelope ancoradas na
membrana do RE celular. Os virions imaturos brotam para o limen do RE, adquirindo, assim,
um envelope lipidico e partem seguindo a via secretora sendo liberados como virions
maduros, apos o fusionamento das vesiculas 8 membrana plasmadtica das células hospedeiras

(Mackenzie e Westaway, 2001; Lindenbach e Rice, 2001; Chambers et al., 1990a) (Figura
1.2).
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Figura 1.2: Ciclo replicativo de Flavivirus. Fonte: Mukhopadhyay et al, 2005.



1.3. A Febre Amarela, ciclo biolégico e vacina:

A Febre Amarela ¢ uma zoonose endémica das regides tropicais da Africa e América
do Sul. A apresentagao clinica da doenga pode variar desde sintomas brandos e inespecificos
até febre hemorréagica fatal. Durante o periodo de incubag¢do, que pode durar entre 3 a 6 dias,
podem ser observadas febre, dor de cabega, nausea, vomitos, mialgia generalizada e calafrios.
Neste periodo, os virus estdo presentes no sangue do paciente a titulos entre 10°-10° particulas
infecciosas podendo este servir como fonte de infeccdo para os mosquitos. O periodo de
incubacdo pode ser seguido pelo periodo de remissdo, caracterizado pelo desaparecimento dos
sintomas por até 24 horas. Neste periodo o virus ¢ combatido por anticorpos e pela resposta
imune celular do hospedeiro. Pacientes com infecgdes abortivas podem passar deste estagio
sem mais sintomas e sinais, mas, entre 15% a 25% das pessoas afetadas progridem para a fase
de intoxicacdo. Nesta fase, a doenca se apresenta de forma mais severa com febre, vomitos,
dor epigastrica, insuficiéncia renal, prostragdo e hemorragia, podendo, o paciente, ser levado
ao oObito. Dentre os eventos precedentes ao Obito estdo hipotensdo, delirio, coma,
hipoglicemia e hipotermia. (Monath, 2001).

A primeira epidemia reportada de Febre Amarela data de 1648 na Peninsula de
Yucatan (Monath, 1988 e Soper, 1944). A expansdo geografica da doenca tem sido
relacionada ao espalhamento dos mosquitos Ae. aegypti oriundos da Africa em virtude das
praticas comerciais com outras regides dos tropicos nos séculos XVII e XVIII. Um maior
entendimento sobre a epidemiologia da Febre Amarela veio em 1900 quando Reed e a
Comissdo de Febre Amarela, em Cuba, documentaram que a doenga era causada por um
agente filtravel transmitido por mosquitos Ae. aegypti (Reed et al., 1901). A partir de entdo,
foram amplamente implementados programas de controle e prevengao, focando o controle do
vetor Ae. aegypti que resultou num grande declinio no nimero de epidemias e incidéncia de
Febre Amarela. Apos alguns anos de auséncia, a Febre Amarela reemergiu em algumas
regides e, investigagdes levaram a descoberta de um ciclo selvagem da doenca (Monath, 1988
e Soper, 1944). Pode-se, entdo, diferenciar duas formas de transmissdo: por um ciclo urbano
(Febre Amarela urbana) e por um ciclo silvestre (Febre Amarela silvestre). Na América do
Sul o ciclo silvestre ¢ mantido entre macacos e transmitida por mosquitos do género
Haemagogus, enquanto que, na Africa a transmissdo se d4 através de mosquitos da espécie
Ae. africanus. Este ciclo de transmissao para seres humanos ocorre de forma acidental pelo
contato com dareas silvestres. A Febre Amarela urbana ocorre pela transmissao entre seres
humanos através do mosquito do género Aedes sp e o controle da doenca foi obtido por meio

de programas de combate ao mosquito vetor e principalmente dos programas de vacinagao.
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O primeiro isolado do virus da Febre Amarela foi obtido a partir de amostras de
sangue humano coletado de um individuo chamado Asibi, cujo nome passou a identificar a
linhagem virulenta do virus (Stokes et al., 1928). Esta cepa foi sub-cultivada em tecido
embrionario de camundongo e em embrido de galinha com ou sem tecido nervoso. Apos 18
passagens foi isolada a cepa denominada 17D. Esta cepa foi submetida a 58 passagens em
tecido embrionario completo de galinha e, depois, a 114 passagens em tecido embrionario de
galinha desenervado. Nesta passagem, o virus apresentou sinais de atenuagdo, além da perda
da capacidade de ser transmitida pelos insetos vetores. Na passagem 195, foi obtida a subcepa
17DD. Em 1936, as passagens 227 e 229 desta cepa foram utilizadas em 8§ voluntérios com
resultados satisfatorios (Theiler et al., 1937). Na passagem 195, a cepa 17DD foi isolada e
independentemente passada outras 48 vezes em cultura de tecido quando, entdo foi propagada
em ovos embrionados até a passagem 286. O virus FA 17DD foi recuperado a partir do
homogenado de embrido sendo administrado em humanos (Santos et al., 1995).

Em 1937, a cepa 17D foi trazida para o Brasil, onde se estabeleceu uma producao local
e uma campanha de vacina¢do em massa, em 1938, com mais de 2 milhdes de pessoas
imunizadas (Monath, 2007). Atualmente, BioManguinhos — FIOCRUZ ¢ o seu maior produtor
mundial e o Unico produtor da subcepa 17DD, utilizada na vacina¢ao no Brasil (Post ef al.,
2001). Foi possivel, assim, o desenvolvimento da vacina atenuada, que tem sido amplamente
utilizada para a vacina¢ao humana (aproximadamente 400 milhdes de pessoas) com eficacia e
segurancga por cerca de 60 anos, causando raros efeitos colaterais severos ou morte. Os niveis
de protecdo por anticorpos neutralizantes aparecem em 90% dos vacinados dentro de 10 dias
e, 99% dentro de 30 dias apds a vacinacdo (Monath, 2001). A imunidade ¢é duravel,
apresentando protecao de cerca de 10 anos apds uma dose simples da vacina.

Desde sua utilizagdo, hd mais de 60 anos, alguns casos de reacdo adversa foram
relatados. Estes casos, em geral, sdo brandos onde cerca de 20 - 25% dos vacinados podem
reclamar de sintomas como dor e vermelhidao no local da inje¢do, dor de cabega e mialgia
que aparecem por poucos dias apos a vacinagdo. Como efeito severo, ja pdde ser observada
encefalite pds-vacinal em criangas muito jovens, mas estes casos sdo extremamente raros.
(Monath, 2001). A metodologia de produ¢do desta vacina apresenta baixo custo de produgao,
¢ eficaz e bem definida, com um controle de qualidade que inclui testes de neuroviruléncia em
macacos, além de ser geneticamente estavel. Diante de tais caracteristicas, este virus vacinal
tem sido utilizado no desenvolvimento de diversas estratégias para a expressao de genes de

outros patogenos, tendo em vista a obten¢do de novas vacinas (Pugachev et al., 2005).



1.4. Tecnologia do clone infeccioso:

Devido as dificuldades técnicas, a manipulagdo genética da molécula de RNA ¢
limitada. Diante disso, um trabalho pioneiro de Racaniello e Baltimore (1981) mostrou a
capacidade de gerar poliovirus, um virus de genoma de RNA fita positiva, a partir de DNA
complementar (cDNA). Baseados nesta metodologia, Rice e colaboradores, em 1989,
construiram pela primeira vez um molde completo de cDNA do virus vacinal 17D, capaz de
produzir moléculas de RNA viral infectivo. A metodologia de clones infecciosos de FA ¢
baseada no sistema de dois plasmideos onde cada um contém partes do cDNA correspondente
ao genoma viral de FA (Figura 1.3). Com este molde, foi possivel a obten¢do de lotes
sementes vacinais, a partir de cDNA, em boas condi¢gdes e praticas de produgdo o que,
futuramente, podera se tornar um modo de modernizagdo da produ¢do da vacina contra a
Febre Amarela (Galler & Freire, 2001). Além disso, estes cDNAs que correspondem a
seqiiéncia completa do genoma de RNA de FA, podem ser utilizados para a introducdo de
modificacdes genéticas sendo, posteriormente, transcritos in vitro e introduzidos nas células
em cultura. As particulas virais resultantes conterdo as alteracdes gendmicas que foram
introduzidas e espera-se analisar um fendtipo correspondente a tal alteracao. Assim, com esta
tecnologia sdo possiveis estudos que visam entender fendomenos como a viruléncia e
atenuacdo, penetracao celular, replicacdo e o desenho de mutagdes em regides do genoma sem
funcdo conhecida, bem como, a manipulacio do genoma do virus para a expressdo de
proteinas pertencentes a outros patdogenos, a fim da obtengdo de novas vacinas (Bonaldo et

al., 2000).
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Figura 1.3: Esquema representativo do sistema de dois plasmideos que constituem o clone infeccioso do
virus da FA. O molde de cDNA correspondente ao genoma viral ¢ obtido apds reagdes de clivagens seguidas de
reacdes de ligacdo com os fragmentos obtidos. Os clones circulares sdo linearizados e a presenga de uma regido
promotora da RNA polimerase do bacteriofago SP6 permite a sintese do RNA viral infeccioso in vitro. Fonte:

Laboratorio de Biologia Molecular de Flavivirus — IOC/FIOCRUZ.

1.5. Diferentes abordagens referentes ao uso do virus vacinal 17D como vetor de

expressao de genes heterdlogos:

Diferentes estratégias para a expressdo de genes heterdlogos sdo possiveis e estas
variam de acordo com a regido do genoma viral eleita e o antigeno a ser expresso. Em geral, a
expressao de antigenos heterdlogos em um genoma viral, com potencial para o
desenvolvimento de novas vacinas, deve respeitar alguns critérios bésicos. Podemos
mencionar, por exemplo, que o desenvolvimento de estratégias, que permitam a inser¢do de
genes exogenos no genoma do virus, ndo pode comprometer a sua viabilidade. Além disso,
deve-se garantir que a criacao destes novos virus nao leve a geragdo de um virus patogénico,
de forma que, este tenha certo grau de atenuacdo, mas mantenha suas propriedades
imunogénicas e expresse o antigeno exodgeno para que este também induza resposta imune

adequada. Um outro critério ¢ que estes virus sejam capazes de se multiplicar em culturas de



células certificadas para a producdo de vacinas e que ao longo de intimeros eventos de
multiplicagdo viral, a seqiiéncia exdgena possa se manter estavel no seu genoma.

Com relacdo a utilizagdo do virus vacinal FA 17D como vetor de expressdo de genes
heter6logos, a abordagem de maior sucesso, até o presente momento, diz respeito a criagdo de
virus quiméricos através da substituicdo dos genes prM/E de FA pelos genes homologos de
outros flavivirus (Monath et al., 2002; Monath et al., 2003; Lai et al., 2003; , Chambers et al.,
1999; Guirakhoo et al., 2002). Dessa forma, sdo produzidos virus quiméricos que contém a
maquinaria de replicagdo de um flavivirus e expressam proteinas de envelope de outro
flavivirus (Figura 1.4). Como a proteina E ¢ o principal alvo para a resposta imune do
hospedeiro, a substitui¢ao dos genes prM/E induziria uma resposta dirigida contra o virus
doador desta seqiiéncia. Esta estratégia foi primeiramente descrita por Bray e Lai (1991, US
Patents 6,184,204 e 6,676,936) onde os novos virus continham os genes prM/E de Dengue 1 e
2 e o restante do genoma de Dengue 4. Novas vacinas candidatas, utilizando o virus FA como
vetor, estdo sendo submetidas a testes clinicos se mostrando altamente imunogénicas ¢ bem
toleradas (Pugachev et al., 2005). Em nosso grupo de pesquisa, esta estratégia também foi
abordada, a fim da obten¢do de uma vacina quimérica contra a dengue 2 que se mostrou

imunogénica em camundongos e macaco Rhesus (Caufour et al., 2001; Galler et al., 2005).
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Figura 1.4: Substituicio dos genes prM/E do virus da Febre Amarela pelos genes homologos do virus

Dengue. Fonte: Laboratorio de Biologia Molecular de Flavivirus — IOC/FIOCRUZ.
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Uma segunda abordagem se refere a inser¢do de um gene heterélogo em regides
intergénicas do virus 17D que sdo flanqueadas pelos sitios de clivagem da protease
NS2B/NS3. Assim, esta estratégia permitiria que o peptideo expresso nesta regido da
poliproteina viral fosse liberado no citoplasma, além de conceber a insercdo de multiplos
epitopos, nestas diferentes regides do genoma. Alguns grupos de pesquisa t€ém mostrado
resultados promissores da utilizacao desta estratégia em modelo de vacinas experimentais em
camundongos (McAllister et al., 2000; Tao et al., 2005). Seria, portanto, interessante testar a
expressdo de seqiiéncias maiores. Nosso grupo de pesquisa tentou inserir o gene da
fluorescéncia verde de algas (GFP) nas regides intergénicas NS2A-2B ¢ NS2B-NS3 pela
mesma estratégia (Figura 1.5), mas ndo foi possivel recuperar o virus infeccioso. Dessa
forma, sugere-se que a insercao de fragmentos génicos maiores no genoma do virus, por meio
desta abordagem, ndo ¢ possivel devido ao efeito deletério provocado por eles (Bonaldo MC e
Galler R, dados nao publicados) Assim, esta estratégia apresenta limitagdes com relacdo ao

tamanho do inserto a ser colocado nesta regido.
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Figura 1.5: Representacio esquematica da estratégia de insercio entre regioes intergénicas do virus 17D
flanqueadas pelos sitios de clivagem da protease NS2B/NS3. Fonte: Laboratério de Biologia Molecular de

Flavivirus — IOC/FIOCRUZ.

Uma outra estratégia foi também abordada em nosso laboratorio e consistiu no
desenvolvimento de uma nova versdo do clone infeccioso por meio da criagdo de sitios de

restri¢ao no gene da proteina E. Com estes sitios se tornou possivel a inser¢ao de seqiiéncias
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heterdlogas de epitopos de 10 a 25 aminoacidos (Bonaldo et al., 2002; Bonaldo et al., 2006)
(Figura 1.6). Por meio de andlises tridimensionais por modelagem molecular, foi possivel a
identificacdo de locais viaveis para a inser¢cao destes epitopos heterdlogos e, a determinagao
das melhores caracteristicas fisico-quimicas da seqiiéncia de aminoécidos a ser inserida nesta
regido (Bonaldo et al., 2006). A alg¢a fg da proteina E, um sitio que € exposto na superficie do
virus, foi identificado como uma destes possiveis sitios de inser¢ao, e alguns epitopos de
diferentes microorganismos foram inseridos e expressos nele (Bonaldo et al., 2002; Bonaldo
et al., 2005). Além deste, um outro sitio também foi determinado (a al¢a E¢F, da proteina E) e

estudos semelhantes estdo sendo realizados.
(A) (B)

E pitopeo
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Figura 1.6: Estratégia de insercio de epitopos na proteina E. (A) Modelo em 3D da proteina E do envelope
viral, vista lateral (topo) e superficial (baixo). Os dois sitios que foram escolhidos para a inser¢do de seqiiéncias
exogenas, as algas fg e EOF0 estdo indicadas por uma seta. (B) Grau de representatividade do epitopo heterologo

na superficie viral. Fonte: Laboratdrio de Biologia Molecular de Flavivirus — IOC/FIOCRUZ.

Uma outra abordagem, descrita pela primeira vez por Andino e colaboradores (2002),
utiliza os chamados sitios internos de entrada ribossomal (SIER) e se refere a inser¢ao de
genes na regido 3’ nao-traduzida, por meio da criagdo de sitios de restri¢do nesta regido. Com
esta estratégia, ¢ gerado um modulo de traducdo bicistronico, onde o segundo cistron,
contendo o gene heterdlogo, permite a entrada da subunidade ribossomal e a expressdao deste
gene na regido 3’ ndo-traduzida, de forma independente da traducdo da poliproteina viral
(Figura 1.7). Os resultados obtidos por este trabalho apontaram para dele¢des nucleotidicas
nestes virus, indicando uma instabilidade genética relacionada a esta estratégia de insercao.
Nosso grupo obteve virus 17D por esta metodologia, mas estes foram instaveis

geneticamente, visto que, perderam a seqiliéncia heter6loga logo na primeira passagem em
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monocamadas celulares. A instabilidade genética de insercdes realizadas por esta metodologia

foi também demonstrada por Pierson e colaboradores (2005).
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Figura 1.7: Estratégia de insercdo de gene heterélogo na regido 3' ndo-traduzida. Fonte: Laboratorio de

Biologia Molecular de Flavivirus — IOC/FIOCRUZ.

Outra abordagem explorada para o uso do virus 17D como vetor de antigenos
heter6logos, diz respeito a utilizagdo de replicons. Estas moléculas foram desenvolvidas a
partir do genoma viral com a retirada das regides contendo os genes estruturais necessarios a
formacgao da particula viral. Nelas restam apenas os genes envolvidos na replicagdo do RNA
viral que, quando contendo genes heter6logos, permitem a expressao transitoria destes genes
sugerindo a possibilidade de seu uso em vacinagdo (Khromykh, 2000; Westaway et al., 2003;
Harvey et al., 2004; Tannis ef al, 2005). Um série de replicons foram desenvolvidos a partir
do virus vacinal 17D (Jones et al., 2005), mas ndao houve nenhum estudo mostrando a
imunogenicidade dos genes heterdlogos produzidos nem a estabilidade genética dos mesmos,
assim como nao foram especificados os niveis de expressao das proteinas heterdlogas. Desta
forma, a utilizacdo desta metodologia para a obtencdo de novas vacinas ndo foi estabelecida,

estando seu uso, portando, limitado a estes estudos.

1.6. Expressao de proteinas heterdlogas na regifo intergénica E/NS1

Uma tecnologia recentemente desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa foi alvo de
deposito de patente em outubro de 2005 (Bonaldo et al.,2007). Esta estratégia se baseia na
inser¢ao de seqiiéncias maiores entre os genes que codificam as proteinas E e NS1, no virus
vacinal FA 17D. Esta regido de inser¢do, também foi explorada por um outro grupo de
pesquisa, onde o virus vacinal FA 17D foi capaz de se replicar em cultura celular e expressou
eficientemente a proteina pré-GPC (glicoproteina precursora) de Lassa virus. Este virus
recombinante foi capaz de induzir a producdo de anticorpos especificos contra a proteina
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heterologa e também contra o virus FA. Além disso, 80% das cobaias que receberam uma
unica dose subcutanea deste virus foram protegidas contra uma dose letal de Lassa virus
(Bredenbeek et al., 2006). Neste trabalho ¢ mencionado que a seqiiéncia heterdloga foi estavel
até a 5 passagem viral em cultura celular, entretanto, ndo houve a demonstracao formal desta
informagdo, sendo esta caracteristica de grande importancia para fins de producao e utilizacao
de virus recombinantes como vacina.

A regido intergénica E/NSI, por constituir de uma regido de transi¢do entre genes
estruturais e ndo-estruturais, foi eleita para a inser¢ao de seqiiéncias exdgenas, pois parece ser
uma boa regido quando se tem por objetivo interferir o minimo possivel sobre o
processamento e viabilidade dos virus recombinantes. No entanto, as caracteristicas
importantes que compreendem o processamento desta regido e, consequentemente, da
poliproteina viral devem ser estudadas e consideradas. Sabe-se que durante o processamento
da poliproteina viral, a proteina E fica ancorada na membrana do RE por sua regido C-
terminal, denominada Haste-ancora (HA). A regido HA de Flavivirus ¢ constituida da regiao
Haste, que contém os elementos H1, H2 e CS (conecta as hélices, HI e H2) e Ancora, que
contém as regides transmembranares TM1 e TM2 (Allison et al., 1999) A Haste ¢ constituida
de duas o-hélices (HI e H2) e, como um prolongamento da Ancora para o meio hidrofilico,
sustenta a proteina E acomodando eletrostaticamente a superficie inferior do seu ectodominio,
em relagdo aos fosfolipideos da membrana (Zhang et al., 2003). A Ancora é constituida de
duas a-hélices anti-paralelas (TM1 e TM2), onde a TM1 se insere na membrana do RE da
célula infectada durante a replicagdo viral e, posteriormente, mantém-se inserida no envelope
do virus ancorando a proteina E em sua superficie (Zhang et al., 2003). A regido TM2 serve
como peptideo-sinal para o processo de translocacdo de NS1 no RE (Op de Beeck et al.,
2004) e retém o sitio de clivagem para a peptidase sinal celular no motivo VXA,
possibilitando o processamento desta proteina. Por sua vez, a seqiiéncia de aminoacidos
DXGC da regido N-terminal de NS1 ¢ bastante conservada em Flavivirus.

Tendo em vista este panorama, a estratégia desenvolvida por Bonaldo e colaboradores
(2007) levou a construcdo de uma plataforma de expressdo para a proteina heteréloga EGFP,
respeitando estes motivos que sdo importantes para o ideal processamento da poliproteina
viral. Dessa forma, o virus recombinante resultante expressa a proteina heterologa, flanqueada
pelos 9 primeiros aminodcidos da proteina NS1, na regido N-terminal e, pelo dominio
completo da HA de FA na regido C-terminal (Figura 1.8). Com a duplica¢do da regido N-
terminal de NS1, ficam asseguradas, a clivagem pela peptidase sinal celular, acarretando na

formagao do C-terminal da proteina E, e a liberagdo do N-terminal da proteina recombinante
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no lumen do RE. Por outro lado, a duplicagdo do dominio HA do virus FA, no C-terminal da
proteina exogena, permite a translocacao e processamento da proteina NS1 no RE, devido a
presenc¢a do dominio TM2.

Por meio deste modelo de insercdo, ficam asseguradas as condi¢des para o ideal
enderecamento das proteinas E e NS1, na membrana e lumen do RE, respectivamente, e, além
disso, o ancoramento da proteina exdgena na membrana do reticulo endoplasmatico pode

ocorrer gragas a presenca das regides transmembranares TM1 e TM2.

& Sitio de clivagem da Peptidase sinal

Figura 1.8: Plataforma de expressao da proteina EGFP no clone infeccioso 17D. As regides correspondentes
ao dominio haste (H1 e H2) e ancora (TM1 e TM2) da proteina E encontram-se duplicadas ¢ uma das copias
fusionada a regido C-terminal da proteina heter6loga. Na regido N-terminal da proteina, encontram-se fusionados
os nove primeiros aminoacidos da proteina NS1 seguidos da segunda cépia dos dominios haste e dncora da

proteina E. Fonte: Laboratdrio de Biologia Molecular de Flavivirus — IOC/FIOCRUZ.

Foram construidos dois virus com esta tecnologia, onde o segundo virus representava
uma variagao desta estratégia, uma vez que a plataforma inser¢ao da proteina heterologa

(EGFP) continha apenas parte da regido HA FA duplicada, de onde foram omitidos os
15



elementos H1 e CS. Esta construgdo foi realizada alternativamente, visto que a deleg¢ao destas
por¢cdes da HA poderia resultar num efeito diferenciado sobre o ciclo do virus recombinante
resultante, quando comparado aquele contendo a regido HA completa. Tendo em vista a
funcdo de cada uma das porcdes desta regido, os elementos H1 e CS foram excluidos por
aparentemente representarem menor potencial de perturbagdo do sistema (Mello, 2007). O
elemento H2 foi mantido, pois ¢ constituido de uma hélice continua com o elemento TM1
(Allison et al., 1999, Zhang et al., 2003) e sua exclusdo poderia resultar numa
desestabilizacdo desta por¢ao.

Os resultados, obtidos com tal abordagem, foram promissores nos aspectos
relacionados com a taxa de proliferacao viral e imunogenicidade. Os virus replicaram-se e
expressaram EGFP de forma eficiente. Além disso, foram capazes de induzir a producdo de
anticorpos, tanto para EGFP quanto para o virus FA 17D, embora os titulos de anticorpos
neutralizantes anti-FA tenham sido menores (Bonaldo et al., 2007). Com relagdo a
estabilidade do inserto no genoma apos cultivo celular, ndo foi detectada a perda da inser¢ao
até a 10" passagem para o virus FA17D/Esa/5.1 glic (que possui a HA FA completa fusionada
ao gene da EGFP), e foi observada a perda de insercao heter6loga de parte da populagao viral
até a 5% passagem do virus FA17D/Esa trun/4 glic (que possui a HA FA truncada fusionada ao
gene da EGFP - Bonaldo ef al., 2007; Mello, 2007). Diante da necessidade do aumento da
imunogenicidade e estabilidade genética viral, uma tentativa de aprimoramento da plataforma
viral de expressdo de antigenos heterdlogos comegou a ser estabelecida.

A perda do inserto poderia estar sendo favorecida pela duplicacdo do dominio HA do
virus de FA que, no momento da replicagdo viral poderia interferir no pareamento correto do
intermediario dupla fita de RNA. Esta evidéncia foi refor¢cada, por meio de resultados obtidos
com um virus quimérico FA/Den4, construido em nosso laboratorio. Este virus foi obtido pela
substitui¢do das proteinas prM/E do virus FA pelas proteinas homologas do virus Dengue 4,
segundo a metodologia ja mencionada acima nesta dissertagdo. Entre a regido E/NSI1 deste
virus, foi inserida a plataforma de expressao de EGFP contendo a HA FA, que possui uma
percentagem de identidade seqiiencial menor em relagdo a HA Den4. Foi observado que a
inser¢do heterdloga se manteve estavel no genoma até a 20" passagem em cultura celular
(Bonaldo et al., 2007). Portanto, estes resultados indicavam que um aumento de estabilidade
da insercao heterdloga, utilizando esta estratégia, poderia ser possivel com a diminui¢do de
identidade seqliencial entre as por¢des HA duplicadas no genoma recombinante.

Baseada nesta suposi¢do, esta dissertacdio se propds a desenvolver dois virus

recombinantes semelhantes aos construidos anteriormente (Bonaldo et al., 2007; Mello,
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2007), mas com um desempenho melhor de estabilidade genética da inser¢do no genoma
viral. Para isto, propomos a constru¢do de plataformas de inser¢do de EGFP mediante a
substitui¢do das HA da proteina E de FA pelas homoélogas do virus Dengue 4, com a
finalidade de diminuir a identidade entre as duas seqiiéncias HA duplicadas no genoma viral
recombinante. Com isso, esperavamos que houvesse uma diminui¢do potencial em possiveis
mal-pareamentos dos intermediarios dupla-fita de RNA, durante o processo replicativo viral,
que poderiam acarretar em formas defectivas do gene heter6logo, resultando em variantes
virais que perderam a inser¢do. Decidiu-se entdo pela construcdo das duas plataformas
descritas anteriormente por Bonaldo et al. (2007) e Mello (2007) fusionados aos elementos
HA den4 completo e truncado, este tltimo sem os elementos H1 ¢ CS do dominio haste.
Adicionalmente, optou-se pela geragdo de uma nova plataforma genoOmica viral para a
expressdo do cassete de expressao da EGFP pela substituicdo de um dos plasmideos geradores
do molde de cDNA viral, pois a previamente utilizada parecia ser mais atenuada que a do
virus FA 17D, o que poderia estar explicando, em parte, a menor capacidade de inducao de
anticorpos neutralizantes anti-FA pelos virus FA recombinantes (Bonaldo et al., 2007). Este
trabalho de Dissertagdo trata destes aperfeicoamentos introduzidos no desenvolvimento da

plataforam FA 17D para a expressao de antigenos heterdlogos.
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2. Objetivos:

2.1. Objetivo Geral:

Desenvolver virus da Febre Amarela 17D recombinantes expressando a proteina
heteréloga EGFP fusionada aos dominios Haste ¢ Ancora, ou parte destes, da proteina E do
virus Dengue 4, e inserida entre os genes das proteinas E e NS1 do genoma viral, como uma

estratégia de aprimoramento da tecnologia desenvolvida por Bonaldo e colaboradores (2007).

2.2. Objetivos especificos:

2.2.1. Criagao dos virus 17D recombinantes:

e Clonar e expressar o gene da proteina fluorescente EGFP por meio de inser¢do na
regido intergénica E/NS1 do virus vacinal de Febre Amarela cepa 17D, utilizando a

tecnologia do clone infeccioso.

2.2.2. Caracterizacao bioldgica e genética dos virus FA 17D recombinantes:

e Obter um lote de estoque viral de segunda passagem celular para uso em todas as
etapas deste projeto;

e Comparar o potencial de proliferacao dos virus FA 17D recombinantes em relacdao ao
virus vacinal 17DD;

e (Caracterizar a expressao de EGFP pelos virus FA 17D recombinantes;

e Estabelecer a estabilidade dos insertos no genomica viral apds passagem seriada em
monocamadas celulares e comparé-la com a estabilidade apresentada pelos virus

desenvolvidos por Bonaldo e colaboradores (2007) e Mello (2007).
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3. Material e métodos

Os meios e solugdes utilizados durante o desenvolvimento de todas as etapas deste
trabalho tém sua composi¢cdo descrita no item 3.15 desta se¢do. Meios e solugdes utilizados
para o cultivo e manutenc¢do de células Vero foram produzidos pela estrutura do Laboratdrio

de Sarampo (LASA/DEPRO/BioManguinhos - FIOCRUZ).

3.1. Certificados

As etapas envolvidas na construgao e clonagem dos genomas virais em E. coli foram
realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular de Flavivirus do Instituto Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ, que possui licenga para trabalho com Organismos Geneticamente Modificados
(OGM) nivel I emitida pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio - CQB
105/99).

As etapas de obtengdo e caracterizagao dos virus FA 17D foram desenvolvidas no
Laboratério de Tecnologia Virologica (LATEV) do Departamento de Desenvolvimento
Tecnolégico de Bio-Manguinhos — FIOCRUZ que, de acordo com a licenga emitida pela
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio - CQB 110/99), enquadra-se para
trabalho com Organismos Geneticamente Modificados (OGM) nivel II.

Os experimentos com camundongos foram realizados nas instalagdes do Laboratorio
de  Experimentacdo  Animal (LAEAM/DEQUAL/BioManguinhos/FIOCRUZ) em
concordancia com o CQB 110/99 da CNTBio.

3.2. Bactérias

Nas etapas de clonagem molecular foram utilizadas as linhagens de bactérias E.coli

DH5a (Invitrogen), MC1061 (Promega) e SURE (Stratagene). (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1: Caracteristicas genotipicas das cepas bacterianas utilizadas nas etapas de clonagem.

Cepa de E.coli Genotipo

F 980lacZAM15  A(lacZY A-argF)U169

DH5a-T1R deoR recAl endAl hsdR17 (., my") phoA
supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA
(resistente ao fago T1)

F araD139 A(araABC-leu), 7679 galU
galK AlacX74, hsdR (n,,my"), rpsL(Str™)

MC1061 thi-1 merB (P3: Kan®, Amp" (amber),
Tet® (amber)

el4-(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171
SURE endAl gyrA96 thi-1 supE44 relAl lac recB

(Stop Unwanted Rearrangement Events) recJ sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC
[F" proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)].

A cepa DH5a quimiocompetente era provida pelo kit de clonagem Zero Blunt TOPO
(Invitrogen) e ficava estocada a -70°C, estando pronta para o uso. As cepas MC1061 e SURE
ficavam estocadas a -20°C na presenca de 15% de glicerol (Sigma) (estoque bacteriano), apos

serem cultivadas em meio LB.

Resumidamente, as células FE.coli MC1061, para preparacdo de bactérias
quimiocompetentes, foram preparadas realizando-se um pré-indculo de 20 pL de bactéria
comercial em 5 mL do meio BHI (Brain Heart Infusion) seletivo incubado durante a noite a
37 °C sob agitacao de 200 rpm (Environ-Shaker, Lab-Line). Apds o periodo de incubagdo, o
indculo foi renovado em 50 mL do mesmo meio e esta nova cultura foi cultivada durante 1-2
horas até atingir uma OD de 0,5 (600 nm). Posteriormente, as culturas foram centrifugadas a
4°C por 10 min a 5000 rpm (Sorvall, rotor SL-250T), o sobrenadante foi retirado e o
precipitado bacteriano ressuspenso em 5 mL de cloreto de célcio gelado (100 mM). Mais 25
mL de cloreto de calcio gelado foram adicionados e a suspensdo foi incubada em gelo por 30
min. Uma nova centrifugacdo foi realizada a 4° C por 5 min a 5000 rpm (Sorvall, rotor SL-
250T), o sobrenadante foi retirado e o precipitado foi ressuspenso em 2,5 mL de cloreto de
calcio gelado (100 mM). As suspensdes de bactérias competentes foram incubadas em gelo
por 2 h e glicerol foi adicionado para uma propor¢ao de 15 % em volume final. A suspensado

foi aliquotada e armazenada a — 70°C.

Para preparagdao de bactérias eletrocompetentes, foi preparado um pré inoculo de 10
pL de bactéria comercial em 5 mL do meio BHI contendo Kanamicina (10ug/mL) e

Ampicilina (10pg/mL), durante a noite a 37 °C sob agitagdo de 200 rpm (Environ-Shaker,
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Lab-Line). Apos incubagdo, 2 mL deste pré-inoculo foi adicionado em 200mL de BHI
contendo Kanamicina (10pg/mL) e Tetraciclina (10pg/mL) e, posteriormente, foram
incubados a 37 °C sob agitagdo de 200 rpm (Environ-Shaker, Lab-Line), até atingir DO de 0,6
em espectrofotometro. As bactérias foram, incubadas em gelo, por 15 minutos e, e
centrifugadas a 4500 (Sorvall, rotor SL-250T) rpm a 4° C. O precipitado de bactérias foi
lavado duas vezes com agua deionizada gelada e posteriormente ressuspenso em gligerol 10%
estéril e gelado. Um nova centrifugacdo foi realizada, o sobrenadante foi retirado e o
precipitado de bactérias ressuspenso em glicerol a 10% estéril, para um volume final de

0,8mL. A suspensao foi aliquotada, incubada a -20° C por 1 hora e, depois, estocada a -70° C.

3.3. Cultura de células

Neste trabalho, utilizamos células Vero para realizagdo de todos os experimentos
envolvidos na obten¢do e propagacao viral. Este tipo celular corresponde a células epiteliais
normais de rim de macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops) adulto e foi obtido a
partir da Cole¢do Americana de Culturas e Depdsitos (ATCC, 1994) que assim a denominou
linhagem CCL-81 (“Certified Cell Line-817).

O estoque, propagacdo e manutencdo das células eram de responsabilidade dos
técnicos do LATEV seguindo os Protocolos Operacionais Padroes (POP) estabelecidos por
Bio-Manguinhos. As passagens eram realizadas semanalmente e a manutencdo das células
feita em garrafas descartaveis de 175 cm® em meio de cultura Earle 199 completo com 2,5%
de NaHCO; (sistema fechado) e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de CO; 5%.

Uma parte das garrafas mantidas semanalmente pelo LATEV era destinada para a
realizacdo deste trabalho. Com 24 horas de antecedéncia a realizacdo dos experimentos de
transfeccdo, infeccdo ou propagacdo dos virus, a monocamada confluente de células foi
dissociada da garrafa, apos ser lavada duas vezes com solugdao de 50 mL de verseno com 500
uL de tripsina (tripsinizagdo) e incubada a 37°C por 5 minutos. As células foram ressuspensas
em 5 mL de meio Earle 199 completo e sua densidade estimada por contagem em camara de
Neubauer (Absler, 1973). Estas células foram novamente cultivadas em densidade e sistemas
diferentes de acordo com a necessidade de cada experimento e mantidas em estufa a 37°C
com atmosfera de CO, 5%. Para manutencdo das culturas em garrafas em sistema fechado,
era utilizado meio Earle 199 completo com 2,5% de NaHCOs e, em placas e garrafas com
tampas com filtro (sistema aberto), meio Earle 199 com 5% de NaHCOs;, de forma a se

manter o pH adequado em cada um dos sistemas.
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3.4. Virus

3.4.1. Virus FA 17DD

O virus FA 17DD corresponde a vacina contra FA produzida por Bio-Manguinhos —
FIOCRUZ na forma liofilizada (50 doses) e utilizada na vacinagdo da populagao brasileira. A
vacina foi armazenada a -70°C até o momento do uso, quando entdo foi reconstituida em 2
mL de dgua bidestilada estéril e gelada, homogeneizada e mantida em gelo por 10 minutos.
Para propagagdo deste virus, a vacina reconstituida foi misturada a 3 mL de meio Earle 199
completo com 2,5 % de NaHCOj e incubada sobre monocamada de células Vero (garrafa de
175 cm® com densidade de 80000 células/cm?) por 1 hora a 37°C em estufa com atmosfera de
CO; 5%, sendo a garrafa agitada em todas as dire¢des em intervalos de 10 — 15 minutos para
adsor¢do mais homogénea dos virus as células. Posteriormente, foi adicionado 75 mL de
Earle 199 com 2,5% de NaHCO; sobre a monocamada e esta foi incubada em estufa até o
aparecimento de efeito citopatico (CPE) moderado, quando o sobrenadante viral foi

aliquotado na presenga de sorbitol 8% e estocado a -70 °C até o momento de uso.

3.4.2. Virus FA 17D/G1/2-T3

O virus parental FA 17D/G1/2-T3 foi desenvolvido por meio da tecnologia de clones
infecciosos utilizando os plasmideos pG1/2 e pT3. Estes plasmideos foram desenvolvidos por
mutagénese em nosso laboratorio a partir dos plasmideos originais pYF5’3’IV e pYFM5.2,
respectivamente (Rice, et al 1989).

O plasmideo pG1/2 ¢ derivado do plasmideo pYF5’3’IV (Jabor, 2001) e contém o
cDNA correspondente a por¢ao 5’-terminal de 2271 pb e a por¢do 3’-terminal de 2588 pb do
genoma do virus da cepa FA 17D-204 e, além disso, contém um promotor do fago SP6. Este
plasmideo contém alteragdes nos nucleotideos 1140, 1436/1437 (no gene da proteina E),
8656, 8808, 9605 (no gene da proteina NSS5), 10454 e 10722 (na 3’ ndo-traduzida) quando
comparado ao plasmideo original pYF5’3’IV (Jabor, 2001).

O plasmideo pT3 ¢é derivado do plasmideo pYFMS5.2 (Jabor, 2001) e possui 9939 pb
que contém o cDNA correspondente a regido central do genoma do virus da cepa FA 17D-
204 de 6006 pb. Este plasmideo ¢ mais longo que o original pYFMS5.2 uma vez que apresenta

um sitio de restri¢do Sal I. Além disso, apresenta alteragdes nos nucleotideos 8656 (criando
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um sitio de restri¢do BstE 1) e 8808 (ambos no gene da proteina NS5), no 2356 (na proteina
E) € 2602, 2677 e 2681 (na proteina NS1) (Jabor, 2001).

3.4.3. Virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4

O virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 foi desenvolvido durante a realizagao deste
trabalho, por meio da tecnologia de clones infecciosos, utilizando os plasmideos pG1/2 e pT3.
Este virus foi construido de forma a conter o gene da proteina EGFP fusionado ao gene que

codifica a por¢cao HA do virus Dengue 4 na regido intergénica E/NS1 do genoma do virus FA.

3.4.4. Virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun

O virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun foi desenvolvido por meio da
tecnologia de clones infecciosos utilizando os plasmideos pGl/2 e pT3. Este virus foi
construido de forma a conter o gene da proteina EGFP fusionado ao gene que codifica a
por¢do HA do virus Dengue 4, em sua versdo truncada, na regido intergénica E/NS1 do

genoma do virus FA.

3.5. Purificacao e extracao de acidos nucléicos
3.5.1. Extracio de DNA plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial em pequena e grande escala foi realizada preparando-
se culturas a partir de colonias bacterianas selecionadas de placas seletivas ou a partir de
estoque bacterianos em glicerol, em incubacdo durante a noite a 37°C sob agitacdo. As
culturas foram entdo processadas utilizando-se os sistemas QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN, Inc) e HiSpeed Plasmid Purification Kit (QIAGEN, Inc), segundo o manual
fornecido pelo fabricante
(Qiagen,http://www1.qiagen.com/literature/Default.aspx? Term=QIAprep+Miniprep&Langua
ge=EN&Literature Type=4%3b8%3b9%3b10&ProductCategory=0 e
http://www1.qiagen.com/literature/Default.aspx? Term=HiSpeed+Plasmid+Purification+Kit&
Language=EN&LiteratureType=4%3b8%3b9%3b10&ProductCategory=0). Estes sistemas
baseiam-se na separagdo do DNA por afinidade em colunas de silica apds lise alcalina sobre
as culturas bacterianas.

Apbs extracao, as amostras de DNA plasmidial foram pré-avaliadas em gel de agarose
0,8% onde, em geral, tinham padrdo de migracdo mais alto para clones positivos com relagao
aos clones negativos. As bactérias contendo o DNA plasmidial desejado, confirmado por

perfil de restri¢do foram cultivadas e estocadas (secc¢ao 3.9.5).

23



3.5.2. Extracdo de DNA de gel de agarose

A extracdo de DNA de gel de agarose foi utilizada para purificar e isolar fragmentos
nucleotidicos de peso molecular desejado, de outros fragmentos de pesos moleculares
diferentes que compunham uma amostra heterogénea. Para isso as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampdao TAE e o fragmentos de DNA foram
visualizados apo6s coloracdo com brometo de etideo (0.5 pg/mL) (BIORAD) por
aproximadamente 3 minutos. A area de gel contendo o fragmento de DNA de interesse pdde
ser recortada do restante da malha com o auxilio de um bisturi e 0 DNA foi extraido por meio
do sistema QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) segundo o manual fornecido pelo fabricante
(http://wwwl.qiagen.com/literature/Default.aspx? Term=QIAquick+Gel+Extraction&Languag
e=EN&Literature Type=4%3b8%3b9%3b10&ProductCategory=0). Este sistema baseia-se na

separagdo do DNA por afinidade em colunas de silica.

3.5.3. Purificacdo de fragmentos de PCR

Amostras de PCR de produtos homogéneos gerados neste trabalho puderam ser
purificadas utilizando o sistema Qlaquick PCR Purification (QIAGEN) segundo o manual
fornecido pelo fabricante
(http://wwwl.qiagen.com/literature/Default.aspx?Term=Qlaquick+PCR+Purification&Langu
age=EN&Literature Type=4%3b8%3b9%3b10&ProductCategory=0). Este procedimento foi
utilizado com a finalidade de eliminar reagentes utilizados em reagdes de PCR, de forma que
estes reagentes ndo interferissem nas etapas posteriores, em que os fragmentos desejados
fossem utilizados. Este sistema baseia-se na separagdo do DNA por afinidade em colunas de

silica.

3.5.4. Precipitacio de DNA

A precipitacio de DNA foi utilizada neste trabalho para purificacdo e aumento de
concentracdo de amostras de &cidos nucléicos por meio do método de acetato de
amonio/etanol (Sambrook et al., 1989). Para isto, foram adicionados as amostras 0,5 volume
de acetato de amonia (7,5 M), 3 volumes de etanol absoluto (Merck) e 20 pg de gliocogénio
(Invitrogen), este ltimo, utilizado de acordo com a conveniéncia. A mistura foi submetida a
centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de

DNA foi lavado apds adicdo de 3 volumes de etanol a 80%, centrifugado por 5 minutos, nas
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mesmas condi¢des, ¢ o sobrenadante novamente descartado. Para retirada do excesso de
etanol, as amostras foram submetidas a duas centrifugacdes adicionais com retirada de
sobrenadante apos cada uma. O precipitado de DNA foi submetido a secagem por exposicao

ao ambiente e ressuspenso em 10 pL de tampao TE.

3.5.5 Extracdo de RNA de sobrenadante de cultura celular

A extragdo de RNA de culturas celulares foi realizada por QIAamp Viral RNA Mini Kit
(Quiagen) ou pelo método do TRIzol LS (Invitrogen) (Chomczynski e Sacchi, 1987;
Chomczynski, 1993). As extragdes por QlAamp Viral RNA Mini Kit foram realizadas segundo
o manual fornecido pelo fabricante
(http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/literature.aspx?id=1000199).

Para extragdes realizadas pelo método do TRIzol LS, foram homegeneizados
vigorosamente 250 pL de suspensdo viral em 750 pL de 7rizol LS por 1 minuto e,
posteriormente, o homogenado foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Foram
adicionados 200 pL de cloroféormio (Merck) e a mistura foi homogeneizada vigorosamente
por 15 segundos, seguido de incubagdo de 5 minutos a temperatura ambiente. Apos este
periodo, as amostras foram submetidas a centrifugagao de 12.000 g por 5 min durante a qual
ocorre a separagdo de 3 fases. A fase inferior vermelha (organica) contém o fenol-
cloroféormio, a fase intermediaria contém as proteinas e, a fase superior transparente
corresponde a fase aquosa onde se encontra o RNA viral. Esta ultima, foi cuidadosamente
retirada e transferida para um tubo novo de 1,5 mL. Para precipitagdo do RNA, foram
adicionados as amostras 20 pg de glicogénio (Invitrogen) e 500 pL de isopropanol absoluto
(Merck) e estas foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubagao,
as amostras foram novamente centrifugadas a 12,000 g por 10 min e o sobrenadante foi
posteriormente descartado. Para lavagem do precipitado de RNA, foi adicionado 1 mL de
etanol 75 %, misturado rapidamente e centrifugado a 12.000 g por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado, o precipitado de RNA viral obtido foi exposto a temperatura ambiente, de
forma a eliminar os tragos de solugdo etandlica por evaporagdo, e ressuspenso em 20 uL de
agua livre de RNase sendo armazenado a — 70 °C até o momento do uso. Esta etapa foi sempre

realizada em condig¢des de esterilidade e com material tratado, livre de nucleases.
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3.6. Sequenciamento nucleotidico

Os oligonucleotideos utilizados nas reacdes de sequenciamento, como descrito a

seguir, estdo listados na tabela 3.2

Tabela 3.2: Oligonucleotideos utilizados nas rea¢des de sequenciamento.

Oligonucleotideo Polaridade Seqiiéncia Gene/Posi¢ao

RG 19 5"GGGAGTCAACTGAATTTAGGC 3~ Proteina NS1

- (2638 —2659)
RG 174 5" CGGGGTGTGGAGAGAGATGCA 3~ Proteina E FA

+ (1640 —1661)
RG 175 5/ CCCAACTGACACTGGCCATGG 3’ Proteina E FA

+ (1900 —1921)
RG 355 5’ CACCTACGGCAAGCTGACCCTGAA 3’ EGFP

+ (111 -134)
RG 358 5’ CTCGCCGGACACGCTGAACTTG 3’ EGFEP

- (75 -96)
RG 359 5/ CCAGCTTGTGCCCCAGGATGTT 3’ EGFP

- (403 - 424)

As reacdes de sequenciamento nucleotidico foram realizadas utilizando-se
primeiramente 5 pmoles de oligonucleotideo e, aproximadamente, 30 - 40 ng de DNA
plasmidial ou 40 - 50 ng de produtos de PCR em uma incubacdo a 95°C por 5 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 2 ul de Big Dye Terminator (Applied Biosystems), tampao
Sequencing Buffer (1x) e agua bidestilada (g.s.p. 10 ul). As amostras foram submetidas a 30
ciclos de incubacdo a 94°C por 10 segundos, 45°C por 5 segundos, 60°C por 4 minutos. O
sequenciamento das amostras foi realizado em seqiienciador automatico modelo ABI Prism
3100 (Applied Biosystems) da Plataforma multi-usuario de sequenciamento — PDTIS-
FIOCRUZ. As seqiiéncias foram analisadas por meio do programa Chromas versao 3.0
(Technelysium Pty Ltd) e do SeqMan II do conjunto Lasergene, versao 5.07 (DNAStar, Inc.).
Por meio do sequenciamento foi possivel verificar da integridade génica das plataformas de

expressao em diversas etapas deste trabalho.

3.7. Eletroforese de acidos nucléicos

A eletroforese de acidos nucléicos foi realizada utilizando gel de agarose nas
concentragdes de 0,8% e 1% e TAE como solugdo tamponante do sistema. A corrida

eletroforética foi realizada utilizando-se 90 — 120 V. Para visualiza¢ao dos acidos nucléicos, o
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gel foi exposto por aproximadamente 3 minutos a uma solucdo de brometo de etidio 0.5
ug/mL (BIORAD), que ¢ capaz de se intercalar as cadeias dos acidos nucléicos e torna-se
fluorescente sob incidéncia de luz ultravioleta (transiluminador luz UV A 365 nm —
Pharmacia LKB Macro Vue). Os padroes de peso molecular utilizados foram Low Mass
(Invitrogen), A Hind III (Invitrogen) e A EcoR I Hind III (Invitrogen) e, tomando-os como
referéncia foi também possivel a quantificacdo de fragmentos de DNA por meio da
compara¢do da intensidade de bandas da amostra com a dos padrdes. As imagens dos géis
obtidas com o transiluminador foram registradas utilizando-se camera digital (Kodak DC120

— programa Kodak 1D Image Analysis)

3.8. Construcao das plataformas de expressao de EGFP

Como fonte dos fragmentos génicos de EGFP e HA Den4 foram utilizados plasmideos
contendo estas regides de interesse. O plasmideo pEGFP-N1 (Clontech) foi utilizado para a
obtencdo e amplificagdo do gene que codifica a EGFP. Por sua vez, para amplificacdo dos
genes que codificam a HA Den4 em sua versdao completa (Construgao I) ou truncada
(Construgao II), foi utilizado o plasmideo que compde o clone infeccioso do virus quimérico
FA/Den4 (pFA/Den4), na qual os genes das proteinas estruturais E e prM do virus FA foram
substituidos pelos homdlogos do virus Dengue 4 (R. Galler, em preparagao).

Os produtos de PCR gerados foram processados por meio de um dos métodos de
purificacio de DNA anteriormente descritos, para utilizagdo nas etapas seguintes de

construcao das plataformas de expressao de EGFP.

3.8.1. Descricao dos oligonucleotideos sintéticos

Os oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR descritas a seguir estdo listados na

tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Oligonucleotideos utilizados nas etapas de PCR para obtencio das plataformas de expressao
de EGFP (Construgoes I e II).

. , sentido Seqiiéncia ™
Oligonucleotideo q
5’ CTAGGAGTTGGCGCCGATCAAGGATGCGCCATCAAC
RG 328 + TTTGGCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 3’ 55,0°C
5’ GCCAAAGTTGATGGCGCATCCTTGATCGGCGCCAAC
5’ GGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGAAGA
RG 396 + TGTTTGAGTCCACATACAGAGG 3’ 69,3°C
5/ CCTCTGTATGTGGACTCAAACATCTTCTTGTACAGC
- TCGTCCATGCCGAGAGTGATCC 3’ 69.3°C
RG 397 5
5’ CTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGACATCATTGG
+ GAAAGGCTGTGCACCAGG 3’ 71.6°C
RG 398 ’
5/ CCTGGTGCACAGCCTTTCCCAATGATGTCTTGTACA | 71,6°C
RG 399 n GCTCGTCCATGCCGAGAG 3’

3.8.2. PCR dos genes EGFP e HA Den4

Foram utilizadas duas enzimas para as reagdes de PCR para a obten¢ao e amplificacio
dos fragmentos iniciais EGFP e HA Den4, utilizados para a construgdo de ambas as
plataformas de expressdo (Construcdo I e Construgdo II). Com a enzima Platinum Tag DNA
Polimerase High Fidelity (Invitrogen) as PCRs foram realizadas em volume final de 50 pL
utilizando: 6 ng de pEGFP-N1 ou 30 ng de pFA/Den4, dNTP (0,2 mM cada/Promega),
MgSO4 (1 mM), oligonucleotideo (20 pmol) e 1U de enzima, nas condi¢des fornecidas pelo
fabricante. As reagdes com a enzima Platinum Pfx DNA Polimerase (Invitrogen) foram
realizadas em volume final de 50 pL utilizando: 6 ng de pEGFP-N1 ou 30 ng do plasmideo
FA/Den4, dNTP (0,3 mM cada/Promega), MgSO4 (1 mM), oligonucleotideo (20 pmol) e 1U
de enzima, nas condic¢des fornecidas pelo fabricante .

As reagdes foram submetidas a um ciclo inicial de desnaturagdo a 94°C por 2 minutos
e, posteriormente, 30 ciclos de incubagdo a 94°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos,
68°C por 1 minuto. Adicionalmente foi realizada uma extensdo final a 68°C por 5 minutos.
Esta ciclagem foi realizada em Termociclador da marca Applied Biosystems (PCR System

9700, Gene Amp).
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Nas PCRs dos fragmentos iniciais para a Constru¢ao I, foi utilizado o par de
oligonuclotideos RG 328 (+) e RG 397 (-) (Tabela 3.3) para o fragmento EGFP e o par RG
396 (+) e RG 380 (-) (Tabela 3.3) para o fragmento HA Den 4, com produtos esperados de
782 pb e 347 pb, respectivamente. O RG 328 (+) possui uma por¢ao complementar aos 15
nucleotideos da regido 3'-terminal da proteina E de FA, uma por¢cdo complementar aos 27
primeiros nucleotideos do gene NS1 de FA e uma por¢ao de 21 nucleotideos complementar a
regido 5’-terminal do gene EGFP, com a qual ocorrera pareamento durante a PCR. O RG 397
(-) ¢ composto de 33 nucleotideos complementares a regido 3’-terminal do gene EGFP, com a
qual ocorrera pareamento durante a reagdo, ¢ 39 nucleotideos complementares a regido 5’-
terminal da por¢ao H1 da HA Den4. O RG 396 (+) possui 33 nucleotideos complementares a
regido 3’-terminal do gene EGFP e 39 nucleotideos complementares a regido 5’-terminal da
porcao H1 da HA Den4, com a qual ocorrera pareamento durante a reacdo. Por sua vez, o RG
380 (-) possui a regido complementar a 18 nucleotideos do 3’-terminal da regido HA Den4 e
aos 27 nucleotideos da regidao 5’-terminal do gene NS1 de FA.

Os fragmentos iniciais para a Construgdo II foram obtidos com o par de
oligonucleotideos RG 328 (+) e RG 399 (-) (Tabela 3.3), para o fragmento EGFP, e com o par
RG 398 (+) e RG 380 (-) (Tabela 4.3), para o fragmento HA Den4, gerando produtos de 782
pb e 251 pb, respectivamente. O RG 399 (-) possui uma por¢ao de 27 nucleotideos
complementar a por¢ao 3’-terminal do gene da EGFP, com a qual ocorrerd pareamento
durante a PCR, e uma por¢do de 27 nucleotideos complementar ao 5’-terminal da por¢ao H2
da HA Den4. O RG 398 (+) possui uma por¢do de 27 nucleotideos complementar a por¢ao 3’-
terminal do gene da EGFP e uma por¢ao de 27 nucleotideos complementar ao 5’-terminal da
por¢ao H2 da HA Den4, com a qual ocorrera pareamento durante a PCR.

Todos os fragmentos iniciais foram purificados por algum dos métodos de purificacdo
de DNA descritos anteriormente, de acordo com a conveniéncia, antes de serem utilizados nas

etapas de PCR seguintes.

3.8.3 Construcio dos cassetes de expressio EGFP (PCR de “Fusao”)

Para a realizagdo das PCRs de construcdo do cassete de expressio EGFP com a
enzima Platinum Taq DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen) foram utilizados os
fragmentos iniciais EGFP e HA Den4 nas proporgdes 150 ng de EGFP : 20 ng de HA Den4,
para a fusdo da Construgdo I, e 17,5 ng de HA Den4 : 52,5 ng de EGFP para a fusdao da
Construgdo II. As reagdes foram realizadas em volume final de 50 pL utilizando: dNTP (0,2

mM cada/Promega), MgSO4 (1 mM), oligonucleotideo (20 pmol) e 1U de enzima, nas
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condi¢des fornecidas pelo fabricante. As reacdes foram submetidas a um ciclo inicial de
desnaturagdao a 94°C por 2 minutos e, posteriormente, 30 ciclos de incubagdo a 94°C por 15
segundos, 55°C por 30 segundos, 68°C por 1 minuto. Adicionalmente foi realizada uma
extensao final a 68°C por 5 minutos. Esta ciclagem foi realizada em Termociclador da marca
Applied Biosystems (PCR System 9700, Gene Amp).

As reagdes com Platinum Pfx DNA Polimerase (Invitrogen) foram realizadas
utilizando os fragmentos iniciais EGFP e HA Den4 nas propor¢des 20 ng de HA Den4 : 100
ng de EGFP, na reagdo de fusdo para a Construcao I, e 21 ng de HA Den4 : 160 ng de EGFP
para a Construgdo II. As reagdes foram realizadas em volume final de 50 pL utilizando: ANTP
(0,3 mM cada/Promega), MgSO4 (1 mM), oligonucleotideo (20 pmol), 1U de enzima e PCR,
Enhencer Solution (1x), nas condi¢des fornecidas pelo fabricante. As reagdes foram
submetidas a um ciclo inicial de desnaturagdo a 94°C por 2 minutos e, posteriormente, 30
ciclos de incubacdo a 94°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos, 68°C por 1 minuto.
Adicionalmente, foi realizada uma extensao final a 68°C por 5 minutos. Esta ciclagem foi
realizada em Termociclador da marca Eppendorf (Mastercycle ep) e os oligonucleotideos
utilizados para ambas as Construg¢des foram RG 328 (+) e RG 380 (-) (Tabela 3.3).

Os fragmentos contendo as plataformas de expressdo foram purificados por algum
método de purificacdo de DNA, de acordo com a conveniéncia, antes de serem utilizados nas

etapas de clonagem molecular.

3.9. Clonagem molecular das plataformas de expressio de EGFP

3.9.1. Clonagem no plasmideo PCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen)

A reagdo de ligacao dos produtos de PCR de “Fusdao” no vetor PCR-Blunt II-TOPO
(Invitrogen) (Figura 3.1) foi realizada em volume final de 6 pL por meio de incubacdo de 2
pL de produto de PCR, previamente purificado por algum método de purificacdo de acidos
nucléicos, com 1 pL do vetor, nas condi¢des fornecidas pelo fabricante, por 5 minutos a
temperatura ambiente
(http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/zeroblunttopo_man.pdf). Apos o periodo de
incubacdo, o tubo de reacdo foi imediatamente acondicionado em gelo até a etapa de
transformagao em bactérias (Seccao 3.9.4). As preparagdes plasmidiais de culturas bacterianas
foram realizadas (Sec¢do 3.5.1) e pré-visualizadas em gel de agarose 0,8%. Amostras com
perfil de migragdo mais alto eram indicativas da presenca de inserto e foram selecionadas.

Para confirmacao, estas amostras foram submetidas a reagdes com as enzimas de restri¢ao

30



Turbo Nar I ou EcoR I (Promega) utilizando-se 3U de enzima e aproximadamente 100 — 300

ng de DNA, nas condigdes estabelecidas pelo fabricante para um volume final de 10 pL. As

reagOes foram submetidas a incubagdo a 37°C por 1 hora e posteriormente visualizadas em gel

de agarose 0,8%.
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Figura 3.1: Mapa do plasmideo PCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen) do kit Zero Blunt TOPO. No mapa

estdo indicados os diferentes sitios de restri¢ao, os genes de resisténcia a antibidticos (Zeomicina e Kanamicina)

e o sitio de clonagem de produtos de PCR (“Blunt PCR Product”). Fonte: Invitrogen™ (2006 -

http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals /zeroblunttopo_man.pdf).
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3.9.2. Clonagem no plasmideo pGEM-T Easy (Promega)

A reacdo de ligacao dos produtos de PCR das plataformas de inser¢ao no vetor pGem-
T Easy necessita de adenilacdo destes produtos. Para a reacdo de adenilagdo, foram utilizados
no minimo 150 ng de fragmento de PCR, dATP (0,2 mM), 5U da enzima Go Taq (Promega),
nas condic¢des fornecidas pelo fabricante em volume final de 10 pL e em uma incubacdo a
70°C por 30 minutos. Apos esta reagdo, o fragmento adenilado foi incubado a 4°C durante a
noite com o vetor pGEM-T Easy (Figura 3.2) numa propor¢dao 3 moléculas de inserto:1
molécula de vetor, em uma reacao de ligagdo utilizando-se 1 U da enzima 74 DNA Ligase
(Invitrogen), nas condi¢des fornecidas pelo fabricante em volume final de 6 pl. Os produtos
de ligacdo foram posteriormente utilizados na transformagdo de bactérias (Secgdo 3.9.4) e as
preparagdes plasmidiais de culturas bacterianas foram realizadas (Sec¢do 3.5.1) e pré-
visualizadas em gel de agarose 0,8%. Amostras com perfil de migragao em gel mais alto que
o controle (preparagdes plasmidiais de culturas bacterianas transformadas com o vetor sem os
insertos) eram indicativas de positividade (presenca de inserto). Estas amostras foram
selecionadas e submetidas a reagdes com as enzimas de restrigdo Turbo Nar I ou EcoR 1
(Promega) utilizando-se 3U de enzima e aproximadamente 100 — 300 ng de DNA, nas
condigdes estabelecidas pelo fabricante para um volume final de 10 uL. As reagdes foram

submetidas a incubagdo a 37°C por 1 hora e posteriormente visualizadas em gel de agarose

0,8%.
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Figura 3.2: Mapa do plasmideo pGEM-T Easy (Promega). No mapa, estio indicados o sitio de clonagem (seta

azul), o gene de resisténcia a antibidtico (Ampicilina) e o sitio de restrigdo EcoR I.

3.9.3. Clonagem no plasmideo pT3

As reacdes de clonagem dos fragmentos Construcdo I e II - obtidos apds clonagem
destes fragmentos, respectivamente, nos plasmideos PCR-Blunt [I-TOPO (Invitrogen) e
pGEM-T Easy (Promega) - no plasmideo pT3 (Figura 3.3), corresponde a primeira etapa de
montagem dos clones infecciosos FA recombinantes. Para isto, os plasmideos contendo os
fragmentos e o pT3 foram previamente digeridos com a enzima de restricdo Turbo Nar [
(Promega) utilizando-se 5U de enzima para cada 1,5 pg de DNA, em uma incubagdo a 37°C
por 2 h, nas condi¢des fornecidas pelo fabricante em volume final de 100 uL.

Os insertos liberados pela digestdo foram purificados por meio do Kit QlAquick Gel
Extraction (QIAGEN, Inc) e precipitados com acetato de amonio e etanol na presenga de
glicogénio (secdo 3.5.4). O plasmideo pT3 foi da mesma forma precipitado e, posteriormente,
submetido a incubagdo a 65°C por 15 minutos para inativagdo da enzima Turbo Nar I. Além
disso, o pT3 foi submetido a reacdo de defosforilagdo com 2U da enzima SAP - Fosfatase
Alcalina de Camardo (Promega) a 37°C por 15 minutos, nas condi¢des fornecidas pelo
fabricante em volume final de 30 pL, e com posterior inativagdo da enzima a 65°C por 15

minutos.
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As reagdes de ligagdo dos fragmentos das Construgdes I e I no pT3 foram realizadas
em volume final de 15 pL nas proporgdes 5 ou 10 moléculas de inserto : 1 molécula de vetor
com a enzima 74 DNA Ligase (Invitrogen), em uma incubacdo a 4°C durante a noite e nas
condi¢cdes fornecidas pelo fabricante. Os produtos de ligagdo foram posteriormente utilizados
na transformacao de bactérias (Secgdo 3.9.4) e, a partir das coldnias selecionadas, estas foram
utilizadas para extragao de DNA plasmidial (Secgdo 3.5.1). A analise dos clones foi realizada
apos reagoes utilizando 3U da enzima restri¢do Pst [ (Promega) e aproximadamente 100 — 300
ng de DNA, nas condi¢gdes estabelecidas pelo fabricante para um volume final de 10 pL. As
reacdes foram submetidas a incubagdo a 37°C por 1 hora e posteriormente visualizadas em gel
de agarose 0,8%. Os clones bacterianos positivos foram identificados e cultivados (Sec¢do
3.9.5) para a obten¢do de DNA plasmidial em grande escala (Sec¢do 3.5.1) para sua utilizagao

na etapa de montagem do molde de cDNA.

Nisil
| Pstl

Amp R ,-:—'—:[ S

// Narl
'/
; Pstl

pT3
(9939 bp)

Figura 3.3: Mapa do plasmideo pT3. O plasmideo pT3 contém o gemona central do virus FA (laranja). No
mapa, estdo indicados o gene de resisténcia a antibidtico (Ampicilina — Amp R), a origem de replicacdo do

plasmideo (ori) e os sitios das endonucleases Nar I, Nsi I, Sal I e Pst I.

3.9.4. Transformacgoes em bactérias E. coli

Bactérias E. coli MC1061 quimiocompetentes foram transformadas com os
plasmideos PCR-Blunt II-TOPO ou pGEM-T Easy. Para isto, 2 pL de cada um dos
plasmideos foram adicionados a 60 pL de bactérias competentes. Esta suspensdo foi incubada
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por 30 minutos em gelo e, posteriormente, submetida a uma incubagdo a 42°C por 42
segundos, a fim de provocar a abertura de poros na membrana das bactérias e permitir a
entrada dos plasmideos. Em seguida, a suspensdo de bactérias foi submetida a choque térmico
em gelo, o que provoca o fechamento dos poros, e incubadas com 450 pL de meio SOC
(Invitrogen) a 37°C sob agitagdo (200 rpm). Apds uma hora de incubagdo, 100 uL deste
in6culo foi plaqueado em meio LB 4gar com 50 pg/mL de Kanamicina (Sigma) ou 50 pg/mL
de Ampicilina (Sigma) e as placas foram incubadas em estufa a 37°C durante a noite. Apds
este periodo de incubagdo, colonias de bactérias foram selecionadas das placas e incubadas
com 5 mL de meio LB liquido com 50 pg/mL de Kanamicina ou 25 pg/mL de Ampicilina em
estufa a 37°C sob agitagdo (200 rpm — Environ-Shaker, LAb-Line) durante a noite.

Além dessa, também foi utilizada a bactéria E. coli DH5a provida pelo kit PCR-Blunt
II-TOPO para transforma¢do com o plasmideo PCR-Blunt II-TOPO segundo o protocolo
descrito pelo manual do fabricante
(http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/zeroblunttopo man.pdf).

E. coli SURE (Stop Unwanted Rearrangement Events) eletrocompetentes foram
transformadas com 2 pL do plasmideo pGEM-T ou pT3 em 60 pL de bactérias, por meio de
eletroporagdo com o sistema Gene Pulser XCell Total System (Biorad). Em seguida, as
suspensoes foram incubadas com 450 puLL de meio SOC a 37°C por 1 hora sob agitagao (200
rpm). Apds este periodo, 100 puL deste inoculo foram plaqueados em meio LB dgar com 25
pg/mL de Ampicilina e incubadas a 37°C durante a noite. No dia seguinte, colOnias de
bactérias foram isoladas das placas de Petri e incubadas em 5 mL de meio LB liquido com 25
pug/mL de Ampicilina a 37°C durante a noite sob agitacdo (200 rpm). Como controle positivo
das transformacodes foi utilizado o plasmideo comercial pUC-19 (Invitrogen).

As culturas de bactérias preparadas a partir de colonias selecionadas foram

processadas para extragdo de DNA plasmidial (Sec¢ao 3.5.1).

3.9.5. Preparo de estoque bacteriano

Possiveis clones positivos de transformacdo identificados nas diferentes etapas de
clonagem deste trabalho tinham suas respectivas culturas de bactérias estocadas adicionando-
se 200 puL de cultura de bactérias em 800 pL de glicerol 80% e armazenadas a -20°C. Sempre
que necessdrio, estes estoques foram novamente cultivados utilizando-se 15 puL de estoque de
glicerol em 5 mL de meio LB seletivo, sob agitacdo de 200 rpm (Environ-Shaker, LAb-Line),

durante a noite a 37°C .
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3.10. Montagem dos moldes de DNA que darao origem aos genomas virais

Para montagem dos cDNAs virais, os plasmideos pT3 (com e sem os insertos
Construgdo I e II) e pGl/2 (Figura 4.4) foram quantificados em gel de agarose e
posteriormente digeridos com as endonucleases Nsi e Sal I (Promega), em reagdes utilizando
30U de cada enzima para cada 1,5 pg de DNA plasmidial nas condigdes fornecidas pelo
fabricante em volume final de 200 pL, em incubag¢do a 37°C por 2 horas. Estas amostras
foram purificadas por Qlaquick PCR Purification e, posteriormente, utilizadas em reagdes de
ligacdo em volume final de 30 pL utilizando: 300 ng dos plasmideos pT3, 200 ng do
plasmideo pG1/2 e 1U da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen) em uma incubacao a 4°C
durante a noite, nas condi¢des fornecidas pelo fabricante.

Apo6s o periodo de incubagdo, foi realizada a inativagdo da ligase por 20 minutos a
65°C e as amostras foram linearizadas em uma rea¢do de digestdo com a enzima Xhol
(Promega). Nesta reacdo utilizou-se todo o volume restante da reacao de ligagao pG1/2/T3
apos a inativagdo, que foi incubado com 1U desta enzima a 37°C por 3 horas, nas condi¢des
fornecidas pelo fabricante em volume final de 90 pL. Os produtos resultantes foram
precipitados com acetato de amonio e etanol sem glicogénio (Seccao 3.5.4) e, entdo, foram
utilizados na proxima etapa experimental para a transcricdo em RNAs virais.

A montagem do molde pG1/2-T3 sem inserto, também foi realizada para a producao
do virus parental ndo recombinante que foi utilizado como referéncia em vdrias etapas deste

trabalho.
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Figura 3.4: Mapa do plasmideo pG1/2. O plasmideo pG1/2 contém as regides 5’ e 3’-terminal do gemona
central do virus FA (vermelho e verde, respectivamente). No mapa estdo indicados os sitios das endonucleases
EcoR I, Nsi I, Sal I ¢ Xho 1, o gene de resisténcia a antibidtico (Ampicilina — Amp R), a origem de replicacdo do

plasmideo (ori) e o gene promotor para a polimerase SP6.

3.11.Transcricao in vitro dos moldes de DNA que darido origem aos genomas virais FA
17D

Devido a presenga do promotor SP6 nas seqiiéncias dos moldes de cDNA dos virus
FA 17D, foi possivel a obtengdo de RNAs infecciosos a partir de uma reagdo de transcri¢ao
utilizando-se o sistema “AmpliScrib SP6 High Yield Transcription Kit” (Epicentre
Technologies) em condi¢cdes de esterilidade e livres de nucleases. Nesta reacdo foram
utilizados 1U da enzima SP6 polimerase, 20U da enzima RNAsin, Cap (3mM), rNTPs 7,5
mM (cada, exceto GTP utilizado a 0,75 mM), nas condicdes descritas pelo fabricante para
volume final de 11 pL, em uma incubacdo a 37°C por 2 horas. Os transcritos gerados
possuiam extremidades Cap 5’ e foram imediatamente estocados a -70°C até o momento de
uso. O material transcrito foi visualizado em gel de agarose 1%. Todo o processo foi realizado

em condig¢des de esterilidade com material tratado, livre de nucleases.
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3.12. Transfeccao dos RNAs virais

O método utilizado para a transfeccdo dos RNAs virais foi o emprego do lipideo
cationico LipofectAmine (LA) (Gibco-BRL) em concentragdo final de 20 pg/mL em tampao
Opti-MEM 1 (Reduced Serum Medium Modification of MEM - Gibco). Utilizamos
aproximadamente 1pug de RNA complexando-o ao LA em 1 mL de meio Opti-MEM 1 1X
durante uma incubagdo de 10 minutos em gelo. O complexo RNA-LA em tampao foi
posteriormente adicionado sobre monocamada de células Vero (densidade de 30.000
células/cm’ em garrafas de 25cm’ com tampa com filtro) previamente lavadas duas vezes com
tampao PBS-DEPC. Foi realizado um controle negativo adicionando-se apenas meio Opti-
MEM 1 e Lipofectamina (Mock). Para favorecer a infeccdo das células, foi realizada uma
incubacdo em temperatura ambiente agitando as garrafas, a cada 2-5 minutos por 20 minutos,
quando entdo, o excesso de indculo foi retirado e as garrafas foram lavadas uma vez com 5
mL de PBS-DEPC. Para cultivo e obtencao dos virus, foram adicionados 12 mL de meio de
cultura completo Earle 199 10X com 5% de NaHCO; (sistema aberto) e as células foram
incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO,. As garrafas foram monitoradas
diariamente em microscOpio invertido até o aparecimento de CPE moderado. Com o
aparecimento de CPE, quando o sobrenadante de transfeccao (1P) foi recolhido na presenca
de 8% de sorbitol e imediatamente estocado a - 70°C. Uma aliquota de sobrenadante de
transfec¢do (1P) de cada virus recombinante foi submetida a extragdo de RNA pelo método
do Trizol LS (Seccdo 3.5.5) e os RNAs empregados em reagdes de RT-PCR utilizando as
enzimas M-MLV RT e Taq Polimerase para verificar a presenga das insergoes (Secgao 3.14.4).
O DNA foi quantificado em gel de agarose 0,8% e as seqiiéncias analisadas por meio de
sequenciamento nucleotidico utilizando os oligonucleotideos RG 355 (+), RG 358 (+), RG
359 (-), RG 174 (+), RG 175 (+) e RG 19(-) (Tabela 3.2).

3.13. Producio do estoque viral (2P)

Os estoques virais de segunda passagem (2P) foram obtidos do sobrenadante de
cultura de células Vero infectadas com o sobrenadante da cultura da transfec¢ao (1P). Estes
estoques foram obtidos a partir da infeccdo de monocamadas de células Vero (62.500
células/cm” em garrafa de 175 cm?) com 2 - 5 mL do sobrenadante 1P de cada um dos virus

FA 17D, em uma incubagdo a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO, ¢ utilizando-se
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meio de cultura completo Earle 199 com 2,5% de NaHCO; (sistema fechado). Estas infecgdes
foram realizadas utilizando-se garrafas de 175 cm® com densidade de 62.500 células/cm” que
foram observadas com microscopio invertido até o aparecimento de CPE moderado, quando
entdo, o sobrenadante das culturas foi coletado na presenca de 8% de sorbitol e estocado a -
70°C. Os estoques 2P foram obtidos e aliquotados em quantidades suficientes para a
realizagao de todas as etapas de caracterizagao viral que geraram este trabalho. Uma aliquota
de sobrenadante de transfec¢ao (1P) de cada virus recombinante foi submetida a extracdo de
RNA pelo método do Trizo/ LS (Invitrogen) e os RNAs foram utilizados em reacdes de RT-
PCR (Sec¢ao 3.14.4) utilizando as enzimas M-MLV RT (Promega) e Tag DNA Polimerase
(Promega) para verificacdo da presenca das inser¢oes. O DNA foi quantificado em gel de
agarose 0,8% para verificacdo da integridade das seqiiéncias por meio de sequenciamento
nucleotidico utilizando os oligonucleotideos RG 355 (+), RG 358 (+), RG 359 (-), RG 174
(+), RG 175 (+) e RG 19(-) (Tabela 3.2).

3.14. Caracterizacio viral

3.14.1. Titulacao viral por contagem de placas de lise

A titulacdo das amostras virais obtidas em diferentes etapas deste trabalho foi
realizada infectando-se monocamada de células Vero em densidade de 50.000 células/cm® em
placas de 24 cavidades (2 cm?/ cavidade). No momento da infec¢do, o meio de cultura de cada
cavidade foi retirado por aspiracdo por bomba de vicuo e sobre a monocamada foram
depositados, em duplicata, 100 puL das suspensdes virais previamente preparadas com meio de
cultura Earle 199 10x completo, obtidas por dilui¢des seriadas 10™" até 10°. Para adsor¢do dos
virus as células, as placas foram incubadas a 37°C por 1 hora em estufa com atmosfera de 5%
de CO, e agitadas gentilmente em intervalos de 10 - 15 minutos de forma a garantir uma
adsor¢cdo homogénea. Apo6s o periodo de incubagdo, o excesso de indculo foi igualmente
aspirado e cada cavidade recebeu 1 mL de CMC 3.5 % em meio completo Earle 199 10x com
5% de NaHCO; (sistema aberto), seguindo-se de incubagdo por 10 dias a 37°C em estufa com
atmosfera de 5% de CO, . Decorridos os 10 dias de incubag¢do, a monocamada de células foi
fixada com formaldeido 10 % por, no minimo, 1 hora, lavadas e incubadas com uma solugao
de cristal violeta a 0.4 % para a observacdo e¢ contagem das placas de lise (De Madrid e
Porterfield, 1969).

O célculo do titulo viral foi determinado mediante a utilizagdo da seguinte formula:

T =1logio M + log;o ID + log;y FC, onde:
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T ¢ o titulo expresso em log;g PFU/mL;

logi9p M ¢ o logaritmo na base 10 da média do numero de placas de lise contadas numa
determinada diluicao;

logyo ID € o logaritmo na base 10 do inverso da dilui¢do onde as placas de lise foram
contadas.

logio FC ¢ o fator de corre¢do em logjo do indculo para mL, ou seja, € o logaritmo na
base 10 da fracao de 1 mL inoculada. Como o indculo corresponde a 100 pL, que € a décima
parte (1000/10=100) de 1 mL, FC=1 (log 10=1).

O titulo dos estoques virais produzidos foi obtido pela média de 3 ensaios de titulagdo

realizados independentemente.

3.14.2. Cinética de Replicac¢io viral

Para a determinacdo da Cinética de Replicacdo Viral, foram realizados trés
experimentos independentes por meio da infeccdo de monocamadas de células Vero
(densidade de 62.500 células/cm’ em frascos de 25 cm?) a uma M.O.I de 0,02 de virus, em
uma incubagdo de 1 hora a 37°C em estufa com 5% de CO,. Apds o periodo de adsor¢do dos
virus, foram adicionados 11 mL de meio Earle 199 completo com 5 % de NaHCO; e as
células voltaram a ser incubadas em estufa. Aliquotas de sobrenadante das culturas foram
coletadas em intervalos de 24 horas até¢ o tempo de 144 horas pés infeccdo e imediatamente
estocadas a -70°C, até serem submetidas a titulagdo por contagem de placas de lise (Secgdo
4.14.1). Os resultados foram expressos pela média aritmética e desvio padrao dos titulos virais
dos trés experimentos independentes realizados, utilizando o programa Excel (Microsoft,
2003). A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste ANOVA one-way, post test
Tukey ou comparacdo multipla de Bonferroni com P<0,05, com o auxilio do programa

GraphPadPrism3.02 (GraphPad, Inc).

3.14.3. Estabilidade genética

Para a avaliagdo da estabilidade genética, os virus recombinantes foram submetidos a
sucessivas passagens seriadas a partir do estoque viral 2P. Para isso, monocamadas de células
Vero (densidade de 62.500 células/cm’ em frascos de 25 cm?) foram infectadas com M.O.I de
0,02 de virus em duas séries de passagens consecutivas independentes. Os sobrenadantes

dessas culturas foram coletados apds 72 horas, aliquotados e imediatamente estocados a -70°C
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até o momento de uso. O sobrenadante viral de cada passagem foi submetido a titulagdo por
contagem de placas de lise (Seccao 3.14.1) a fim do acompanhamento das variagcdes de MOL.
Como cada passagem era realizada antes de conhecer o titulo viral da passagem anterior, a
cada 5 passagens, estas foram interrompidas para a obtencao dos resultados de titulagdo viral.
A passagem que apresentou uma variagdo muito grande em relagdo a MOI 0,02, teve seu
valor de MOI corrigido e, a partir desta corre¢do, foram realizadas as passagens seguintes.
Para avaliacdo da estabilidade genética dos virus recombinantes, o RNA viral foi
extraido de aliquotas do sobrenadante dessas passagens, realizadas em duas séries
independentes, ¢ submetido a reagdes de RT-PCR (Secc¢do 3.14.4) e sequenciamento (Sec¢ao
3.6). Foi possivel verificar a presenga das insercdes heterologas e sua integridade
nucleotidica. Além disso, a estabilidade genética também foi avaliada por citometria de fluxo

(Secgao 3.14.5).

3.14.4 Reacoes de transcricio reversa e reacdes em cadeia da polimerase (RT-
PCR)

Amostras de RNA virais extraidas de culturas celulares foram submetidas a reagdes de
RT-PCR utilizando as enzimas M-MLV RT (Promega) ou o sistema ThermoScript RT-PCR
System (Invitrogen), na geracdo de cDNA, e a reagdes de PCR utilizando 7Tag DNA
Polimerase (Promega) ou a enzima GoTag (Promega).

Nas reacdes utilizando a enzima M-MLV RT (Promega) para geracdo do cDNA, 2 uL
de RNA foi pré-incubado com 20 pmol do oligonucleotideo RG 19 (-) - que anela no gene da
NS1 (Tabela 3.2) - por 90°C por 2 min. Posteriormente, este foi adicionado a ANTP (0,8 mM
cada), MgCl, (1 mM), 40U da enzima Recombinant RNAsin Ribonuclease Inhibitor e 200U
da enzima M-MLV RT, nas condicdes fornecidas pelo fabricante em volume final de 20 pL e,
submetido a 1 ciclo de 42°C por 60 min e 99°C por 5 min. Para a etapa de PCR, foram
adicionados 7,5 pL. de cDNA a MgCl, (1 mM), 20 pmol de oligonucleotideo RG 174 (+) —
que anela no gene da E (Tabela 3.2) - ¢ 1,25 U de enzima Tag DNA Polimerase (Promega),
nas condi¢des fornecidas pelo fabricante em volume final de 50 pL. As reacdes foram
submetidas a uma desnaturagao inicial a 94°C por 2 min e 25 ciclos a 94°C por 15 seg, 55°C
por 30 seg e 72°C por 1 min. Foi realizada a extensao final a 72°C por 5 min.

O sistema ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen) consistie de duas fases de
reacdo, na primeira foram utilizados 3,0 pL de RNA, dANTP (0,4 mM), oligonucleotideo RG
19 (-) (Tabela 4.2) (20 pmol), nas condigdes estabelecidas pelo fabricante para um volume

final de 12,0 uL e a reagdo foi incubada a 65°C por 5 min para pareamento deste com a
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seqiiéncia de RNA. Na segunda fase, foi utilizado todo o volume de reagdo da primeira fase,
40U da enzima RNAseOUT e 15U da enzima ThermoScript RT, nas condigdes estabelecidas
pelo fabricante para um volume final de 20,0 uL e submetida a 1 ciclagem a 55°C por 60 min
e 85°C por 5 min. Apos esta ciclagem, foram adicionados 2U de E. coli RNAse H na reacgao,
que foi entdo incubada a 37°C por 20 min. Para a etapa de PCR foram utilizados 2,0 uL. da
reacdo de RT, dNTP (0,4 mM), MgCl, (2mM), oligonucleotideos RG 19 (-) e RG 174 (+)
(Tabela 3.2) (20 pmol) e 2,5U da enzima GoTaq (Promega), nas condi¢des estabelecidas pelo
fabricante para um volume final de 50,0 puL. A reacdo foi submetida a uma incubagao inicial a
95°C por 2 min e 30 ciclos a 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 68°C por 2 min.
Posteriormente, foi realizada uma extensao final a 72°C por 5 min.

Os produtos de reagdo de RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
0,8%. Os resultados dos pesos dos fragmentos obtidos foram estimados por comparagdo aos
padroes de peso molecular utilizando o programa AlphaDigDoc 1000 v3.2 Beta,
AlphaEaseFC; Alpha Inotech Corporation.

3.14.5. Citometria de fluxo

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada para caracterizacdo da cinética de
expressdo da EGFP e avaliagdo da estabilidade genética dos virus recombinantes.

Para o ensaio de cinética de expressdo da EGFP, monocamadas de células Vero foram
cultivadas (62000 células/cm?) em placas de seis cavidades e, apds 24 horas foram infectadas
com suspensdes de 200 pL dos virus em 2P (estoque viral), em uma MOI 0,02. Para esta
infec¢do, as placas com as células foram incubadas por 1 hora em estufa com atmosfera de
5% de CO, a 37°C, agitadas em intervalos de 10 - 15 minutos para uma adsor¢do viral mais
homogénea. Apos o periodo de incubacdo, cada cavidade das placas recebeu 3 mL de meio
Earle 199 completo com 5% de NaHCOs (sistema aberto) e as placas foram incubadas
novamente em estufa a 37°C. Como controle foram utilizadas células infectadas com o virus
FA 17D/G1/2/T3 e células ndo infectadas (Mock). Apds 24 h, 48 h ou 72 h de infecgdo, as
células foram lavadas com solugdo de verseno e, posteriormente, incubadas com solugdo de
verseno/tripsina em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 30 segundos, de forma a
soltarem do fundo das cavidades das placas. Apds esta incubacdo, a solugdo de
verseno/tripsina foi cuidadosamente retirada e sobre a monocamada celular foi adicionado 0,5
mL de meio completo Earle 199, com o qual as células foram ressuspensas, homogenizadas
para desfazer os grumos celulares e coletadas em tubos de 1,5 mL. As células foram contadas

com auxilio de Camara de Neubauer e aliquotadas em novos tubos em volumes que
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continham aproximadamente 10° células/tubo e, posteriormente, centrifugadas a 1400 rpm por
7 minutos. Apo0s esta centrifugacdo, os sobrenadantes foram retirados e o pellet de células foi
ressuspenso e fixado em solugdo de paraformaldeido 2%. Os tubos devidamente identificados
foram estocados em geladeira at¢ o momento da marcacdo intracelular dos antigenos virais,
por no maximo 2 dias.

Para o experimento de avaliacdo da estabilidade genética, monocamadas de células
Vero foram infectadas com os virus recombinantes em sua passagem 2P (estoque viral) e suas
passagens seriadas independentes 5P1 e 5P2, 10P1 e 10P2, 15P1 e 15P2 e 20P1 e 20P2 em
MOI 0,02. Apos 72 h de infecgdo, as células foram processadas segundo o descrito acima para
avaliacdo da presenca da proteina EGFP. Como controles, utilizamos células Vero infectadas
com o virus FA 17D/G 1/2/T3 e células ndo infectadas (Mock).

Para a marcacdo intracelular dos antigenos virais em ambos os experimentos, foram
utilizados anticorpos primarios policlonais a-Febre Amarela (a-FA) (soro hiperimune de
camundongo — ATCC, Bethesda, MA, EUA) e anticorpos secundarios o-camundongo
conjugado a Ficoeritrina (Dako, Glostrup, Dinamarca). Primeiramente, foram adicionados 0,5
mL de PBS/BSA/saponina 0,15% as células previamente fixadas com paraformaldeido sendo
incubadas por 15 minutos e centrifugadas a 1400 rpm por 7 minutos. Apds centrifugacdo, os
sobrenadantes foram retirados e os precipitados de células foram incubados com 20 pL de
anticorpo o-FA diluido 1:80 em PBS/BSA/saponina 15% por lh em gelo (4°C). Apos
incubacgado, foi adicionado 1 mL PBS/BSA/saponina 0,15% com posterior centrifugagdo a
1400 rpm (0,2 rcf) por 7 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado, foi adicionado
20uL de anticorpo o-camundongo conjugado a Ficoeritrina (PE) diluido 1:40 em
PBS/BSA/saponina 0,15% e as células submetidas a incubagcdo a 4°C por 30 minutos.
Posteriormente, adicionou-se 1 mL de PBS/BSA/saponina 15% as células, que foram
centrifugadas a 1400 rpm (0,2 rcf) por 7 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e o
pellet de células ressuspenso em 0,3 mL de paraformaldeido 2% e armazenado a 4°C até a
aquisicdo das células no citdmetro, em no maximo 2 dias. Foram adiquiridos 10000 eventos
de cada amostra no citrometro de fluxo (FACS Calibur - BenctonDickinson, Califérnia, EUA)
e os dados foram analisados utilizando o programa Summit v4.3 Build 2445 (Dako, Colorado,
EUA). A marcagao com PE foi detectada pela emissdo de fluorescéncia no comprimento de
onda 630 - 780 nm (vermelho) e a deteccdo da fluorescéncia de EGFP, no comprimento de
onda 490 - 565 nm (verde).

A cinética da infeccdo viral e a estabilidade genética foram avaliadas calculando-se a

porcentagem de células duplo-marcadas (FA'EGFP") na populagdo de células FA', as
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infectadas [somatoria da porcentagem de células duplo-marcadas (FA'EGFP") e simples-
marcadas (FA")], representando a porcentagem de células infectadas ao longo do tempo ¢ a

manuten¢do ou perda da insercao heterodloga, respectivamente.

% Expressdo Estavel = % Células FA'EGFP"  x 100_
% Células (FA'EGFP") + (FA")

3.14.6. Microscopia de fluorescéncia

A técnica de microscopia de fluorescéncia foi utilizada para a avaliagao da cinética de
expressio de EGFP e localizagdo celular do virus. Para ambos os experimentos,
monocamadas de células Vero foram cultivadas em camaras de oito cavidades (Lab-Tek
Chamber Slides — Nunc) na densidade de 20000 células/cavidade em meio completo Earle
199 com 5% de NaHCOs. Apods 24 horas, o meio foi retirado e as células incubadas com
suspensoes de 100 pL dos virus recombinantes a uma MOI de 0,1 por 1 hora em estufa com
atmosfera de CO, 5% a 37°C. Como controle, foram utilizadas células infectadas com o virus
FA 17D/G1/2/T3. Apo6s o periodo de incubagdo, foram adicionados a cada cavidade das
camaras 200 pL. de meio completo Earle 199 com 5% de NaHCO; e estas foram incubadas
em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C.

Para o experimento de cinética de expressdo de EGFP, as camaras foram incubadas
por até 120 horas. Apos os periodos de incubacdo de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h o
sobrenadante de meio foi retirado das células e estas foram lavadas com PBS (pH 7,4). O PBS
foi retirado e as células foram fixadas com paraformaldeido 4% em tampao fosfato (0,1M, pH
7,2) por 10 minutos. As células foram lavadas com PBS (pH 7,4) e, posteriormente, as
laminas foram montadas com DAPI (Molecular Probes), seladas e estocadas a -20 °C.

Para avaliacdo de co-localiza¢do virus/reticulo endoplasmatico (RE), as camaras
foram incubadas por 72 horas. Apos este periodo, o meio foi igualmente retirado de sobre as
c€lulas e estas foram lavadas 2 vezes com solucdo de HBSS (Molecular Probes). A solugdo de
marcagdo do reticulo endoplasmatico (ER-Tracker Red: Molecular Probes) foi diluida 1:8000
em solugdo de HBSS e pré-aquecida a 37 °C por 10 minutos. As células foram incubadas com
100 pL desta solugdo por 30 minutos em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apos o
periodo de incubagdo, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 2 minutos a 37
°C e lavadas com solugdo de HBSS por 3 vezes. ApoOs a retirada da solugdo, as laminas foram

montadas, seladas com esmalte e estocadas a -20 °C.
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As laminas foram observadas em microscopio confocal de fluorescéncia (LSM 510
META, Zeiss), da Plataforma multi-usudrio de microscopia confocal — PDTIS-FIOCRUZ
utilizando-se o programa LSM Image Browse 3.5.

3.15. Meios e solucoes

Acetato de amonio 7,5 M

Acetato de amonio 2887 g

Agua tipo I q.s.p. 50 mL

Instrugdes: Estocar a 4°C.

Agarose 1%

Agarose (Tipo I-Sigma) lg
Agua tipo [ g.s.p. 100 mL

Instrugdes: Misturar, autoclavar (121°C por 20 min) e estocar a 4°C.
Na hora do uso aquecer em microondas e aguardar o uso em banho Maria a 42°C.

Bicarbonato de sédio 4,4% gaseificado (NaHCOQO3)

NaHCO; 44 ¢
Vermelho de fenol 1% 1 mL
Agua tipo I g.s.p. 1000 mL

Instrugdes: Adigao de gelo seco com agitagao até a solugdo atingir pH 7,0 — 7,2;
aliquotar em 20 mL e esterilizar por autoclave 121°C 15 min.

Carboximetilcelulose (CMC) 3%

CMC

3g

Agua tipo I g.s.p.

100 mL

Instrugdes: homogeneizacao por agitagao vigorosa (liquidificador);
esterilizacdo por autoclave (121°C por 20 min); armazenagem a temperatura ambiente.

Cloreto de Calcio 100 mM

CaCl,

I,L1lg

Agua tipo I q.s.p.

100 mL

Instrugdes: Apos o preparo autoclavar (121°C/20 min) e estocar a 4°C.

DEPC

Solugdo de tratamento de material contra RNase : 0,01% em agua bidestilada.
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Cristal Violeta

Solucido Estoque (2%)

Cristal Violeta 10 g
Metanol 100 mL
Agua destilada g.s.p. 500mL
Solucio de Uso (0,04%)

Cristal Violeta estoque 20 mL
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Instrugdes: Preparar e estocar a temperatura ambiente.

Formaldeido 10%

Formaldeido 37%

1000 mL

Agua destilada

2700 mL

Instrucdes: Preparar e estocar a temperatura ambiente.

Meio BHI (Brain Heart Infusion)

Meio BHI

37¢g

Agua tipo 1 q.s.p.

1000 mL

Instrugdes: Esterilizar por autoclavagdo por 15 minutos a 121° C.

Meio LB (Luria-Bertani)

Bacto-triptona 10 g
Extrato de levedura 5¢g
NaCl 10g
Agua tipo I q.s.p. 1000 mL

Instru¢des: Homogeneizar e ajustar pH 7,5 com solu¢do de NaOH 1N; esterilizagdo por
autoclave (121°C por 20 min); armazenar temperatura ambiente.
Obs.: Para meio LB solido acrescentar 1,5g de agar bacteriologico para cada 100 mL de

meio LB.

Meio 199 Earle 2X concentrado

Meio 199 com sais de Earle 10X 20 mL
NaHCOs3 4,4% (pH 7,0) 10 mL
SFB inativado 10 mL
Sulfato de gentamicina (4 mg/mL) 2 mL
Fungizona (500mg/mL) 0,2 mL
Agua tipo I q.s.p. 100 mL

Instrug¢des: Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Meio 199 Earle / CMC

Meio 199 com sais de Earle 10X 10 mL
NaHCO; 4,4% (pH 7,0) SmL
SFB inativado SmL
Sulfato de gentamicina (4 mg/mL) 1 mL
Fungizona (500mg/mL) 0,1 mL
CMC 3% (Sigma) g.s.p. 100 mL

Instrug¢des: Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Homogeneizar vigorosamente.
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Meio 199 Earle completo

Meio 199 com sais de Earle 10X 10 mL

NaHCOs 4,4% (pH 7,0) 25mLouS5SmL*
SFB inativado (Cutilab) 5 mL

Sulfato de gentamicina (4 mg/mL) 1 mL

Fungizona (500mg/mL) 0,1 mL

Agua tipoI g.s.p. 100 mL

Instrucdes: Todo material estéril; preparo no momento do uso.
* Depende do tipo de sistema de cultura: 2,5 mL para sistema aberto (placas de cultura)

ou sistema fechado (frascos de cultura).

Meio 199 Earle / Hepes

Meio 199 com sais de Earle 10X 10 mL
NaHCOs 4,4% (pH 7,0) 0,5 mL
SFB inativado 5 mL
Sulfato de gentamicina (4 mg/mL) 1 mL
Fungizona (500mg/mL) 0,1 mL
Agua tipoI g.s.p. 100 mL

Instrucdes: Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Paraformaldeido 2%

Paraformaldeido 20¢g
Agua tipo I q.s.p. 50 mL
Tampao fosfato dibdsico 2 mM 50 mL

Instrugdes: Aquecer a agua tipo I até 70°C. Adicionar, aos poucos, o Paraformaldeido.
Clarificar a solu¢ao com 1 ou 2 gotas de NaOH 1N. Deixar esfriar e, em seguida, adicionar o
tampao fosfato dibasico. Verificar o pH que deve estar entre 7,2-7,3.

Paraformaldeido 4%

Paraformaldeido 40¢g
Agua tipo I g.s.p. 50 mL
Tampao fosfato dibdsico 2 mM 50 mL

Instrugdes: Aquecer a agua tipo I até 70°C. Adicionar, aos poucos, o Paraformaldeido.
Clarificar a solugdo com 1 ou 2 gotas de NaOH 1N. Deixar esfriar e, em seguida, adicionar o
tampao fosfato dibasico. Verificar o pH que deve estar entre 7,2-7,3.

PBS (salina tamponada com fosfato) — Livre de Rnase — Para transfeccio

NaCl 5M 30 mL
Na,HPO 32 mL
NaH,PO 8 mL
Agua tipo I q.s.p. 1000 mL

Instrugdes: Preparado com agua tratada com DEPC (0,01%) e autoclavado (121°C por 20

min).

PBS/BSA 1%

BSA 1% 0,5¢g
Azida Sodica 0,05¢g
Saponina 0,15% 0,075 g

47




| PBS 1X g.s.p. | 500 mL

PBS/BSA/Saponina 0,15%

BSA 1% 5.0¢g
Azida Sédica 0,5¢g
PBS 1X g.s.p. 500 mL

Soro Fetal Bovino (Cutilab)
Inativado a 56°C por 30 minutos. Aliquotado (50 mL) e armazedado a 4°C.

Sulfato de gentamicina (Garamicina)
1 ampola de Garamicina (2 mL) para 18 mL de agua bidestilada estéril.

Sulfato de Magnésio (MgSO,4) 1M

MgSO4 12,03 g

Agua tipo I q.s.p. 100 mL

Instrugdes : Filtrar em millipore 0,22 pm. Estocar a 4°C.

TAE (solucio de estoque 50X)

Tris base 242 g
Acido acético glacial 57,1 mL
EDTA 0,5M (pH 8,0) 100 mL
Agua tipo I q.s.p. 1000 mL

Instrucoes: Estocar a TA.

Tampio PBS 10x pH7,4

NaCl 80,0 g
KClI 200 g
NazHPO4.H20 14,4 g
Agua tipo I q.s.p. 1.000 mL

Instrucdes: Ajustar pH 7,4; esterilizagdo por autoclavacdo a 121°C por 15 min; armazenagem
a TA. (Sambrook et al., 1989).

Tampio de amostra para eletroforese

Glicerol 0,8 mL

SDS 10 % 1,6 mL

Beta-mercapto etanol 0,4 mL

Tris 0,5M pH 6,8 1 mL

Azul de Bromofenol 1% 0,4 mL

Agua destilada q.s.p. 8 mL

Instrucdes: Preparar e estocar a temperarura ambiente.

TE pH 7,6

10 mM Tris 10 mL Tris 1M (pH 7,6)
1 mM de EDTA 2 mL EDTA 0,5M (pH 8,0)
Agua tipo 1 q.s.p. 1000 mL

Instrugdes: Apds o preparo autoclavar (121°C/20 min) e estocar a 4 C.

Tripsina/PBS
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Tripsina estoque 0,5 mL

PBS1X 50mL

Preparar imediatamente antes do uso.

Tripsina/verseno
Tripsina estoque 0,5 mL
Verseno 50 mL

Preparar imediatamente antes do uso.

Verseno

Solucio estoque 5%

EDTA 50g
Vermelho de fenol 1% 0,1 mL
Agua tipo I q.s.p. 1000 mL
Soluc¢io de trabalho

Solugdo estoque de verseno 20 mL
Vermelho de fenol 1% 0,1 mL
PBS pH 7,6 g.s.p. 1000 mL

Instrugdes: Homogeneizar, ajustar pH para 7,6 com NaOH 1N.
Aliquotar em frascos 50 mL, esterilizar por autoclave 121°C por 20 min. Estocar a
temperatura ambiente.
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4. Resultados

4.1. Construcao dos virus recombinantes expressando EGFP

4.1.1. Construciao e clonagem das plataformas de expressio Construcio I e

Construcao I1

Nosso objetivo neste trabalho foi o de desenvolver uma estratégia para aprimorar a
plataforma de expressio de EGFP descrita por Bonaldo e colaboradores (2007). Neste
sentido, as plataformas de expressao de EGFP propostas aqui ¢ denominadas Construcao I e
Construgao II deveriam conter seqiiéncias do dominio HA Den4 fusionadas ao extremo 3’ do
gene desta proteina reporter, em vez da seqiiéncia homodloga de FA. Além disso, as
Construgdes realizadas nesta dissertagao diferiam entre si, pois na Constru¢do I, o dominio
HA Den4 consistiria da sua seqiiéncia codante completa e, na Construcao II, de uma variante
truncada deste dominio, contendo parte desta seqiiéncia, de onde foram omitidos os elementos
Hl e CS.

Dessa forma, a primeira etapa realizada para o desenvolvimento dessas construgdes foi
o alinhamento destas seqiiéncias HA Den4 com as homologas de FA (Figura 4.1) para uma
avaliacdo da porcentagem de identidade entre elas. A seqiiéncia HA Den4 apresentou 58% de
identidade nucleotidica com a HA FA e era uma seqiiéncia disponivel no banco de DNA do
Laboratorio de Biologia Molecular de Flavivirus, em um molde de cDNA construido para
geracao de um virus quimérico FA/Dengue 4 neste laboratério. A porcentagem de identidade
de aminoacidos encontrada entre as seqiiéncias foi de 47,9 %. A porcentagem de identidade
nucleotidica entre a HA Den4 truncada e a HA FA foi de 56,6 % e representou também uma
menor porcentagem de identidade de aminoacidos, de 45,5 % (Tabela 5.1).

Além das seqiiéncias da HA Den4, ambas as Construgdes foram planejadas para
conter na sua porc¢ao 5’-terminal os 27 primeiros nucleotideos do extremo 5° do gene NS1 do
virus FA. O processamento esperado para esta regido, durante o processamento da

poliproteina viral recombinante em relacdo ao RE, estd representado na Figura 4.2
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Figura 4.1: Alinhamento das regides HA FA e HA Den4 (completa ou truncada). (A) alinhamento nucleotidico. O (e) representa nucleotideos iguais entre as seqiiéncias e

“Majority” representa a seqiiéncia consenso; e (B) alinhamento de aminoacidos. Estdo identificadas as por¢des que constituem a regido HA da proteina E (H1, CS, H2, TM1 e TM2).
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Tabela 4.1: Identidade entre as seqiiéncias HA FA e HA Den4 (completa ou truncada). Porcentagem de
identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) das regides HA FA e das regides HA
Den4 ¢ HA Dend4 Trun utilizadas na construgdo das plataformas de expressdo de EGFP (Construgdo I e

Construgao II).

% identidade (nt / aa)
HA Den 4 HA Den 4 Trun
HA FA 58,0/47,9 -
HA FATrun - 56,6 /45,5
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o Sitio de clivagem da peptidase sinal

HA Dend Trun

Figura 4.2: Regido intergénica E/NS1 de FA e seu processamento em relacio ao Reticulo Endoplasmatico.
(A) Porgdo Haste (H1 e H2) e Ancora (TM1 e TM2) da proteina E de FA; (B) Construgdo I inserida na regido
intergénica E/NS1 de FA; e (C) Construcdo II inserida na regido intergénica E/NS1 de FA. A proteina EGFP
encontra-se ancorada na membrana do RE pela regido HA Den 4 a qual esta fusionada na sua por¢do C-terminal.
A presenga dos 9 primeiros aminoacidos da proteina NS1 (em vermelho) fusionados na por¢do N-terminal da
EGFP permite a translocag¢do da proteina pela membrana do RE e mantém os sitios de clivagem da peptidase

sinal (seta azul), importante no processamento desta regido.

Para as reagdes de obtengdo das plataformas de expressdo de EGFP, foram testadas

duas polimerases, a Platinum Taq DNA Polimerase e Platinum Pfx DNA Polimerase. A

construcdo das plataformas foi realizada apds duas etapas de reagcdes de PCR. Apos a primeira

etapa, foram gerados dois fragmentos iniciais para cada construgdo. Para a Construgdo I,

foram obtidos fragmentos de 782 pb e 347 pb, utilizando-se 0s pares de
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oligonucleotideos, RG 328 (+) ¢ RG 397 (-) e, RG 396 (+) e RG 380 (-), respectivamente
(Figuras 4.3 ¢ 4.4). O fragmento de 782 pb continha o gene EGFP fusionado na sua porgao 5’-
terminal a 15 nucleotideos da regido 3’-terminal da proteina E, seguidos de 27 nucleotideos
da regido 5’-terminal de gene NS1 de FA , e na sua por¢do 3’-terminal, o gene EGFP era
seguido dos 27 primeiros nucleotideos da regidao H1 da HA Den4. O fragmento de 347 pb,
continha a regido HA Den4 em sua versao completa e flanqueada em sua extremidade 5°, por
33 nucleotideos da por¢do 3’-terminal do gene EGFP, e em sua extremidade 3’, pelos 27
primeiros nucleotideos do gene NS1 de FA (Figura 4.3).

Para a Construgao II, foram obtidos fragmentos iniciais de 782 pb e 251 pb,
utilizando-se os pares de oligonucleotideos, RG 328 (+) e RG 399 (-) e, RG 398 (+) e RG 380
(-), respectivamente (Figuras 4.3 e 4.4). O fragmento de 782 pb possuia o gene EGFP
fusionado na sua por¢do 5’-terminal a 15 nucleotideos da regido 3’-terminal da proteina E,
seguidos de 27 nucleotideos da regido 5’-terminal de gene NS1 de FA , e na sua por¢ao 3’-
terminal, o gene EGFP era seguido 27 nucleotideos da regido 5’-terminal da por¢cao H2 da HA
Den4. O fragmento de 251 pb, continha o gene da HA Den4 em sua versdo truncada,
fusionado em seu 5’-terminal a 27 nucleotideos da por¢do 3’-terminal do gene da EGFP, e em
seu 3’-terminal aos 27 primeiros nucleotideos do gene NS1 de FA. (Figura 4.3).

Uma segunda etapa de PCR, que chamamos de PCRs de “Fusao”, foi realizada tendo
por objetivo a fusdao dos fragmentos de PCR iniciais (EGFP e HA Den4) com a finalidade de
geracdo e amplificacdo das plataformas de expressao da proteina EGFP (Construgdes I e II).
Nestas reacdes, foram utilizados os pares de fragmentos iniciais EGFP e HA Den4
correspondentes para cada Construgdo individual e o conjunto de oligonucleotideo RG 328
(+) e RG 380 (-) de forma que, para cada plataforma, obteriamos um produto nico originado
da fusdo dos dois fragmentos iniciais. No entanto, ocorreram problemas com a sintese final
das plataformas e tivemos que introduzir uma série de modificacdes na sua execugdo.
Inicialmente testamos algumas relagdes de molaridade entre os fragmentos iniciais, mas nao
obtivemos sucesso. A alternativa encontrada foi utilizar a PCR, Enhencer Solution fornecida
no kit da enzima e especificada pelo fabricante como uma solu¢do indicada para realizagdo de
reacdes de PCR problematicas. A amplificagdo dos fragmentos foi possivel, mas a ideal
condi¢do de reacdo foi estabelecida quando alternativamente utilizamos o termociclador da
marca Eppendorf, uma vez que fragmentos inespecificos de reagao foram consideravelmente
diminuidos.

A fusdo dos dois fragmentos iniciais correspondentes foi possivel, pois cada um deles

possuia uma regido que era complementar e gerada gragas as seqiiéncias dos
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oligonucleotideos utilizados nas PCRs iniciais, acima descritas (Figura 4.3). Os fragmentos
gerados possuiam 1071 pb (Construgao I) e 981 pb (Construgao II) (Figura 4.4).

As plataformas de expressdo foram em seguida clonadas nos vetores PCR-Blunt II-
TOPO e pGEM-T Easy, seguida de transformacao nas cepas de E. coli DH5-a ¢ SURE. No
entanto, identificamos delegdes e mutacdes ao longo das seqii€ncias das plataformas clonadas,
apo6s transformagdes nestas cepas, o que impossibilitava sua utilizagdo em etapas posteriores.
Dessa forma, o plasmideo PCR-Blunt II-TOPO contendo as plataformas de expressdo foi
utilizado na transformac¢do de bactérias E. coli MC1061 quimiocompetentes. Em diferentes
transformagdes nesta linhagem de bactérias, foram analisadas 44 colOnias referentes a
Construcao I e 21 colonias referentes a Construcao II, das quais a amostra que apresentava
perfil eletroforético de migracdo mais alta em relacdo ao plasmideo vazio (Figura 4.5) foi
digerida com a enzima Nar I, apresentando 4 bandas de 248 pb, 1029 pb (inserto), 812 pb e
2155 pb (Figura 4.5) geradas a partir dos 2 sitios presentes na inser¢do e dos 2 sitios
presentes no plasmideo PCR-Blunt II-TOPO. Nenhum clone para a Construgao II foi positivo.

Foi realizada uma nova transformagdo em bactérias E. coli MCI1061
quimiocompetentes para a Construcdo II ligada em PCR-Blunt II-TOPO ou em pGEM-T
Easy. (Figura 4.5) Foram selecionadas e analisadas 6 colonias transformadas com pGEM-T
Easy e 23 colonias transformadas com PCR-Blunt II-TOPO, das quais a amostra que
apresentava perfil eletroforético de migracdo mais alto em relacdo ao plasmideo vazio foi
digerida com a enzima EcoR I (Figura 5.5) e era referente a colonia transformada com pGEM-
T Easy. O plasmideo pGEM-T Easy possui um sitio para EcoR I, que ndo estd presente na
plataforma de expressdo e, dessa forma, a digestdo por esta enzima apresentou bandas de
3054 pb e 939 pb (Figura 4.5) o que representa perfil eletroforético de restrigao positivo.

Ap0s esta analise, obtivemos um clone da Construgao I em PCR-Blunt II-TOPO (4587
pb) e um clone da Constru¢ao II em pGEM-T Easy (3996 pb). Estes plamideos foram
submetidos a sequenciamento nucleotidico para averiguacdo da integridade génica dos
cassetes. Ambos os clones ndo apresentaram qualquer tipo de mutagdo. Estes plasmideos
foram denominados PCR-Blunt I[I-TOPO/EGFP/HA Den4 e pGEM-T Easy/EGFP/HA Den4

Trun contendo, respectivamente, as Construgdes I e II (Figura 4.6).
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Figura 4.3: Estratégia de construcio das plataformas de expressio de EGFP por PCR. (A) Construgdo I (plataforma de expressdo de EGFP contendo a regido HA Den4 na

versdo completa) e (B) Construcdo II (plataforma de expressdo de EGFP contendo a regido HA Den4 na versado truncada ou parcial).
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Figura 4.4: Obtencio das plataformas de expressao de EGFP por PCR. (A) Perfil eletroforético dos produtos de
PCR dos fragmentos iniciais EGFP ¢ HA Den4 em gel de agarose 0,8%. Na raia 1, o fragmento HA Den4 (versao
completa); na raia 2, o fragmento EGFP para Construgdo I; na raia 3, o fragmento HA Den4 (versdo truncada); na
raia 4, o fragmento EGFP para Construgao II. (B) Perfil eletroforético dos produtos de PCR de “Fusdo” em gel de
agarose 0,8%. Na raia 1, o fragmento da Construcédo I; na raia 2, o fragmento da Construgdo II; L- padrdo de peso

molecular Low Mass.
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Figura 4.5: Clonagens das plataformas de expressdo de EGFP (Construcio I e Construcio II) nos plasmideos
PCR-Blunt II-TOPO ¢ pGEM-T Easy. (A) Perfil eletroforético de DNA plasmidial apds clonagem da Construcao I
em PCR-Blunt II-TOPO em gel de agarose 0,8%. Na raia 2, amostra recombinante; nas demais raias amostras nio-
recombinantes. (B) Perfil eletroforético de DNA plasmidial apos clonagem da Construgdo I em PCR-Blunt II-TOPO
(raias 1 - 3) e pGEM-T Easy (raias 4 — 9). Na raia 7, amostra recombinante; nas demais raias amostras nao-
recombinantes. (C) Perfil eletroforético da digestdo com Nar I em gel de agarose 0,8%, ap6s clonagem no plasmideo
PCR-Blunt II-TOPO. Na raia 1, amostra com perfil de restrigdo negativo (plasmideo sem o inserto) e na raia 2,
amostra com perfil de restri¢ao positivo (PCR-Blunt II-TOPO/EGFP/HA Den4). (D) Perfil eletroforético da digestao
com Nar I em gel de agarose 0,8%, apos clonagem no plasmideo pGEM-T Easy. Na raia 1, amostras com perfil de
restricdo positivo (nGEM-T Easy/EGFP/HA Den4 Trun) e na raia 2, amostra representativa do perfil de restricao
negativo (plasmideo sem o inserto). AH: padrao de peso molecular A /EcoR 1 Hind I1I; L: padrao de peso molecular

Low Mass.

Posteriormente, detectamos ter negligenciado a etapa de purificacdo da reacdo de
Adenilagdo, anterior a etapa de clonagem em pGEM-T Easy, de forma que, os dATPs excedentes
na reagdo, que nao fossem utilizados na geracdo da extremidade de Adenina, ndo foram
eliminados antes da etapa de ligacdo no vetor. Dessa forma, estes dATPs em excesso poderiam
estar ligando-se na seqiiéncia de Timina das extremidades do vetor pGEM —T bloqueando-as
dificultando a ligacdo das seqiiéncias de interesse no vetor, e isto pode ter proporcionado a baixa

eficiéncia na obtengdo dos clones positivos de pGEM-T Easy, durante este trabalho.
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Figura 4.6: Esquema representativo dos plasmideos PCR-Blunt II-TOPO/EGFP/HA Den4 e pGEM-T Easy/EGFP/HA Den4 Trun. Estes plasmideos foram
obtidos apos clonagem das plataformas de expressdo de EGFP, Construgdo I e Construgdo II, nos vetores comerciais PCR-Blunt II-TOPO e pGEM-T Easy,

respectivamente. Na figura estdo representados ambas as plataformas, os sitios de restrigdo EcoR I e Nar I e os genes de resisténcia a antibioticos.
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4.1.2. Clonagem no plasmideo pT3 e constru¢cio dos moldes de DNA que dardo

origem aos genomas virais recombinantes

Como ja descrito, os fragmentos de DNA que albergam as plataformas de expressdao
(Construgdo I e II), originados por PCR e clonados nos vetores comerciais PCR-Blunt II-TOPO e
pGEM-T Easy, continham adicionalmente no seu extremo 5’°, os 15 ultimos nucleotideos do
extremo 3’ da proteina E, e no seu extremo 3’, a repeticao dos 27 primeiros nucleotideos do gene
NSI1. Estas seqiiéncias flanqueiam os sitios Nar I que definem o segmento correspondente as
plataformas de expressdao de EGFP (Figura 4.3) e tornam possivel a inser¢ao delas na regido entre
os genes E/NS1 do genoma de FA, uma vez que esta também apresenta este sitio de restri¢ao.

Os clones PCR-Blunt II-TOPO/EGFP/HA Den4 e pGEM-T Easy/EGFP/HA Den4 Trun
foram, entdo, digeridos com Nar I para liberagdo dos fragmentos de 1.029 pb e 939 pb,
correspondentes as plataformas de expressao Construgdes I e II, respectivamente (Figura 4.7 e
4.8). O plasmideo de pT3 (9939 pb) também foi digerido com Nar 1 e desfosforilado com a
enzima SAP (Figura 4.8). Este ultimo tratamento dificulta a ligagdo das pontas coesivas do
plasmideo nelas mesmas, o que tornaria baixa eficiéncia de ligacao das plataformas no vetor.

Apds as reagdes de clonagem e a transformagdo de bactérias, foram selecionadas 27
colonias da Construgdo I e 35 colonias da Construgdo II. Apds analise por eletroforese em gel de
agarose (Figura 4.8), as amostras do DNA plasmidial foram digeridas por enzima de restricao Pst
I e analisadas quanto ao perfil eletroforético. O plasmideo pT3 possui 3 sitios de restricdo para a
enzima Pst I, e dessa forma, o padrao eletroforético de pT3 recombinante para a Construgao I
apos digestdo apresentou, como o esperado, 3 fragmentos de 2469 pb, 1896 pb (fragmento com
inserto) e 6645 pb (Figura 4.8). A digestdo de pT3 recombinante para a Construgdo II gerou,
como o esperado, 3 fragmentos de 2469 pb, 1806 pb (fragmento com inserto) e 6645 pb (Figura
4.8). Apos esta analise, foram encontrados 5 clones positivos para a Construcdo I e 7 clones para

a Construgao II.
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Figura 4.7: Esquema da clonagem das plataformas de expressio de EGFP no plasmideo pT3. Os clones PCR-Blunt II-TOPO/EGFP/HA Den4 e pGEM-T
Easy/EGFP/HA Den4 Trun foram digeridos com a enzima Nar I (seta vinho) para liberagcdo das plataformas de expressdo de EGFP. As plataformas foram
clonadas no plasmideo pT3 (seta azul) e os plamideos resultantes foram utilizados em transformagao de bactérias E. coli (seta cinza). Apds transformagdo clones

contendo a inser¢do sob orientagdo correta foram selecionados.
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Figura 4.8: Clonagem das plataformas de expressio de EGFP em pT3. (A) Perfil eletroforético da digestdo
com Nar I dos plasmideos pGEM-T Easy/EGFP/HA Den4 Trun (raia 1), PCR-Blunt II-TOPO/EGFP/HA Den4
(raia 2) e pT3 (raia 3), em gel de agarose 0,8% . (B) Perfil eletroforético das prepara¢des plasmidiais apos
clonagem das plataformas Construcdo I (raias 1-7) e Construcdo II (raias 9-15) em pT3. Na raias 8 e 16, pT3 néo
clonado. (C) Detecg@o de clones positivos por perfil de restricdo com Pst [ apos clonagem das plataformas de
expressdo Construg¢ao I (raias 1-5) e Construgdo II (raias 6-10). As raias 2, 3, 6, 7 e 8 apresentam perfil

eletroforético de restri¢do positivo, em gel de agarose 0,8%. A: padrao de peso molecular A Hind III.

As amostras de DNA plasmidial destes clones foram submetidos a reagdes de
sequenciamento nucleotidico para averiguacdo da integridade do cassete de expressdo e da
correta orientacdo na fase de leitura do genoma viral. Essa preocupagdo ¢ devida a ligacao
unidirecional dos insertos no pT3, ou seja, os insertos ligam-se no plasmideo por dois sitios
iguais Nar I e, por isso, podem ligar-se tanto sob a orientacdo desejada ou invertida. Dentre as
amostras analisadas, foi possivel identificar para a Construcdo I, 2 clones com o inserto
invertido e 2 clones com o inserto na orientagdo correta, enquanto que para a Construcao II,
identificamos 4 clones com o inserto invertido e 2 clones com o inserto na orientagao correta.
Dos clones contendo as insercdes com orientacdo correta no plamsideo pT3, foram
selecionados 1 clone da Constru¢do I e 1 clone da Construcdo II que foram denominados
pT3/EGFP/HA Den4 (10968 pb) e pT3/EGFP/HA Den4 Trun (10878 pb), respectivamente
(Figura 4.8), e estes foram utilizados para etapa de montagem dos moldes de DNA que darao
origem aos genomas virais recombinantes.

Os clones plasmidiais pT3/EGFP/HA Den4 e pT3/EGFP/HA Den4 Trun foram
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clivados com as enzimas de restrigdo Nsi I e Sal I, com a finalidade de geracdo de
extremidades coesivas para a ligagdo destes no plasmideo pGl/2. A digestao de
pT3/EGFP/HA Den4 gerou fragmentos de 8792 pb e 2176pb e a digestdo de pT3/EGFP/HA
Den4 Trun gerou fragmentos de 8702 pb e 2176 pb (Figura 4.9 e 4.10). O DNA plasmidial de
pT3 (sem insertos) e de pG1/2 também foram clivados com estas enzimas gerando fragmentos
de 7763 pb e 2176 pb, para pT3, e fragmentos de 5146 pb e 1759 pb, para pG1/2. (Figura
4.10)

Os plasmideos pT3 (sem os insertos), pT3/EGFP/HA Den4 e pT3/EGFP/HA Den4
Trun foram ligados ao plasmideo pG1/2 (Figura 5.9 ¢ 5.10) segundo a tecnologia de clones
infecciosos (Rice, et al 1989). A ligagdo de pT3 sem os insertos no pG1/2 foi realizada a fim
da constru¢do de um virus parental, que foi utilizado como referéncia em diferentes etapas
deste trabalho. Os produtos de ligacdo foram clivados com Xhol, para a linearizacdo das
seqiiéncias gerando fragmentos do molde completo de cDNA viral de 13938 pb, 13848 pb ¢
12909 pb. Estes produtos que contém os moldes de cDNA viral foram denominados pG1/2-
T3/EGFP/HA Den4, pG1/2-T3/EGFP/HA Dend4Trun e pG1/2-T3, respectivamente (Figura
4.9).
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Figura 4.9: Esquema da montagem dos moldes de cDNA virais. Os plamideos pT3 recombinantes (com as Construgdes I e II) e ndo-recombinante ¢ o pG1/2
foram digeridos por Nsi I e Sal I (seta vinho) e purificados. Em seguida, os produtos de pT3 foram ligados aos de pG1/2 (seta verde). Os produtos de ligacdo

pG1/2-T3 recombinante e parental foram linearizados com Xho I (seta azul).
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Figura 4.10: Montagem dos moldes de cDNA viral. (A) Perfil eletroforético da digestdo com as enzimas Nsi [

e Sal I, em gel de agarose 0,8%. Na raia 1, pG1/2; na raia 2, pT3; na raia 3, pT3/EGFP/HA Den4; e na raia 4,
pT3/EGFP/HA Den4 Trun. (B) Perfil eletroforético da ligagdo dos plasmideos pT3 (raia 1), pT3/EGFP/HA

Den4 (raia 2) e pT3/EGFP/HA Den4 Trun (raia 3) no plasmideo pGl/2, em gel de agarose 0,8%. (C) Perfil
eletroforético da digestdo com Xho I dos plasmideos pG1/2-T3 (raia 1), pG1/2-T3/EGFP/HA Den4 (raia 2),
pG1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun (raia3), em gel de agarose 0,8%. A: padrdo de peso molecular A Hind III.

4.1.3. Obtencao dos virus parental FA 17D G1/2-T3 e recombinantes

Os moldes lineares de cDNA correspondentes ao genoma de FA recombinantes
(pG1/2-T3/EGFP/HA Den4 e pG1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun) e parental (pG1/2-T3) foram
transcritos in vitro, com o objetivo de geracdo dos RNAs infecciosos FA, gerando os
fragmentos de 11971 pb, 11881 pb e 10942 pb, respectivamente (Figura 4.11). Juntamente
com estes fragmentos, foram produzidos outros com diversos pesos moleculares a partir de
diferentes moldes de cDNA linearizados gerados pela ligacdo de fragmentos provenientes da
digestao de pT3 e G1/2 por Nsi I e Sal. Estes diferentes fragmentos podem ser detectados
juntamente com nossos fragmentos de interesse que, por adotarem conformacdes de estrutura

secundaria e tercidria, ndo podem ser identificados no gel em condi¢des ndo-desnaturantes.
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Assim, ndo podemos apontar no gel as bandas exatas correspondentes as fitas de RNA de

interesse.

« 23130 pb
9416 pb
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“— 2027pb

Figura 4.11: Geragao dos RNAs virais infecciosos por transcriciio in vitro. Na raia 1, G1/2-T3/EGFP/HA
Den4; nas raias 2 e 4, G1/2-T3; e na raia 3, G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun, em gel de agarose 1%.

As amostras de RNA dos clones infecciosos, pG1/2-T3/EGFP/HA Den4, pGl1/2-
T3/EGFP/HA Den4 Trun e pGl/2-T3 sintetizadas in vitro, foram transfectadas em
monocamadas de células Vero. O estabelecimento de Efeito Citopatico (CPE) moderado
representando a proliferagao dos virus ocorreu no 6° dia pds-tranfeccao para o virus parental.
O sobrenadante de cultura coletado gerou a suspensdo viral de primeira passagem (1P) do
virus controle denominado FA 17D/G1/2-T3.

As células transfectadas com os RNAs FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 e FA
17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun nao apresentaram qualquer sinal de CPE até o 5° dia pos-
transfec¢do, estando semelhantes ao controle negativo Mock, que comegava a apresentar
morte celular por efeito do esgotamento dos recursos do meio de cultura. Assim, neste dia
foram realizados a tripsinizacdo e o re-cultivo das monocamadas celulares transfectadas com
0os genomas recombinantes ¢ das monocamadas celulares da condicdo controle Mock. As
monocamadas celulares transfectadas com o RNA recombinante G1/2-T3/EGFP/HA Den4
apresentou CPE no segundo dia apos a tripsinizagdo, gerando a suspensdo viral 1P do virus
recombinante denominado FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4.

As células transfectadas com o RNA recombinante G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun
foram observadas até o 5° dia pos-tripsinizacao e nao apresentaram CPE. Dessa forma, uma
nova transfec¢do foi realizada com a mesma preparacdo de RNA transcrito e no 5° dia apos a
transfec¢do, houve aparecimento de CPE, que gerou o sobrenadante viral 1P do virus

recombinante denominado FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun.
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A presenca dos insertos heterologos nos virus recombinantes regenerados foi
confirmada por RT-PCR, utilizando-se um par de oligonucleotideos sintéticos que se pareiam
em regides flanqueadoras aos diferentes cassetes e geram produtos de aproximadamente 2000
pb, contendo as inser¢des heterdlogas ou, de aproximadamente 1000 pb, caso a regido nio
contenha o gene exogeno. Os perfis eletroforéticos obtidos do produto do RT-PCR do RNA
extraido do sobrenadante de transfec¢dao 1P foram positivos, uma vez que a visualizagao das
bandas de 2010 pb e 1920 pb apontou, respectivamente, para a presenca das Construgdes I e
I, inseridas na regido intergénica E/NS1, nos genomas virais (Figura 4.12 — raias 1 e 3,
respectivamente).

A integridade nucleotidica dos insertos foi avaliada também por sequencimento
nucleotidico destes produtos de PCR, e ambas as inser¢des apresentaram-se integras quanto
suas seqiiéncias nucleotidicas, bem como as regides gendmicas virais flanqueadoras das

insergoes.

« 2000 pb

Figura 4.12: Produtos de RT-PCR da 1P e 2P dos virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4 e FA 17D/G1/2-
T3/EGFP/HADen4 Trun. Perfil eletroforético dos fragmentos de RT-PCR obtidos a partir de preparagdes de
RNA viral de primeira e segundas passagens celulares do virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4 (raias 1 e 2,
respectivamente) e do virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4Trun (raias 3 e 4, respectivamente), em gel de

agarose 0,8%. Em L, o padrdo de peso molecular Low Mass.

4.2. Producio e caracterizacao dos estoques virais

Apoés a verificagdo da integridade gé€nica dos insertos dos virus recombinantes, os
sobrenadantes de transfec¢ao (1P) dos virus recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4
e FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun e do virus controle FA 17D/G1/2-T3 foram

utilizados para a producdo do estoque viral (2P).
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A ocorréncia de CPE foi muito mais precoce do que a do procedimento anterior, de
transfeccdo do RNA viral. Assim, as culturas de célula infectadas com os virus FA 17D/G1/2-
T3/EGFP/HA Den4 e FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun apresentaram CPE no 2° dia
pos-infeccdo e aquela infectada com o virus FA 17D/G1/2-T3 apresentou CPE no 3° dia.
Além do virus FA 17D/G1/2-T3, preparamos também um estoque viral do virus vacinal FA
17DD, que corresponde a vacina FA produzida por Bio-Manguinhos, em que o aparecimento
de CPE nas células infectadas ocorreu no 4° dia pds-infecg¢do. Estas preparacdes de amostras
de segunda passagem apresentaram titulos de 1,5 x 10° PEU/mL para o virus FA 17D/G1/2-
T3/EGFP/HA Den4, 1,8 x 10’ PFU/mL para o virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun,
4,5 x 10" PFU/mL para o virus parental FA 17D/G1/2-T3 e 3,5 x 10’ PFU/mL para o virus
vacinal FA 17DD. Os titulos dos virus recombinantes foram suficientemente elevados para a

realizagdo das etapas experimentais posteriores.

Tabela 4.2: Valores dos titulos virais dos virus recombinantes e dos virus de referéncia.

Virus Titulo viral (PFU/mL)
FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 1,5x 10°
FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun 1,8x 10’
FA 17D/G1/2-T3 4,5x 10
FA 17DD 3,5x 107

O estoque dos virus recombinantes foi avaliado por RT-PCR, onde foram gerados
fragmentos de 2010 pb e 1920 pb, como os obtidos do sobrenadante de transfeccao 1P,
correspondentes a presenca das insercdes, Construcdo I e II, nos genomas virais,
respectivamente (Figura 4.12). A integridade génica foi confirmada por sequenciamento
nucleotidico destes produtos de PCR.

Uma vez confirmadas a presenca e integridade dos insertos heterélogos no estoque
dos virus recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 e FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA
Den4 Trun, pudemos dar inicio a todo o trabalho de caracterizagdo bioldgica destes virus,

utilizando como controles o virus parental FA 17D/G1/2-T3 e o vacinal FA 17DD.
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4.2.1. Cinética de Multiplicacdo Viral

A caracterizacdo da capacidade proliferativa dos virus FA recombinantes (FA
17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4 e FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4 Trun), comparativamente
aos virus de referéncia (FA 17D/G1/2-T3 e FA 17DD), foi avaliada por cinética de infec¢ao
viral em células Vero em MOI de 0,02, em 3 culturas independentes, e expressa pela média e
desvio padrao do titulo viral obtido ao longo do tempo. Os resultados encontrados estio
apresentados na Figura 4.13 e na Tabela 4.3.

Podemos observar que o pico de multiplicagdo dos virus recombinantes FA 17D/G1/2-
T3/EGFP/HA Den4 e FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun e do virus parental FA
17D/G1.2-T3 ocorreu em 48h, apresentando titulos de 6,51 + 0,36, 6,15 + 0,29 ¢ 7,23 £ 0,19
Logl10 PFU/mL, respectivamente. O virus vacinal FA 17 DD apresentou pico em 72 h p.i.
apresentando titulo de 7,32 + 0,17 Logl0 PFU/mL. Os titulos virais de cada grupo nao
apresentam diferencas significativas ao longo do tempo, de 48 até 144h, para os virus FA
17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4, FA 17D/G1/2-T3 ¢ FA 17 DD, e até 120h para o virus FA
17D/G1/2-T3/EGFP/HA Dend4 Trun (ANOVA one-way, p6s teste Tukey; P > 0,05), o que
significa uma manutencdo da capacidade proliferativa destes virus a partir do pico de
multiplicagdo, até estes pontos da curva.

Os virus recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4 e FA 17D/G1/2-
T3/EGFP/HADen4 Trun foram comparados quanto aos titulos virais alcangados em cada
tempo e ndo apresentam diferencas significativas entre si (P > 0,05), indicando semelhanga
entre suas capacidades proliferativas. Quando comparados com o virus vacinal FA 17DD,
observamos que os titulos atingidos com 24h e 48h sdo semelhantes (P > 0,05), mas nos
outros tempos avaliados, os titulos alcancados pelo virus vacinal sdo significativamente
superiores aos atingidos pelo virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4 (72h, 96h e 120h) e pelo
virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4 Trun (72h, 96h, 120h e 144h) (P < 0,05).

Comparado ao virus parental FA 17D/G1/2-T3, o virus FA 17D/G1/2-
T3/EGFP/HADen4 apresenta titulos inferiores ao parental em 72h e 96h (P < 0,05). O virus
FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HADen4 Trun, também apresenta titulos virais menores que o
parental FA 17D/G1/2-T3 (P < 0,05) que podem ser observados desde os tempos iniciais até
120h.

Ao comparar o virus de referéncia FA 17D/G1/2-T3 e o vacinal FA 17DD entre si,
observamos que o virus FA 17D/G1/2-T3, além de atingir um pico de multiplicagdo em 48h,

anteriormente ao virus vacinal, que ¢ em 72h, o titulo viral que alcanca neste tempo € superior
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ao do vacinal (7,23 £ 0,19 ¢ 6,33 £ 0,07, respectivamente, P < 0,05). No entanto, a partir de

72h os titulos alcancados sao semelhantes para ambos os virus (P > 0,05).
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FA17D/G1.2-T3/EGFP/HA Den4 FA17DG1.2-T3/EGFP/HA Den4 Trun

Figura 4.13: Cinética de Multiplica¢do dos Virus Recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 e FA
17D/G1/2-T3/EGFP/HA Dend4 Trun, e dos virus de referéncia FA 17DD e FA 17D/G1/2-T3 em células

Vero. A cinética de multiplicagdo viral foi realizada por meio da infec¢do de monocamadas de células Vero com

os virus recombinantes e os de referéncia (MOI 0,02), para a realizacdo de 3 curvas independentes. Os

sobrenadantes de cultura foram coletados em intervalos de 24h até 144h e titulados por contagem de placas de

lise. A cinética foi determinada por meio das médias das 3 curvas independentes

Tabela 4.3: Valores encontrados na Cinética de Multiplicacdo Viral em Cultura de Células Vero (Logl10

PFU/mL): Valores de média e desvio padrdo. Em negrito estdo destacados os valores correspondentes ao pico

de crescimento viral.

Tempo p.i.

Virus 24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h
FA 17DD 3,94:+0,24 6,33+0,07 7,32+0,17 7,37+0,28 6,93+0,18 6,78+0,19
FA 17D/G1/2-T3 5,01+£0,52 7,23+0,19 7,34+0,15 7,23+0,08 6,73+0,24  6,43+0,65
FA 17D/G1/2- 4,60+0,12 6,51+0,36 6,78+0,10  6,50+0,06 6,11+0,29 6,21+0,33
T3/EGFP/HADen4
FA 17D/G1/2- 4,03+£0,22 6,15+0,29 6,52+0,15 6,21+0,28  5,65+0,18 5,41+0,36
T3/EGFP/HADen4Trun
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4.2.2. Caracterizacio da cinética de expressio de EGFP pelos virus

recombinantes por citometria de fluxo

A cinética de expressdo da EGFP nas células Vero infectadas pelos virus
recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 e FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun
também foi avaliada por citometria de fluxo, por meio da quantificacdo da expressao da
proteina auto-fluorescente. A avaliacdo foi baseada na deteccdo de EGFP nas células e os
dados foram expressos pela porcentagem de células EGFP positivas dentre a populagdo total
de células.

Podemos observar um pico de expressao de EGFP no tempo de 72h p.i. para ambos os
virus recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 e FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4
Trun, representando 88,37% e 91,54% de células expressando a proteina, respectivamente
(Figura 4.14). Esta cinética foi realizada at¢ o tempo de 72h de infeccdo, devido a
impossibilidade da coleta das células em tempos de infec¢do superiores a este, uma vez que o
efeito citopatico sobre as monocamadas celulares foi demasiadamente intenso a partir deste

periodo de infecgao.
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Figura 4.14: Cinética de expressio de EGFP por citometria de fluxo. Células Vero infectadas com os virus
recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 e FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun nos tempos de 24h,
48h e 72h p.i. Como controle, foram utilizadas células Vero infectadas com o virus parental FA 17D/G1/2-T3 e
células nao-infectadas (Mock). Os resultados foram expressos como a porcentagem de células expressando

EGFP no total de células adquiridas.
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4.2.3. Estudo da cinética de expressio de EGFP em células Vero infectadas pelos

virus recombinantes por microscopia de fluorescéncia

A cinética de expressdo da EGFP nas células Vero infectadas pelos virus
recombinantes foi analisada por deteccdo da autofluorescéncia da proteina em microscépio de
fluorescéncia confocal. O controle negativo utilizado neste experimento foi o virus FA
17D/G1/2-T3 e as células infectadas por este virus ndo apresentaram fluorescéncia em verde
(Figura 4.15).

A expressdao de EGFP foi considerada semelhante para células infectadas com ambos
os virus recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 ou FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA
Den4 Trun. Somente a partir de 48 h p.i. foi possivel observar fluorescéncia de EGFP, cujo
pico de expressdao ocorreu em 72 h p.i.. Em 96 h e 120 h p.i. foi possivel observar uma
diminui¢do na densidade celular provavelmente resultante do efeito citopatico da infecg¢ao
pelos virus, mas ainda foi possivel a deteccao de fluorescéncia da proteina acumulada nas
células infectadas por qualquer dos virus recombinantes.

Como a cinética de multiplicacdo viral revelou que o pico de multiplicagdo foi a partir
de 48h para os virus recombinantes ¢ o pico de expressdo de EGFP observado, tanto por
microscopia de fluorescéncia quanto por citometria de fluxo, ocorreu em 72h, determinamos o
periodo de 72h como o tempo de infeccdo com os virus recombinantes para a avaliagdo de
outras etapas desta dissertacdo. Este tempo foi igualmente utilizado para infec¢des com os
virus controles.

O estudo de localizagdao da EGFP nas células infectadas mostrou um actimulo desta
proteina em regides perinucleares que co-localizam com o Reticulo Endoplasmatico marcado

com um agente tragador especifico (Figura 4.16).
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120 h Controle

Controle

Figura 4.15: Cinética de expressio de EGFP por microscopia confocal. Células Vero foram infectadas com
os virus recombinante FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 (A) ¢ FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun (B) e

fixadas em intervalos de 24h até o tempo de 120h p.i. Como controle utilizamos o virus FA 17D/G1/2-T3.
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Figura 4.16: Localizacio da EGFP no Reticulo Endoplasmatico. Monocamadas de células Vero foram
infectadas com os virus recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 (A) ¢ FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA
Dend4 Trun (B). As células foram fixadas, coradas com o marcador de Reticulo Endoplasmatico ER-Tracker
Red. Em (I), visualizag@o de células com acumulo de EGFP (fluorescéncia verde); em (II), visualizagao do RE

corado com ER-Tracker Red (fluorescéncia vermelha); em (III), co-localizagdo EGFP/RE.

4.2.4. Estudo da estabilidade genética dos virus recombinantes

Para avaliar a estabilidade genética dos virus recombinantes expressando EGFP, estes
foram submetidos a duas séries de passagens consecutivas independentes (P1 e P2) em
monocamadas de células Vero a partir do estoque viral (2P). A coleta da suspensdo viral de
uma dada passagem foi realizada em 72 h p.i., quando se avaliou o titulo viral e valor de MOI
da proxima passagem (Tabela 5.4). Os valores de M.O.I. variam entre 0,00004 ¢ 0,07, para o
virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4, ¢ entre 0,001 e 0,045, para o virus FA 17D/G1/2-
T3/EGFP/HA Den4 Trun. Nas passagens 5P1, 5P2, 13P1 e 13P2 do virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA
Den4 e nas passagens 13P1 e 13P2 do virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun, a M.O.L.
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foi novamente ajustada para 0,02 em funcdo da variagdo de valor de M.O.I. encontrado nas
referidas passagens.

A estabilidade ao longo das diferentes passagens seriadas pdde ser estudada por meio
das técnicas de RT-PCR e sequenciamento nucleotidico, com as quais avaliamos a presenga e
integridade génica das insercdes. A citometria de fluxo foi também empregada como uma

técnica confirmatoria dos resultados encontrados por meio das duas analises iniciais.
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Tabela 4.4: Passagens seriadas independentes dos virus recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 e
FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Dend Trun. Valores dos titulos virais e de M.O.1. encontrados.

FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4  FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun

Passagem Titulo M.O.L Titulo M.O.L
(Log 10 PFU/mL) (Log 10 PFU/mL)
2P 1,50E+06 0,02 18,1E+06 0,02
3P1 2,15E+06 0,028 1,42E+06 0,001
4P1 8,97E+06 0,11 9,00E+06 0,009
5P1 11,5E+06 0,15 1,16E+06 0,012
6P1 3,05E+06 0,0052 4,60E+06 0,0048
7P1 8,50E+06 0,014 4,17E+06 0,0044
8P1 6,40E+06 0,0108 5,37E+06 0,0056
9P1 4,20E+06 0,007 2,70E+06 0,0028
10P1 7,20E+06 0,012 4,20E+06 0,0044
11P1 16,0E+06 0,027 4,45E+06 0,0047
12P1 0,277E+06 0,0047 0,0202E+06 0,00214
13P1 6,55E+06 0,011 2,42E+06 0,00256
14P1 11,0E+06 0,031 5,95E+06 0,028
15P1 18,5E+06 0,06 3,55E+06 0,017
16P1 21,5E+06 0,07 7,92E+06 0,038
17P1 2,67E+06 0,0094 3,02E+06 0,014
18P1 18,0E+06 0,063 8,00E+06 0,038
19P1 12,7E+06 0,044 5,22E+06 0,025
20P1 16,5E+06 0,058 9,46E+06 0,045
3P2 3,12E+06 0,041 1,90E+06 0,002
4pP2 9,50E+06 0,12 8,35E+06 0,008
5P2 14,2E+06 0,18 6,10E+06 0,006
6P2 3,90E+06 0,0055 4,70E+06 0,005
7P2 6,02E+06 0,0084 5,52E+06 0,0058
8P2 6,00E+06 0,0084 5,47E+06 0,0058
9pP2 3,20E+06 0,0045 4,65E+06 0,0049
10P2 5,95E+06 0,008 5,70E+06 0,006
11P2 5,80E+06 0,008 5,25E+06 0,0055
12P2 0,0340E+06 0,00004 0,0537E+06 0,00568
13P2 2,22E+06 0,0076 3,27E+06 0,0034
14P2 14,0E+06 0,049 6,73E+06 0,023
15P2 3,37E+06 0,011 4,02E+06 0,014
16P2 11,0E+06 0,038 8,05E+06 0,038
17P2 1,46E+06 0,005 3,42E+06 0,012
18P2 7,60E+06 0,026 10,3E+06 0,036
19P2 6,17E+06 0,021 8,97E+06 0,031
20P2 6,92E+06 0,024 10,5E+06 0,037
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4.2.4.1. Virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4

4.2.4.1.1. Analise por RT-PCR e sequenciamento

O virus recombinante FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 foi submetido a duas séries
de passagens consecutivas independentes até a 20 passagem e foi analisado por RT-PCR nas
passagens 2P (estoque viral), SP1 e 5P2, 10P1 e 10P2, 15P1 e 15P2, 20P1 e 20P2. Conforme
ja descrito, a presenca de um fragmento de aproximadamente 2000 pb indica a manutengdo
das inser¢des heterdlogas no genoma viral enquanto que a amplificagdo de um fragmento de
aproximadamente 1000 pb indica a perda destas pelos virus.

Pode-se observar uma banda unica de 2010 pb, correspondente a fragmentos contendo
a plataforma de expressdao de EGFP, nas passagens 5P1 e 5P2 deste virus, assim como na 2P,
j& avaliada anteriormente. O perfil de amplificacdo foi homogéneo uma vez que niao foram
observadas bandas referentes a outros fragmentos, a presenca ¢ integridade da plataforma
foram confirmadas apds o sequenciamento nucleotidico. Entretanto, a passagem 10P1
apresenta majoritariamente a banda de aproximadamente 1000 pb, que indica perda da
insercdo nesta passagem, e isto se confirma em I5P1, uma vez que a banda de
aproximadamente 1000 pb se torna tnica na reagdo (Figura 4.18). A perda de grande parte da
insercdo heter6loga nestas passagens foi confirmada com o sequenciamento nucleotidico,
onde identificamos a manutengdo de uma pequena por¢ao que compreende o 1° codon de NS1
seguidos dos 8 ultimos codons de TM2 da HA Den4 (Figura 4.17). Na passagem 10P2,
podemos observar um produto de reagdo heterogéneo, com uma banda de 2010 pb
predominante e outra de menor peso molecular de aproximadamente 1300 pb, indicando
perda parcial da inser¢do heterdloga. O sequenciamento nucleotidico deste produto de reagao
apresentou a seqiliéncia majoritaria de 2010 pb onde a integridade da insercao foi visualizada.
Em 15P2, o produto de reagdao se mantém heterogéneo, onde podemos observar um aumento
de intensidade da banda de aproximadamente 1300 pb ¢ uma diminui¢ao da intensidade da
banda de 2010 pb, quando comparadas com as da passagem 10P2, além do aparecimento de
uma banda de aproximadamente 3000 pb. O perfil de bandeamento em 15P parece que se
mantém até 20P (Figura 4.18). O sequenciamento nucleotidico destas passagens demonstrou

uma mistura de seqii€ncias que representa mistura de populagdes virais.
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Figura 4.17: Cromatograma representativo da perda de parte da insercao heteréloga em 10P1 do virus
FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4. Estdo identificadas a regido intergénica de inser¢do (E/NS1) e a porgdo da
inser¢do heterdloga que foi mantida nesta passagem (1° codon de NS1 seguidos dos 8 ultimos codons de TM2 da

HA Den4).

4.2.4.1.2. Analise por citometria de fluxo

A andlise de estabilidade genética do virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 por
citometria de fluxo foi realizada em paralelo nas mesmas passagens seriadas, isto ¢ 2P
(estoque viral), 5SP1 e 5P2, 10P1 e 10P2, 15P1 e 15P2, 20P1 e 20P2 (Figura 5.17). A
estabilidade foi avaliada pela porcentagem de células com acimulo do EGFP dentre a
populagdo total de células adquiridas.

Podemos observar que uma grande parte das células utilizadas para a realizacdo das
passagens 5P1 e 5P2 do virus (77,59 % e 76,35 %) expressava EGFP e estes valores foram
semelhantes ao do estoque viral 2P (79,53 %). No entanto, em 10P1 houve uma diminui¢do
para 3,97 % do numero de células expressando a proteina, o que indica a perda da insercao

heterdloga por quase toda a populagdo viral, nesta passagem, confirmando o perfil obtido no
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experimento de RT-PCR, onde quase ndo se pdde mais visualizar a banda de
aproximadamente 2000 pb. Por outro lado, na passagem viral 10P2, a porcentagem de células
expressando a proteina apresentou uma pequena queda para 74,43 %, com relagdo ao estoque
viral 2P, mas ainda se manteve alta, indicando que a maior parte da populagdo viral ainda
mantinha a insercao heteréloga. Em 15P2, pudemos observar uma diminui¢do acentuada na
porcentagem de células expressando EGFP, chegando a 16,05 %, que ¢ ainda mais acentuada
na passagem 20P2 (1,05%), indicando perda da inser¢ao heterdloga por quase toda populagado
até 20P2. Estes resultados confirmaram aqueles obtidos por RT-PCR em que ocorreu uma
visivel diminui¢ao gradativa da intensidade do fragmento de aproximadamente 2000 pb entre

10P2 e 20P2 (Figura 4.18).

4.2.4.2. FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun

4.2.4.2.1. Analise por RT-PCR e sequenciamento

O virus recombinante FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun foi igualmente
submetido até a 20" passagem seriada e analisado por RT-PCR nas passagens 2P (estoque
viral), 5P1 e 5P2, 10P1 e 10P2, 15P1 e 15P2, 20P1 e 20P2.

Pudemos observar que em ambas as passagens independentes SP e 10P, foram
amplificados fragmentos Unicos de 1920 pb que indicou a manutencdo da inser¢do no genoma
do virus até estas passagens. O perfil de reagdo foi igualmente homogéneo, uma vez que nao
pudemos observar fragmentos secundarios de amplificacdo e, a integridade da inser¢do foi
confirmada apos o sequenciamento nucleotidico. Em 15P1 e 15P2 comegamos a observar
produtos de reagdo heterogéneos, apresentando bandas de diferentes pesos moleculares,
juntamente com a banda majoritaria de 1920 pb que contém a inser¢do. Além desta banda, em
15P1 pudemos observar duas bandas de aproximadamente 4000 pb e 1500 pb e, em 15 P2,
bandas de aproximadamente 3800 pb e 1400 pb, onde as bandas de menor peso molecular
seriam indicativas de perda de parte da insercdo heterdloga do genoma viral. Ambas as séries
independentes da 20* passagem pareciam manter o perfil de bandeamento da 15* passagem,
apresentando a banda de 1920 pb com intensidade significante entre os produtos de reacao
(Figura 4.18).

O sequenciamento nucleotidico de todas as passagens, com produto de reacdo
heterogéneo (15P e 20P) mostrou a seqiiéncia contendo a insercdo heterdloga da qual a

integridade foi confirmada.
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4.2.4.2.2. Analise por citometria de fluxo

A analise de estabilidade genética do virus FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun
por citometria de fluxo foi também realizada nas passagens 2P (estoque viral), 5 P1 e 5P2, 10
Pl e10P2,15P1 e 15P2,20P1 e 20 P2.

Observamos que, nas passagens 5SP1 e 5P2 e 10P1 e 10P2, a porcentagem de células
expressando EGFP mantém-se elevada (79,16 %, 79,88 %, 75,33 % e 77,03 %,
respectivamente) e semelhante a encontrada com o estoque viral (74,49 %), indicando
manuten¢do da insercao heterdloga na populagdo viral até estas passagens. A partir de 15P1 e
15P2 ocorre uma pequena queda nestas porcentagens (57,86 % e 60,91 %, respectivamente),
mantendo-se até as passagens 20P1 e 20P2 (55,57 % e 55,85 %, respectivamente). Isto
poderia revelar a presenca de uma populacdo mista de virus (virus com e sem o inserto
heter6logo), sendo que a inser¢ao heterdloga se mantinha em uma grande parte da populagao

viral (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Estudo da estabilidade genética dos virus recombinantes FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 e
FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun submetidos a passagens seriadas em monocamada de células
Vero. (A) Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% de RT-PCR das passagens seriadas dos virus
recombinantes em monocamadas celulares. Os marcadores de peso molecular utilizados foram Low Mass (A) e
A Hind III (B). (B) Analise da estabilidade genética por citometria de fluxo de células Vero infectadas com os
virus recombinantes em 72h p.i. quando a detec¢do da fluorescéncia de EGFP acumulada nas células foi
realizada. Como controle, utilizamos células infectadas com o virus parental FA 17D/G1/2-T3 e células ndo
infectadas (Mock). Os resultados foram expressos como a porcentagem de células expressando EGFP no total de

células adquiridas.
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5. Discussao

O virus vacinal Febre Amarela 17D, devido as suas caracteristicas, tem sido utilizado
com o vetor de expressdo de epitopos ou proteinas exdgenas para fins de desenvolvimento de
novas tecnologias em vacinas. No entanto, por ser pequeno € compacto, o genoma de
Flavivirus ndo ¢ facilmente susceptivel a tais modificagdes, pois estas podem ter um efeito
deletério no processamento da poliproteina precursora, na fungdo das proteinas virais, € na
replicagdo do RNA, que levam a inviabilidade do virus. Dessa forma, a realizagdo de
alteracdes no genoma dos virus deste grupo, requer a consideragdo dos elementos e etapas
envolvidas no seu processo de proliferagdo, de maneira que estas alteragdes exergam a menor
perturbagdo possivel durante este processo.

Resumidamente, o processamento da poliproteina viral comeca durante a traducdo e
ocorre em associagdo com a membrana do RE, atravessando-a por varios pontos. A
poliproteina sofre clivagens por peptidases sinal celulares, em sitios voltados para o
citoplasma celular, e pela protease viral NS2B/NS3, naqueles voltados para o lumen do RE.
Este processamento provoca a individualizagdo/maturacdo das proteinas envolvidas na
replicacdo, processamento da poliproteina e montagem das particulas virais (Chambers et al.,
1990a).

A estratégia de insercao de seqiiéncias exdgenas no genoma do virus Febre Amarela
(FA), utilizada nesta dissertacdo, foi desenvolvida por Bonaldo et al (2007) e consistiu na
inser¢ao do gene que codifica EGFP de Aequoria victoria, na regido entre os genes E/NS1
deste virus. Esta regido consiste de uma transi¢cdo funcional entre genes estruturais e nao-
estruturais (Lindenbach et al., 2006) e, por isso, a inser¢do de seqiiéncias exdgenas nesta
poderia provocar um menor distirbio no ciclo proliferativo do virus, quando comparada a
outras regides do genoma. Além disso, a inser¢ao do gene da EGFP nesta regido foi realizada
respeitando os motivos importantes para o ideal processamento e secre¢do da poliproteina
para o RE, bem como, da proteina heterdloga inserida. Dessa forma, a plataforma de inser¢ao
de EGFP foi elaborada de forma que a proteina estivesse fusionada aos 9 primeiros
aminodcidos da proteina NS1, em sua por¢do N-terminal e, a regido Haste-ancora da proteina
E de FA, que contém o sinal de translocacdo para NS1 e o sitio para a peptidase sinal celular,
em sua por¢ao C-terminal. Com a inser¢ao destes motivos flanqueando a proteina heterdloga,
fica assegurado o processamento correto da proteina E e da NS1 do virus vetor. Um outro
virus foi também construido por este grupo de pesquisa e difere do primeiro, na plataforma de
insercdo de EGFP por conter apenas parte da regido HA FA, de onde foram omitidos os

elementos HI ¢ CS (Mello, 2007). Esta construgdo foi realizada alternativamente, pois a
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delecdo destas por¢des da HA, poderia resultar em um efeito diferenciado sobre o ciclo de
proliferagao do virus recombinante resultante, quando comparado aquele contendo a regiao
HA completa. Estes virus foram caracterizados quanto a capacidade de replicacdo e
imunogenicidade em comparagdo ao virus vacinal FA 17DD e quanto a expressdo da inser¢ao
heterdloga e estabilidade de sua seqiiéncia codante no genoma viral. A partir dos resultados
obtidos nestes trabalhos, surgiu a necessidade de aprimoramento da estratégia, no que diz
respeito a estabilidade das inser¢des heter6logas no genoma viral. Nestes trabalhos, foram
observados fragmentos artefatuais em reagdes de RT-PCR, desde passagens iniciais de ambos
virus, que poderiam estar sendo provocados por um pareamento entre as seqiiéncias
complementares da HA natural do virus FA e da seqiiéncia HA FA fusionada no 3’-terminal
do gene EGFP. Assim, estas reacdes, além dos fragmentos esperados de 2000 pb que
continham a inser¢do, geraram também fragmentos de peso molecular menor ou maior que
este. Esta observagao sugeriu a possibilidade de ocorréncia de um fendmeno parecido, durante
a replicagdo dos virus recombinantes devido a presenca das seqiiéncias HA FA idénticas e
duplicadas no genoma dos virus, construidos por Bonaldo e colaboradores (2007) e Mello
(2007). Sabe-se que o RNA viral ¢ sintetizado de forma semi-conservativa, utilizando um
intermediario dupla-fita como forma replicativa (Chu e Westaway, 1985; Westaway et al.,
1999) e, dessa forma, seria possivel o pareamento das seqiiéncias complementares HA FA
duplicadas a semelhanca do que ocorreu nas reagdes de PCR descritas acima. Dentre outras
possibilidades, estariam sendo geradas variantes virais sem a inser¢do heterdloga que, ao
longo das passagens em cultura de células, se sobreporiam as populagdes sem o inserto. Esta
sobreposi¢do ocorreria em funcdo da pressdo seletiva que acaba favorecendo variantes sem
insercdo que, por se aproximarem do fendtipo tipo vacinal, apresentariam taxas de
multiplicagdo superiores aquelas apresentadas pelos virus que ainda carregam a insercao.
Diante disso, propomos nesta dissertagdo uma variagao na estratégia desenvolvida por
Bonaldo e colaboradores (2007) que difere da anterior pela substituicio da HA duplicada de
FA pela regido homoéloga de outro flavivirus, tendo como objetivo o aprimoramento da
estabilidade das insercdes heterdlogas no genoma viral. Um segundo virus contendo parte
desta HA (sem os elementos H1 e CS) foi também construido com a finalidade de diminuir a
identidade entre a seqiiéncia HA fusionada no 3’-terminal do gene EGFP e a seqiiéncia da HA
natural do virus FA, como forma de dificultar aqueles possiveis pareamentos que levariam a
perda da proteina heter6loga. Além disso, uma outra alteracdo realizada foi a utilizagdo da
variante plasmidial pG1/2 na constru¢do destes virus recombinantes em vez da variante

pE200, utilizada na constru¢do daquela primeira geragdo de virus (Bonaldo et al., 2007;
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Mello, 2007). Estas duas variantes plasmidiais fazem parte do sistema de clones infecciosos
de FA e duas das diferengas que possuem entre si, sdo as modificagdes genéticas realizadas no
pE200 que correspondem as posigdes 1568 e 1571 do genoma viral, levando a mudanca dos
aminodcidos E199D e T200I na proteina E (Bonaldo et al., 2002). Os virus construidos com o
pE200 tém um perfil menos replicativo, além de induzirem uma producdo de anticorpos
neutralizantes menor em relacao ao virus vacinal FA 17DD (Bonaldo et al., 2007), o que pode
ter sido provocado por tais modificagdes. A substituicdo para a variante pGl/2, que ndo
possui estas modificacdes, poderia proporcionar aos virus recombinantes um carater mais
préximo ao do vacinal FA 17DD, o que seria interessante para a proposta de um protdtipo
vacinal.

Quando alinhamos as seqiiéncias da HA completa e parcial de Dengue 4 com as
homologas de FA observamos que houve uma redu¢do consideravel de identidade (58%) e,
dessa forma, estas seqliéncias foram utilizadas neste trabalho para a construgdo das
plataformas de inser¢do. Os genomas de RNA recombinantes, contendo as seqiiéncias de HA
Den4 em sua versdo completa ou truncada, foram criados e ambos geraram virus viaveis,
reforcando novamente a validade desta estratégia na gera¢do de virus recombinantes por
insercdo na regido intergénica E/NS1. Além disso, a semelhanca nas caracteristicas
proliferativas dos virus recombinantes entre si indicou que o encurtamento da HA Den4 na
plataforma de expressao ndo teve efeito sobre a proliferacdo viral. Apesar de terem
apresentado perfis de proliferagdo semelhantes ao do parental, estes virus recombinantes
mostraram titulos menores em alguns pontos cinéticos em cultura celular. Isto indica que a
insercdo heterdloga exerce certo efeito deletério sobre a viabilidade do virus, refletindo-se na
sua menor capacidade de proliferagao.

Aparentemente, a mudanga para o uso de pG1/2, na constru¢do da plataforma viral,
refletiu-se nas caracteristicas proliferativas dos virus recombinantes em comparagdo com 0s
virus construidos por Bonaldo et a/ (2007) e Mello (2007). Os novos virus recombinantes
atingiram picos de proliferagao com titulos semelhantes, variando entre 6,15 ¢ 6,51 Logl0
PFU/mL, porém, os picos atingidos pelos novos virus ocorreram mais precocemente (48h)
quando comparados com os virus da primeira geragdo (96h). No entanto, este carater
aparentemente mais proliferativo dos virus derivados de pG1/2 seria mais bem avaliado,
comparando-se os resultados de experimentos simultaneos com os virus derivados de pE200 e
pG1/2. E possivel que estas diferencas de proliferacdo possam também se refletir em
diferengas de atenuagdo e imunogenicidade destes virus, e estes pardmetros deverdo ser ainda

avaliados.
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Uma caracteristica em comum entre todos os virus construidos pela estratégia de Bonaldo e
colaboradores (2007) ¢ a apresentacao de taxas de multiplicagdo menores em comparagdo
com o virus vacinal FA 17DD, o que, mais uma vez, indica o efeito da inser¢ao heterologa
sobre a viabilidade do virus. Apesar de observamos que os virus recombinantes construidos
neste trabalho atingiram picos de multiplicacdo em tempos mais precoces que o vacinal (48h,
para os recombinantes e 72h, para o vacinal), estes apresentaram uma capacidade proliferativa
inferior, com titulos menores na maior parte do tempo. No entanto, estas diferengas ndo foram
impeditivas para a utilizagdo destes virus recombinantes nos demais estudos realizados neste
trabalho, assim como, com relagdo ao seu potencial de utilizagdo na producao em larga escala
para fins de vacinagao.

Os virus construidos neste trabalho foram capazes de mediar a expressdo da proteina
heterdloga EGFP, cuja expressio pode ser detectada pela sua propriedade de
autofluorescéncia. O ponto méaximo de detec¢do da fluorescéncia da proteina recombinante
por microscopia de fluorescéncia foi em 72h p.i. para todos os virus construidos, até o
momento. O emprego de um método mais quantitativo, a analise por citometria de fluxo,
descriminou diferencas nos picos de expressao da EGFP, que foram 72 h para os virus obtidos
aqui e 96 h para os virus descritos por Bonaldo et al (2007) e Mello (2007). Assim, podemos
concluir que a deteccao maxima de EGFP esta relacionada ao momento em que ocorrem altas
taxas de produgdo de particulas virais, refletindo um momento da infecgdo viral de grande
sintese das proteinas codificadas pelo genoma viral.

A visualizagdo da expressdo de EGFP por citometria de fluxo s foi possivel até 72h
p.i., uma vez que o CPE nas células foi demasiadamente intenso em tempos posteriores de
infeccdo pelos virus recombinantes construidos aqui, o que impossibilitou o recolhimento
destas para a realizagdo do estudo nos tempos subseqiientes. O mesmo nao ocorreu no estudo
com a primeira geragdo de virus (FA17D/Esa/5.1 glic e FA17D/Esa trun/4 glic), uma vez que
foi possivel sua realizagdo em tempos posteriores a 72h p.i. (Bonaldo et al., 2007 ¢ Mello,
2007), o que demonstra uma menor morte celular induzida pelos virus derivados de pE200 do
que pelos derivados do pG1/2. Estes fendmenos podem estar relacionados as diferengas
replicativas entre estes virus e apontam, novamente, para um ganho na capacidade
proliferativa das novas plataformas virais.

Uma outra caracteristica apresentada pela estratégia de inser¢do de Bonaldo e
colaboradores (2007), foi a retengdo da proteina heteréloga no interior da célula, uma vez que
ndo foi possivel sua detec¢do no sobrenadante de cultura celular e sim no interior do Reticulo

Endoplasmatico. Esta caracteristica foi também observada em rela¢do aos virus construidos
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nesta dissertacdo, embora nao tenham sido realizados estudos sobre a localizagdo da proteina
heterdloga em outras organelas celulares, nem estudos para deteccdo no sobrenadante de
cultura celular. Este fendomeno de retengdo ja era esperado, devido as semelhangas funcionais
das regides HA de flavivirus que podem estar relacionadas com a reteng¢do de proteinas no RE
(Op de Beeck et al., 2004). Diante disso, seria interessante avaliar se este acimulo poderia
estar aumentando os niveis de apoptose nas células infectadas, uma vez que ja foi
demonstrado que o acimulo de proteinas provoca um estresse do RE induzindo as células ao
processo de apoptose (Ron e Walter, 2007; Yu et al., 2006).

Além da expressdo da proteina, a estabilidade genética nos virus recombinantes, ou
seja, a manutengdo da insercao heter6loga no genoma ao longo das passagens virais, ¢ de
grande importancia para o desenvolvimento de vacinas virais expressando antigenos de outros
patdgenos. Esta importancia ¢ devido a necessidade de manutencao da expressdo do antigeno
para que a resposta imune dirigida a ele seja estabelecida no organismo hospedeiro. E por este
motivo que o estudo da estabilidade genética ¢ um carater muito importante a ser avaliado
durante o desenvolvimento de virus vetores com potencial vacinal.

Em nosso laboratorio, os estudos de estabilidade genética de virus com inser¢des
heterdlogas sdao usualmente realizados por meio da passagem seriada dos virus em
monocamadas celulares em baixa MOI (0,02). A utilizagao de um valor de MOI baixo, levaria
os virus a realizarem um maior numero de replicagdes, facilitando assim, eventos de
recombinagdo que poderiam levar a perda da insercdo heterdloga do genoma viral. Dessa
forma, uma situacdo de manuten¢do de inser¢des heterdlogas no genoma viral, apesar da
baixa MOI, representa uma boa estabilidade genética destas ao longo das passagens virais.
Além disso, a utilizacdo de uma baixa MOI est4d mais de acordo com a condic¢do utilizada para
a producdo de lotes vacinais.

A primeira geragdo de virus, construidos por Bonaldo e colaboradores (2007) e Mello
(2007) apresentaram estabilidade do inserto nos genomas virais até a 10* e 5* passagens em
cultura celular, para os virus contendo a HA FA completa e truncada, respectivamente. No
entanto, quando a plataforma de expressdo de EGFP fusionada a HA FA completa foi inserida
num virus FA quimérico (obtido pela substituicio das proteinas prM/E pelas proteinas
homologas do virus Dengue 4), foi observada a manuten¢do da inser¢do até a 20* passagem
em cultura celular (Bonaldo et al., 2007). Este resultado corroborou para a hipotese de que o
aumento da estabilidade da inser¢do no genoma recombinante poderia ser obtido com a
diminui¢do da identidade entre as seqiiéncias HA duplicadas, que neste caso foi de 58%. Um

dos efeitos na diminuicao da identidade seqiiencial refletiu-se nos produtos obtidos de reagdes
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de RT-PCR a partir de amostras do RNA viral, nos quais nao foi possivel observar artefatos
de reacao (Bonaldo er al, 2007), diferentemente dos virus FA contendo as seqiiéncias
idénticas HA FA duplicadas, como ja mencionado.

Os virus recombinantes construidos nesta dissertacdo foram, da mesma forma,
submetidos a estudos de estabilidade genética. Utilizamos a técnica de citometria de fluxo
como comprobatdria para os resultados de RT-PCR, e nossa inten¢ao era a de relacionarmos o
total de células contendo EGFP em relacdo aquelas células infectadas que continham
antigenos virais. Com este tipo de andlise seria possivel a determinacdo da estabilidade
genética da inser¢do no genoma viral, em fun¢do da percentagem de células positivas para
EGFP em relacao ao total de células positivas para os antigenos virais, como realizado por
Bonaldo e colaboradores (2007). Assim, uma relacdo constante ao longo das passagens
seriadas sugere a manutencdo do gene EGFP pelos virus e, ao contrario, um aumento de
células FA positivas em relagdo as duplo marcadas, indica a perda da insercdo heteréloga,
com a diminuicdo da expressio da EGFP. Entretanto, ndo foi possivel a detec¢ao dos
antigenos virais devido a problemas técnicos e, dessa forma, a confirmacdo da estabilidade
genética por citometria foi realizada, nesta dissertacdo, por meio da quantificagdo da
autofluorescéncia de EGFP no total de células analisadas. Apesar disso, consideramos que os
dados de citometria de fluxo foram satisfatorios, pois foi possivel observar uma
correspondéncia entre a deteccdo por RT-PCR do produto de 2000 pb, contendo o cassete de
expressdo, e as respectivas porcentagens de células expressando EGFP. Isto pdde ser muito
bem evidenciado quando, em determinadas passagens virais, comegava a ocorrer o
desaparecimento da banda de 2000 pb com o aparecimento de fragmentos menores,
indicativos de perda total ou parcial do gene heterdlogo, paralelamente ao evento de redugdo
no percentual de células fluorescentes.

Em algumas passagens, além de fragmentos de peso molecular menores, também
puderam ser detectados fragmentos de pesos moleculares maiores que 2000 pb, e estes podem
representar uma extensdo da seqiiéncia provocada por eventos de recombinagdo no genoma
viral. A presenca destes diferentes fragmentos indica que estas populacdes virais podem
possuir ainda partes da proteina heterdloga ou mesmo duplicagdes destas. Estas seqiiéncias
podem ser identificadas por seqiienciamento nucleotidico, entretanto, ndo pudemos
caracteriza-las durante esta dissertacdo. Além disso, seria interessante isolar espécimes virais
destes tipos, para avaliacdo das modificacdes geradas nos genomas virais recombinantes.

Caso os fragmentos maiores tenham sido gerados por recombinagdo génica, esta avaliacdo
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seria ainda mais interessante, uma vez que virus viaveis estariam sendo gerados com estas
inser¢des maiores.

Quando comparamos os virus descritos por Bonaldo e colaboradores (2007) e Mello
(2007), observamos que o virus construido com a plataforma de expressdo contendo a versao
HA FA completa apresentou maior estabilidade da inser¢do do que aquele que continha a
versao truncada desta seqiiéncia. Esta divergéncia de comportamento poderia ser explicada
pela diferencga de aproximadamente 90 bases no tamanho entre estes segmentos associados ao
gene EGFP. O fragmento truncado teria uma maior facilidade de pareamento com a sua regiao
complementar no gene E do virus vetor, do que o fragmento completo teria com sua regiao
complementar no mesmo gene, devido as diferencas de extensdao de pareamento. Assim, 0s
virus contendo a HA FA truncada estariam mais sujeitos a formacdo de variantes virais sem
inserc¢do, provocadas pelo pareamento das seqiiéncias 100% complementares duplicadas no
genoma recombinante.

No entanto, quando comparamos o virus contendo a HA FA truncada (Mello, 2007),
com a nova versao contendo HA truncada de Den4 (FA 17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4 Trun),
construida durante esta dissertacdo, observamos um incremento significativo na estabilidade
genética da inser¢do com a HA Den4. Apesar de ndo termos realizado a técnica de citometria
de fluxo de forma equivalente a Bonaldo e colaboradores (2007), podemos considerar que a
construgdo viral contendo a HA Den4 truncada apresentou uma maior estabilidade genética da
inser¢do, quando comparado com o virus contendo a HA truncada de FA. O primeiro se
mostrou relativamente estavel até a 20* passagem de ambas as séries independentes, embora
houvesse uma redu¢do na porcentagem de células expressando EGFP ¢ a detec¢ao de bandas
secundarias por RT-PCR, indicando dele¢des e duplicagdes da seqiiéncia exdgena no genoma
viral. No entanto, o segundo virus, descrito por Mello (2007), apresentou perda total da
inser¢ao nas populagdes virais entre a 5* e 10* passagem seriada. Portanto, poderiamos dizer
que a diminui¢do de identidade entre as seqiiéncias duplicadas no genoma teria dificultado o
pareamento da HA Den4 truncada com sua complementar homoéloga, no gene E, ao contrario
do que ocorreu com a primeira versdo viral onde existia 100% de identidade seqiiencial entre
elas. Estes resultados sugerem que a diminuicdo de identidade entre estas seqiiéncias
duplicadas no genoma levaria a uma maior estabilidade genética das insergdes heterologas.

Da mesma forma, seria esperado um aumento na estabilidade genética do virus
construido com a plataforma de expressio que continha a HA completa de Dend4 (FA
17D/G1/2-T3/EGFP/HA Den4), quando comparado ao construido por Bonaldo e

colaboradores (2007), com a HA completa de FA. No entanto, o que observamos foi um
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desempenho similar entre estes virus uma vez que ambos mantiveram a inser¢ao heterdloga
até a 10* passagem. A perda da insercdo por uma das séries independentes até 10* passagem
do virus com a HA Den4, poderia indicar at¢ mesmo uma estabilidade menor. Este
comportamento foi contrario ao que esperdvamos apds observarmos aqueles obtidos com o
virus recombinante quimérico FA/Den4 (Bonaldo et al, 2007), que manteve a inser¢ao até a
20* passagem, como ja mencionado. No entanto, como este virus parece ser menos replicativo
que o construido nesta dissertacdo (Bonaldo, M.C., comunicagdo pessoal), estaria menos
sujeito a perda de inser¢do. Entdo, ndo podemos dizer que a diminuicdo da identidade
seqiiencial gerada com a substituicdo da HA FA pela HA Den4 fusionada a EGFP teve efeito
sobre a estabilidade da insercdo heterologa, neste caso. Além disso, o nivel de identidade
seqiiencial das versdes completa e truncada da HA Den4 ficam em torno dos mesmos valores
(58% e 56,6%). Portanto, estas diferencas na estabilidade genética das inser¢des devem ser
explicadas como sendo provocadas por um evento multifatorial, que ndo depende unicamente
da relagao de identidade entre as seqiiéncias HA duplicadas no genoma viral.

A diferenca bésica entre as construcdes contendo HA den4 completa e truncada reside
na delecd@o de dois elementos iniciais do dominio haste, H1 e CS, portanto, o ganho em
estabilidade genética da construgdo viral contendo HA den4 truncada poderia estar
relacionado ao papel funcional destes elementos. Ao elemento CS, ainda ndo foram descritas
fungdes, mas sabe-se que representa uma regido altamente conservada em flavivirus, onde 8
de 17 residuos de aminodcidos sdo invariaveis, indicando um importante papel funcional
(Stiasny et al., 1996). O elemento H1 atua na conversdo da estrutura dimérica da proteina E
para sua estrutura homotrimérica, provocada pela acidificagao da vesicula endossomal durante
o processo de fusdo da membrana viral com membrana da vesicula (Allison et al., 1999;
Zhang et al., 2003). Além disso, exerce a fun¢do de sustentagdo e estabilizagdo da proteina E
em relagdo a membrana do RE ou da membrana do envelope viral (Zhang et al., 2003). Ainda
ndo foi descrito na literatura se estes elementos poderiam ter algum papel na etapa de
montagem da particula viral dentro do RE. No entanto, ¢ cabivel imaginar que um acumulo
destas por¢cdes no ambiente luminal do RE, como ocorre no nosso sistema de expressao,
poderia estar forcando interacdes e provocando algum efeito perturbador que dificultasse a
montagem da particula. Ao contrario, com a exclusdo destes elementos da plataforma de
insercdo, o acumulo destas por¢des nao ocorre no RE e, talvez por isso, o virus que possui a
HA Den4 truncada, construido nesta dissertacao, teria apresentado um desempenho melhor de
estabilidade quando comparado com o virus que possui esta regido completa. Dessa maneira,

o fato de o virus FA contendo HA Den4 truncada ter sido notavelmente mais estavel que a

91



versao truncada da HA FA, descrita por Mello (2007), aponta ndo somente para a vantagem
da diminuicao da identidade entre as seqiiéncias duplicadas homologas HA, mas também para
a auséncia dos elementos H1 e CS.

Em comparacdo com o material disponivel na literatura cientifica at¢ o momento, a
estratégia desenvolvida por Bonaldo et al., (2007), e aprimorada aqui, ainda representa a
melhor estratégia de inser¢do de seqliéncias no genoma viral para expressdo de proteinas
heter6logas no que diz respeito a estabilidade. Uma estratégia parecida foi desenvolvida por
Bredenbeek e colaboradores (2006), como ja citado nesta dissertagdo, uma vez que aborda a
inser¢ao de seqiiéncias exdgenas na mesma regido elegida pelo nosso grupo. No entanto, esta
compreende a apenas fusdo da regido TM2 da HA FA na por¢do C-terminal da proteina
heter6loga (proteina pré-GPC de Lassa virus). No entanto, este trabalho ndo reporta
formalmente dados sobre a estabilidade desta inser¢ao (Bredenbeek et al., 2006).

Como apontado anteriormente, a estabilidade das inser¢des heterdlogas no genoma ¢
um fator de muita importancia quando se trata da utilizacao de virus vetores em imunizagao e
nesta dissertacdo trabalhamos neste sentido. Nosso trabalho, portanto, nos permitiu concluir
que o aprimoramento da estabilidade genética com a diminuicdo da identidade entre as
seqiiéncias duplicadas no genoma recombinante foi possivel no caso do virus que continha a
HA Den4 truncada na plataforma de expressao. No entanto, estudos realizados em nosso
laboratério apontam que a estabilidade genética das inser¢des ¢ também dependente das
caracteristicas particulares das proteinas que estdo sendo expressas pela plataforma de
inser¢do no genoma. Esta conclusdo foi possivel apds observarmos que a expressao do
Dominio III da proteina E de Dengue 2 e 3, fusionadas a HA Den4 truncada em seu C-
terminal, foi estavel somente até a 5* passagem viral (Bonaldo M.C., comunicagao pessoal).

Outro ponto importante que deverd ser avaliado ainda pelo nosso grupo ¢ se esta
estratégia mostra-se também eficaz no que diz respeito a inducdo de resposta imune contra a
proteina heterdloga expressa. Apesar deste sistema de expressdo provocar a retencdo da
proteina heteréloga no interior do RE, foi possivel a deteccao de anticorpos contra EGFP em
soro de camundongos inoculados com o virus FA17D/Esa/5.1 glic (Bonaldo et al., 2007) e, o
mesmo fendomeno ¢ esperado ocorrer para os virus construidos nesta dissertagdo. Dessa forma,
imaginamos que a expressao de proteinas de diversos patogenos, por meio desta estratégia,
seria também capaz de induzir algum nivel de resposta imune contra estes agentes, no entanto,
estes estudos ainda precisam ser realizados. Além disso, devemos ainda avaliar se a alteragdo
para a variante pG1/2 durante a construgdo destes novos virus os tornou mais proéximos do

fenotipo vacinal no que diz respeito a imunogenicidade e atenuacdo viral. Além destes
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estudos sobre o potencial de utilizagdo em termos de desenvolvimento de vacinas FA-
recombinantes, os virus construidos aqui, gracas a presenca da proteina reporter EGFP,
poderdo ser ainda empregados no estudo de diferentes processos relacionados ao ciclo viral,

como a determinagdo de sinais de enderecamento e estudos de tropismo tecidual viral.

6. Conclusoes

e As variagdes sobre a estratégia desenvolvida por Bonaldo e colaboradores (2007) e
utilizadas para a construcdo dos genomas virais recombinantes nesta dissertacdo

permitiram a obteng@o de virus recombinantes viaveis;

e A substitui¢do para o plasmideo pG1/2 na construgdo dos virus recombinantes desta

dissertacdo, aparentemente, levou a um ganho na capacidade proliferativa destes virus;

e As taxas de multiplicacdo dos virus recombinantes construidos nesta dissertagdao foram
inferiores a apresentada pelo virus vacinal FA 17DD, representando uma caracteristica
comum aos virus recombinantes construidos pela estratégia de inser¢do desenvolvida

por Bonaldo e colaboradores (2007);

e Os virus recombinantes construidos nesta dissertacdo expressaram eficientemente a
proteina heteréloga EGFP em monocamadas de células Vero e foi possivel a
visualizacdo de um acumulo desta proteina nos compartimentos do Reticulo
Endoplasmatico das células, representando uma caracteristica comum aos virus
recombinantes construidos pela estratégia de inser¢do desenvolvida por Bonaldo e

colaboradores (2007);

e A diminuigio de identidade entre as seqiiéncias Haste e Ancora duplicadas no genoma
viral recombinante levou a um aumento na estabilidade genética da insercdo
heterologa somente na auséncia dos elementos HI e CS do dominio Haste de Dengue
4, indicando um efeito funcional deletério destes elementos, acumulados no Reticulo

Endoplasmatico, sobre os virus recombinantes.
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