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RESUMO

A dengue ¢ um problema de satide mundial cujo agente sdo os virus dengue, um
Flavivirus composto de quatro sorotipos distintos (DENV-1 a 4). A doenga possui um amplo
espectro de manifestacdes clinicas que podem variar de febre classica a febre hemorragica e
sindrome do choque por dengue. Nao existe nenhuma vacina disponivel contra DENV,
embora varias abordagens estejam sendo testadas. Este estudo apresenta uma estratégia que
explora as caracteristicas vacinais do virus vacinal de febre amarela (FA) 17D e utiliza-o
como vetor para expressar o dominio III (DIII) da proteina do Envelope (E) do virus DENV-3
entre as proteinas E e ndo estrutural 1 (NS1) do virus FA 17D. Esse dominio est4d envolvido
em aspectos importantes da patogénese do virus e anticorpos dirigidos a ele sdo os mais
eficientes para neutralizagdo da infec¢ao celular. A analise da seqiiéncia de aminoacidos e da
estrutura tridimensional do dominio III de DENV-3 16562 utilizado nesta constru¢do e sua
comparagdo com outros gendtipos do mesmo sorotipo revelaram e localizaram
tridimensionalmente diferengas que estavam relacionadas & caracteristicas importantes do
virus como escape de neutralizagdo, ligagdo a receptores e viruléncia/atenuagdo. O DIII foi
amplificado a partir de RNA extraido do sobrenadante de células de Aedes albopictus clone
C6/36 infectadas com DENV-3 16562 e clonado no plasmideo pCR-Blunt II-TOPO®. Apos
confirmagdo da seqiiéncia, o plasmideo foi digerido com a endonuclease Nar I e o cassete de
expressao foi subclonado no plasmideo bacteriano pT3, que possui a parte central do DNA
complementar (cDNA) viral de FA. O molde de ¢cDNA viral recombinante foi obtido
utilizando-se esse plasmideo juntamente com o pG1/2, que contém o resto do genoma de FA.
O molde de cDNA foi transcrito in vitro e o RNA viral transfectado em células Vero. Um
virus recombinante viavel foi regenerado do sobrenadante da cultura celular apds visualiza¢ao
de efeito citopatico e a insercdo correta do DIII foi confirmada por RT-PCR e
seqiienciamento. O virus recombinante apresentou titulo de 6,0 log;o PFU/mL, expressa o
inserto heterdlogo nas células infectadas em uma regido perinuclear que corresponde, muito
provavelmente, ao reticulo endoplasmatico rugoso (RER) das células hospedeiras e teve uma
cinética de replicagao bem diferente dos virus controles (FA 17DD e FA17D/G1.2/T3) com
um pico de replicacdo entre 48-72 h p.i. seguido por declinio nos niveis de replicagdo. O virus
construido era absolutamente estavel na sua 2* passagem em células Vero, porém, a partir da
5* passagem apresentou populagdes virais que ndo possuiam mais a inser¢do. Na 10%
passagem celular, ndo havia mais populagao viral contendo a inser¢ao heterdloga. Entretanto,
este fato ndo limita o uso do virus recombinante como modelo para verificar a dosagem de
anticorpos neutralizantes em modelos experimentais por meio de ensaios de redugao de placas
por neutralizagdo (PRNT) com soro de animais imunizados. Espera-se que essa metodologia
auxilie no desenvolvimento de uma vacina combinada dirigida a esses diferentes Flavivirus
(DENV e FA), os quais compartilham uma ampla area de transmissao.
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ABSTRACT

Dengue is a worldwide health problem whose agent are Flavivirus with four distinct serotypes
(DENV 1 to 4). The disease has a wide spectrum of clinical manifestations varying from
classic fever to hemorrhagic fever and dengue shock syndrome. There are many approaches
with regard to vaccine development, yet none proved successful. This study presents a
methodology that exploits the characteristics of yellow fever (YF) vaccine virus 17D, in
which this virus is used as an expression vector for the envelope (E) protein domain III (DIII)
of DENV-3, between proteins E and non-structural 1 (NS1) of YF 17D. This domain is
involved in many important aspects of virus life cycle, and antibodies against it are the most
efficient in neutralizing cell infection. Analysis of the amino acid sequence and 3D structure
of DENV-3 subtype 16562 DIII used in this construction, and its comparison with other
genotypes within the same serotype revealed and localized differences in the tridimensional
structure related to important virus features such as neutralization escape, receptor binding,
virulence/attenuation. DIII was amplified from RNA extracted from Aedes albopictus cells
clone C6/36 supernatant infected with DENV-3 16562 and cloned in the pCR-Blunt II-
TOPO® plasmid. After sequence confirmation, the plasmid was digested with endonuclease
Nar 1, the resulting fragment being subcloned in a bacterial plasmid (pT3), which bears the
central part of the YF viral complementar DNA (cDNA). The recombinant viral cDNA
template was obtained with this plasmid along with the pG1/2 plasmid, containg the
remaining YF viral genome. The cDNA template was transcribed in vitro, and the viral RNA
was transfected in Vero cells. A viable recombinant virus was regenerated from culture
supernatant after visualization of the cytopathic effect and correct insertion of DIII was
confirmed by RT-PCR and sequencing. The recombinant virus had a titre of 6,0 logj
PFU/mL, expresses the heterologous antigen in the perinuclear region, which probably
corresponds to the endoplasmic reticulum of infected cells and has a different replication
kinetics when compared to control viruses (FA 17DD and FA17D/G1.2/T3) with a replication
peak at 48-72 h p.i. followed by decline in replication. The virus was absolutely stable in its
2" Vero cell culture passage, although from its 5t passage on it presented populations that
did not bear the insert. In the 10" cell passage, no population bearing the insert was detected.
This fact does not limit the use of this construction as a model to verify neutralizing
antibodies titres in animal models throught plaque reduction neutralization test (PRNT) assays
with the sera of immunized animals. Prospectively, this strategy will help the development of
a combined vaccine against these two Flaviviruses, which share a wide transmission area.
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1. INTRODUCAO

1.1 Flavivirus
1.1.1 Caracteristicas gerais, genoma e ciclo de replicacgao.

A familia Flaviviridae ¢ formada por trés géneros: Flavivirus, Hepacivirus e
Pestivirus que compartilham semelhancas quanto a morfologia do virion, organizagdao do
genoma e, possivelmente, estratégia de replicacdo (Westaway et al., 1985). O género
Flavivirus é composto por cerca de 80 diferentes virus, entre eles, Dengue (DENV), Febre
Amarela (FA), Encefalite Transmitida por Carrapato (TBE, do Inglés Tick Borne
Encephalitis) e Encefalite Japonesa (JE, do Inglés Japanese Encephalitis). Estes virus
destacam-se como os arbovirus de maior importancia em saide publica no mundo
(Lindenbach & Rice, 2001).

De acordo com o vetor transmissor, essa familia pode ser dividida em trés grupos:
virus transmitidos por mosquitos, por carrapatos € os quais até 0 momento nao possuem vetor
definido (Lindenbach & Rice, 2001). Flavivirus sdo zoonoses que dependem de outra espécie
animal além do Homem para serem mantidas na natureza. O Homem, em geral, ¢ o
hospedeiro incidental que ndo contribui para o ciclo natural de transmissdo. Uma excecao sao
os DENV que se adaptaram completamente ao Homem: embora o ciclo mosquito-macaco-
mosquito ainda seja observado em algumas regides da Africa e da Asia, os DENV se mantém
em grandes areas urbanas nos tropicos em ciclos de transmissdo homem-mosquito-homem,
sem a necessidade de um reservatorio animal (Gubler, 1998; 2002).

Os Flavivirus sdao virus pequenos (40-60 nm de didmetro), envelopados, esféricos,
com capsideo icosaédrico e genoma de RNA fita simples positiva. Seu genoma de
aproximadamente 11 kb origina uma tUnica fase aberta de leitura (ORF, do Inglés Open
Reading Frame) flanqueada por regides ndo traduzidas nas extremidades 5’ ¢ 3° (5 UTR e 3’
UTR, respectivamente) do RNA (Burke & Monath, 2001). Essas regides nao traduzidas sao
altamente conservadas e responsaveis pela iniciagdo da replicacao do virus e pela tradugdo da
poliproteina precursora viral (Chambers et al., 1990; Holden & Harris, 2004).

O RNA possui cap tipo I na sua extremidade 5° (m7GpppAmp), ndo possui cauda
polyA na extremidade 3’ e codifica uma unica poliproteina que € clivada em trés proteinas
estruturais e sete ndo estruturais (NS) por meio de processamento proteolitico co e pos-
traducional (Brinton, 1986). O genoma codifica na sua extremidade 5°, no primeiro quarto, as
proteinas estruturais do capsideo (C, 12-14 kDa), membrana (M, 8 kDa; ou seu precursor

prM, 18-26 kDa) e envelope (E, 53-54 kDa); enquanto os outros trés quartos do genoma



codificam as proteinas NS, envolvidas na replicacdo viral e processamento da poliproteina
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Rice et al., 1985).

O processamento da poliproteina ocorre em associagdo com o reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) da célula hospedeira e requer a participagdo de proteases viral (NS2B/NS3) e
do hospedeiro (furina e peptidase sinal) na por¢iao citoplasmatica ¢ no limen do RER,
respectivamente (Lindenbach & Rice, 2001). A topologia da poliproteina na membrana do

RER de células infectadas pode ser observada na figura 1.1.
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Figura 1.1. Esquema da traducdo e processamento da poliproteina viral de Flavivirus. (A)
Genoma viral formado por RNA fita simples positiva que codifica as proteinas estruturais (em
vermelho) e NS (em azul). (B) Esse RNA ¢ traduzido em uma unica poliproteina viral de
aproximadamente 3400 aminoacidos (aa) que ¢ traduzida e processada em associacdo com o RER da
célula hospedeira onde sofre a agcdo da protease viral NS2B/NS3 no lado citoplasmatico e das
proteases celulares peptidase sinal e furina no limen (C). A acdo das proteases na poliproteina origina:
trés proteinas estruturais C, prM/M e E que formardo a particula viral; e as proteinas ndo estruturais
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 que estdo envolvidas na replicagdo do genoma viral.
Fonte: Laboratorio de Biologia Molecular de Flavivirus. IOC/FIOCRUZ.



Durante a tradug@o da poliproteina, as proteinas sdo translocadas e ancoradas no RER
por varias seqiiéncias sinais ¢ dominios de ancoragem a membrana (Mukhopadhyay et al.,
2005). Como pode ser observado na figura 1.1, as proteinas estruturais sao clivadas no seu C-
terminal pela peptidase sinal presente no limen do RER, enquanto as proteinas C e NS sdo
clivadas na face citoplasmatica desta organela pela protease viral NS2B/NS3. Apenas as
proteinas NS4A e NS4B sao clivadas pela peptidase sinal e ndo se conhece qual a protease
resposavel pela clivagem entre NS1 e NS2A (Chambers et al., 1990). A clivagem de prM em
M pela furina ocorre em pH acidico na rede frans do complexo de Golgi onde a acidificagao
induz rearranjos globais que resultam na exposi¢ao do sitio de clivagem de prM (Yu ef al.,
2008).

Apo6s serem clivadas, as moléculas pr permanecem associadas a particula viral
cobrindo o peptideo de fusdo presente na E até que o virion seja liberado no meio extracelular
onde o pH neutro diminui a afinidade de pr por E (Li et al., 2008), permitindo que pr se
desligue do virion. Isso impede que particulas virais fusionem com a propria membrana das
vesiculas da via secretora celular (Yu et al., 2008). Ao sair da célula, o envelope viral
formado por M/E assume sua forma matura, com a formagdo de particulas infecciosas
(Stadler et al., 1997). Um esquema com as diferengas entre um virion imaturo e maturo, bem
como uma particula viral matura coberta por 90 dimeros da proteina E, a principal proteina do

envelope dos Flavivirus, pode ser observado na figura 1.2.

(A1) (A.2) (B)

Imatura Matura

MNicleocapsideo (C) Membrana lipidica

Figura 1.2. Particulas virais de Flavivirus. Esquema representando a particula viral em sua forma
intracelular imatura e ndo infectiva com prM/E (A.1) e extracelular matura ¢ infectiva com M/E (A.2).
Em (B) observa-se particula matura de um Flavivirus mostrando sua superficie icosaédrica coberta por
90 dimeros da proteina E. As cores ilustram os diferentes dominios dessa proteina: em vermelho tem-

se 0 dominio I (DI), em amarelo o dominio II (DII) e em azul o dominio III (DIII). Estas proteinas



encontram-se associadas & membrana lipidica do envelope pelos seus dominios transmembranares.

Adaptado de Stiasny & Heinz, 2006 (A) e Kuhn et al., 2002 (B).

O ciclo de replicacao dos Flavivirus inicia-se com a adsor¢do e penetragao do virus na
célula hospedeira por meio de endocitose mediada por receptor. O pH acido do endossomo
leva a uma trimerizacdo irreversivel da proteina E presente na sua superficie que resulta na
fusdo da membrana viral com a do endossomo (Alisson et al., 1995a; Modis et al., 2004).
Uma vez ocorrida a fusdo, o nucleocapsideo ¢ liberado no citoplasma, a proteina C dissocia-se
do RNA e a replicagdo do genoma e montagem de novas particulas inicia-se (Lindenbach &
Rice, 2001).

Particulas imaturas sdo formadas no limen do RER, elas contém as proteinas prtM e E
formando o envelope viral que envolve o nucleocapsideo, mas ndo sdo infecciosas uma vez
que nao conseguem induzir a fusdo com a célula hospedeira (Guirakhoo ef al., 1991). A
proteina C contém um sinal hidrofébico no seu C-terminal levando a translocacdo de prM
para dentro do lumen do RER; prM e E contém dois dominios transmembrana no seu C-
terminal. Isso permite que, apos clivagem da poliproteina, C permaneg¢a no citoplasma
associado a membrana do RER e interaja com o RNA gendmico para formar o
nucleocapsideo do virion, enquanto prM/E formam um heterodimero estdvel no limen dessa
organela (Lindenbach & Rice, 2001; Lorenz et al., 2002).

A morfogénese das particulas virais de Flavivirus envolve uma coordenagao espacial e
temporal entre a montagem do nucleocapsideo e sua juncdo ao envelope viral por meio de
clivagens reguladas das proteinas estruturais do virus ancoradas na membrana do RER da
célula hospedeira (Lobigs & Lee, 2004). Uma vez montada, a particula imatura segue pela via
secretora da célula e apenas a clivagem de prM em M pela furina na rede frans do complexo
de Golgi leva a formagao de particulas infecciosas (Stadler et al., 1997), que deixam a célula
por exocitose. A figura 1.3 mostra o ciclo de replicacao dos Flavivirus.

Uma caracteristica comum durante a replicagdo de Flavivirus ¢ a formagdo de
particulas subvirais que sdo menores e¢ sedimentam mais lentamente que virions maturos
(Lindenbach & Rice, 2001). A co-expressdao, mesmo in trans, das proteinas prM e E na
auséncia de C ¢ o suficiente para gerar particulas virus—/ike recombinantes VLPs (do Inglés,
Virus Like Particles) (Allison et al., 1995b). Essas particulas sdo similares ao virion
infeccioso nas suas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas (Konishi & Fujii, 2002) ¢ a
incorporagao de prM e E nas VLPs ocorre na membrana do RER, sem que outros elementos
virais sejam necessarios, seguida por rapido transporte pelos compartimentos da via secretora

celular e brotamento (Lorenz et al., 2003).
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Figura 1.3. Esquema do ciclo de replicacio dos Flavivirus. O virus adsorve e penetra na célula por
endocitose mediada por receptor (1). Em seguida, a acidificagdo do endossomo leva a trimerizacdo da
proteina E presente no envelope do virion, cuja mudanca conformacional permite a fusdo entre as
membranas do virus e do endossomo, liberando o nucleocapsideo no citoplasma da célula (2). O RNA
dissocia-se do capsideo e comeca a ser replicado e traduzido em associagdo com o RER da célula
hospedeira (3). Particulas imaturas sdo formadas no Iimen do RER pela associacdo entre
nucleocapsideo e prM/E (4). Ao passar pela rede trans do complexo de Golgi, prM ¢ clivada em M
originando particulas maturas que saem da célula por brotamento (5). Adaptado de Mukhopadhyay et

al, 2005.

As proteinas estruturais estdo envolvidas na montagem da particula viral, enquanto as
proteinas NS estdo, de uma maneira geral, envolvidas na replicagdo do virus, embora possuam
também um papel na patogénese que ainda ndo estd bem definido (Lindenbach & Rice, 2001).
A glicoproteina NS1 (46 kDa) ¢ encontrada nas formas extracelular oligomérica e como
homodimero associado a membrana das células infectadas (Fan & Mason, 1990). Ela leva a
producdo de anticorpos com atividade fixadora do complemento e ¢ capaz de induzir resposta
imune protetora (Schlesinger et al., 1987; Costa et al., 2007). Algumas evidéncias ainda
sugerem que ela esteja envolvida no processo de replicagdo do RNA (Mackenzie ef al., 1996).

A proteina NS2A (22 kDa) ¢ a primeira de quatro proteinas hidrofobicas e

relativamente pequenas (NS2A, NS2B, NS4A, NS4B) que associam-se a membrana
5



(Chambers et al., 1990). NS2A foi localizada em sitios de replicacdo do RNA e estudos in
vitro sugerem que a proteina se liga a NS3, NS5 e ao 3> UTR dos transcritos de RNA,
funcionando no recutamento de RNA para sitios de replicagdo associados & membrana
(Mackenzie et al., 1998). Além disso, NS2A suprime a transcri¢do de interferon § (IFN-f)
(Liu et al., 2004) e esta relacionada com a montagem do virion (Leung et al., 2008).

NS2B (14 kDa) forma um complexo com NS3 e funciona como co-fator para a
atividade de serino-protease de NS3, além de permitir que NS3 associe-se a membrana
(Falgout et al., 1993). NS3 (70 kDa) ¢ uma proteina citoplasmatica que participa do
processamento da poliproteina viral por meio da atividade de serino-protease da sua por¢ao
N-terminal (em associagao com NS2B) (Li et al., 1999); participa da replicagdo do virus por
conter na extremidade C-terminal as atividades enzimaticas de helicase, NTPase ¢ 5’
trifosfatase (RTPase). Essa proteina também estd envolvida com a montagem do virion
(Patkar & Kuhn, 2008).

A proteina NS4A (16 kDa) participa da inibicdo da transcricado de IFN  (Munoz-
Jordan et al., 2003), além de colaborar com a replicagdo do RNA (Lindenbach & Rice, 2001).
NS4B (27 kDa) interage com o dominio helicase de NS3 aumentando a sua atividade e
modulando a replicagdo viral (Umareddy et al., 2006). A maior e mais conservada proteina
entre os Flavivirus ¢ a NS5 (103 kDa), que possui atividade de RNA polimerase dependente
de RNA e de metiltransferase para metilagdo do cap presente na extremidade 5° do RNA viral

(Koonin, 1993; Tan et al., 1996).

1.2 Os virus dengue

A dengue ¢ a arbovirose de maior importancia mundial para a saide humana desde a
década de 80, afetando cerca de 2,5 bilhdes de pessoas que vivem em areas endémicas em
todo o mundo (Gubler & Clark, 1995). A doenca ¢ causada pelos virus dengue, um Flavivirus
composto de quatro sorotipos geneticamente e sorologicamente distintos: DENV-1 a 4
(Russel & Nisalaki, 1967; Calisher et al., 1989).

As manifestacdes clinicas variam de infec¢des inaparentes a febres brandas, e da febre
classica da dengue a quadros mais graves como febre hemorragica (DHF, do Inglés Dengue
Hemorrhagic Fever) e sindrome do choque (DSS, do Inglés, Dengue Shock Syndrome)
(Gubler, 1998). A maioria das infec¢des sintomaticas apresenta-se como febre da dengue
classica com um periodo de incubagdo que pode variar de 3 a 14 dias, mas que geralmente ¢
de 4 a 7 dias (Sabin, 1952).

A febre da dengue ¢é caracterizada por um inicio abrupto de febre acompanhada por

cefaléia, dor retro-orbital, ndusea, mialgia, artralgia, prostragao, astenia, congestao conjuntival

6



e exantema (Siler et al., 1926; Sabin, 1952). As formas graves da doenca (DHF/DSS) sao
sindromes de permeabilidade vascular ocasionadas por uma cascata imunoldgica que comecga
com a infecgdo de células da linhagem monocitica (Kurane & Ennis, 1997) caracterizadas por
febre, trombocitopenia, manifestacdes hemorragicas e evidéncia de aumento da
permeabilidade com vazamento do fluido intravascular para os espagos intersticiais (Gubler,
1998).

Nos ultimos 25 anos houve um forte ressurgimento global da dengue, especialmente
nas regides tropicais e subtropicais do globo. As epidemias tornaram-se mais freqiientes e
maiores, além de estarem associadas a casos mais graves da doenca (Gubler, 1998). As razoes
para essa pandemia global estdo nas mudangas demograficas e sociais sofridas pelo mundo
desde a 2* Guerra Mundial, associadas a um controle de mosquitos deficiente: crescimento
populacional sem precedentes e desordenado, especialmente em centros urbanos de paises
tropicais; meios de transporte modernos que permitem movimento mais rapido e em grande
volume de pessoas infectadas pelo virus (Gubler, 2002).

Estima-se que haja 100 milhdes de casos de febre de dengue e 250 mil casos de DHF
anualmente, em todo o mundo (Burke & Monath, 2001). Os virus sdo endémicos em mais de
cem paises incluindo a maior parte do Sudeste Asiatico, América do Sul e Central, o Caribe e
o Pacifico Sul, com casos de DHF reportados em mais de 60 paises (OMS, 1997).

Embora ndo se saiba onde e como esses virus evoluiram, evidéncias sugerem que eles
derivaram de progenitores primitivos introduzidos na Asia a partir da Africa. Acredita-se que
o ancestral de DENV tenha surgido hd mil anos e que a mudanca dos virus dengue da
transmissdo silvatica em macacos para uma transmissdo humano-mosquito-humano
sustentavel tenha surgido entre 125 e 320 anos atras (Twiddy et al., 2003). Os quatro
sorotipos do virus teriam evoluido nas florestas tropicais do Sudeste Asidtico (Holmes &
Twiddy, 2003).

Os virus sao transmitidos por mosquitos do género Aedes que os albergam. O Aedes
aegypti € o vetor urbano mais importante, seguido pelo Aedes albopictus que foi introduzido
da Asia para os Estados Unidos da América e para o Brasil em 1985 (Gubler & Trent, 1994).
O Ae. aegypti possui habitos diurnos e ¢ altamente domesticado, preferindo alimentar-se de
humanos e depositar seus ovos em containeres artificiais dentro e proximos de habita¢des
(Mackenzie et al., 2004). A figura 1.4 ilustra as dreas do mundo infestadas pelo Ae. aegypti e

com atividade epidémica da dengue.
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Figura 1.4. Distribuicido atual do Ae. Aegypti e da dengue no mundo. As areas infestadas pelo
mosquito vetor Ae. aegypti e que podem ter surtos de degue no futuro estdo na cor laranja. Areas com
0 mosquito vetor e atividade epidémica da dengue estdo na cor vermelha. Adaptado de Mackenzie et

al.,2004.

A transmissdo do virus envolve a ingestdo de sangue humano contaminado pelo
mosquito-fémea. Apds a ingestdo de sangue, ¢ necessaria uma incubagdo de 8-10 dias para
que o virus se replique e dissemine no intestino, epitélio, corpos gordurosos e glandulas
salivares do mosquito até o seu aparecimento na saliva, o que permite sua passagem para um
hospedeiro humano susceptivel por meio de nova picada (Rosen & Gubler, 1974). A
transmissdo vertical do virus no mosquito é possivel e ¢ uma das explicacdes para a
manuten¢do do virus entre os periodos epidémicos em populagdes urbanas onde ocorre apenas

o ciclo mosquito-homem-mosquito (Rosen, 1987; Burke & Monath, 2001).

1.2.1 Os virus dengue no Brasil
No Brasil, os virus dengue também sio os Flavivirus mais importante em termos de
saude publica (Figueiredo, 1998). Existem relatos de doengas parecidas com dengue desde o
século XIX: em 1846, na cidade do Rio de Janeiro (Rego, 1872); em 1917, em Curitiba e Rio
Grande do Sul (Figueiredo, 1998); e um grande surto na cidade do Rio de Janeiro e em
cidades vizinhas entre 1922-1923 (Pedro, 1923).
Uma grande campanha de erradicagdo do Ade. aegypti que visava combater a febre

amarela urbana foi iniciada em 1904 por Oswaldo Cruz (Franco, 1976). A campanha teve a



ajuda da Fundacao Rockfeller e foi bem-sucedida com a certificagdo, em 1955, de que o
Brasil estava livre do Ae. aegypt (Franco, 1961).

De 1923 a 1981 ndo foram registrados casos de dengue no pais (Figueiredo, 2000).
Entretanto, o alto nivel de atividade de dengue no continente Americano e a reinfestagdo do
Brasil pelo de. aegypti em 1977 contribuiram para o retorno da doenca em Julho de 1981
(Pinheiro & Corber, 1997). Casos foram registrados em Boa Vista, Roraima, com o
isolamento dos sorotipos 1 e 4 (Osani ef al., 1993).

Em 1986, o DENV-1 foi reintroduzido no estado do Rio de Janeiro (Schatzmayr et al.,
1986) e, desde entdo, infec¢des por dengue tornaram-se um problema nacional de satde
publica. A dificuldade de implementar programas efetivos de controle do vetor nas grandes
cidades brasileiras resultou em uma rapida disseminagdo do virus pelo pais e o surgimento de
epidemias em diversos estados (Nogueira et al., 2007), com destaque para um surto no Ceara
em 1986 (Vasconcelos ef al., 1995).

A situacdo ficou mais grave em 1990 com a introdu¢cdo de DENV- 2 no estado do Rio
de Janeiro (Nogueira ef al., 1993). A co-circulagdo de DENV-1 e 2 no pais deu origem aos
primeiros casos fatais devido a infeccdo secundaria (Nogueira et al., 2007). DENV-3 foi
reintroduzido no continente americano em 1994 (CDC, 1995) e em 2000 no Brasil, sendo o
responsavel por uma grave epidemia de dengue no Rio de Janeiro durante o verdo de 2001-
2002 (Nogueira et al., 2001).

Em 2008, o estado do Rio de Janeiro passou por uma epidemia de dengue com
131.238 casos e 106 obitos confirmados até 07/05/2008, com os sorotipos 2 (principalmente)
e 3 sendo responsabilizados pelos casos (CIVES, UFRJ). A figura 1.5 mostra o nimero de

casos de DHF e mortes por dengue no Brasil de 1990 a 2006.
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Figura 1.5. Numero de casos de febre hemorragica (DHF) e mortes por dengue notificados no

Brasil de 1990 a 2006. Adaptado de Nogueira et al., 2007.
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1.2.2 Patologia da dengue: desafios para o desenvolvimento de uma vacina.

Atualmente, a inica forma de prevenir a transmissdo da dengue ¢ controlar o principal
mosquito vetor, o Ae. aegypti (OMS, 2000a). Embora programas de controle do vetor
implementados no passado nas Américas tenham sido bem-sucedidos, esses programas foram
abandonados com o fim da atividade epidémica e, nas décadas de 70 e 80, o Ae. aegypti
reinfestou os paises de onde tinha sido eliminado (Gubler, 1989). Novos programas nunca
foram implementados com sucesso. A figura 1.6 mostra a distribuicdo do Ae. aegypti nas
Américas em 1930, 1970 e 2001: antes do programa de controle do vetor, quando o mosquito
havia sido erradicado de muitos paises € quando o mosquito ja tinha reinfestado as Américas,

respectivamente.

Figura 1.6. Distribuicdo do Ae. aegypti nas Américas em 1930, 1970 e 2001. Em verde estdo as
areas infestadas pelo mosquito antes das campanhas de erradicagdo (1930), quando o mosquito ja
havia sido eliminado de varios paises (1970) e a reinfestacdo desses paises pelo mosquito (2001).

Fonte: Gubler, 2002.

O crescente nimero de casos da dengue em todo o mundo, aliado a dificuldade de
implementar programas de controle de mosquitos eficientes nas grandes cidades das regides
tropicais e subtropicais fez a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) colocar o
desenvolvimento de uma vacina contra a dengue como uma de suas prioridades (OMS,
2000b). O desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra a dengue ¢ prioridade da
OMS, de Ministérios da Satde em alguns paises atingidos pela doenga, dos militares norte-
americanos ¢ de pelo menos uma grande industria farmacéutica, mas at¢ o momento ndo ha

uma vacina disponivel (Chambers et al., 1997; Cardosa, 1998; Halstead & Deen, 2002).
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A resposta imune a dengue ndo apenas protege contra a doenga, mas também parece
ser um fator importante nas manifestagdes graves (DHF/DSS) (Whitehead et al., 2007),
embora outros fatores como viruléncia do gendtipo infectante e fatores genéticos do
hospedeiro também influenciem (Gubler et al., 1978; Sakuntabhai et al., 2005). A infec¢ao
por um sorotipo promove protecdo duradoura homotipica e uma prote¢do cruzada parcial
heterotipica (Sabin, 1952), existindo uma forte associacdo entre gravidade da doenca e
infec¢do secunddria (Guzman et al., 1987; Vaughn et al., 2000).

Acredita-se que a infec¢do por um segundo sorotipo aumente as chances de uma
manifestagdo clinica grave, devido a exacerbagdo da resposta imune cruzada dependente de
anticorpo conhecida como ADE (do Inglés, Antibody Dependent Enhancement) (Halstead et
al., 1970). Isso ocorre quando anticorpos nao neutralizantes adquiridos na primeira infec¢ao,
ou transmitidos passivamente pela mde a recém-nascidos (Kliks et al., 1988), ligam-se ao
novo sorotipo infectante sem conseguir neutraliza-lo, permitindo a ligagdo do complexo
anticorpo-virion as células da linhagem mononuclear fagocitaria que possuem receptores do
tipo Fcy, facilitando sua infec¢do (Rothman, 2004). Essas células sdo infectadas de forma
eficiente apenas na presencga desses anticorpos, o que aumenta os niveis de replicacao geral do
virus, a viremia do paciente ¢ o potencial para a manifestacdo de uma doenca mais grave
(Vaughn et al., 2000; Whitehead et al., 2007).

Logo, o desenvolvimento de uma vacina contra a dengue deve levar em consideragao
tanto a imunidade protetora como o papel patoldgico que os anticorpos de infecgdes
anteriores tém em manifestagdes mais graves (Whitehead et al., 2007). A vacina teria que
estimular uma resposta imune protetora homogénea contra os quatro sorotipos (Stephenson,
2005). Apenas uma vacina capaz de induzir uma resposta sustentdvel de anticorpos
neutralizantes contra cada sorotipo da dengue prevenird a doenca de forma efetiva e ndo ird

contribuir para uma manifestagcdo grave (Whitehead et al., 2007).

1.2.3 Vacinas em desenvolvimento contra os virus da dengue

Uma vacina ideal contra DENV deve ser inocua e eficiente, induzindo um nivel de
prote¢do semelhante ao observado apds uma infec¢do natural para todos os sorotipos com o
minimo de imunizacgdes possivel (Whitehead et al., 2007). Além disso, deve possuir um baixo
custo, ser segura para uso em criancas de 9-12 meses de areas endémicas e prover imunidade
duradoura (Mackenzie et al., 2004). Nao existe um modelo animal adequado onde a vacina
possa ser testada. Macacos que sdo susceptiveis aos virus e representam os hospedeiros
silvaticos naturais apenas desenvolvem uma viremia moderada e nenhuma doenca

significativa, mesmo apoés infec¢do secundaria (Halstead et al., 1973).
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Esforgos para desenvolver uma vacina comecaram em 1920 com o uso de extratos
inativados de mosquitos Aedes infectados com os virus e continuaram durante a 2* Guerra
Mundial usando virus atenuados por passagem em cultura de células (Hombach, 2007).
Recentemente, a Fundagdo Bill e Melinda Gates criou a Iniciativa para uma Vacina Pediatrica
contra Dengue (PDVI) que esta investindo milhdes de dolares para acelerar o processo de
geracao e testes clinicos de vacinas (OMS, 2006; Edelman, 2007). O sucesso de vacinas
atenuadas, como a da febre amarela, aliada ao fato dessas vacinas promoverem imunidade
completa e duradoura, fez com que duas candidatas a vacinas tetravalentes fossem
desenvolvidas com base nas técnicas da virologia classsica.

A primeira delas foi desenvolvida pela Universidade Mahidol em Bankok na
Tailandia, juntamente com a Sanofi Pasteur, por meio de passagens sucessivas de DENV-1, 2
e 4 virulentos em células primarias de rim de cachorro (PDK) e DENV-3 em células primdarias
de rim de macaco verde (PGMK) (Hombach, 2007). Estudos revelaram que o componente
DENV-3 era pouco atenuado, induzindo reagdes moderadas ou sist€émicas € mesmo esforcos
de rederivar molecularmente esse sorotipo nao foram bem-sucedidos (Sanchez et al., 2006). A
companhia Sanofi Pasteur decidiu parar com os testes para essa vacina.

O exército americano, por meio do Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR),
desenvolveu uma candidata a vacina contra a dengue utilizando uma estratégia similar a
empregada pela Universidade de Mahidol. Genétipos virulentos de DENV foram passados em
células PDK para atenuacdo e diferentes passagens foram escolhidas para analisar o nivel de
atenuagdo, imunogenicidade e capacidade protetora em modelos animais (Whitehead et al.,
2007). Embora os candidatos monovalentes tenham sido bem-sucedidos em testes em
humanos, foi observada interferéncia entre os sorotipos em formulagdes tetravalentes testadas,
com DENV-1 apresentando-se pouco atenuado em relagdo aos outros sorotipos (Sun ef al.,
2003).

Os testes clinicos sdo conduzidos pelo WRAIR e pela GlaxoSmithKline e 16
diferentes formulacoes tetravalentes foram analisadas em humanos (Edelman et al., 2003).
Formulagdes tetravalentes estdo em teste de Fase II na América do Norte ¢ no Sudeste
Asiatico (Whitehead et al., 2007) e os fabricantes ainda tentam aperfeicoar a formulacdo da
vacina (Hombach, 2007).

O Instituto Nacional de Saude (NIH) dos Estados Unidos da América também esté
desenvolvendo uma vacina atenuada contra o virus. Porém, diferentemente das candidatas
anteriores, técnicas de biologia molecular foram utilizadas para atenuar o virus por meio de
uma delecdo de 30 nucleotideos na sua regido 3’ ndo traduzida (3°’UTR) (Whitehead et al.,

2003). Outra estratégia do mesmo instituto ¢ o desenvolvimento de vacinas quiméricas
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contendo os genes prM/E de DENV-1, 2 e 3 no virus atenuado de DENV-4 que contém a
delecao e 30 nts no 3° UTR (Blaney et al., 2006).

Seguindo a mesma estratégia dos virus quiméricos, as empresas farmacéuticas
Acambis e Sanofi Pasteur criaram a ChimeriVax, uma vacina quimérica onde os genes prM/E
dos quatro sorotipos da dengue sdo inseridos no virus vacinal da febre amarela FA 17D
(Guirakhoo et al., 2001). A formulagdo tetravalente foi administrada em voluntarios com um
esquema de duas doses e os dados apos a primeira dose mostraram boa imunogenicidade, mas
uma soroconversdo parcial (OMS, 2006). A vacina também foi testada em voluntarios com
imunidade prévia a febre amarela e nenhuma interferéncia no nivel da resposta imune foi
detectada (Guirakhoo et al., 2006).

Vacinas quiméricas dengue/dengue estdo sendo desenvolvidas pelo Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos da América (CDC), mas ainda se
encontram em ensaios pré-clinicos (Huang et al., 2003). A companhia Hawaii Biotech esta
investindo em vacinas recombinantes onde as proteinas E/NS1 sdo expressas em células S2 de
Drosophila melanogaster (Putnak et al., 2005) e testes clinicos de Fase I devem comecar em
breve. Existem ainda vacinas de DNA sendo desenvolvidas pelo Centro de Pesquisas Médicas
da Marinha Americana (Raviprakash et al., 2003). O quadro 1.1 sumariza as principais

iniciativas de desenvolvimento de vacinas no mundo.

Quadro 1.1 - Principais candidatos vacinais contra DENV.

Estratégia Responsavel pelo projeto Antigenos ou Fase clinica
genes de DENV
Virus atenuado por passagem em  Universidade do Mahidol / Todo o virus; Fase 1 e 1I,
cultura de células Sanofi Pasteur tetravalente sem  teste
atual
Virus atenuado por passagem em  WRAIR / GlaxoSmithKline Todo o virus; Fase II
cultura de células tetravalente
Virus atenuado por dele¢do no NIH Todo o virus; Fase I/I1
3’UTR / virus quimérico tetravalente
Quimera prM/E de dengue no Acambis / Sanofi Pasteur ~ prM/E; tetravalente Fase /11
FA17D
Subunidade: E/NS1 e adjuvantes Hawaii Biotch E/NSI; tetravalente  Pré-clinico
DNA Marinha Americana pM/E; monovalente Fase |
(DENV-1)

Adaptado de Hombach et al., 2007; Whitehead et al., 2007.

1.2.4 Proteina do Envelope de dengue
A proteina do envelope (E) possui entre 53-54 kDa sendo a maior proteina estrutural
do virus e com conservagdao de 40 % entre os Flavivirus (Chambers et al., 1990). Ela ¢ o
principal imun6geno do virus uma vez que 180 monomeros ou 90 dimeros dessa proteina

recobrem a superficie do virion (Kuhn et al., 2002). Entretanto, a baixo pH, especialmente
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dentro do endossomo, os dimeros da proteina E sofrem uma reorganiza¢ao conformacional
irreversivel que origina trimeros (Allison et al., 1995a; Kuhn ef al., 2002) permitindo a fusao
da membrana viral com a membrana do endossomo e a liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma celular (Modis et al., 2004).

Proteinas na superficie do virus geralmente sdo os maiores determinantes do espectro
de hospedeiros, do tropismo celular e da viruléncia/atenuacdo (Rey et al., 1995). Isso ¢
corroborado pelo fato da proteina E possuir um papel fundamental na montagem do virion
(Allison et al., 1995b), na ligacdo com o receptor da célula hospedeira (Chen et al., 1996;
Chen et al., 1997; Hung et al., 2004), na fusdo de membranas (Allison et al., 2001), além de
induzir anticorpos neutralizantes (Heinz, 1986; Rey ef al., 1995; Modis et al., 2005).

Essa proteina ¢ composta por um ectodominio formado por 395 aa do N-terminal
(Heinz et al., 1991) e uma regido conhecida como haste-ancora que engloba os 100 aa da
extremidade C-terminal e ancora a proteina na membrana viral (Rey et al., 1995). Por ter sido
o primeiro artigo a determinar a estrutura da proteina E de um Flavivirus (nesse caso, TBE)
com boa resolucdo e pelo fato de E ser bastante conservada, as informagdes contidas em Rey
et al. (1995) serdo utilizadas na descrigdo da estrutura da proteina E que se segue, a menos
quando indicado.

O ectodominio da proteina possui seis pontes dissulfeto bastante conservadas e
organiza-se em trés diferentes dominios. A figura 1.7 ilustra a estrutura do ectodominio com
seus trés dominios. O dominio I (DI), em vermelho na figura 1.7, possui duas pontes
dissulfeto e um sitio de glicosilagio no aminoacido 153 (Modis et al., 2005). E o dominio
central do mondmero sendo formado por aproximadamente 120 aa. Sua conformagdo ¢ de
barril B composto por duas folhas contendo 8 fitas f.

O dominio II (DII), em amarelo na figura 1.7, ¢ formado por dois segmentos que
intercalam a seqiiéncia do DI totalizando cerca de 160 aa, possui trés pontes dissulfeto além
de um sitio para glicosilagdo no aminoacido 67 (Modis et al., 2005). Ele é conhecido como
dominio de dimerizacao por ser responsavel pela maior parte dos contatos existentes entre os
mondmeros do dimero. E uma estrutura estendida formada por 13 fitas p ¢ duas o-hélices que
se dividem em uma base e uma parte elongada formada por um sanduiche de folhas . Este
dominio estad relacionado com a indugdo de anticorpos ndo especificos, que possuem reagao
cruzada com outros Flavivirus (Heinz, 1986).

Os residuos 98 a 113 sdo altamente conservados entre os Flavivirus e constituem o
peptideo ou alga de fusdo responsavel pela fusdo do virus com a membrana do endossomo
durante a acidificagdo deste compartimento (Roehrig et al., 1989; Allison et al., 2001; Modis

et al., 2004). Estes residuos sdo hidrofobicos e ficam enterrados no dimero nativo, interagindo
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com residuos de DI/DIII. As fitas k e 1 do DII formam um bolso hidrofébico que funciona

como uma dobradi¢a nas mudangas conformacionais que ocorrem durante a trimerizacao de E

em pH acido (Modis et al., 2003; 2004).
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Figura 1.7. Estrutura do dimero da proteina E de DENV-3 na particula viral matura. (A)
Representagdo linear da seqiiéncia da proteina E com seu ectodominio (aminoacidos 1 a 392) e sua
regido haste-ancora (aminoacidos 392-493). O ectodominio ¢ composto por trés dominios: dominio I
em vermelho, dominio II em amarelo e dominio III em azul. Dimero de E com visdo da superficie do
virion, ao longo do eixo de simetria (B) ou lateral, perpendicular ao eixo de simetria (C). Os dois
glicanos nos aminoacidos 67 e 153 estdo representados e as pontes dissulfeto estdo em verde. Fonte:

Modis et al., 2005.

O dominio III (DIII), representado em azul na figura 1.7, ¢ o dominio C-terminal
formado pelos aa 294-392 (Modis et al., 2005), contém uma ponte dissulfeto e ¢ conhecido
como imunoglobulina-like devido a sua conformagdo. Ele ¢ formado por nove fitas  que se
organizam em um barril cujo eixo ¢ perpendicular a superficie do virion. Como resultado, a
ponta do DIII projeta-se na superficie do virus sendo mais exposta do que qualquer outra
estrutura do dimero. As fitas  de DIII foram nomeadas seguindo o descrito por Volk et al.
(2007). Esse dominio conecta-se ao DI por meio da alga [)B1 e sua folha B composta pelas
fitas B1, B2, BS e B7 tem contato com a alga de fusdo presente no DII do mondmero adjacente.

A folha B formada pelas fitas B4, B7, B8 forma a superficie lateral externa do dimero. Esse
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dominio sera descrito com mais detalhes posteriormente (item 1.2.3.1), uma vez que se
constitui na proteina alvo a ser expressa entre E/NS1 do virus FA 17D.

Os ultimos 100 aa de E delimitam uma regido conhecida como haste-ancora (HA) e
que nado faz parte do ectodominio cuja estrutura foi descrita (Rey et al., 1995; Modis et al.,
2005). A regido da haste é composta por duas a-hélices (H1 e H2), um segmento conector
(CS) e faz contato com o lado do ectodominio de E mais proximo aos lipideos do envelope
viral, possivelmente neutralizando repulsdes eletrostéticas entre esse lado do ecotodominio e a
camada externa de fosfolipideos (Zhang et al., 2004). A primeira hélice, H1, forma um
angulo com a camada externa da membrana lipidica, enquanto a segunda hélice, H2, fica
sobre essa membrana com o seu lado hidrofobico estabelecendo contatos com a mesma
(Zhang et al., 2003; Mukhopadhyay et al., 2005). A regido da ancora permanece associada a
membrana por meio de dois dominios hidrofobicos presentes nas suas duas a-hélices anti-
paralelas transmembranas (TM1 e TM2) (Zhang et al., 2003).

Elementos funcionais na regido HA foram mapeados por Allison et al., (1999): HI
estad envolvido com o processo de trimeriza¢do da proteina E que ocorre em pH 4cido; H2 e
TM1 sdo importantes na estabilizagdo das interacdes que ocorrem no heterodimero prM/E
durante a formagao do envelope viral. Ja o elemento CS, embora seja a parte da haste mais
conservada entre os Flavivirus (Stiasny et al., 1996), ndo foi relacionado a fun¢do especifica
alguma (Allison et al., 1999).

TM1 serve como uma ancora para E sendo necessaria para a incorporacdo dessa
proteina nas particulas virais; TM2 funciona como uma seqiiéncia sinal para NS1 e interagdes
entre essas duas ancoras sdo fundamentais na formagdo do envelope viral (Allison et al.,
1999; Op De Beeck et al., 2003). Esses dois dominios transmembrana também funcionam
como sinais de retencdo no RER da célula hospedeira, embora apenas TM1 ja contenha
informagdo suficiente para essa localizacdo de E (Op De Beeck et al., 2004). A figura 1.8
ilustra os diferentes elementos de HA e sua disposicdo em relagdo ao dimero de E ¢ a

membrana.
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Figura 1.8. Diagrama esquematico da proteina E com seu ectodominio e sua regiio HA no
envelope viral. (A) Esquema de um monomero da proteina E com os dominios (I, II, III) e a regido
HA (H1, H2, CS, TM1, TM2). O peptideo de fusdo na extremidade do DII e o sitio de clivagem pela
tripsina no final de DIII estdo indicados. O envelope do virus é representado por linhas paralelas e as
por¢des de HA correspondentes a haste e a ancora estao indicadas. (B) Diagrama do ectodominio e do
dominio transmembrana da proteina E em vista lateral (superior) e da superficie do virion (inferior).
As HAs de E e M estdo em azul e laranja, respectivamente. As cores do ectodominio sdo as mesmas
da figura 1.7. O peptideo de fusdo na extremidade de DII esta indicado por setas pretas. Modificado de
Allison et al., 1999 (A); Zhang et al., 2003 (B).

1.2.4.1 O dominio III da proteina E

A estrutura tridimensional do DIII ja foi determinada por cristalografia de raios X para
DENV-2 (Modis et al., 2003) e DENV-3 (Modis et al., 2005) e por ressonancia magnética
nuclear (RMN) para DENV-4 (Volk et al., 2007). Esse dominio tem a estrutura de um barril
formado por nove fitas B organizadas em trés folhas. A figura 1.9 ilustra a estrutura do DIII
mostrando a disposicao das fitas B organizadas em trés folhas com a nomenclatura utilizada

neste trabalho.
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Figura 1.9. Duas vistas ortogonais de um diagrama da estrutura do DIII de DENV-4. A estrutura
de barril desse dominio é formada por nove fitas  (B1-9) organizadas em trés folhas (azul claro, azul
escuro e marrom claro) nas vistas externa (A) e lateral (B). As cadeias laterais dos residuos que
diferem entre as duas linhagens mais divergentes de DENV-4 estdo representadas por bastdes. Fonte:

Volk et al., 2007.

Embora a estrutura tridimensional desse dominio seja bastante conservada entre os
Flavivirus, cada virus possui uma superficie eletrostatica Unica que ¢ responsavel pelas
diferencas de antigenicidade e de outras propriedades bioldgicas (Volk et al., 2007). Esse
dominio participa da maioria dos eventos bioldgicos relevantes relacionados a patogenia do
virus como ligagao ao receptor do hospedeiro (Chen ef al., 1996), viruléncia, neuroviruléncia
e atenuacdo (Sanchez & Ruiz, 1996; Leitmeyer ef al., 1999). Além disso, anticorpos dirigidos
a ele sdo sorotipo-especificos e os mais eficientes na neutralizagdo da infecgdo celular
(Roehrig, 2003).

O DIII possui conformagdo de imunoglobulina-like e, nos Flavivirus transmitidos por
mosquitos, a al¢a entre as fitas f8-f9 ¢ quatro residuos maior do que nos demais Flavivirus
(Chu et al., 2005), o que fez com que se especulasse sobre a fun¢dao desse dominio na ligagao
a receptores da célula hospedeira (Rey et al., 1995). Entre os virus transmitidos por
mosquitos, febre amarela, ecefalite Japonesa e encefalite do vale Murray possuem nessa alca
o motivo RGD (uma lista com todos os aminoacidos encontra-se na se¢do de anexos) que,
supostamente, estaria relacionado com a ligagdo a integrinas. Outro Flavivirus, o virus do
Oeste do Nilo (WNV, do Inglés West Nile Virus), liga-se a receptores celulares do tipo
integrina aVB3 por meio de seu DIII (Chu & Ng, 2004; Lee et al., 2006).
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Até o presente, ndo ha descrigdo na literatura que indique a utilizagdo desse receptor
celular pelos DENV. Contudo, os virus ligam-se a heparan sulfato (HS) em células de
mamiferos como Vero (células de rim de macaco verde africano), CHO (células de ovério de
hamster chinés) e células de hepatoma humano (Chen et al., 1997; Hilgard & Stokert 2000;
Germi et al., 2002).

Essa ligacao seria mediada por residuos com cargas positivas presentes no DIII que se
ligariam a HS, altamente negativos (Chen et al., 1997; Hung et al., 2004). Entretanto, como
heparan sulfato ¢ expresso de forma ubiqiia em muitos tipos celulares e ¢ comumente
utilizado por outros patdégenos para entrar na célula, um co-receptor adicional deve ser
utilizado pelo virus, o que explicaria o tropismo celular limitado dos DENV (Hung et al.,
2004).

Para a ligacdo em células de insetos, foi mapeada uma alga lateral do DIII entre as
fitas B8-B9 que teria um papel importante na ligacdo a células de Ae. albopictus clone C6/36
(Hung et al., 2004). Recentemente, foi sugerido que dois receptores (R67 e R80) presentes em
células do clone C6/36 e em células do intestino de Ae. aegypti funcionem como receptores
para os quatro sorotipos de dengue (Mercado-Curiel ef al., 2006).

Como descrito anteriormente, anticorpos contra o DIII sdo sorotipo-especificos e sdo
os mais eficientes na neutralizagdo da infeccdo celular (Roehrig, 2003). Anticorpos
monoclonais que se ligam a esse dominio sdo os mais eficientes em bloquear a adsor¢ao do
virus as células Vero (Crill & Roehrig, 2001) e praticamente todas as muta¢des que levam ao
escape de neutralizag@o por anticorpos sorotipo-especificos agrupam-se no DIII da proteina E
(Modis et al., 2005). Varios estudos com anticorpos monoclonais ja mapearam epitopos
presentes no DIII de diversos Flavivirus (Lin et al., 1994; Hiramatsu et al., 1996; Nybakken
et al., 2005; Lisova et al., 2007). A figura 1.10 esté representando epitopos envolvidos com o
escape de neutralizacdo de DENV que ja foram relatados na literatura.

O residuo 388 de DENV-3 (em rosa na figura 1.10) esta relacionado com
viruléncia/neuroviruléncia e atenuacao do genotipo. Sanchez & Ruiz (1996) descrevem que
substituicdes nessa posigdo alteraram a neuroviruléncia de DENV em camundongos,
enquanto outro trabalho que analisou genomas virais procedentes diretamente do sangue de
pacientes mostrou que uma asparagina nessa posicao estd relacionada com maior incidéncia
de DHF, ao passo que um acido aspartico esta mais relacionado a casos de dengue classica

(Leitmeyer et al., 1999).
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Figura 1.10. Mutantes de escape de neutralizacio em DENV. O dimero da proteina E ¢ mostrado
em visdo frontal (A) ou lateral (B) com os epitopos sorotipo-especificos mapeados representados por
esferas roxas. Apenas o epitopo 291 ndo esta presente no DIII de E. O residuo 388 (mostrado em rosa)
esta relacionado com maior ou menor viruléncia do gendtipo. Trés epitopos sorotipo-especificos foram
mapeados: residuo 291 no DII, residuos 301-307 (Lin et al., 1994) e residuos 381-383 (Hiramatsu et
al., 1996; Hung et al., 2004), ambos no DIII. Em verde estd mapeada Phe-277 conservada em todos os
sorotipos de dengue. Fonte: Modis ef al., 2005.

1.3 Vacina de febre amarela FA 17D

O virus FA ¢ o prototipo da familia Flaviviridae (Burke & Monath, 2001) tendo sido
isolado pela primeira vez em 1927 pelos americanos (genotipo Asibi) por meio da inoculagao
de sangue de um paciente sintomdtico em macacos rhesus (Stokes et al., 1928). A vacina
contra a febre amarela foi desenvolvida por Theiler & Smith (1937) que reportaram atenuagao
do gendtipo Asibi apds sucessivas passagens em embrido de galinha e demonstraram o uso
desse novo virus atenuado, denominado 17D, para a imunizagdo humana.

A vacina FA 17D ¢ utilizada em todo o mundo ha 70 anos com mais de 400 milhdes
de doses administradas e relatos de indugdo eficaz de anticorpos neutralizantes: niveis
protetores de anticorpos neutralizantes sdo encontrados em 90 % dos vacinados dez dias apds
a imunizagdo ¢ em 99 % dos vacinados dentro de 30 dias (Monath, 2001). Além disso, esta
vacina ¢ segura e de baixo custo com uma boa relacdo de custo-beneficio mesmo para paises
em desenvolvimento endémicos (Monath & Nasidi, 1993).

Apenas uma dose de FA 17D promove protecdo duradoura por um periodo de 10 anos,

com alguns individuos apresentando anticorpos neutralizantes mesmo 35 anos apds a
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vacinacao (Poland ef al., 1981). A imunizagdo com o virus FA 17D ¢ capaz de promover
resposta imune mediada por linfocitos T (Co et al., 2002), sendo a infeccdo de células
dendriticas humanas imaturas e maturas e a posterior ativacdo de linfocitos T um dos
possiveis mecanismos (Barba-Spaeth et al., 2005).

Bio-Manguinhos produz a vacina de FA gendtipo 17DD, derivado do genotipo
selvagem Asibi. O virus selvagem foi isolado em macaco e cultivado em tecido embrionario
de camundongo e em embrides de galinha levando a obtencdo do genotipo parental 17D na
passagem de numero 180 (Theiler & Smith, 1937). Esse virus parental originou os genotipos
17DD na passagem 195 e 17D-204 na passagem 204 (Galler et al., 1998). O genétipo 17DD
foi novamente passado em cultura de células até a sua passagem atual de nimero 287 que ¢ a
utilizada para producdo de vacinas por Bio-Manguinhos (Freire, 2004). Atualmente, existem
dois gendtipos utilizados na vacinagdo mundial: 17DD e 17D-204 que diferem em 10 residuos
de aminoacidos, sendo que o genotipo 17DD ¢é o mais estavel geneticamente (Galler ef al.,

1998). A figura 1.11 ilustra o histérico de passagens de virus vacinais de FA, desde o virus
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Figura 1.11. Historico de passagem dos genétipos vacinais de febre amarela desde o virus
selvagem Asibi. O virus Asibi foi cultivado em tecido embrionario de camundongo e em embrides de
galinha levando a obteng@o do gendtipo parental 17D na passagem de namero 180. O 17D originou os
gendtipos 17DD na passagem 195 e 17D-204 na passagem 204. O gendtipo 17DD foi novamente
passado em cultura de células até a sua passagem atual de nimero 287 que ¢ a utilizada para produgao

de vacinas por Bio-Manguinhos. Adaptado de Galler et al., 1998.
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2. JUSTIFICATIVA

A manipulagdo do genoma do virus vacinal de febre amarela s6 ¢ possivel devido a
tecnologia do clone infeccioso desenvolvida por Rice et al. (1989). Essa tecnologia consiste
em acondicionar o genoma do virus sob a forma de cDNA em dois plasmideos bacterianos,
um contendo a regido central do genoma (pYFMS5.2) e outro as regides 5’ ¢ 3’ do virus além
de um promotor do fago SP6 (pYF5’3°IV).

O genoma do virus vacinal de FA acondicionado nos plasmideos pode ser modificado
pelas técnicas de manipulagdo genética molecular ¢ o molde de cDNA do genoma viral ¢é
obtido apo6s clivagens com endonucleases especificas e unido dos dois plasmideos por meio
de uma reagdo de ligacdo com a T4 DNA ligase. O molde ¢ linearizado com uma nova
digestdo por uma endonuclease especifica, transcrito in vitro por meio do promotor SP6 e o
RNA sintetizado ¢ utilizado para transfectar células. O virus obtido por meio dessa tecnologia
¢ idéntico ao do genodtipo parental utilizado para a clonagem do ¢cDNA nos plasmideos (Rice
etal., 1989).

Os plasmideos originais que derivam do 17D-204 foram modificados por Jabor (2001)
por meio de mutagdes sitio-dirigidas nas proteinas E e NS5, de modo a obter uma versao do
clone infeccioso mais proxima do 17DD, para originar virus amarilico com fenotipo vacinal,
demonstrado por teste de neuroviruléncia em macaco.

No Laboratério de Biologia Molecular de Flavivirus do Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ), onde foi desenvolvido este trabalho, a tecnologia do clone infeccioso ¢é
utilizada rotineiramente na constru¢do de virus recombinantes utilizando o virus FA 17D
como plataforma de expressao de proteinas heterdlogas ou como plataforma de substituicdao
de genes estruturais para a construc¢ao de virus quiméricos. (Bonaldo ef al., 2000; 2002; 2005;
2006; 2007; Galler et al., 2005; Mateu et al., 2007). A construcdo de virus quiméricos
substituindo os genes estruturais prM/E de FA 17D pelos de outros Flavivirus tém tido
bastante sucesso (Guikharoo et al., 2001; Caufour et al., 2001; Galler et al., 2005; Mateu et
al.,2007), mas limita o uso de FA 17D para expressao de proteinas de Flavivirus.

A inserc¢do de epitopos em diversas regides do genoma de FA 17D ja foi testada em
Nnosso grupo, assim como por outros grupos de pesquisa. A insercdo de epitopos na regido
intergénica NS2B/NS3 flanqueado pelo motivo de clivagem da protease permitiria a liberagao
da proteina inserida nessa regido para o citoplasma celular (McAllister et al., 2000; Tao et al.,
2005) e foi alvo de uma patente americana (Patente americana n® 6.589.531). Entretanto, esta
regido sofre limitacdo em relacdo ao tamanho do inserto a ser inserido (Bonaldo MC & Galler

R, comunicagdo pessoal)
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Inser¢des no 3’UTR do FA 17D foram cogitadas, mas todos os virus obtidos em nosso
laboratdrio por meio dessa metodologia foram geneticamente instaveis e perderam a inser¢ao
heter6loga na primeira passagem em monocamada celular (Bonaldo MC, comunicagdo
pessoal). Estes resultados foram confirmados por outros autores (Pierson et al., 2005). Algas
da proteina E também foram utilizadas para insercdo de seqiiéncias exdgenas pelo nosso
grupo que expressou peptideos na alca fg dessa proteina (Bonaldo et al., 2002; 2005; 2006). A
alca EyFytambém foi estudada pelo nosso grupo (Bonaldo MC, comunicagdo pessoal).

A ultima abordagem desenvolvida pelo nosso grupo foi alvo de uma patente (Bonaldo
& Galler, 2005, N° 20050121605 de 31/10/2005) e visa a inser¢do de proteinas heterologas,
flaqueadas por algumas seqiiéncias-chave, entre E/NS1 do virus FA 17D. Essa regido foi
escolhida por ser uma regido natural de transi¢do no genoma dos Flavivirus, delimitando duas
por¢des funcionais, a primeira codificando os genes estruturais e a segunda, os genes ndo
estruturais. Isso permite que seqiiéncias maiores sejam inseridas na regido.

A proteina inserida entre E/NS1 ¢ sempre fusionada no seu N-terminal aos nove aa do
N-terminal de NS1 que codificam para a seqiiéncia reconhecida pela peptidase sinal e, no seu
C-terminal, a regido haste-ancora da proteina E. O objetivo dessas seqiiéncias flanqueando o
inserto ¢ permitir o correto enderegamento e translocacdo da poliproteina viral que ¢
processada em associagdo com o RER da célula hospedeira, garantindo a viabilidade e
estabilidade do virus recombinante (Chambers et al., 1990).

Bredenbeek et al. (2006) elegeram o mesmo sitio para inserir a glicoproteina de virus
de Lassa na regido intergénica E/NS1 de FA 17D, porém as seqiiéncias que flanqueavam o
inserto eram diferentes. Os primeiros virus construidos com essa tecnologia em nosso
laboratdorio expressavam a proteina autofluorescente GFP (Green Fluorescent Protein) na
regido intergénica E/NS1 de FA 17D e tinham fusionado ao C-terminal da GFP a regido HA
completa ou truncada (sem os elementos H1 e CS) de FA (Bonaldo et al., 2007; Mello, 2007).

Esses estudos mostraram que quanto menor a identidade entre a HA do casssete
heter6logo e a HA presente na proteina E do FA 17D, mais estadvel geneticamente ¢ o virus.
Por isso, uma nova geracao de virus foi construida utilizando essa mesma tecnologia, porém
substituindo a HA completa e truncada de FA pela de DENV-4 (Oliveira, 2008). Essa
segunda geragdo de virus foi mais estavel e teve niveis de replicagdo bastante satisfatorios,
mostrando que essa € uma boa estratégia de inser¢ao de proteinas heterélogas em FA 17D. A
figura 2.1 ilustra a topologia na membrana do RER da célula hospedeira dos elementos

envolvidos na inser¢do da proteina GFP entre E/NSI.
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Figura 2.1. Topologia na membrana do RER da célula hospedeira dos elementos envolvidos na
insercdo da proteina GFP entre E/NS1. (A) Topologia do virus vacinal FA 17D sem o inserto de
interesse. (B) e (C) ilustram a estratégia utilizada para fazer do virus vacinal um vetor de expressao: a
GFP foi fusionada no seu N-terminal com nove aminoacidos N-terminais de NS1 e, no seu C-terminal,
com HA completa (B) ou truncada (C) (sem os elementos H1 ¢ CS) de FA ou de DENV-4. Fonte:
Laboratoério de Biologia Molecular, [IOC/FIOCRUZ.

Uma vez validado o vetor e a tecnologia utilizada para insercdo de seqii€ncias
exdgenas, resolvemos construir um virus recombinante que pudesse servir de base para a
constru¢do de uma vacina contra a dengue. Como uma vacina contra a dengue deve ser
tetravalente (Whitehead et al., 2007), comegamos com a constru¢ao de um virus recombinante
que expressaria o DIII da proteina E de DENV-3 entre E/NS1 do virus FA 17D. Seguindo o
estabelecido para os virus anteriormente construidos com essa mesma tecnologia, o DIII de
DENV-3 estaria fusionado no seu N-terminal aos nove primeiros aa de NSI e, no seu C-

terminal, 8 HA truncada de DENV-4.
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O DIII foi escolhido como proteina alvo nesta dissertagdo para ser expresso pelo virus
vacinal da febre amarela 17D com a finalidade de se desenvolver uma vacina contra a dengue.
Devido as caraceristicas anteriormente descritas, espera-se que a expressao deste dominio
induza a formacao de anticorpos neutralizantes especificos para cada sorotipo de DENV a fim
de proteger contra a infeccao viral.

Assim, o virion recombinante ¢ uma particula do virus FA 17D, que ao infectar uma
célula expressa no seu interior o polipeptideo exogeno, o DIII de DENV-3. Uma formulagao
tetravalente com quatro constru¢des do virus FA 17D expressando o DIII de cada um dos
sorotipos de dengue entre E/NS1 poderia levar ao desenvolvimento de uma vacina atenuada
combinada contra dengue ¢ FA em que todos os sorotipos de dengue se replicariam de forma
homogénea, sem que houvesse risco de uma exarcerbacao da resposta imune devido ao ADE.

A presente dissertacdo utiliza o virus vacinal de FA 17D para expressar o DIII da
proteina E de DENV-3 na regido intergénica E/NS1. A escolha desse vetor deve-se as boas
propriedades vacinais de FA 17D e ao fato de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ ser o maior

produtor mundial da vacina.
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3. OBJETIVOS

Geral: desenvolver / avaliar o potencial de desenvolvimento de uma vacina combinada contra
os virus da dengue e febre amarela por meio da expressdao do dominio III da proteina do

envelope de DENV-3 no virus vacinal FA 17D.

Especificos:

1- Analisar a seqiiéncia do DIII de DENV-3 16562, utilizado na constru¢do do cassete de
expressdo, comparando-o com DIII de outros DENV, de modo a se determinar
diferencgas entre os genotipos/sorotipos.

2- Estudar a estrutura tridimensional do DIII de DENV-3 16562 por meio de modelagem
molecular por homologia, mapeando regides de interesse.

3- Construir virus recombinante expressando o DIII de DENV-3 entre E/NS1 do virus
vacinal FA 17D.

4- Caracterizar biologicamente o virus recombinante quanto ao titulo viral, cinética de
replicacdo e estabilidade genética em monocamada de células Vero.

5- Determinar a expressao e localizagdo celular do DIII de DENV-3 expresso pelo virus

recombinante.
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4. MATERIAL E METODOS

Todas as etapas de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Transcricdo Reversa
seguida pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR), clonagens e obten¢do do molde de
cDNA do virus recombinante foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular de
Flavivirus, IOC/FIOCRUZ. Este laboratorio ¢ considerado nivel 1 para Organismos
Geneticamente Modificados (OGM) de acordo com a licenca emitida pela Comissao Técnica

Nacional de Biosseguranga (CTNBio - CQB 105/99).

As etapas que envolvem manipulagdo de cultura de células e virus foram realizadas no
Laboratorio de Tecnologia Virolégica (LATEV/Bio-Manguinhos/FIOCRUZ). Este
laboratdrio enquadra-se no nivel 2 de biosseguranca com instalagdes em concordancia com o
CQB 110/99 da CTNBio. Os reagentes de cultura de células utilizados nesta etapa foram
fornecidos pelo Laboratério de Sarampo (LASA/Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) que segue as

normas de qualidade de producao de insumos estabelecidas pela instituicao.

As composicdes dos meios, solucdes e reagentes utilizados encontram-se na secao

10.1 “Solugdes e Reagentes” nos Anexos.

4.1 Cultura de células

Durante toda a dissertagdo foram utilizadas apenas células Vero que derivam de
células epiteliais de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) obtidas da
Colecdo Americana de Culturas e Depositos (ATCC, 1994) e certificadas de acordo com o
registro CCL-81 (Certified Cell Line-81). As células foram mantidas por técnicos do LATEV
seguindo Protocolos Operacionais Padrao (POPs) desenvolvidos por Bio-Manguinhos. Os
técnicos faziam passagens semanais de células congeladas na sua nona passagem até
aproximadamente a vigésima passagem, apos a qual um novo lote de células era descongelado
e utilizado. Essa linhagem foi escolhida por ser adequada a produgdo e padronizacdo de

vacinas.

Antes de cada experimento, as células eram semeadas em garrafas ou placas
apropriadas com 24 h de antecedéncia. Este procedimento consistia em tripsinizar a garrafa
com as cé¢lulas por meio de dupla lavagem com uma solugdo de verseno e tripsina a 1 %
seguida de incubagdo a 37° C por 5 min. Apds esse periodo, as células eram resuspensas em 5

mL de meio 199/Earle completo com 0,22 % NaHCO; (ver se¢do 10.1) para neutralizagdo da
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rea¢do e uma pequena aliquota era diluida a 1:20 e contada com o auxilio de uma camara de

Neubauer em microscéopio de luz invertido.

As células eram plaqueadas com a quantidade adequada de meio 199/Earle completo
com 0,11 % (sistema aberto) ou 0,22 % (sistema fechado) de NaHCO; ¢ incubadas a 37° C em

estufa com atmosfera de CO; (5 %) até o seu uso no dia seguinte.

4.2 Virus utilizados
4.2.1 Virus FA 17DD

Esse virus foi utilizado como controle em todos os experimentos e consiste no proprio
virus vacinal obtido de Bio-Manguinhos na apresentagao liofilizada, reconstituido e utilizado
para infectar células Vero. A reconstituicao consistiu em adicionar 2 mL de 4gua bidestilada
gelada, homogeneizar a solugdo em vortex por 30 s, incubar no gelo por 10 min e adicionar 3
mL de meio 199/Earle completo com 0,11 % de NaHCOs,

Em seguida, toda a suspensao foi utilizada para propagar o virus em monocamada de
células Vero com 80000 células/cm? até visualizagio de efeito citopatico (CPE) intenso (4°
dia pés-infecgdo). O sobrenadante de cultura foi misturado ao estabilizador sorbitol 8 % e

armazenado a -70° C em aliquotas de 1 mL.

4.2.2 Virus FA 17D/G1.2/T3

Este ¢ o virus parental usado como controle em varios experimentos € cujo arcabouco
genético foi utilizado para clonar o inserto de interesse e originar o virus recombinante FA
17D/Esa/DIllpgny.3. Ele é formado a partir do sistema de clones infecciosos com os
plasmideos pG1/2 e pT3, derivados dos plasmideos originais pYF5’3’IV e pYFMS5.2 (Rice et
al., 1989), respectivamente, que provém da cepa 17D 204. Jabor (2001) construiu os
plasmideos pG1/2 e pT3 por meio de mutagdes sitio-dirigidas nas proteinas E e NS5 presentes
nos plasmideos originais. Este virus, assim como o 17DD, possui um motivo de N-
glicosilagdo na al¢a EgF( da proteina E.

O plasmideo pG1/2 de 6905 pb, contém as regides 5’ e 3’ do genoma viral (posi¢ao
gendmica de 1 a 2271 e 8276 a 10862, respectivamente, do virus FA) e tem alteracdes nos
nucleotideos 1140, 1436, 1437, 8656 ¢ 9605; além do sitio para a enzima Bst EII (na posi¢ao
8656). Ja o plasmideos pT3 de 9939 pb contém a regido central do virus (posicdo gendmica
de 1373 a 9428 do virus FA) e foi modificado nas posi¢des 1946, 2219, 2220, 8656 e 8808;
além do sitio para as enzimas Sal I e Bst EII (na posi¢ao 8656), tornando esse novo plasmideo

mais longo (de 9229 pb para 9939 pb).
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Esse virus foi regenerado juntamente com o virus recombinante como controle da
transfec¢do. O sobrenadante obtido foi utilizado para infectar células Vero em uma garrafa de
175 ecm® com 80000 células/cm® até o aparecimento de CPE intenso (72 h p.i.). Apos esse
periodo, foi adicionado sorbitol 8 % a garrafa e o estoque do virus foi coletado, aliquotado e

estocado a -70° C.

4.2.3 Virus Dengue 3 derivado de H87
Este virus deriva do prototipo DENV-3 H87 isolado em 1956 de um caso humano de
DHF nas Filipinas e pertence ao gen6tipo I que inclui cepas do Sudeste Asiatico/Pacifico Sul
(Lanciotti ef al., 1994). O numero exato de passagens nao ¢ conhecido. Na Fiocruz, foram
feitas trés passagens seriadas em cérebro de camundongo lactente e mais dez em células Vero.
A partir de uma amostra cedida pelo LATEV/Bio-Manguinhos, foi preparado um estoque

viral que apresentou titulo de 6,20 log;o PFU/mL.

4.2.4 Virus Dengue 3 16562
O virus foi originalmente isolado de paciente com DHF nas Filipinas e passado nove
vezes em diferentes culturas de células: rim de macaco verde africano susceptiveis a SV40
(BSC-1), rim de macaco rhesus (LLC-MK2) e Toxorhynchites amboinensis ¢ nos foi cedido
pela Dr* Claire Kubelka (Laboratério de Imunologia Viral, IOC/FIOCRUZ) sob a forma de

sobrenadante viral na sua quarta passagem em cé¢lulas de Ae. albopictus clone C6/36.

4.3 Modelagem molecular por homologia
Esta parte da dissertagdo foi realizada no Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos com
o auxilio do Dr. Richard Garret e Dr. Jodo Renato Muniz com o objetivo de modelar o DIII da
proteina E do virus dengue 3 16562, utilizado na constru¢do do virus recombinante.
Inicialmente, foi feita uma busca por estruturas de proteinas resolvidas por cristalografia de
raios X (as estruturas resolvidas por ressondncia magnética nuclear ou criomicroscopia
eletronica ndo permitem esse tipo de modelagem) e que tivessem grande homologia com a
seqiiéncia de aminodcidos do DIII de DENV-3 16562 por meio de um BlastP (Altschul et al.,
1997;  disponivel em:  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?PAGE=Proteins&
PROGRAMBDlastp&BLAST PROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch& SHOW_ DE
FAULTS=on) tendo como banco de dados o PDB (Protein Data Bank;
http://www.rcsb.org/pdb/) (Berman et al., 2000).
Uma vez escolhida a proteina molde do DIII de DENV-3 baseada no grau de

homologia com a seqiiéncia da proteina a ser modelada, foi realizado um alinhamento da
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seqiiéncia de aminoacidos dessas proteinas com o auxilio do programa Clustal X 1.83
(Jeanmougin et al., 1998; www.ebi.ac.uk/clustalx/) utilizando matriz Blosum e output pir.
Tendo o alinhamento, as coordenadas atomicas da proteina molde (obtidas no PDB) e o script
com os comandos para o computador, esses arquivos foram abertos no programa
MODELLER versao 9v2, 15542 (Sali & Blundell, 1993; http://salilab.org/modeller/) para
geracao do modelo que foi visualizado pelo PyMol v0.99 (DeLano, W.L.; DeLano Scientific,
Palo Alto, CA, EUA; http://www.pymol.org)

O modelo foi validado apenas pela andlise do seu grafico de Ramachandran
(Ramachandran et al., 1963) por meio do programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993;
www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html), uma vez que as proteinas molde e

modelo possuiam homologia bastante elevada (96 %).

4.4 Extracao de RNA total com TRIzol LS®

O protocolo utilizado segue as orientagcdes do fabricante, tendo sido originalmente
descrito por Chomczynski e Sacchi (1987) e Chomezynski (1993). Resumidamente, 750 pL
de TRIzol LS® (Invitrogen) foram adicionados a 250 pL de suspensdo viral. Esse reagente ¢
uma mistura comercial de fenol, cloroférmio e isotiocianato de guanidina. Em seguida, esta
mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 5 min. Apds este tempo,
foram adicionados 200 uL de cloroférmio e a mistura foi homogeneizada vigorosamente por
15 s, seguidos de incubagdo por 5 min a temperatura ambiente. Apds esta incubagdo, as
amostras foram centrifugadas a 12000x g por 15 min para separa¢do da mistura em trés fases.
A fase inferior possui restos celulares e o reagente TRIzol LS®; a fase intermediaria possui
proteinas; e a fase aquosa superior € a fase de interesse por possuir 0 RNA.

A fase aquosa foi cuidadosamente removida e transferida para outro tubo de 1,5 mL
onde foram adicionados 1 pL de glicogénio (20 pg/uL; Invitrogen) e 500 pL de isopropanol
absoluto. As amostras foram incubadas por 15 min, centrifugadas a 12000x g por 15 min e o
sobrenadante descartado. Em seguida, foi adicionado 1 mL de etanol 70 % as amostras e estas
foram novamente centrifugadas a 12000x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado, o RNA
obtido foi ressuspenso em dgua livre de RNase e armazenado a — 70° C ou utilizado

imediatamente na reacdo de RT-PCR.

4.5 Bactérias competentes.
Foram utilizadas duas cepas de células bacterianas competentes para as clonagens. A
cepa DH50-T1® (Invitrogen) foi utilizada na clonagem do cassete de expressio heterologa no

plasmideo pCR-BluntII-TOPO®; enquanto a cepa Sure® (Stratagene) foi utilizada na
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subclonagem desse cassete no plasmideo bacteriano pT3. Ambas as células eram

quimiocompetentes € suas caracteristicas genotipicas estdo descritas no quadro 4.1.

Quadro 4.1 - Marcadores genotipicos das células competentes utilizadas nas clonagens.

Cepa (Escherichia coli) Marcadores Genotipicos

F 080lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR
DH50-T1%® (Invitrogen) recAl endAl hsdR17 (r.,m¢") phoA supE44

thi-1 gyrA96 relAl tonA (resistente ao fago T1)

el4-(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl

SURE®™ (Stratagene) gyrA96 thi-1 supE44 reldAl lac recB recJ sbcC
(Stop Unwanted Rearrangement Events) umuC::Tn5 (Kan") uvrC [F" proAB laclqZAM15
Tnl0 (Teth)].

A preparacao de células SURE quimiocompetentes baseou-se no protocolo de
preparacdo de células competentes por cloreto de célcio descrito por Sambrook et al. (1989),

com modificagdes.

4.6 Preparacoes plasmidiais

Todas as preparagdes plasmidiais foram feitas com sistemas QIdprep™ da QIAGEN
que realizam preparagdes em pequena (Miniprep), média (Midiprep) ou grande (Maxiprep)
escala. Para extrair 4cidos nucléicos em pequena escala com o sistema QIdprep Miniprep® da
QIAGEN, 3 mL da cultura de bactérias foram centrifugados por 1 min a 12000x g, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 250 pL do tampdo P1. Em
seguida, 250 puL do tampdo P2 foram adicionados para que houvesse lise celular e 350 puL da
solucdo N3 foram adicionados para neutralizar a reacdo. A mistura foi centrifugada por 10
min a 14000x g e, em seguida, o sobrenadante foi aplicado na coluna de silica. Apos
centrifugagdo, a coluna foi lavada com 500 uL do tampao PB e 750 pL do tampao PE. O
DNA foi eluido em 50 pL de tampao EB. A cada etapa onde utiliza-se a coluna, a passagem
do liquido foi facilitada por centrifugacdo a 12000x g por 1 min.

O principio das extragdes com os sistemas de Midiprep e Maxiprep da QIAGEN ¢ o
mesmo do descrito anteriormente. A diferenca ¢ a quantidade de cultura de bactérias utilizada
no inicio e a quantidade de DNA que se consegue ao final da purificagdo. De forma resumida,
de 50 mL (midi) a 150 mL (maxi) (plasmideos com alto nimero de cépias) ou de 150 mL
(midi) a 250 mL (maxi) (plasmideos com baixo nimero de copias) de cultura de bactérias
foram centrifugadas a 6000x g por 15 min a 4° C e o sedimento foi ressuspenso em 6 mL

(midi) ou 10 mL (maxi) do tampao P1. Depois, foi adicionada a mesma quantidade do tampao
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P2 e a mistura foi deixada a temperatura ambiente por 5 min para que houvesse a lise das
células.

Ap6s a lise, foi adicionada a mesma quantidade do tampdo P3 gelado que neutraliza a
rea¢do. Todo o lisado foi colocado em um cartucho com tampa e incubado a temperatura
ambiente por 10 min. A coluna do sistema foi previamente equilibrada por meio da aplicagao
de 4 mL (midi) ou 10 mL (maxi) do tampao QBT. O liquido foi retirado do cartucho e
passado na coluna com o auxilio de um émbolo. Apds a passagem do lisado, a coluna foi
lavada com 20 mL (midi) ou 60 mL (maxi) de tampao QC e o DNA eluido em 5 mL (midi) ou
15 mL (maxi) de tampao QF. Apds a eluicao, o DNA foi precipitado com isopropanol, lavado

com etanol 70 % e eluido em 1 mL de tampao TE.

4.7 Seqiienciamento de acidos nucléicos

O seqiienciamento de acidos nucléicos foi feito pelo método da terminagao da cadeia
por dideoxiribonucleotideo (ddNTP) descrito por Sanger et al. (1977). Em todas as reagdes
foi utilizado o sistema Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit® (Applied
Biosystems), seguindo as recomendag¢des do fabricante. De forma resumida, em um tubo de
200 uL foi colocado 1 pL do oligonucleotideo na concentragdo de 5 pmoles/uL ¢ o DNA na
concentragdo desejada (entre 10-50 ng) por 5 min a 95° C. Depois, a essa mistura acrescentou-
se 2 uL do tampdo 2,5 X, 2 pL do Big Dye Terminator” e dgua para um volume final de 10
uL. Os tubos foram colocados no termociclador com um programa de 30 ciclos a 96° C por 10
s, 45° C por 5 s e 60° C por 4 min. As amostras foram precipitadas com isopropanol, lavadas
com etanol 60% e ressuspensas em formamida. Os produtos da amplificacdo foram

seqlienciados em um aparelho ABI PRISM 3100 do mesmo fabricante.

4.8 Construcao do virus recombinante
4.8.1 Estratégia de clonagem
Para utilizar o virus vacinal FA 17D como vetor de expressdo, desenvolveu-se uma
estratégia de clonagem do cassete heterdlogo entre os genes do E/NS1 (Bonaldo & Galler,
2005; n° 20050121605 de 31/10/2005). Para isso, algumas seqiiéncias conservadas nessa
regido foram duplicadas: foram adicionados nove aa do N-terminal da proteina NS1 de FA
antes do inserto e, apds o inserto, a haste-ancora (HA) truncada (sem os elementos H1 e CS)

de DENV-4 foi adicionada.
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4.8.2 Obtencao do cassete de expressao

Inicialmente, obtivemos diversos genotipos de DENV-3 como BRA2000 (AY038605)
e BRA2002 (AAT79552) cedidas pela Dr* Rita Nogueira (Laboratério de Flavivirus,
IOC/FIOCRUZ); H87 (M93130) cedida pela Dr* Ada Alves (Laboratorio de Imunopatologia,
IOC/FIOCRUZ); 16562 cedida pela Dr* Claire Kubelka (Laboratério de Imunologia Viral,
IOC/FIOCRUZ) que foram utilizadas para amplificar a regiao génica do DIII da proteina E de
DENV-3. Entretanto, ao longo das tentativas para amplificar esse dominio, DENV-3 16562
foi a que conseguimos amplificar melhor e, por isso, foi escolhido para ser utilizado neste
trabalho.

O virus DENV-3 16562 foi cedido sob a forma de sobrenadante de células de Ae.
albopictus clone C6/36 infectadas na sua quarta passagem. A partir de RNA extraido desse
sobrenadante com o reagente TRIzol LS® (Invitrogen), foi amplificado o DIII da proteina E
em uma reacdo de RT-PCR seguida de PCR utilizando-se os oligonucleotideos RG 400 (+) e
RG 401 (-) (Quadro 4.2). A reagao de amplificacdo de material genético in vitro foi descrita
pela primeira vez por Mullis et al. (1986). Na reacdo de RT-PCR foi utilizada a enzima
termoestavel ThermoScript RT® (Invitrogen) e no PCR a enzima Platinum Pfx® (derivada de
Thermococcus sp. - Invitrogen) que possui atividade revisora 3’-5°, originado fragmentos de

pontas cegas (blunt end).

Quadro 4.2 — Oligonucleotideos utilizados para obtencio do cassete de expressao.

Nome Seqiiéncia (5°-3°)° Tm"

RG 400 (+) GAT CAA GGA TGC GCC ATC AAC TTT 73,3°C
GGC AAG GGG ATG AGC TAT GCA ATG TG C

RG 401 (-) CCT GGT GCA CAG CCT TTC CCA ATG ATG TAG AGC TTC 68,2°C
CTT TCT TAT ACC AGT TG

RG 402 (+) CAA CTG GTA TAA GAA AGG AAG CTC TAC ATC ATT GGG 68,2°C
AAA GGC TGT GCA CCA GG

RG 380 (-) GCC AAA GTT GAT GGC GCA TCC TTG ATC GGC GCC AAC 72,6°C
TGT GAA GCCC

a. Cores: — proteina E de FA; azul — proteina NS1 de FA; vermelho — DIII de DENV-3; verde

— HA de DENV-4. Em italico e negrito estd a seqiiéncia GGCGCC correspondente ao sitio de
clivagem da endonuclease Nar 1. b. Tm: do Inglés Temperature Melting ¢ a temperatura em que 50 %

da dupla hélice do DNA se dissocia em duas fitas simples.

Na reagdo de RT-PCR, 1 pL do RNA extraido foi adicionado a 1 puL do

oligonucleotideo negativo (todos os oligonucleotideos usados em PCR e RT-PCR tinham
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concentragdo de 20 pmoles/uL), 2 uL de deoxirribonucleotideos (ANTP) 10mM e agua livre
de nuclease para um volume final de 12 pL. A mistura foi incubada a 65° C por 5 min para
desnaturar os acidos nucléicos.

Em seguida, foi adicionado um mix contendo 4 puL do tampdo 5 X de sintese de
cDNA, 1 pL de 1,4-ditiotreitol (DTT) 0,1 M, 1 pL de inibidor de RNase RNaseOUT® (40
U/uL - Invitrogen), 1 pL de 4gua livre de nuclease e 1 puL da enzima ThermoScript RT® (15
U/uL). As amostras foram colocadas em um termociclador a 65° C por 60 min e 85° C por 5
min onde houve a sintese do cDNA. Foi adicionado 1 pL de E. coli RNAse H (2 U/uL -
Invitrogen) por tubo e as amostras foram incubadas a 37° C por 20 min. Durante esse periodo,
o RNA foi degradado permanecendo o cDNA na reacao.

A cada 2 pL. do molde de cDNA foram adicionados 5 pL do tampdo de amplificagdo
10 X PA®, 1 pL de MgSO4 50 mM, 1 pL de NTP 10 mM, 1 pL do oligonucleotideo positvo
(RG 400) e 1 pL do negativo (RG 401) (Quadro 4.2), 0,4 puL de Platinum Pfx DNA
Polimerase”® (2,5 U/uL - Invitrogen) e agua livre de RNase para um volume final de 50 pL.
As amostras foram colocadas no termociclador com o seguinte programa: 94° C por 5 min; 30
ciclos de 94° C por 15 s, 55° C por 30 s e 68° C por 35 s; uma extensdo final de 5 min a 68° C.

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar o DIII (376 pb) foram um de sentido
positivo (RG 400) correspondente as seqiiéncias codificadoras para os quatro aa C-terminais
da proteina E de FA, os nove aa N-terminais de NS1 de FA e os oito aa da regido N-terminal
do DIII de DENV-3; e um negativo (RG 401) contendo os 25 nt do C-terminal do DIII de
DENV-3, além de 28 nt do N-terminal da HA truncada de DENV-4 (Quadro 4.2). Foram
amplificadas as regides: C-terminal da proteina E de FA (12 nt), N-terminal proteina NS1 de
FA (27 nt), DIII da proteina E de DENV-3 16562 (309 nt), C-terminal da HA truncada de
DENV-4 (19 nt) (Figura 4.1).

A regido génica correspondente a HA parcial da proteina E de DENV-4 foi
amplificada em um PCR utilizando o mesmo sistema da Platinum Pfx DNA Polimerase®
(Invitrogen) a partir de um plasmideo contendo cDNA da quimera FA 17D/DENV-4,
construida em nosso laboratorio. A amplificagdo desses fragmentos foi feita como descrito
anteriormente modificando-se apenas os oligonucleotideos positivo (RG 402) e negativo (RG
380) (Quadro 4.2) e adicionando-se 1 pL do plasmideo usado como molde (30 ng/uL).

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar a regido génica da HA truncada de
DENV-4 (250 pb) foram um positivo (RG 402) contendo 24 nt do C-terminal do DIII de
DENV-3 e 28 nt do N-terminal da HA truncada de DENV-4; e um negativo (RG 380)
contendo 19 nt do C-terminal da HA de DENV-4 e nove aa do N-terminal de NS1 de FA
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(Quadro 4.2). Foram amplificados: C-terminal DIII DENV-3 16562 (25 nt), HA truncada
DENV-4 (sem os elementos H1 e CS) (198 nt), N-terminal NS1 FA (27 nt) (Figura 4.1).

(A)

RG 400 (+) |t RG402(%)
' i
B RG 401 (-) RG 380 (-)
RG 400 (+)
|
) l...DilDen3...|
TR (S50
PCR de
Fusdo || RG 380 (-)
Nar | \ Narl
573 pb
' C-terminal E |
_FA(12n)

Figura 4.1. Esquema de amplificacio do cassete de expressiao heterélogo. (A) A regido do DIII foi
amplificada a partir de RNA viral do DENV-3 16562 com o oligonucleotideo positivo RG 400 e o
negativo RG 401. A HA truncada de DENV-4 foi amplificada a partir de um plasmideo contendo
cDNA da quimera FA 17D/DENV-4, utilizando o oligonucleotideo positivo RG 402 e o negativo RG
380. (B) Os dois fragmentos de 367 pb e 250 pb, respectivamente, foram gerados com uma das
extremidades complementares entre si. Esses fragmentos foram unidos por uma PCR de fusdo
utilizando os oligonucleotideos das pontas ndo complementares o que gerou o cassete de expressao

com 573 pb.

Os fragmentos gerados correspondentes ao DIII de DENV-3 e HA parcial de DENV-4
eram complementares em uma de suas extremidades e foram unidos por uma PCR de fusdo
utilizando os oligonucleotideos das pontas ndo complementares (RG 400 e RG 380), gerando
um cassete de expressao de 573 pb. Para isso, os fragmentos foram analisados em gel de
agarose 0,8 %/tampao Tris acetato EDTA (TAE) corado com brometo de etideo (BrEt) na

concentracdo de 5 ug/mL e purificados a partir desse gel utilizando o sistema QIlAquick Gel

35



Extraction® (QIAGEN). Resumidamente, a banda do gel que contém o DNA de interesse foi
cortada e colocada em um tubo de 1,5 mL. A banda adicionou-se um volume do tampio QG
correspondente a trés vezes o seu peso (1,0 mg = 3,0 uL). A mistura foi homogeneizada e
mantida a 50° C por 10 min. Em seguida, a mistura foi aplicada a uma coluna a qual foi
centrifugada a 12000x g por 1 min e lavada com 0,75 mL da solu¢do PE. O DNA foi eluido
com 30-50 pL do tampao EB. A passagem do liquido pela coluna foi facilitada por
centrifugacdo a 12000x g por 1 min em todos os passos.

Os fragmentos purificados foram quantificados em gel de agarose 0,8 %/TAE
corado com BrEt por meio de analise comparativa com marcador Low DNA Mass® (Promega)
e fusionados entre si por PCR de fusdo utilizando a Platinum Pfx DNA Polimerase®, como
descrito anteriormente. Na reacdo de fusdo, o DIII de DENV-3 e a HA parcial de DENV-4
foram colocadas de forma equimolar ou nas propor¢des de 1:3 e 3:1, sempre totalizando 70 ng
de DNA total.

O fragmento obtido de 573 pb corresponde ao cassete de expressdao a ser inserido
entre E/NS1 no virus FA 17DD. Para tal, a banda correspondente ao cassete foi purificada por
eletroforese em gel de agarose 0,8 % em TAE, corado com BrEt, utilizando o sistema
QIAquick Gel Extraction™ e quantificada, como descrito anteriormente. O cassete de
expressao ¢ composto por 12 nt C-terminais da proteina E de FA, 27 nt N-terminais de NS1
de FA, 309 nt do DIII da proteina E de DENV-3 16562, 198 nt da HA truncada de DENV-4 ¢
21 nt do N-terminal de NS1 de FA (Figura 4.1).

4.8.3 Clonagem no pCR-Blunt II-TOPO®

O cassete de expressao purificado foi adicionado ao plasmideo pCR-Blunt II-
TOPO® (Invitrogen) que utiliza-se de uma topoisomerase ao invés de uma T4 DNA ligase
para unir o fragmento a ser clonado ao vetor. Esse plasmideo ¢ desenhado para clonar
fragmentos com pontas cegas, como ¢ o caso dos gerados por polimerases com atividade
revisora 3°-5°. A figura 4.2 mostra um esquema comercial do plasmideo destacando seu sitio
de multiclonagem e seus genes de resisténcia a antibidticos.

Basicamente, 4 pL do produto de PCR foram adicionados a 1puL do vetor e 1 pL de
uma solucdo salina presente no sistema originando a reacdo de clonagem. A mistura foi
homogeneizada e mantida a temperatura ambiente por 5 min, procedendo-se entdo a
transformagio em células E. coli DH5a" quimio-competentes comerciais (Invitrogen) em que
2 uL da reagdo de clonagem foram adicionados a 50 pL das células competentes e incubadas
no gelo por 30 min. Em seguida, as células sofreram choque térmico a 42° C por 30 s ¢ foram

novamente incubadas no gelo por 2 min. As células foram adicionados 250 pL de meio SOC
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(do Inglés, Super Optimal Catabolite) (Invitrogen) seguido de incubacdo a 37° C por 1 h com
agitacdo constante de 150 rpm. Apos esse periodo, as células foram plaqueadas em placas de
Petri com meio LB (Luria-Bertani) s6lido adicionado de 50 pg/mL de kanamicina e deixadas

em estufa a 37° C por 16 h.

112 Reverse priming site SPE promoter/priming site 1
201 CACHCAGGMA ACAGCTATGA gC'ATGﬁTTAC GCCMGCZ]AT TTAGGTGACA 'TTﬁTﬁaam" LTL
! T

GTGTGTCCTT TGTCGATACT JGTACTAATG COSGTTCGHTA AATCCACTGT GATATOTTAT

.".n'.sr'll HTdIII ASP?13|I Kpnl En'13>5|||Sac|~| E‘ian.‘HI S,Dlel
CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCOGAG CTOGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT
GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGET GATCATTGCC GGCGGTCACA

EcoR | EcoR | Pst| EcoRWV

| i i
GCTEEAATTC GCCCTT ALGQCCCAATTCT GCAGATA
CGACCTTARG CGGGEA Blunt PCR Product TTCCOGCTTAAGA CGTCTAT

Mt 1 Xno| Nsil Xbal  Drall A,:ia | T7 promoter/priming site
TCCATCACAC TGGCBGCOGC TCGAGCATGC ATHTAGAGSG ccbAATTCAT CCTATAGTGA
AGOTAGTGTE ACCGCCOGCE AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGGTTBACOE GQATATCACT

W13 Forward (-20) priming site
GTCETAT g]n" C ARATTCHCTEE CCOGTCGTTTT ACRACGTCST GACTGEGLAAR ACCCTGGECGT 476

CASCATANTG TTAAGTIZACC GGCAGCAAARA TOTTGCAGCA CTGACCCTTT TGGGACCGCA

pCR"-Blunt -
TOPO"

Comments for pCR®-Blunt IIl-TOPO® )
3519 nucleotides 3519 bp

UiafeueH

lac promoter/operator region: bases 95-216
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZ-alpha ORF: bases 217-576
SP6 promoter priming site: bases 239-256
Multiple Cloning Site: bases 269-399
TOPO®-Cloning site: bases 336-337
T7 promoter priming site: bases 406-425
M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
Fusion joint: bases 577-585
ccdB lethal gene ORF: bases 586-888
kan gene: bases 1099-2031

kan promoter: bases 1099-1236

Kanamycin resistance gene ORF: bases 1237-2031
Zeocin resistance ORF: bases 2238-2612
pUC origin: bases 2724-3397

Figura 4.2. Mapa do plasmideo pCR—Blunt II-TOPO®. Esse esquema mostra a seqiiéncia da regido
de multiclonagem e os genes de resisténcia a antibidticos zeocina e kanamicina do plasmideo. Sao
mostrados ainda a origem de replicagdo (pUC ori), o promotor lac (P,.) e as regides onde os
oligonucleotideos comerciais M13R e M13F se ligam. Fonte: Invitrogen, http://tools.invitrogen.com/

content/sfs/vectors /pcrbluntiitopo _map.pdf.

Em seguida, colonias foram isoladas e incubadas por 16 h em meio LB liquido,

adicionado de 50 pg/mL de kanamicina, a 37° C com agita¢ao de 150 rpm. Apos a incubagao,
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foram feitas preparagdes plasmidiais em pequena escala utilizando o sistema QIlAprep
Miniprep® (QIAGEN).

As preparagdes plasmidiais do pCR-Blunt II-TOPO® foram digeridas pela enzima de
restricdo Eco RI (Promega) utilizando-se 1 U da enzima, 1 pL do seu respectivo tampado 10 X
e 200 ng de DNA plasmidial em um volume final de 10 pL. A mistura foi incubada a 37° C
por 1 h. Essa enzima flanqueia o sitio de insercdo do vetor e, portanto, leva a liberagao do
fragmento clonado, caso o clone seja positivo. A figura 4.3 esquematiza a clonagem do

cassete de expressao no pCR-Blunt I[I-TOPO®.

" HA Dend
[% Trunc
Pl
T [ Pookl
Fromotor 5P
plHC ori
. Heoltl L—uﬂ E
| - - L
JIII pLC wrd / Frameter 5P%
pCR-Blunt II-TGPO

{3819 pb) S~ /

KaaR Nt
Figura 4.3. Esquema de clonagem do cassete de expressio no pCR-Blunt II-TOPO®. O cassete de
expressdo heterologo foi adicionado ao plasmideo pCR-Blunt II-TOPO® (3519 pb). A liga¢io foi
transformada em E. coli quimiocompetentes DH50 originando o plasmideo pCR-Blunt II-TOPO

DIIID3 de 4092 pb. Plasmideo desenhado com o programa Gene Construction Kit 2.5.

Os clones positivos obtidos tiveram a integridade do cassete inserido confirmada por
seqlienciamento nucleotidico utilizando os oligonucleotideos comerciais MI13R e MI3F
(Figura 4.2 e Quadro 4.3). Alguns dos clones positivos que ndo apresentaram modificagdes
em relagdo a seqiiéncia esperada foram purificados em média escala (para que se obtivesse
massa plasmidial suficiente para uma subclonagem) por meio do sistema Qlaprep Midiprep®™

(QIAGEN). Os oligonucleotideos utilizados no seqiienciamento estao na no quadro 4.3.
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Quadro 4.3 — Oligonucleotideos utilizados nos seqiienciamentos nucleotidicos.

Oligonucleotideo Seqiiéncia (5°-3°)

M13F (+) CTG GCC GTCGTTTTA C

M13R (-) CAC ACA GGA AAC AGC TAT GA
RG 174 (+) CGG GGT GTG GAG AGA GAT GCA
RG 175 (+) CCC AAC TGA CAC TGG CCA TGG
RG 176 (+) GTT GGG AGA GGA GAT TCA CG
RG 19 (-) GGG AGT CAA CTG AAT TTA GGC

4.8.4 Subclonagem no plasmideo pT3
O plasmideo bacteriano pT3 possui 9939 pb e faz parte do sistema de dois plasmideos
do clone infeccioso de FA (Rice ef al., 1989). Ele contém a regido central do cDNA viral de
FA (posicao genomica de 1373 a 9428 do virus FA) e a regido alvo da clonagem, a regido

intergénica E/NS1, como mostrado na figura 4.4.

Nsil
/ Pstl
/
Narl
/
Pstl
"
pT3
(9939 bp)

Figura 4.4. Mapa do plasmideo bacteriano pT3 de 9939 pb contendo a regido central do genoma
do virus FA (nucleotideos 1373 a 9428). O cassete heterdlogo foi clonado no sitio de Nar 1 do
plasmideo. O sitio de Pst I foi usado para analise dos clones. O gene de resisténcia a ampicilina (Amp
R) e a origem de replicagdo (ori) também sdo mostrados. Plasmideo desenhado com o programa Gene

Construction Kit 2.5.
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Assim, 2 pg do plasmideo foram digeridos com 5 U da endonuclease Nar I (Promega)
apo6s incubacao a 37° C por 3 h. Essa enzima esta presente no inicio e no fim do cassete de
expressao e foi o sitio de escolha para inser¢do do mesmo entre E/NS1 no virus FA vacinal.
Apos a digestdo, 100 ng do pT3 foram defosforilados com 1 U da enzima SAP (Shrimp
Alkaline Phosphatase - 1 U/uL - Promega) por 30 min a 37° C e a reagdo foi inativada a 65°
C por 15 min.

Preparagdes plasmidiais do pCR-Blunt II-TOPO® com o inserto de interesse foram
igualmente digeridas com Nar I: 1pg do plasmideo foi digerido com 3 U de Nar I a 37° C por
3h. A digestdo foi analisada em gel de agarose 0,8 %/TAE corado com BrEt e a banda
correspondente ao inserto de interesse a ser subclonado no pT3 foi purificada do gel
utilizando o sistema QIAquick Gel Extraction®. O cassete purificado foi quantificado em gel
de agarose como descrito anteriormente e ligado ao pT3 por meio da T4 DNA ligase (5 U/uL
— Invitrogen).

A reacdo de ligacao foi feita na propor¢ao de 80:1 (inserto:vetor) e utilizou 25 ng do
pT3 digerido e defosforilado, 120 ng do inserto digerido, 1 pL da ligase e 4 uL. do seu tampao
5 X, totalizando 20 uL de volume final e foi incubada a 4° C por 16 h. Apds a incubagdo,
procedeu-se a transformagao por choque térmico, como descrito anteriormente, de 2 plL. da
reacdo de ligagdo em 50 uL de células Sure® quimiocompetentes (Stratagene). As placas de
Petri utilizadas no plaqueamento continham meio LB sélido adicionado de 50 ou 25 pg/mL de
ampicilina. A figura 4.5 esquematiza a subclonagem do cassete heterologo no plasmideo pT3.

As coldnias foram selecionadas da placa de Petri e incubadas por 16 h em meio LB
liquido com 50 ou 25 ug/mL de ampicilina a 37° C com agitagcdo de 150 rpm. Preparagdes
plasmidiais em pequena escala dessas colonias feitas com o sistema QIdprep Miniprep®
(QIAGEN), digeridas com Pst I ou Nar 1 e analisadas em gel de agarose 0,8 %/TAE corado
com BrEt revelaram clones positivos.

As digestdes com Pst I ou Nar 1 foram feitas utilizando: 1 pL da preparacio
plasmidial, 1 pL. do tampao 10 X da enzima correspondente, 0,5 U de Pst I ou Nar I e dgua
q.s.p. para 10 uL e a reacdo foi incubada a 37° C por 1 h. A orienta¢do e a integridade do
inserto dentro do pT3 foram posteriormente confirmados por seqiienciamento nucleotidico

com oligonocleotideos RG 174 (+), RG 175 (+), RG 176 (+) e RG 19 (-) (Quadro 4.3).
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Figura 4.5. Esquema da subclonagem do cassete heterdlogo no plasmideo pT3. O plasmideo pCR-
Blunt II-TOPO DIIID3 foi digerido com Nar I liberando, entre outras bandas, uma de 534 pb que
corresponde ao inserto de interesse. Este foi purificado e ligado ao pT3 previamente digerido com Nar
I e desfosforilado, obtendo-se o plasmideo pT3 Den3. Plasmideos desenhados com o programa Gene

Construction Kit 2.5.

4.8.5 Obtencao do molde de cDNA

Os clones do pT3 confirmados por seqiienciamento foram purificados em larga
escala com o sistema Qldprep Maxiprep® (QIAGEN), conforme descrito na segdo 4.6. As
preparacdes foram analisadas e quantificadas em gel de agarose 0,8 %/TAE corado com BrEt,
como descrito anteriormente. Em seguida, 1,5 ug de cada clone do pT3 Den3 assim como do
pT3 sem inserto foram digeridos com 3 U de cada uma das endonucleases Nsi I e Sal I,

simultaneamente, por 3 ha 37° C.
O pG1/2, o outro plasmideo que faz parte do sistema de dois plasmideos do clone
infeccioso da FA, também foi digerido com Nsi I e Sal 1, nas mesmas condi¢des descritas para
pT3. Esse segundo plasmideo possui 6905 pb e contém as regides 5° e 3’ do virus FA

(nucleotideos 1 a 2271 e 8276 a 10862, respectivamente), como pode ser visto na figura 4.6.
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Figura 4.6. Mapa do plasmideo pG1/2 com 6905 pb contém as regides 5’ ( nucleotideos 1 a 2271)
e 3’ (nucleotideos 8215 a 10862) do genoma do virus FA. Esse plasmideo ¢ uma modifica¢do do
plasmideo original e faz parte do sistema de dois plasmideos do clone infeccioso de FA desenvolvido
por Rice et al. (1989). O gene de resisténcia a ampicilina (Amp R), a origem de replicacdo (ori) e o
promotor do fago SP6 estdo descritos. Plasmideo desenhado com o programa Gene Construction Kit

2.5.

Todas as amostras digeridas tiveram as enzimas inativadas por calor e foram
purificadas por coluna com o sistema QIAquick PCR Purification® (QIAGEN), segundo
orientagdes do fabricante. De forma resumida, a um volume da amostra adicionam-se cinco
volumes do tampao PB e essa mistura ¢ aplicada a coluna onde o DNA fica adsorvido e s6 ¢
liberado na presenca de sal. A coluna ¢ lavada pela adicdo de 0,75 mL de tampao PE. Em
seguida, o DNA ¢ recuperado da coluna pela elui¢do com o tampao EB. Em todos os passos a
passagem do liquido pela coluna ¢ facilitada por centrifugacdo a 12000x g por 1 min.

Apos a purificacdo, as amostras foram quantificadas por eletroforese em gel de
agarose 0,8 %/TAE corado com BrEt, como descrito anteriormente. Depois, procedeu-se a
etapa de ligacdo: 300 ng de pT3 Den3 ou pT3 sem inserto foram ligados a 200 ng de pG1/2
com o auxilio de 5 U de T4 DNA ligase (Promega). As reagdes foram incubadas a 4° C por 16
h e a ligacdo foi confirmada por meio de analise em gel de agarose 0,8 % /TAE corado com

BrEt.
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Uma vez confirmada a ligacdo, a ligase foi inativada a 65° C por 20 min e, as reagdes
de ligacdo, tanto do pT3 sem inserto ligado ao pG1/2 como do pT3 Den3 ligado ao pG1/2,
foram clivadas com 5 U da endonuclease X#o 1 a 37° C por 3 h para linearizar o molde de
cDNA. As amostras digeridas foram precipitadas com acetato de aménia 7,5 M, lavadas com
etanol 80 %, eluidas em TE e analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8 %/TAE
corado com BrEt. A figura 4.7 esquematiza a obtencdo do molde de cDNA viral a partir da

tecnologia do clone infeccioso de FA.
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Figura 4.7. Obtencao de virus recombinante por meio do sistema de dois plasmideos do clone
infeccioso de FA. O plasmideo pG1/2 possui as regides 5’ ¢ 3° do genoma do virus sob a forma de
cDNA, além de um promotor da RNA polimerase do fago SP6. Ja o plasmideo pT3 possui cDNA
correspondente a regido central do genoma de FA e, nesse caso, ¢ a regido onde estd o cassete
heter6logo, entre E/NS1, originando o plasmideo pT3Den3. Digerindo ambos os plasmideos com as
enzimas de restri¢ao Nsi I e Sal I e ligando os fragmentos gerados com T4 DNA ligase obtém-se o
molde de cDNA do virus que pode ser linearizado por meio de digestdo com Xko 1, transcrito in vitro e
transfectado em monocamada de células Vero. O aparecimento de efeito citopatico nas células
transfectadas indica que o virus foi regenerado a partir do seu molde de cDNA e pode ser obtido por

meio de coleta do sobrenadante celular.
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4.9 Obtenc¢ao do virus recombinante
4.9.1 Transcricao e transfeccio do RNA viral

Os moldes de cDNA linearizados (pT3 sem inserto ligado ao pG1/2 e pT3 com o
inserto ligado ao pG1/2) possuem em sua regido 5° um promotor do bacteriofago SP6
possibilitando a transcrigao in vitro do cDNA em RNA viral infeccioso pela SP6 RNA
Polimerase. A transcricdo foi feita utilizando o sistema AmpliScrib SP6 High Yield
T ranscription® (Epicentre), em condicdes livres de RNase e seguindo as recomendagdes do
fabricante. Para cada reagdo de transcri¢do foram utilizados 100 ng de cada molde de cDNA
linearizado, 1 pL do tampao 10 X do sistema, 10 mM de DTT, 7,5 mM de cada
ribonucleotideo (NTP) (menos do GTP que foi colocado a 0,75 mM), 3 mM de analogo de
cap, 20 U de RNAsin® (Promega), 2 pL. da enzima SP6 RNA Polimerase. A reagdo foi
incubada a 37° C por 2 h e a integridade do RNA transcrito foi analisada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1 %/TAE, na auséncia de qualquer tipo de nuclease.

No dia seguinte, 1 pg de cada RNA transcrito foi transfectado em monocamada de
células Vero (30000 células/cm?), preparadas com 24 h de antecedéncia, com o auxilio de 20
ug do lipideo catiénico Lipofectamine 2000 (Invitrogen — 2 mg/mL) na presenca de 1 mL de
Opti-MEM® 1 X (Reduced Serum Medium Modification of MEM - Gibco). O RNA transcrito,
o Opti-MEM® e a Lipofectamina foram misturados e incubados no gelo por 10 min. O meio
de cultura foi retirado e as células foram lavadas com Opti-MEM®. Em seguida, a solugo
Opti-MEM, RNA e lipofectamina gotejada sobre a monocamada de células e a garrafa foi
incubada por 20 min a temperatura ambiente com agitacao a cada 2 min.

ApoOs a incubacdo, todo o sobrenadante da garrafa foi retirado e foram adicionados 12
mL de meio 199/Earle completo com 0,22 % de NaHCOs (ver item 10.1). A garrafa foi
incubada a 37° C em estufa com atmosfera de 5 % de CO; e observada diariamente em

microscopio invertido para verificar a presenga de CPE, caracterizando a infeccado viral.

4.9.2 Regeneracio dos virus e estoque viral
Cinco dias ap6s a transfec¢do, as células transfectadas apresentaram CPE e, no sexto
dia pds-transfec¢do (p.t.), os sobrenadantes do virus controle FA 17D/G1.2/T3 (obtido com a
ligacdo do pT3 sem inserto ao pG1/2) e do recombinante FA17D/DIllpgNy.-3 (obtido com a
ligagdo do pT3 Den3 ao pG1/2) tiveram sorbitol adicionado para uma concentragao final de 8
% e foram coletados, aliquotados e estocados a -70° C.
A partir desses sobrenandantes 1P (constitui a primeira passagem dos virus em

célula), foi extraido RNA (ver item 4.4) e feito um RT-PCR com os oligonucleotideos RG174
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(+) e RG 19 (-) para confirmar a integridade da inser¢do. Os fragmentos do RT-PCR foram
purificados pela passagem em coluna do sistema QIAquick PCR Purification™ (QIAGEN) e
seqiienciados. No seqiienciamento foram utilizados os oligonucleotideos RG 174 (+), RG 175
(+), RG 176 (+) e RG 19 (-) na concentragdo de 5 pmoles/puL (Quadro 4.3).

Em seguida, foi preparado um estoque 2P do virus por meio da infeccdo de células
Vero (62500 células/cm?) preparadas com 24 h de antecedéncia em uma garrafa T-175 cm®
com 5 mL do sobrenandante 1P. Todo o meio da garrafa foi retirado, o sobrenadante 1P foi
gotejado sobre as células que foram incubadas a 37° C por 1 h para adsor¢do do virus,
agitando a garrafa a cada 15 min. Passado o tempo de incubagdo, 75 mL de meio 199/Earle
sem gentamicina e fungizona e com 0,11 % de NaHCO; foram adicionados a garrafa que foi
novamente incubada a 37° C em estufa até o aparecimento de CPE.

Ap0s a visualizagdo de CPE na garrafa, o seu sobrenadante foi coletado, aliquotado e
estocado a -70° C como descrito para 1P. Uma aliquota foi utilizada para extragdo de RNA e
reacdo de RT-PCR, como descrito anteriormente, a fim de verificar a integridade da inser¢ao
no virus recombinante. Os oligonucleotidetos utilizados no RT-PCR da 1P e 2P correspondem
as seqiiéncias do genoma viral que flanqueiam o inserto e pareiam-se a partir dos nucleotideos
1639-1659 pb (RG 174) e 3152-3172 pb (RG 19) em relagdo a seqiiéncia do plasmideo pT3
Den3.

4.10 Caracterizacio viral
4.10.1Titulacdo

O virus recombinante, assim como os controles FA17D/G1.2/T3 e FA 17DD (obtido
liofilizado) foram titulados por meio de ensaio de placas em uma adaptacdo do método
descrito por De Madrid e Porterfield (1969). Os virus foram diluidos seriadamente de 10" a
10 em meio 199/Earle com 0,22 % NaHCOs

Placas de 24 pocos (2 cm?*/pogo) contendo 50000 células Vero /cm?, preparadas no dia
anterior, tiveram o meio de seus pocos retirado por aspiragao com o auxilio de uma bomba de
vacuo (sem encostar na monocamada) e 100 puL de cada diluicdo foram adicionados em
duplicata a diferentes pogos da placa, de forma seriada. As placas foram incubadas por 1 h
para adsor¢do viral a 37° C em estufa com atmosfera de 5 % de CO, e agitacdo manual a cada
15 min. Em seguida, o excesso de virus de cada pogo foi aspirado como descrito
anteriormente ¢ 1 mL de carboximetilcelulose 3 % (CMC) com meio 199/Earle 0,22 %
NaHCO; (ver item 10.1) foi adicionado a cada pogo. As placas foram novamente incubadas

em estufa de CO, (5 %) a 37° C por 10 dias.
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Apos esse periodo, as placas foram fixadas pela adicdo de uma solugio de formol 10
% (ver item 10.1) a cada poco da placa durante, no minimo, lh. Apds a incubagdo, as placas
foram lavadas com 4gua, coradas com uma solugdo de cristal violeta a 0,02% (ver item 10.1)
por 30 min, novamente lavadas e colocadas para secar. O nimero de placas de lise de cada
diluicao foi contado ¢ o titulo do virus determinado de acordo com a formula T =M x ID x
FC. Cada virus foi titulado trés vezes, de forma independente.
T = titulo expresso em log;o PFU/mL
M = média do n° de placas de lise contadas em uma determinada diluig¢@o
ID = inverso da dilui¢do onde as placas de lise foram contadas
FC = fator de corre¢do do inoculo para mL. Como o inoculo corresponde a 100 pL, que ¢ a

décima parte de 1 mL, FC =10

4.10.2 Cinética de replicacao

O virus recombinante, assim como os controles FA 17D/G1.2/T3 ¢ FA 17DD
tiveram suas cinéticas de replicacdo determinadas em monocamada de células Vero em
garrafas T-25 c¢cm® com 62500 células/cm® (sempre preparadas no dia anterior). As garrafas
tiveram seu meio retirado, foram infectadas com cada um dos virus em um MOI (do Inglés,
Multiplicity of Infection) de 0,02 e incubadas por 1 h para adsor¢do viral em estufa de CO, (5
%) a 37° C com agita¢do manual a cada 10 min. Essa MOI ¢ considerada baixa e visa garantir
que os virus observados ap6s a infec¢do provenham, em sua grande maioria, de progénie das
células infectadas.

Apds esse periodo, foram acrescentados 11 mL de meio 199/Earle completo com
0,22 % de NaHCOs, as garrafas foram novamente incubadas em estufa de CO, a 37° C
Aliquotas foram retiradas a 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h p.i. e estocadas a -70° C.
Cada aliquota foi titulada em duplicata como descrito na se¢do anterior. Foram feitos trés
experimentos independentes para cada virus.

A partir dos titulos obtidos em cada tempo p.i. foi possivel montar uma curva com a
cinética de replica¢do dos virus. Os dados foram analisados pelo programa Excel (Microsoft,
2003) e foi montado um grafico com a média dos trés experimentos. A andlise estatistica dos
dados de cada curva ao longo do tempo foi feita com o teste ANOVA one way, pos-teste
Tukey. Ja a andlise estatistica entre as curvas foi realizada com o teste de comparagdo
multipla Bonferroni. Todas as andlises estatisticas foram feitas por meio do programa
GraphPadPrism 3.02 (GraphPad, Inc.) e desvio padriao abaixo de 5 % foi considerado nao
signficativo (P< 0,05).
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4.10.3 Estabilidade genética do virus recombinante

O virus recombinante foi analisado quanto a sua estabilidade genética por meio de
passagens seriadas e em duplicata (3P1 e 3P2, por exemplo, que corresponde a duplicata da 3?
passagem) em monocamada de células Vero a partir do estoque 2P até 10P. Garrafas T-25
cm’” com 62500 células/cm” foram preparadas com 24 h de antecedéncia e infectadas com o
virus MOI 0,02 como descrito anteriormente para a cinética de replicagao.

Em seguida, as garrafas foram incubadas em estufa de CO, (5 %) a 37° C até o
aparecimento de CPE, determinada, neste caso, como sendo 72 h p.i.. Duas aliquotas foram
coletadas de cada garrafa e estocadas a -70° C. Uma das aliquotas era utilizada para titulagao
do virus, a fim de manter a MOI sempre proxima de 0,02; e outra aliquota era utilizada para
infectar a passagem seguinte, como descrito anteriormente. Caso a MOI ultrapassasse o valor
de 0,1, ela era recalculada para 0,02 na infec¢do da passagem seguinte.

Nas passagens 5P ¢ 10P aliquotas foram utilizadas para extragdo de RNA seguida de
RT-PCR e seqlienciamento nucleotidico para verificar a integridade da inser¢ao entre E/NS1
do virus recombinante. Os oligonucleotideos utilizados aqui foram os mesmos dos descritos

para as passagens 1P e 2P (Quadro 4.3).

4.10.4 Ensaios de imunofluorescéncia

Células Vero presentes em placas de oito pocos de 1 cm® cada (Lab-Tek Chamber
Slides — Nunc) em uma densidade de 20000 células/pogo foram infectadas com os virus
controle FA17DD, DENV-3 IOC e o recombinante FA17D/DIlIpgny.3 com MOI de 0,02 em
um volume de 100 pL. As placas foram incubadas por 1 h a 37° C em estufa de CO; (5 %)
para adsorcdo viral e, em seguida, 200 pL. de meio 199/Earle 0,22 % NaHCO; foram
acrescentados a cada pogo.

Apo6s 72 h de incubagdo a 37° C em estufa com atmosfera de CO; 5 %, o sobrenadante
foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS pH 74, fixadas em
paraformaldeido 4 % tampao fosfato (ver item 10.1) por 10 min, permeabilizadas por uma
solucdo 0,5 % de Triton X-100 em PBS por 10 min e bloqueadas com PBS adicionado de
albumina sérica bovina (BSA) 1 % por 10 min. Em seguida, o anticorpo monoclonal anti-DIII
de DENV-3 presente em fluido ascitico murino D6-8 A1-12 (lote 30102001; cedido por Bio-
Manguinhos em 25/07/2007) e monoclonal anti-E de FA 2D12 (lote 0505001; cedido por
Bio-Manguinhos em 19/10/2005) foram diluidos em PBS BSA 1 % para uma dilui¢ao de 1:10
e 1:300, respectivamente. Os anticorpos foram aplicados as células: 100 uL por pogo, de

acordo com o protocolo da placa em cada experimento.
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A placa foi incubada a temperatura ambiente por 1 h, seguida de trés lavagens com
solucao de bloqueio e incubagdo por 1 h com o anticorpo IgG de cabra anti-camundongo
conjugado a Alexa 488 (Molecular Probes) na diluicao de 1:400. Os pogos foram novamente
lavados por trés vezes com solucao de bloqueio (PBS BSA 1 %) e as laminas foram montadas
com Slow Fade Gold - antifade reagent with DAPI® (Molecular Probes).

As andlises das laminas foram inicialmente feitas em microscopio de fluorescéncia e
depois em microscopio confocal LSM 510 META da Zeiss na plataforma multi-usuario de
microscopia confocal (PDTIS-FIOCRUZ). As imagens foram capturadas e arquivadas com

auxilio do programa LSM Image Browse 3.5.

4.10.5 Microscopia em contraste de fase
Placas de oito pogos (Lab-Tek Chamber Slides — Nunc) com 1 cm’/pogo foram
semeadas com 20000 células/pogo com 24 h de antecedéncia e infectadas com os virus
controle FA 17DD, FA 17D/G1.2/T3 e o recombinante FA17D/DIIpgny.3 com MOI 0,02 ou
com meio (mock), como descrito para cinética de replicacdo. Fotografias desses virus em
contraste de fase foram feitas a 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h p.i. a fim de comparar o

CPE entre os virus.
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5. RESULTADOS

5.1 Estudos preliminares sobre a estrutura e seqiiéncia do DIII de DENV-3
5.1.1 Alinhamentos

Como um dos objetivos é expressar o DIII de DENV-3 16562 entre os genes E/NSI
do virus vacinal FA 17D, foram feitos varios estudos iniciais desse dominio. Um desses
estudos consistiu em verificar se o DIII ¢ conservado entre as genodtipos de DENV-3 e mesmo
entre os demais sorotipos de dengue por meio de alinhamentos. Todos os alinhamentos foram
feitos  utilizando o  programa  ClustalW2  versao  2.01, disponivel em
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/ index.html.

Neste trabalho, considera-se DIII DENV-3 a por¢cdo da proteina E que engloba os
aminoacidos de 293 a 395. O DIII de DENV-3 16562 foi alinhado com os demais sorotipos
de DENV obtidos no GenBank (o nimero de acesso esta entre parénteses apos o nome do
virus). Foram escolhidos os virus DENV-1 Hawaii (AF425619), DENV-2 Nova Guiné C 44
(AF038403), DENV-3 H87 (L11423), DENV-4 H241 (Y947539), além do proprio DENV-3
16562 utilizado para a construcdo do virus recombinante. A figura 5.1 mostra o alinhamento
entre esses virus destacando suas nove fitas . Como a estrutura do DIII de DENV-1 ainda
nao foi determinada, as fitas  desse sorotipo nao foram delimitadas.

Entre os sorotipos de dengue, de um total de 103 aa, 45 mostraram-se idénticos, 21
com substituicdes conservadas e 11 com substituigdes semi-conservadas. Isso indica que,
mesmo entre os sorotipos, a seqliéncia de aminoacidos do DIII ¢ bastante conservada assim
como a formacgdo e extensdo das fitas B que compdem este dominio. A fita B5 foi a que
apresentou maior variagdo entre os sorotipos principalmente devido a sua maior extensao no
DENV-2, quando comparado com os demais sorotipos.

Seguiu-se a analise comparativa entre as seqiiéncias dos diversos genotipos do DENV-
3, determinados por estudos de evolucdo molecular (Lanciotti et al., 1994). Foram alinhados
um virus de cada genoétipo obtidos no GenBank (ntimero de acesso esta entre parénteses) € o
virus DENV-3 16562. Os virus utilizados foram: Fiji 1992 29472 (L11422) classificado no
genotipo I, Tailandia 1987 MK315 (L11442) classificado no gendtipo II, Sri Lanka 1991
2783 (L11438) classificado no gendtipo III e Porto Rico 1977 1340 (L11434) pertencente ao
genotipo V. A figura 5.2 ilustra o alinhamento.

Esse alinhamento mostra o elevado nivel de conservagdao do DIII DENV-3 uma vez
que, de 103 aa, 90 sdo idénticos, 9 possuem substituicdes conservadas e 1 possui substitui¢ao
semi-conservada o que da aproximadamente 87 % de identidade seqiiencial. Além disso, a

estrutura secundaria desses virus, determinada por suas fitas 8, ¢ idéntica.
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Figura 5.1. Alinhamento do DIII dos quatro sorotipos de dengue destacando as trés folhas
organizadas em nove fitas. A primeira folha é composta pelas fitas 1, B2, 5 ¢ 7 em azul claro; a
segunda, pelas fitas B3 e p6 em marrom claro; a terceira, pelas fitas 4, B8 e f9 em azul escuro. Os
aminodcidos que compdem as fitas  estdo sublinhados e em negrito. As seqiiéncias foram obtidas do
GenBank e o numero de acesso esta na propria figura apds a especificacdo da cepa, com excecdo de
DENV-3 16562. Asteriscos (*) representam residuos idénticos em todas as seqii€ncias, dois pontos (:)
indicam substituicdes conservadas e ponto (.), substituicdes semi-conservadas (ClustalW2, versdo

2.01, http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index. html).

po

Figura 5.2. Alinhamento entre os diversos gendtipos de DENV-3 destacando as nove fitas
formando as trés folhas f que compéem o barril caracteristico do DIII. As seqiiéncias foram

obtidas do GenBank e o nimero de acesso estd na propria figura apos a especificagdo da cepa, com
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excecdo do DENV-3 16562. Fiji 1992 pertence ao gendtipo I, Tailandia 1987 ao genotipo 11, Sri Lanka
1991 ao III e Porto Rico 1977 ao genotipo [V. Asteriscos (*) representam residuos idénticos em todas
as seqiiéncias, dois pontos (:) indicam substituigdes conservadas e ponto (.), substituicdes semi-

conservadas (Clustal W2, versdo 2.01, http://www.ebi.ac.uk/Tools/ clustalw2/index.html).

Em seguida, o nivel de similaridade seqiiencial entre o DIII do virus DENV-3 16562 ¢
do virus vacinal FA 17DD, cuja seqiiéncia foi obtida no GenBank (N° acesso U17066), foi
analisado. A comparacdo dessas porgdes nos dois Flavivirus revelou que de 103 aa, 43 eram
idénticos, 27 possuiam substituigdes conservadas e 12 substituigdes semi-conservadas, o que
da aproximadamente 42 % de identidade (figura 5.3B).

O alinhamento entre as regides da HA completa de FA 17DD e HA completa e
truncada do virus DENV-4 também foi realizado (figura 5.3C). A seqiiéncia de DENV-4 foi
obtida do virus quimérico FA 17DD/DENV-4 em que os genes E e prM do virus amarilico
foram substituidos pelos da cepa Venezuela 88 de DENV-4 (Galler R, comunicagdo pessoal).
O dominio funcional haste (H1, CS e H2) e ancora (TM1 e TM2) completos possuem 96 aa
em contraposicdo a 66 aa da HA truncada. Esses dominios foram delimitados de acordo com
o descrito por Bonaldo et al. (2007)

Entre o alinhamento da HA completa de FA 17DD e DENV-4, de 96 aa, 45 eram
idénticos, 28 eram substituigdes conservadas ¢ 9 substituigdes semi-conservadas. Ja em
relagdo ao alinhamento entre a HA truncada de DENV-4 ¢ de FA 17DD, de 66 aa, 30 eram
idénticos, 20 possuiam substituicdes conservadas e 4 substituigdes semi-conservadas. A figura
5.3 mostra a seqiiéncia e composicao do cassete construido a ser inserido entre E/NS1 do
virus vacinal FA 17DD (A), bem como os alinhamentos entre o DIII de DENV-3 16562 ¢ FA
17DD (B) e HA completa de FA 17DD e HA completa e truncada de DENV-4 (C).
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Figura 5.3. Analise seqiiencial dos componentes do cassete de expressiao DIII DENV-3 HA truncada DENV-4. Seqiiéncia e composi¢do do cassete

construido e inserido entre E/NS1 do virus vacinal FA 17D (A); alinhamento entre o DIII de DENV-3 16562 ¢ FA 17DD (B); alinhamento e delimitagdo dos

elementos da HA completa de FA 17DD com a HA completa e truncada de DENV-4 (C). A seqiiéncia de FA 17DD foi obtida no GenBank (N° de acesso

U17066) e a de DENV-4 a partir de uma quimera FA 17DD/DENV-4 Asteriscos (*) representam residuos idénticos em todas as seqiiéncias, dois pontos (:)

indicam substituicdes conservadas e ponto (.), substitui¢des semi-conservadas (Clustal W2, versdo 2.01, http://www.ebi.ac.uk/Tools/ clustalw2/index.html).
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5.1.2 Modelagem molecular
O DIII de DENV-3 16562 teve sua estrutura tridimensional analisada por meio de uma
modelagem molecular por homologia, como descrito no item 4.3. O DIII de outro DENV-3
(virus CH53489) resolvido por cristalografia de raios X foi escolhido como proteina molde
devido a alta identidade entre as seqiiéncias (identidade = 96 %, resolug¢do = 3,5 A, n° de
acesso PDB = luzg). A figura 5.4 mostra o alinhamento entre essas seqiiéncias feita pelo
programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) em que fica claro a

alta identidade seqiiencial com 96 aa idénticos e 3 substitui¢cdes conservadas em 100 residuos.

293
[
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Figura 5.4. Alinhamento do molde DIII de DENV-3 CHS53489 e do DIII de DENV-3 16562 a ser
modelado. As proteinas obtiveram identidade seqiiencial de 96 %. O ntimero 293 refere-se ao
primeiro aminoacido do DIII, considerando-se como 1 o residuo que da inicio a seqiiéncia da proteina
E. Asteriscos (*) representam residuos idénticos em ambas as seqiiéncias, dois pontos (:) indicam
substituigdes conservadas e ponto (.), substituigdes semi-conservadas (ClustalW2, versdo 2.01,

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

O modelo final do DIII de DENV-3 16562 foi construido e validado, sendo
considerado um bom modelo pelo grafico de Ramachandran. Este grafico mostrou que entre
os residuos do DIII (com excecdo de Gly e Pro) 92,9 % estdo na regido mais favorecida, 4,7
% em regides adicionalmente permitidas, 2,4 % em regides generosamente permitidas e 0 %
em regides ndo permitidas. O grafico de Ramachandran obtido pode ser visto na figura 5.5.

O modelo final mostra que a estrutura ¢ claramente um barril de trés folhas 3
composto por nove fitas. A composi¢ado, extensao e posi¢ao de cada fita no DIII de DENV-3
16562 esta descrita em detalhes na tabela 5.1.

As figuras que ilustram o modelo gerado orientam o DIII em relacdo ao dimero da
proteina E da seguinte maneira: extremidades com um N (N-terminal) fazem a ligacdo com o
DI e estdo voltadas para o interior do dimero; extremidades com um C (C-terminal) estdo
voltadas para o exterior do dimero e sdo a por¢do final da proteina; regides com um S estdo
voltadas para a superficie viral. Portanto, a vista externa do modelo ¢ a que mostra a regido
que fica voltada para fora do dimero da proteina E, enquanto que a vista interna mostra

superficies do DIII voltadas para o interior do dimero.

53



Ramachandran Plot
DIID3_modelo_final
1 |

180
LR
1351 L q
- r m
a0 - _'_I ] i_l =
. T immy 1
e ’ Tl
E e
Ay
5 W 138 18

Phi {degroes)

Figura 5.5. Grifico de Ramachandran obtido para o modelo do DIII de DENV-3 16562. A
estatistica do grafico obtido pelo PROCHECK mostra que de todos os residuos de aminoacidos,
excetuando-se Gly e Pro: 92,9 % estdo nas regides mais favoraveis (A, B, L), 4,7 % estdo nas regides
adicionalmente permitidas (a, b, 1, p), 2,4 % estdo nas regides generosamente permitidas e nenhum
aminoacido encontra-se em regides ndo permitidas. Um bom modelo tem 90 % de seus aminoécidos

nas regides mais favorecidas.

Tabela 5.1 — Composicao, extensao e posicao das nove fitas f do modelo do DIII DENV-3 16562.

Extensao (N° de

Fita Posicio no DIII de DENV-3 16562 Composicio
aminoacidos)

Bl 9 304 -312 FVLKKEVSE
B2 7 318-324 ILVKVEY
B3 2 331-332 CK
B4 4 335-338 FSTE
B5 2 348 — 349 RL
B6 2 355-356 \'A%
B7 6 363 —368 VNIEAE
B8 7 372 -378 GESNIVI
B9 7 385-391 LKINWYK

Nomeagao das fitas esta de acordo com o proposto por Volk et al. (2007).

O modelo construido do DIII de DENV-3 16562 foi utilizado para um estudo
preliminar de importantes sitios presentes neste dominio, previamente descritos na literatura.
Em primeiro lugar, foram determinados no novo modelo os sitios capazes de induzir a

formagao de anticorpos neutralizantes sorotipo especificos pelo hospedeiro, levando inclusive
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a mutacdes de escape e alteracdes na ligacdo com o receptor celular. Esses sitios
compreendem: (1) os aa de 381 a 383 (GDN) que encontram-se na al¢a entre as fitas B8 e [9;
(2) a seqiiéncia de 301 a 307 (TNTFVLK) localizada no N-terminal do DIII e no inicio da fita
B1. A figura 5.6 ilustra o novo modelo e mostra os sitios de escape de neutraliza¢do e o

residuo N388, relacionado com viruléncia/atenuagao.
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Figura 5.6. Modelo do DIII da proteina E de DENV-3 16562 mostrando sitios capazes de induzir
formacao de anticorpos neutralizantes. Em (A) e (B), tém-se vista externa e interna,
respectivamente, do DIII com suas trés folhas B, como descrito na figura 5.1. Em (C), tem-se uma
visdo lateral do modelo destacando sitios capazes de induzir a formagdo de anticorpos neutralizantes
sorotipo especificos pelo hospedeiro. Destacam-se duas regides (esferas roxas): aa 381- 383 (GDN)
que se localizam na alga entre as fitas 8 e B9 e aa 301-307 (TNTFVLK) que se localizam no N-
terminal do dominio e no inicio da fita f1. O residuo N388 (esfera rosa) por ser um asparagina ¢
descrito na literatura como sendo responsavel por conferir maior viruléncia a cepa. N: N-terminal da

proteina; C: C-terminal da proteina e S: regido voltada para a superficie do virion.

Regides de possivel ligagdao a receptores celulares do tipo heparan sulfato (HS), em
células de mamiferos, foram mapeadas. Elas consistem em lisinas conservadas presentes no

DIII dos diversos sorotipos de dengue e também no virus TBE. Essas lisinas, por serem
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positivas, ligariam-se a HS, altamente negativo (Hung et al., 2004). No modelo de DENV-3
16562 essas lisinas sao: K293, K307, K308, K391, K392 e podem ser visualizadas na figura
5.7.

Foram mapeados ainda residuos envolvidos na ligacdo a células de insetos de Ae.
albopictus clone C6/36 descritos por Hung et al. (2004). Esses residuos encontram-se em uma
alca formada entre as fitas B8 e 9 e no inicio da fita B9 totalizando dez aa: de 378 a 387

(IGIGDNALKI) (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Modelo do DIII DENV-3 16562 destacando sitios de ligacdo a receptores celulares.
Em (A) visdo externa do DIII destacando-se cinco lisinas (esferas verdes - K293, K307, K308, K391,
K392) que devido a sua carga positiva contribuiriam com a ligacdo a receptores celulares do tipo HS,
altamente negativos. Em (B) visdo interna do modelo mostrando esferas vermelhas que mapeiam
aminoacidos relacionados com a ligacdo a células de Ae. albopictus clone C6/36. Esses residuos estdo
presentes em uma alga lateral localizada na alga entre as fitas B8 e B9 e no inicio da fita 9, totalizando
dez aa: de 378 a 387 (IGIGDNALKI). N: N-terminal da proteina; C: C-terminal da proteina e S:

regido voltada para a superficie do virion.

As diferencas de aminodcidos encontradas entre os quatro gendtipos de DENV-3
alinhados na figura 5.2 também foram adicionadas ao modelo de DIII para fossem melhor
analisadas. Das treze diferencgas encontradas, a maioria situa-se na superficie do DIII: 301-303
(TNT), K325, V355, 1380 e N383, sendo seis em alcas e apenas uma na fita f6; trés situam-se
na 1% folha (fitas B1, B2, BS, B7): 320-322 (VKV); duas na 3? folha (fitas B4, B8, f9): K386,
K391; e uma na alga entre as fitas 4 e B5 (Figura 5.8). A tabela 5.2 sumariza as diferencas

encontradas e sua localizagao.
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Figura 5.8. Modelo do DIII de DENV-3 16562 destacando diferencas de aminoacidos
encontradas no alinhamento entre os quatro genétipos de DENV-3. O modelo esta em vista lateral
e as diferencas encontradas no alinhamento mostrado na figura 5.2 estdo representadas por esferas em
amarelo. Sao treze diferengas no total distribuidas na superficie do dominio: 301-303 (TNT), K325,
V355, 1380, N383; na 1? folha (fitas 1, B2, B5, B7) interagindo com o DII do mondmero oposto: 320-
322 (VKV); na 3% folha (fitas 4, B8, B9) distantes da superficie viral: K386 e K391; na alca entre as
fitas B4- BS: G340. N: N-terminal da proteina; C: C-terminal da proteina e S: regido voltada para a

superficie do virion.

Tabela 5.2 — Diferencas encontradas entre o DIII dos genétipos de DENYV-3 e sua localizacao.

Mutacao Posicao na proteina E Localizacio em DIII

T/L/S 301 Alga N-terminal
N/G 302 Alga N-terminal
T/A 303 Alga N-terminal
V/1 320 Fita 2
K/R 321 Fita 2
V/1 322 Fita 2
K/R 325 Alga 2- B3
G/V 340 Alga B4- B5
V/1 355 Fita 6
I/T 380 Alga 8- 39
N/K 383 Alga 8- 39
K/R 386 Fita 39
K/R 391 Fita 39
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Além dos parametros estruturais avaliados, a superficie eletrostdtica do modelo
também foi obtida e analisada a partir do proprio PyMol. A parte lateral externa do modelo
apresenta um acumulo de cargas positivas, enquanto a regido lateral interna apresenta
distribuicdo mais uniforme das cargas. J4 a regido externa apical possui mais cargas
negativas, assim como a regido interna apical. A figura 5.9 mostra a superficie eletrostatica

das regides do modelo.

Visla exlerna YVista intlerna

(D)

m\ﬁ

Figura 5.9. Superficie eletrostitica do modelo de DENV-3 16562 em diversos Angulos. Os

esquemas de superficie eletrostatica esdo acompanhados pelos respectivos modelos para facilitar o
entendimento da visdo mostrada. Cargas positivas estdo em azul, negativas em vermelho e neutras, em
branco. (A) Visdo lateral externa do DIII mostrando que nessa regido predominam as cargas positivas
(azul) diferentemente da regido lateral interna onde ha maior eqiiidade na distribui¢cdo das cargas (C).
(B) Visdo externa apical do modelo onde predominam as cargas negativas (vermelho), assim como na
superficie apical interna (D). N: N-terminal da proteina; C: C-terminal da proteina e S: regido voltada

para a superficie do virion.
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5.2 Construcio do virus recombinante
5.2.1 Obtengcdo do cassete de expressio e clonagem no pCR-Blunt II-TOPO®

Houve muita dificuldade em amplificar o DIII de DENV-3 16562 a partir de RNA
extraido do sobrenadante de células de Ae. albopictus clone C6/36 infectadas utilizando
enzimas mesofilicas que fazem a reagdo de RT-PCR a 42°C. Especulou-se entdo que essa
regido do RNA poderia ser rica em estruturas secundarias, o que dificultaria uma amplificagao
com enzimas comuns, mas poderia ser amplificada com enzimas termoestaveis que sintetizam
cDNA a temperaturas mais elevadas, linearizando o RNA molde e permitindo sua
amplificacdo. A seqiiéncia DIII s6 foi amplificada de forma satisfatéria quando foram
utilizadas enzimas termoestaveis que sintetizam o cDNA a 65°C.

Para amplificar a HA trucada de DENV-4, utilizou-se um plasmideo com o cDNA da
quimera FA 17D/DENV-4 e ndo houve dificuldades com a reacdo de PCR que foi realizada
utilizando uma DNA polimerase termoestavel de alta fidelidade, com atividade exonucleasica
3’-5’. Os dois fragmentos amplificados eram complementares em uma de suas extremidades e
foram unidos por um PCR de fusdo utilizando os oligonucleotideos das pontas nao
complementares, gerando um cassete de expressao de 573 pb.

O fragmento resultante da PCR de fusdo foi adicionado ao plasmideo pCR-Blunt II-
TOPO® de 3519 pb e a mistura foi transformada em E. coli quimiocompetentes DH5a
resultando em diversos clones positivos com 4092 pb. A clonagem foi confirmada por
digestdo com a endonuclease Eco RI, que libera o inserto do plasmideo, e por seqiienciamento
nucleotidico. A figura 5.10 mostra os fragmentos da RT-PCR, PCR e PCR de fusdo
amplificados, bem como preparagdes plasmidiais e analise dos clones positivos do pCR-Blunt
II-TOPO" apds serem digeridos com as endonucleases Eco RI e Nar I, submetidos a

eletroforese em gel de agarose 0,8 %/TAE e corados com BrEt.
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Figura 5.10. Analise dos fragmentos de amplificacio do cassete de expressio e clonagem do
cassete no pCR-Blunt II-TOPO®. Eletroforese em géis de agarose 0,8 %/TAE corados com BrEt.
(A) Fragmentos da amplificagdo do cassete de expressao heterdlogo: DIII DENV-3 16562 com 367 pb
(poco 2); HA truncada de DENV-4 com 250 pb (pogo 3); cassete heterélogo com 573pb, resultante da
PCR de fusdo entre as duas amplificagdes anteriores (pogo 4). (B) Clonagem do cassete heterdlogo no
pCR-Blunt II-TOPO®. (B.1) Pogos: 1 - preparagio plasmidial do pCR-Blunt II-TOPO® com o cassete
de expressdo clonado; 2 - digestdo desse plasmideo com a endonuclease Eco RI confirmando a
clonagem por mostrar duas bandas: uma de 3519 pb correspondente ao plasmideo e outra de 591 pb
que corresponde ao inserto de interesse mais seqii€ncias flanqueadoras do sitio de Eco RI. (B.2)
Preparagio plasmidial do pCR-Blunt II-TOPO®™ (poco 1) e a sua digestdo com a endonuclease Nar |

(pogo 2), levando a liberagdo do inserto de interesse: banda de 534 pb.

5.2.2 Subclonagem do cassete no plasmideo pT3

Ap6s confirmagdo da clonagem, o cassete de expressao foi retirado do pCR-Blunt II-
TOPO® por digestio com a endonuclease Nar I (banda de 534 pb; figura 5.10B) e ligado ao
mesmo sitio do plasmideo bacteriano pT3, previamente digerido com a mesma endonuclease
e desfosforilado. A ligacdo foi transformada em linhagem de E. coli Sure quimiocompetente o
que gerou diversos clones.

Entretanto, alguns clones continham delegdes grandes e visiveis em gel de agarose
apos digestdo com endonuclease especifica. Além disso, todos os clones que ndo possuiam
delecdes e foram confirmados como positivos por meio de digestdo com as endonucleases Pst
I ou Nar 1, mostraram-se clonados de forma invertida no pT3 quando seqiienciados. Como
isso ocorreu em uma propor¢do aparentemente acima dos 50% esperados em uma clonagem
nao direcional, especulou-se que o DIII pudesse ser deletério para as bactérias e, por isso, sO
conseguia ser clonado de forma invertida ou com delegdes, ou seja, quando nao estava sendo
expresso corretamente.

Uma nova transformacao foi feita diminuindo a concentracdo do antibiotico utilizado

na sele¢do dos clones pela metade (de 50 pg/mL para 25 pg/mL). Varios clones foram
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obtidos, muitos confirmados por seqiienciamento como estando na posi¢do correta e sem
delecdes ou mutagdes. A figura 5.11 mostra a subclonagem do cassete no pT3 por meio de

eletroforese em géis de agarose 0,8 %/TAE corados com BrEt.
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Figura 5.11. Clonagem do cassete heterélogo no plasmideo pT3. Anélises de eletroforese em géis
de agarose 0,8 %/TAE corados com BrEt. (A) Clones negativos (pocos 3,4, 5, 6, 7 e 11) e positivos
(pogos 8, 9, 10 e 12) do plasmideo pT3 apds digestdo com a endonuclease Nar 1. A seta a direita
indica a posicao e o tamanho (534 pb) do inserto clonado, liberado apds digestdo. (B) Digestdo dos
clones com a endonuclease Pst I revela clones positivos (pogos 4 e 8), deletados (pogos 3 e 11) e

negativos (pogos 2, 5,6, 7,9, 10, 12 e 13).

5.2.3 Obtencao do molde de cDNA.

A tecnologia do clone infeccioso de Flavivirus consiste em acomodar de forma estavel
o genoma de RNA fita simples positiva do virus sob a forma de cDNA em plasmideos, de
modo que o genoma viral possa ser manipulado geneticamente. No caso de FA, o genoma so
¢ estavel quando distribuido em dois plasmideos, um contendo a regido central do genoma
viral (nesse caso o pT3) e o outro as regides 5’ e 3’ do virus, além de um promotor do fago
SP6 (plasmideo pG1/2).

Um dos clones positivos do pT3Den3, assim como o plasmideo pT3 sem inserto,
juntamente com o pG1/2, foram escolhidos para a constru¢do do virus recombinante
FA17D/DllIpgny-3 € do virus controle FA17D/G1.2/T3, respectivamente. Cada um dos
plasmideos foi digerido com as endonucleases Nsi I e Sal I, simultaneamente. O pT3Den3
originou bandas de 8298 pb ¢ 2175 pb; o pT3 sem o inserto originou bandas de 7764 pb e
2175 pb; 0 pG1/2 originou bandas de 5146 pb e 1759 pb.

Os fragmentos do pT3Den3 foram ligados aos do pG1/2 obtendo-se o molde de cDNA
do virus recombinante, enquanto os fragmentos do pT3 sem inserto ligados aos do pG1/2
originaram o molde de cDNA do virus controle. Ambos os moldes foram linearizados por

digestdo com a endonuclease Xko I e transcritos in vitro por meio do promotor da SP6 RNA
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polimerase. A figura 5.12 ilustra as etapas de digestdo e ligagdo, além da transcri¢do vistas

por eletroforese em géis de agarose 0,8 %/TAE corados com BrEt.
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Figura 5.12. Etapas para obtenciao do molde de cDNA analisadas em géis de agarose 0,8 %/TAE
corados com BrEt. (A) Digestdes simultdneas com as endonuccleases Nsi 1/Sal: pT3Den3 (pogo 2);
pG1/2 (pogo 3). No poco 4 esta o molde de cDNA do virus recombinante apos ligagdo (B) e
linearizacdo com Xho 1. (B) Ligacao de plasmideos previamente digeridos com Nsi I/Sal I: pT3 sem
inserto com pG1/2 (pogo 2) e pT3Den3 com pG1/2 (pogo 3). (C) Produtos da transcrigdo in vitro do
molde de cDNA viral: RNA correspondente a transcri¢ao do virus controle FA17D/G1.2/T3 (pogo 2);
RNA correspondente a transcri¢do do virus recombinante FA17D/Esa/DIllpgny.3 (pogo 3). As setas
vermelhas indicam o fragmento que corresponde ao molde de ¢cDNA (A) ou RNA (C) do virus

recombinante.

5.3 Regeneracio dos virus e estoque viral.

Os RNAs sintetizados foram utilizados para transfectar monocamada de células Vero,
levando a obtengdo do virus controle FA 17D/G1.2/T3, fenotipicamente semelhante ao da
cepa vacinal 17DD, e do virus recombinante FA 17D/Esa/DIllpgNy.3 (de forma abreviada, FA
17D/D3).

O sobrenadante celular da transfec¢do (denominado 1P) do virus FA 17D
recombinante foi coletado. Uma amostra da suspensdo foi submetida a extracdo de RNA
seguida de RT-PCR na presenca de oligonucleotideos sintéticos correspondentes as
seqiiéncias do genoma viral que flanqueiam o inserto, obtendo-se uma banda de 1513 pb que,
apods seqiienciamento, confirmou a inser¢do correta do DIII no FA 17D entre E/NS1, gerando
o virus FA 17D/Esa/DIpgny.-3.

O sobrenadante viral 1P foi utilizado em nova infeccdo de células Vero para se obter
um grande estoque de segunda passagem ou 2P, pois esse estoque serd utilizado em todas as
etapas de caracterizacdo do virus. Amostras de RNA de sobrenadante celular 2P foram

submetidas a RT-PCR e seqiienciamento, com os mesmo oligonucleotideos utilizados na 1P,
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confirmando a integridade da inser¢ao no virus vetor, como mostrado na figura 5.13. Estoques

2P dos virus controles FA 17D/G1.2/T3 e FA 17DD também foram obtidos.

- 22Tk
1513pk  »

Figura 5.13. Estabilidade genética do virus recombinante nas primeira e segunda passagens em
células Vero. Eletroforese em gel de agarose 0,8 %/TAE corado com BrEt mostrando os amplicons
obtidos na RT-PCR de sobrenadante de células Vero infectadas com FA 17D/Esa/DIllpgny.; nas
passagens 1P (poco 1) e 2P (poco 2). A reacdo utilizou oligonucleotideos que flanqueiam o cassete de
expressdo, inserido entre E/NSI1, pareando nas regides 1639-1659 pb (positivo) e 3152-3172 pb

(negativo) do genoma do virus FA recombinante, obtendo-se uma banda de 1513 pb.

5.4. Caracterizacio viral
5.4.1 Titulacio e cinética de replicacdo em células Vero

Aliquotas do estoque 2P do virus recombinante FA 17D/Esa/DIllpgny-3 € dos virus FA
controles (FA 17D/G1.2/T3 e FA 17DD) foram utilizadas para titular os virus por ensaio de
placa em células Vero. Foram feitos trés ensaios independentes por virus, sendo que em cada
ensaio os virus foram titulados em duplicata. Os titulos obtidos foram: 6,0 log;o PFU/mL para
o FA 17D/D3; 7,7 logio PFU/mL para o FA 17D/G1.2/T3; 7,5 logo PFU/mL para o FA
17DD.

Esses mesmos virus foram utilizados posteriormente para infectar células Vero com
uma MOI de 0,02 em um ensaio de cinética de replicagdo e tiveram aliquotas coletadas a 24 h,
48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h p.i.. Cada uma dessas aliquotas foi titulada por ensaio de placa
em duplicata e a cinética foi feita trés vezes de forma independente. Dessa forma, pode-se
acompanhar a replica¢do viral em termos de log;o PFU/mL ao longo do tempo e obter uma
curva de replicagdo caracteristica de cada virus (Figura 5.14). A tabela 5.3 contém os valores
acompanhados pelo desvio-padrao de cada ponto das curvas e os picos de replicagdo (tempo

precoce com maior titulo) para cada virus em negrito.
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Figura 5.14. Cinética de replicacido do virus recombinante e dos controles vacinal e parental. A
cinética foi feita em monocamada de células Vero com MOI 0,02 utilizando os virus FA
17D/Esa/DIllIpgnys (em vermelho) e controles FA 17DD (em verde) e FA 17D/G1.2/T3 (em azul) e
mostra a replicacdo de cada virus em log;o PFU/mL ao longo do tempo pds-infecgdo. Os pontos das
curvas representam a média de trés experimentos independentes e estdo acompanhados pelos

respectivos desvios-padrao.

Tabela 5.3 — Valores e seus desvios-padriao em log; PFU/mL da cinética de replicacio em

monocamada de células Vero.

Virus 24h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h

FA17D/D3 4,17+0,20  5,89+0,24  5,87+0,20  5,28+0,15  4,67+0,18 4,52+0,13

FA17D/G1.2  5,01+0,52  7,23+0,19  7,34+0,15  7,23£0,08  6,73+0,24 6,43+0,65
/T3

FA17DD 4,00+0,18  6,44+0,21  7,47+0,41  7,50£0,35  7,13+0,20 6,94+0,17

As células em negrito indicam os picos de replicagéo viral (tempo precoce com maior titulo) para cada
virus.

Para analise das cinéticas entre os virus foi realizado o teste estatistico de comparacao
multipla Bonferroni com P< 0,05. Essa analise revelou que em 24 h p.i. o virus recombinante
FA 17D/D3 possui niveis de replicagdo semelhantes ao 17DD sem diferenca estatitica (P>
0,05), porém a partir de 72 h p.i. o nivel de replicagdo do 17DD aumenta assemelhando-se ao
virus 17D/G1.2/T3 (P> 0,05) e distanciando-se do FA17D/D3 (P< 0,001), o que se mantém
até¢ 144 h p.i. (P<0,01).
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Os virus parental 17D/G1.2/T3 e recombinante FA 17D/D3 possuem niveis de
replicacdo com diferenca estatistica a partir de 48 h p.i. (P< 0,001) até¢ 144 h p.i. (P< 0,01).
Entretanto, o formato geral da curva da cinética de replicacdo ¢ bastante semelhante entre
esses virus. Entre os virus controle ha diferenca apenas em 24 h p.i. (P<0,05) e 48 h p.i. (P<
0,01), mas apartir de 72 h p.i. ndo hd mais diferenga com P> 0,05.

A andlise de cada virus isoladamente ao longo do tempo foi feita utilizando-se o
ANOVA one-way com poés-teste Tukey e P< 0,05. O pico de replicagdo do FA 17DD ocorre
em 72 h p.i. e mantém-se sem diferenca significativa at¢ 144 h p.i. (P> 0,05). O FA
17D/G1.2/T3 possui pico em 48 h p.i. que mantém-se até¢ 144 h p.i. com P> 0,05. O virus
recombinante, FA17D/D3, possui pico de replicagao em 48 -72 h p.i. sem diferenca entre os
tempos (P> 0,05). Entretanto, apds esse pequeno platd, os niveis de replicagdo caem de forma
abrupta e 144 h p.i. voltam praticamente aos niveis de 24 h p.i. com P< 0,05.

Devido a essas diferencas na cinética dos virus controles ¢ recombinante, foi feito um
ensaio em microscopia de contraste de fase com fotos tiradas nos mesmos tempos p.i. da
cinética de replicag@o. O objetivo era saber se as diferengas entre os virus refletiam-se no CPE
induzido pelos mesmos em células Vero. A figura 5.15 ilustra o ensaio em microscopia de
contraste de fase.

Esse ensaio revelou que ha uma grande diferenca de CPE a 72 h p.i. entre os virus
17D/G1.2/T3 e FA 17D/D3 em relagdo ao 17DD, cujo CPE mantém-se proximo ao do mock.
Além disso, o CPE dos virus parental e recombinante FA 17D/D3 sdo muito parecidos, o que

pode ocorrer devido ao compartilhamento do mesmo arcabougo genético por ambos 0s virus.
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Figura 5.15. Microscopia em contraste de fase dos virus controles FA17DD e FA17D/G1.2/T3 e do recombinante FA17D/D3 infectando ou nio (Mock)

células Vero. As fotografias foram tiradas em microscopio de contraste de fase a 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h p.i.,, mesmos tempos da cinética de

replicagdo, para visualizagdo do efeito citopatico (CPE).
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5.4.2 Estabilidade genética do virus recombinante.

Esse parametro foi analisado por meio de duas passagens independentes sucessivas do
virus com MOI 0,02 em monocamada de células Vero seguidas de titulagdo, além de RT-PCR
e seqiienciamento nas passagens de numero 5 e 10. A tabela 5.4 contém a MOI e o titulo do
virus recombinante a cada passagem. Como na 5% passagem a MOI ultrapassa o limite de 0,1,

ela foi recalculada para 0,02 na infeccao da 6 passagem.

Tabela 5.4 — MOI e titulo em log;y PFU/mL do virus recombinante FA17D/D3 da terceira até a

décima passagem em células Vero.

Passagem P1 Titulo (log; MOI Passagem P2 Titulo (log; MOI
PFU/mL) PFU/mL)
3P1 5,54 0,007 3P2 5,69 0,009
4P1 6,44 0,050 4P2 6,49 0,060
5P1 6,65 0,090 5P2 6,76 0,110
6P1 6,55 0,016 6P2 6,46 0,010
7P1 6,88 0,034 7P2 6,85 0,026
8P1 6,81 0,029 8P2 6,90 0,029
9P1 7,02 0,044 9P2 6,88 0,027
10P1 7,16 0,064 10P2 7,11 0,047

As reagdes de RT-PCR foram feitas com o sobrenadante celular das passagens 5 e 10 e
utilizaram os mesmos oligonucleotideos empregados na analise pela RT-PCR da 1P e 2P,
obtendo-se um amplicon de 1513 pb caso o inserto estivesse presente ou de aproximadamente
1000 pb, caso o inserto ndo estivesse presente. Na figura 5.16 as amplificagdes obtidas na RT-
PCR dessas passagens podem ser vistas por eletroforese em gel de agarose 0,8 %/TAE corado

com BrEt.
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Figura 5.16. Estabilidade genética do virus recombinante nas passagens 2P, SP e 10P.
Eletroforese em gel de agarose 0,8 %/TAE mostrando os amplicons obtidos na RT-PCR de
sobrenadante de células Vero infectadas com FA 17D/Esa/DIllpgyy.; nas passagens: 2P em que o
cassete de expressdo esta intacto dentro do virus (pogo 2); 5P em que ha mistura de populagdes virais
com ¢ sem o inserto (pogos 3 ¢ 4); e 10P em que o inserto foi perdido em toda a populacdo viral

(pogos 5 ¢ 6).

A RT-PCR mostrou que embora na 2% passagem o inserto esteja intacto e integro no
virus, na 5% passagem ja hd perda do inserto com a existéncia de duas populagdes virais
distintas uma com e outra sem o inserto. Na 10* passagem, o inserto ja foi totalmente perdido
e somente a banda de aproximadamente 1000 pb, que indica auséncia da inser¢do no virus, €
visivel.

Cada amplicon foi seqiienciado trés vezes em cada sentido o que confirmou o descrito
anteriormente e revelou que existe mutagdo no virus tanto na SP como na 10P. Na passagem
5P1 o inserto estd presente em apenas parte da populagdo, mas ndo had mutagdes; na 10P1 o
inserto ndo existe em toda a populacdo, permanecendo apenas o N-terminal do cassete (DQG)
e o final da HA DENV-4 (LFLGFTVGA), retornando em seguida para
DQGCAINFGKRELK e seguindo na seqiiéncia do plasmideo pT3. Foi verificado na 10P1
muta¢do na base 593 (tendo como zero o inicio da seqiiéncia do plasmideo pT3 onde foi feita
a clonagem) de C para G levando a modificacdo de aminodcido de T para A.

A passagem 5P2 também possui o inserto heterélogo presente em apenas parte da
populagdo, porém ja apresenta a mutacdo na mesma base 593 de C para G levando a
modificacdo de aminoacido de T para A. Na passagem 10P2 a mutagdo mencionada
permanece e, assim como na 10P1, ndo ha presenca do inserto em toda a populagdo,
permanece apenas o N-terminal do cassete (DQG) e o final da HA DENV-4 (FLGFTVGA),
seguido pela seqiiéncia do plasmideo pT3 (DQGCAINFGKRELK). A figura 5.17 ilustra qual

parte do cassete de expressdo permaneceu nas populagdes virais em 10P1 e 10P2.
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Figura 5.17. Modificacoes ocorridas no cassete de expressio das populacdes virais de 10P1 e
10P2. Apenas as seqii€ncias destacadas em azul e sublinhadas do cassete permaneceram nas
populagdes virais em 10P1. O mesmo foi observado para 10P2 com exe¢do do aminoacido L no inicio

da marcagdo em azul em TM2 que ndo foi encontrado no inserto.

5.4.3 Ensaios de imunofluorescéncia

Foram feitos ensaios de imunofluorescéncia infectando células Vero com MOI 0,02
com os virus controle FA 17DD e DENV-3 IOC e com o recombinante FA 17D/D3. As
marcagoes feitas 72 h p.i. foram observadas em microscépio confocal. Na figura 5.18 tem-se
uma prancha com os resultados.

A marcagdo com o anticorpo primario foi especifica e apenas o virus recombinante
expressa tanto a proteina E de FA, como o DIII da proteina E de DENV-3. Além disso, essa
expressdo ocorre, em todos os casos, em uma regido perinuclear que corresponde, muito
provavelmente, ao RER da célula hospedeira. Os virus controle utilizados para verificar a
especificidade da marcacao s6 expressam a proteina E presente em seus genomas: proteina E

de FA (virus FA 17DD) e proteina E de DENV-3 (virus DENV-3 I0C).
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Figura 5.18. Ensaios de imunofluorescéncia com o virus recombinante para deteccio da expressio

o - I
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de DIII de DENV-3. A marcagdo com o anticorpo primario ¢ especifica e apenas o recombinante
expressa a proteina E de FA, bem como o DIII da proteina E de DENV-3. O virus recombinante
expressa o DIII de DENV-3 em uma regido perinuclear que corresponde, muito provavelmente, ao RER
da célula hospedeira. Os virus controle utilizados para verificar a especificidade da marcagédo so
expressam a proteina E presente em seus genomas: proteina E de FA (FA 17DD) e proteina E de DENV-
3 (DENV-3 10C). As barras correspondem a 50 um
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6. DISCUSSAO

Este trabalho propde uma estratégia de utiliza¢do do virus vacinal FA 17D como vetor
para expressao de proteinas heterdlogas na regido intergénica E/NS1 com o objetivo de obter-
se novas vacinas combinadas contra patéogenos humanos que compartilhem uma area de
transmissao, como ¢ o caso de DENV e FA ou de malaria e FA. Essa metodologia ¢ uma
adaptacao do proposto por Bonaldo et al. (2007) e consistiu em expressar o DIII da proteina E
de DENV-3 na regido intergénica E/NS1 do virus vacinal FA 17D. Assim, o virion
recombinante ¢ uma particula do virus FA 17D, que ao infectar uma célula expressa no seu
interior, muito provavelmente no RER, o polipeptideo exdgeno, o DIII de DENV-3.

Bonaldo et al. (2007) expressaram a proteina reporter autofluorescente GFP na regido
intergénica E/NS1 de FA 17D. Essa estratégia levou em consideragdo a existéncia de motivos
funcionais e regides conservadas flanqueando E/NS1 para duplica-las e fusiona-las ao inserto
de interesse. Assim, foram fusionados nove aa do N-terminal de NS1 ao N-terminal da GFP e
a regido HA completa de FA ao C-terminal da proteina de interesse. O objetivo dessas
seqiiéncias flanqueando o inserto foi permitir o correto enderegamento e transloca¢do da
poliproteina viral que ¢ processada em associacdo com o RER da célula hospedeira garantindo
a viabilidade e estabilidade do virus recombinante (Chambers et al., 1990),

Neste trabalho, a HA completa de FA foi substituida por uma versao truncada (sem os
elementos H1 e CS) de DENV-4. O objetivo foi diminuir a identidade entre a HA presente no
virus vetor ¢ a HA do cassete heterdlogo para aumentar a estabilidade genética do virus,
evitando a perda da inser¢do por pareamento entre essas HA complementares nao alélicas
durante a replicagao do genoma viral, como sugerido por Bonaldo et al. (2007).

O DIII da proteina do envelope de DENV-3 foi escolhido por participar da maioria dos
eventos bioldgicos relevantes relacionados a patogenia do virus como ligacdo ao receptor do
hospedeiro (Chen et al., 1996), viruléncia, neuroviruléncia e atenuagdo (Leitmeyer et al.,
1999; Sanchez & Ruiz, 1996). Roehrig (2003) diz que anticorpos dirigidos ao DIII tendem a
ser sorotipo-especificos e sdo os mais eficientes na neutralizagdo da infecgdo celular. Logo,
uma formulagdo tetravalente com quatro construgdes do virus FA 17D expressando o DIII de
cada um dos sorotipos de dengue entre E/NS1 poderia levar ao desenvolvimento de uma
vacina atenuada combinada contra DENV e FA em que os quatro sorotipos de dengue
replicariam-se de forma homogénea, sem que houvesse risco de uma exarcerbagdo da resposta
imune devido ao ADE.

Nao ha um consenso quanto a delimitagdo do DIII (Rey ef al., 1995; Chen et al., 1996;
Modis et al., 2005; Volk et al., 2007). A tripsinizagdo de E libera a proteina na sua forma
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dimérica, soluvel, sem a regido HA, incluindo os aa de 1-395 em TBE (Heinz et al., 1991) o
que significa até o aminoacido K392 de DENV-3 (sem a por¢ao GSS final).

Neste trabalho, o DIII foi delimitado como uma regido de 103 aa que se estende do aa
293 ao 395 da proteina E de DENV-3 incluindo, portanto, a por¢do C-terminal que conecta-
se a HA (GSS). Os residuos limitrofes do DIII foram escolhidos por serem aa com cadeia
lateral pequena e nao serem hidrofobicos. Este ultimo critério justifica-se para ndo alterar a
solubilidade do dominio e garantir a expressao de sua forma nativa, sem perder caracteristicas
tridimensionais que afetem seu reconhecimento por anticorpos neutralizantes, por exemplo. A
por¢do GSS foi mantida por possuir residuos bastante conservados em Flavivirus e que
possuem cadeia lateral pequena, proporcionando maior flexibilidade a cadeia polipeptidica o
que, em teoria, levaria a uma melhor acomodacdo do DIII em relacdo a poliproteina viral
como um todo e aos dominios fusionados do cassete heterdlogo.

As fitas do DIII foram nomeadas de acordo com a nomenclatura empregada por Volk
et al. (2007). Entretanto, caso seja empregada a nomenclatura utilizada por Rey et al. (1995),
as fitas B1-9 equivalem a: A, B, Cx, C, D, Dx, E, F e G, respectivamente, observando-se
algumas alteragdes em relacdo as suas composigdes e/ou extensdes. A primeira folha ¢
formada pelas fitas 1, B2, B5, B7 e sua face externa superior fica exposta na particula viral,
enquanto no dimero da proteina E a maior parte dessa folha interage com o DII do monomero
oposto. A segunda folha ¢ menor e possui as fitas B3 e f6: sua face externa interage com o DI
do mesmo mondmero. A terceira folha engloba as fitas 4, B8, 9 e ¢ a mais distante da
superficie da particula viral (Rey et al., 1995; Volk et al., 2007).

A proteina E possui 40 % de conservacao entre os Flavivirus (Chambers et al., 1990) e
alinhamento realizado entre o DIII dos quatro sorotipos de dengue mostrou identidade de
cerca de 44 % (Figura 5.1). Estudos realizados com o DIII de DENV-3 revelaram que esse
sorotipo possui quatro gendtipos geneticamente distintos: virus oriundos da Indonésia,
Malasia, Filipinas e Ilhas do Pacifico Sul (genétipo I), virus da Tailandia (genotipo II), virus
do Sri Lanka, India, Africa e Samoa (genétipo III) e virus de Porto Rico e Taiti (genétipo IV)
(Lanciotti et al., 1994).

De acordo com essa classificacdo, foi escolhido um virus de cada gendtipo para
alinhamento com o virus 16562, utilizado na constru¢do do virus recombinante (Figura 5.2).
Esse alinhamento ilustra a grande conservacao estrutural e seqiiencial que existe entre os DIII
de DENV-3 com aproximadamente 87 % de identidade entre os residuos de aa. Entretanto,
também podem ser vistas 13 diferencas entre substituicdes conservadas, semi-conservadas e

ndo conservadas.
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Das diferencas encontradas, a maioria (sete) encontra-se distribuida na superficie do
DIII. Destas, cinco estdo relacionadas a sitios capazes de induzir a formacao de anticorpos
neutralizantes pelo hospedeiro: aminoacidos T301, N302, T303, K325 e N383, fazendo parte
de epitopos maiores que englobam os aminoacidos 301-307 (al¢a Iy-f1 no N-terminal e fita B1
do DIII) (Lin et al., 1994), 381-383 (al¢a entre as fitas B8 e f9) (Hiramatsu et al., 1996; Hung
et al., 2004), além de um epitopo estrutural localizado em quatro alcas da superficie externa
do DIII (alca Ip-B1, alcas entre as fitas f2-B3, B5-B7, B8-B9) que inclui os residuos 301, 302,
303, 325 e 383 (Nybakken et al., 2005).

O residuo V355 ¢ o unico dos residuos de superficie que ndo esta localizado em uma
alga, uma regido naturalmente mais varidvel, mas sim na fita 6. Logo, ele ndo chega a fazer
parte da alca entre as fitas f5-B7 e ndo faz contato com o anticorpo neutralizante E16 citado
por Nybakken et al. (2005). J& o residuo 1380 estd adjacente a um sitio que induz a formagao
de anticorpos neutralizantes: aminoacidos de 381 a 383 (GDN) (Hiramatsu et al., 1996; Hung
et al., 2004) localizada na alga entre as fitas B8 e 9, observada em Flavivirus transmitidos
por mosquitos.

Diferengas entre genotipos, principalmente se localizadas em algas no topo do DIII,
parecem ter implicagdes importantes na resposta imune do hospedeiro e afetar o
reconhecimento de anticorpos oriundos de imunizagdo prévia contra um outro genotipo do
mesmo sorotipo (Zulueta et al., 2006).

Entre as demais diferencas encontradas, apenas o G340 localiza-se distante da
superficie do virion na regido da alga entre as fitas 4-B5. Na literatura, ndo existe nada
descrito que justifique essa diferenga que parece ser um caso isolado uma vez que ela ocorreu
apenas no virus de Porto Rico 1977, mas ndo estava presente nos virus Porto Rico 1963 e
Taiti 1965, todos pertencentes ao genotipo IV de DENV-3 (Lanciotti ef al., 1994).

As duas outras diferencas entre genotipos de DENV-3 foram encontradas na 1* folha:
320-322 (VKV) e na 3? folha (fita f9). As diferencas encontradas nos aminoacidos 320-322
(fita B2), que interagem com o DII do mondmero oposto, sdo substitui¢des conservadas para
as quais ndo foi descrita funcdo na literatura. Essas diferengas ocorrem em alguns virus, mas
ndo sdo caracteristicas de nenhum genotipo especifico (Lanciotti et al., 1994). Assim como
esses residuos, todas as diferengas observadas em regido de fita ou delimitando fitas foram
substitui¢des conservadas, o que reflete uma menor variabilidade natural dessas estruturas
quando comparada as regides de algas.

A outra diferencga reside na fita B9 em residuos localizados distantes da superficie
viral: K386 e K391. Estes residuos de lisina, devido a sua carga positiva, estariam evolvidos

com a ligacdo a receptores celulares do tipo HS, altamente negativos. Entretanto, apesar de
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ambos encontrarem-se dentro da regido putativa de ligacdo a HS: aminoacidos 284-310 ¢ 386-
411 (Chen et al., 1997), apenas K391 parece estar envolvidao nesse tipo de ligagcdo, enquanto
K386, assim como os aminoacidos 1380 e N383, fazem parte da alga putativa de ligacdo a
receptores em células de Ae. albopictus clone C6/36, presente apenas em Flavivirus
transmitidos por mosquitos (Hung et al., 2004) e delimitada pelos aa 378-387 em DENV-3.
O residuo 386 também esta relacionado a escape de neutralizagdo por meio de uma mutagao
detectada de K para N selecionada em DENV-3 na presenga do anticorpo monoclonal
neutralizante 1H9 (Serafin & Aaskov, 2001)

Zulueta et al. (2006) mapeiam cinco substituicdes no DIII de DENV-3 que
determinariam a antigenicidade e a imunogenicidade em camundongos: aa 301, 303, 329, 383
e 391. Das cinco substitui¢cdes, quatro correspondem as diferencas que também foram
encontradas no alinhamento entre geno6tipos de DENV-3: aminoacidos 301, 303, 383 e 391.

A substitui¢do de T303 por A303 presente no virus Fiji 1992 do alinhamento ¢
caracteristico do gendtipo I ao qual pertence esse virus (Lanciotti et al., 1994). As
substitui¢des nos aminoacidos 301 e 383 ocorrem em posicdes que determinam gendtipos
(Zulueta et al., 2006) e 383 esta localizado na alga entre as fitas B8-B9 cuja mutacdo em
DENV-2 afeta a interagdo com o anticorpo monoclonal 3H5 (Hiramatsu et al., 1996).

O residuo 391 ¢ altamente conservado entre DENV-3 com exce¢ao de alguns virus
oriundos do sudeste asiatico como H87; os residuos 301, 329 e 383 estdo localizados em alcgas
no topo do DIII proximos o suficiente para pertencerem ao mesmo epitopo de superficie
(Zulueta et al., 2006). Mutagdes neste epitopo afetariam o reconhecimento por anticorpos, o
que ¢ corroborado pelo estudo de Nybakken et al. (2005).

Um anticorpo monoclonal cujo epitopo estd presente no DIII e que possui
caracteristicas bastante interessantes ¢ o 4E11 criado inicialmente contra DENV-1, mas que
logo mostrou ser capaz de neutralizar os quatro sorotipos de dengue e nenhum outro
Flavivirus (Megret et al., 1992). O epitopo minimo desse anticorpo descontinuo e
conformacional encontra-se em regidao de fita (Bl: 305-310 e PB9: 385, 387, 389) ¢ a
conservagdo dos residuos 306, 310 e 387 entre os sorotipos de dengue mas ndo entre os
demais Flavivirus explicaria as caracteristicas do anticorpo (Lisova et al., 2007).

Embora nenhuma das diferengas do alinhamento entre os virus de DENV-3 mapeie
nas regides de ligagdo a esse anticorpo, os residuos 386 e¢ 391 estdo proximos a aminoacidos
que fazem parte deste epitopo minimo. Esses residuos varidveis também estdo proéximos ao
aminoacido 388 que foi descrito por Leimeyer et al. (1999) como sendo determinante de
maior ou menor viruléncia caso o aminoacido seja N ou D, respectivamente. Uma asparagina

¢ encontrada na posi¢ao 388 de DENV-3 16562 indicando uma maior probabilidade da
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infeccdo por esse virus levar & DHF. Sanchez & Ruiz (1996) mostraram que substituicdes
nessa posi¢ao alteraram a neuroviruléncia de DENV em camundongos

Sukupolvi-Petty et al., (2007) relatam que o DIII de DENV ¢ capaz de produzir
anticorpos monoclonais: tipo-especificos, cujos epitopos estdo centralizados na al¢a entre as
fitas B8-P9 e bastante expostos na superficie do virion; especificos de um subcomplexo, cujos
epitopos localizam-se na fita B1, especialmente nas lisinas presentes nessa regido € que sao
menos expostos na superficie; com reagdo cruzada entre Flavivirus, cujos epitopos localizam-
se na alca entre B1-B2, fracamente acessivel na estrutura do virion. Essas diferencas parecem
refletir uma conservagao/variabilidade natural entre os residuos de aminoacidos dos epitopos
que levam a formacao desses anticorpos.

Portanto, embora o DIII induza a produgdo de outros anticorpos que ndo os tipo-
especificos, esses anticorpos ndo neutralizam o virus de forma eficiente, uma vez que seus
epitopos estdo escondidos na superficie viral e os epitopos sorotipo-especificos sdo os que
elicitam anticorpos com maior poder de neutralizagao.

O virus utilizado para a constru¢do do virus recombinante DENV-3 16562 foi isolado
de um caso de DHF nas Filipinas e pertence ao genotipo I (Lanciotti et al., 1994). Entretanto,
como este virus foi passado varias vezes em cultura de células de mamiferos e de insetos, ¢
possivel que sua atual seqiliéncia de aa ndo corresponda a original, tipica desse genotipo. Um
exemplo ¢ a presenca de uma treonina na posicao 303, onde a existéncia de uma alanina ¢
tipica do gendtipoirus (Lanciotti et al., 1994; Zulueta et al., 2006).

A estrutura tridimensional da proteina E de Flavivirus ¢ mantida por seis pontes
dissulfeto bastante conservadas, sendo duas no DI, trés no DII e uma no DIII (Rey et al.,
1995). As cisteinas que participam dessa ligacdo no DIII estdo presentes nas posigdes 300 e
331 de DENV-3 e sdo conservadas mesmo entre os sorotipos de DENV. Epitopos do DIII que
interagem com anticorpos neutralizantes costumam ser sensiveis a eliminacdo dessa ponte,
uma vez que isso desestabiliza a estrutura tridimensional de todo o dominio (Roehrig ef al.,
2004).

Entretanto, toda essa variabilidade entre DIII de genotipos de DENV-3 nio
impossibilita a criacdo de uma vacina contra esse sorotipo a partir de um Unico virus, uma vez
que anticorpos neutralizantes sorotipo-especificos elicitados por um virus dentro de um
genotipo sdo eficientes contra virus de qualquer outro gendtipo do sorotipo (Li ef al., 2005;
Gromowski & Barret, 2007).

A estratégia de construgdo do virus recombinante utilizada neste trabalho foi
patenteada em 2005 (Bonaldo & Galler, 2005; n® 20050121605 de 31/10/2005) e consiste em

inserir o cassete heterdlogo, o DIII de DENV-3 flanqueado por regides importantes, entre os
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genes E/NS1 que é uma regido natural de transi¢do no genoma dos Flavivirus por delimitar
duas porgdes funcionais do genoma: a primeira codificando os genes estruturais; a segunda os
genes nao estruturais. Isso permite que seqiiéncias maiores sejam inseridas na regido.

O cassete heterdlogo do DIII de DENV-3 foi construido de modo a fusionar no seu N-
terminal 27 nt do N-terminal de NS1 que codificam o motivo DXGC (DQGC em FA)
bastante conservado em Flavivirus e responsavel pela clivagem pela peptidase sinal entre
E/NS1 (Chambers et al., 1990; Bonaldo et al., 2007). Na por¢do C-terminal do DIII de
DENV-3 foi fusionado a HA truncada de DENV-4 onde estavam presentes os elementos H2,
TM1 e TM2 e ausentes os elementos HI ¢ CS. A duplicagdo da regido da HA, mesmo
truncada, além de permitir a correta translocacao da poliproteina viral no RER permite o seu
correto processamento por meio de fungdes executadas por seus elementos.

O segundo elemento da haste H2 forma uma a-hélice continua com a primeira regido
da ancora, TM1, dando maior estabilidade ao heterodimero prM/E (Allison et al., 1999), além
de fornecer informagdo para a localizacao e retencao da proteina E no RER (Op De Beeck et
al., 2004). No caso do virus recombinante, esses elementos, por estarem no C-terminal do
DIII, permitiriam, em teoria, maior estabilidade do inserto e localizagdo do DIII no RER.

J& o segundo elemento da ancora TM2, funciona como uma seqiiéncia sinal para NS1,
além de também ser um sinal de retencdo da proteina E no RER permitindo a correta
translocagdo da poliproteina com o inserto heter6logo na membrana do RER (Allison et al.,
1999; Op De Beeck et al., 2004). A regido de ancora da HA tem um papel central na
formac¢ao do envelope de Flavivirus, embora ndo tenha um papel na heterodimerizagdo que
ocorre entre prM/E para formagdo desse envelope (Op De Beeck et al., 2003). Os elementos
que foram retirados na versao da HA truncada t€m a fun¢ao de auxiliar a trimerizacao de E a
baixo pH (H1) ou funcdo desconhecida até o momento, embora sua seqiiéncia seja conservada
entre os Flavivirus (CS) (Allison et al., 1999).

O primeiro virus viavel obtido por meio dessa estratégia expressava a proteina GFP
fusionada a HA completa de FA entre E/NS1 do virus vacinal FA 17D (Bonaldo et al., 2007).
Esse virus foi estdvel até a 10* passagem em cultura celular e a perda da inser¢do foi
justificada, em parte, por parecamentos inespecificos entre as HAs complementares nao
alélicas durante a replicacdo do virus, uma vez que as duas HAs possuiam identidade de 100
%. A quimera FA17D/DEN4/Esa/6, descrita no mesmo trabalho, possui duas HAs completas
e diferentes: a de DENV-4 como parte do proprio virus vetor quimérico que possui prM/E de
DENV-4 ¢ a de FA fusionada ao C-terminal do inserto. Esse virus foi estavel at¢ a 20?
passagem em cultura celular, embora sua cinética de replicagdo tenha sido lenta, inferior aos

virus controles (Bonaldo et al., 2007).
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Como a HA completa de DENV-4 ¢ FA possuem identidade de 58 % em contrapartida
com a identidade de 100 % encontrada entre as duas HAs de FA, especulou-se que quanto
menor a identidade da HA, maior seria a estabilidade da inser¢do heter6loga. Essa teoria foi
comprovada por um virus construido no laboratorio que expressa a proteina GFP entre E/NSI,
flanqueada pelo N-terminal de NS1 e pela regido da HA completa ou truncada (sem os
elementos H1 e CS) de DENV-4 (Oliveira, 2008) obtendo, com a constru¢ao da HA truncada
um virus com estabilidade relativa até a 20° passagem em cultura de células Vero e
estabilidade completa até¢ a 10* passagem, além de taxa de replicagdo superior quando
comparado a quimera FA17D/DEN4/Esa/6.

Logo, o presente trabalho consistiu em utilizar essa mesma metodologia para a
regeneracdo de virus recombinantes expressando insertos de patdogenos humanos de interesse,
no caso o DIII de DENV-3, a fim de construir uma possivel vacina combinada contra esses
dois Flavivirus que compartilham uma ampla area de transmissdo. Embora o uso de virus
quimérico tenha a vantagem de que a imunidade prévia contra o vetor ndo ¢ fator limitante,
uma vez que a proteina E contém todos os epitopos de neutralizagdo viral (Guirakhoo et al.,
2006), o uso do virus vacinal de FA como vetor, € ndo apenas como quimera, aumenta o
nimero de patdogenos humanos que podem ser utilizados para constru¢do de vacinas
combinadas, incluindo aqueles que nao pertencem ao género Flavivirus.

O virus recombinante FA17D/Esa/DIlIpgny.3 foi regenerado a partir de transfecgcdo do
seu cDNA molde em monocamada de células Vero, mostrando que essa metodologia de
inserc¢ao gera virus viaveis, mesmo quando o inserto heter6logo ¢ proveniente de um patdégeno
humano e ndo apenas de uma proteina reporter.

O DIIl de DENV-3 e a proteina E de FA foram detectados em ensaios de
imunofluorescéncia indicando que os antigenos de ambos os patdgenos estavam sendo
expressos corretamente. Esse ensaio sugere que esses antigenos localizam-se na regido
perinuclear, muito provavelmente no RER das células hospedeiras. Entretanto, estudos mais
elaborados de co-localizagdo com tragadores de RER, além de imunoprecipitagdo com
produtos de marca¢do metabdlica sdo necessarios para verificar a correta localizacdo do DIII
de DENV-3 associado a compartimentos celulares ou no meio extracelular.

Contudo, este resultado ¢ concordante com o previamente obtido por nosso grupo, nos
quais as construgdes que expressavam GFP entre E/NS1 fusionada a HA completa ou
truncada de FA ou de DENV-4 (Bonaldo et al., 2007; Mello, 2007; Oliveira, 2008)
mostraram, em ensaios de imunofluorescéncia, que a GFP encontrava-se no RER das células
infectadas, possivelmente devido ao ancoramento de sua regido HA a membrana dessa

organela. Além disso, marcagdo metabolica de células Vero infectadas com o virus
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expressando a GFP fusionada a HA completa de FA mostrou que essa proteina estava nos
extratos celulares e ndo no sobrenadante das células infectadas (Bonaldo et al., 2007).

O virus recombinante mostrou-se menos replicativo do que os controles FA 17DD e
FA 17D/G1.2/T3, mas essa diferenca ndo pode ser diretamente correlacionada ao CPE
observado em células infectadas nos mesmos tempos p.i.: o virus parental e o recombinante
tiveram CPE semelhantes e capacidade de replicacao distintas. Experimentos medindo o nivel
de morte celular por apoptose ao longo da infeccdo desses virus seriam interessantes para
esclarecer se a queda abrupta na replicagdo do virus recombinante ocorre devido a intensa
morte celular.

Algumas hipoteses podem ser sugeridas para explicar essa diferenca na cinética de
replicagdo do virus FA17D/D3. A primeira delas ¢ que o DIII do inserto heterdlogo
acumulado ao longo do tempo no RER atrapalhe as interagdes entre as proteinas estruturais C,
pt™M e E do virus vetor durante a montagem da particula viral. Isso porque existe uma
coordenagao espacial e temporal na montagem do nucleocapsideo e seu envelopamento pelo
heterodimero prM/E que ¢ regulado por clivagens tanto no limen do RER como no lado do
citoplasma (Lobigs & Lee, 2004).

Lorenz et al. (2002) observaram que a maturagdo ¢ o enovelamento correto de E sé
ocorre na presenca de prM, com a formagao do heterodimero prM/E no limen do RER. A
associacao entre prM e E ¢ vital para formagdo de heterodimeros intracelulares, na proporgao
1:1 dessas proteinas, a fim de garantir a correta formagdo do envelope viral e maturagdo dos
virions. Logo, a segunda hipotese é que o DIII de DENV-3 acumulado no limen do RER
perturbe a interacdo entre prM/E, atrapalhando a correta formacdo do envelope viral e
maturacdo do virion o que levaria a formagdo de recombinantes menos viaveis € mais
instaveis (Stiasny ef al., 1996; Lorenz et al., 2002).

A terceira hipotese ¢ que o DIII de DENV-3 estaria interagindo com a propria proteina
E de FA presente no virus vetor, mais precisamente com o DIII dessa proteina ja que o DIII
de DENV-3 16562 e o presente no virus FA 17DD possuem conservacao entre seus residuos
de aminoacidos de aproximadamente 44 %. A interagdo entre esses dois dominios dentro do
RER poderia atrapalhar a heterodimerizagdo de E com prM perturbando a montagem da
particula viral.

A tltima hipotese refere-se a uma possivel toxicidade do DIII de DENV-3 presente no
RER. Essa caracteristica apareceu pela primeira vez no momento da subclonagem do cassete
de interesse no plasmideo pT3, quando a expressao do DIII em bactérias s6 foi possivel com a

diminuicao pela metade da concentracao de antibidtico utilizada. Uma elevada toxicidade do

78



DIII aliado ao seu acimulo no RER levaria a um estresse no RER e a célula morreria por
apoptose.

Estudos mostraram que o RER responde ao estresse causado pelo acimulo de proteinas
com enovelamento incorreto em seu lumen ativando vias transdutoras de sinais chamadas de
unfolded protein response ou resposta a proteina com enovelamento incorreto que tenta
aliviar o estresse causado por esse acumulo de proteinas no RER e, em ultimo caso, aciona
vias pro-apoptoticas (Rutkowski & Kaufman, 2004; Ron & Walter, 2007). A grande morte de
células por apoptose seria uma explicacdo para a queda abrupta na replicacdo do virus em
tempos tardios da infeccdo.

A estabilidade genética das construgdes virais € um parametro importante para
determinar a influéncia da inser¢do na replicag@o e no fitness do virus, além de determinar se
esse virus pode ser produzido em larga escala em Boas Praticas de Fabrica¢cdo (BPF). Para ser
produzido em BPF, o virus atenuado precisa ser estavel pelo menos até a 10* passagem em
monocamada de cé€lulas (Galler R, comunicagdo pessoal). A perda da inser¢do em algumas
populagdes do virus recombinante poderia levar a imunizacdo menos eficiente contra o
antigeno heter6logo presente no virus vetor.

O estudo da estabilidade genética do virus recombinante foi realizado por meio da
infeccdo com MOI 0,02 de células Vero em duas passagens independentes. Essa MOI,
embora considerada baixa, ¢ utilizada por permitir um maior numero de replicagao dos virus,
de modo que eventos de recombinacdo, dele¢do, mutagdo ou insercdo, que poderiam levar a
perda da inser¢do, possam ocorrer. Além disso, uma MOI baixa ¢ mais proéxima da utilizada
para a producao de lotes vacinais que geralmente ¢ de 0,002 (Freire M, comunicagao pessoal).

O virus recombinante estava intacto na 2* passagem em cultura de células, mas
mostrou perda do inserto em algumas populagdes verificada na 5* passagem, com a perda total
da insercdo verificada na 10* passagem. Esse tipo de perfil em que ha uma perda gradual do
inserto do virus é comum e explica-se pelo fato de que os virus que perdem o inserto durante
a replicagdo tém uma vantagem replicativa sobre aqueles com inserto. Assim, ao longo de
varios eventos replicativos, eles passam a predominar poucas passagens apos terem aparecido.

A estabilidade de FA 17D/D3 foi proxima a encontrada no virus expressando a GFP
fusionada a HA truncada de FA entre E/NS1 (Mello, 2007), mas teve um resultado bastante
inferior se comparado ao virus que expressava GFP fusionada a HA truncada de DENV-4,
cuja estabilidade foi relativa até a 20" passagem (Oliveira, 2008). Logo, se a estratégia
escolhida de fusionar o inserto de interesse a8 HA truncada de DENV-4 foi bem sucedida para
uma proteina reporter, por que nao seria para o DIII de DENV-3? Algumas especulagdes

podem ser feitas quanto aos possiveis motivos.
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A primeira hipétese, descrita anteriormente para tentar explicar a queda na replicacao
do virus em tempos tardios p.i., € que o DIII de DENV-3 pode estar pareando com o DIII de
FA uma vez que eles possuem alta homologia entre si, 0 que diminuiria a estabilidade do
virus. Estudos em nosso laboratorio mostram que pode haver perda da insercdo por
pareamento entre estruturas complementares ndo alélicas durante a replicagdo do virus
(Bonaldo et al., 2007). Além disso, o DIII do inserto poderia parear-se com regides ja
descritas de contato com a proteina E, facilitando a formacao de fragmentos inespecificos que
levariam a perda da inserc¢ao heterdloga (Bonaldo et al., 2006).

A segunda hipotese refere-se mais uma vez a possivel toxicidade do DIII. Essa
toxicidade aumentaria o fitness e a capacidade de sele¢do das populagdes virais que por
ventura viessem a perder o inserto em eventos de replicagdo. Assim, ao invés de uma perda
mais demorada do inserto por parte das populacdes virais, logo que aparece o primeiro virus
sem esse inserto, rapidamente ele é selecionado e sua progénie aparece como final do
processo seletivo apds poucas passagens em cultura celular.

O desenvolvimento do virus FA vacinal como vetor de expressdo de antigenos
heterdlogos justifica-se pelas boas propriedades vacinais do virus FA 17D (Poland ef al. 1981;
Monath & Nasidi, 1993; Monath, 2001). Entretanto, esta abordagem requer uma minuciosa
analise das estratégias utilizadas na insercdo desse antigeno de modo que nao haja
comprometimento da replicagdo e da estrutura do virus recombinante, aumentando assim a
estabilidade genética da inser¢do no virus vetor.

Outra caracteristica importante ¢ a geracdo de virus ndo patogénico que mantenha o
carater atenuado do 17D e, ao mesmo tempo, expresse o antigeno heterdlogo e seus proprios
antigenos levando a uma resposta imune apropriada por parte do hospedeiro. E importante
ainda que esse virus recombinante seja capaz de replicar-se em cultura de células certificadas
para a producdo de vacinas.

Bredenbeek et al. (2006) também elegeram a regido intergénica E/NS1 como alvo da
clonagem de antigenos heter6logos, mais precisamente a glicoproteina (GPC) de virus de
Lassa, um arenavirus que compartilha sua area de transmissdo com o virus FA na Africa.
Entretanto, a estratégia adotada diverge da apresentada neste trabalho, pois o inserto de
interesse ndo tem nenhuma seqiiéncia flanqueando o seu N-terminal e estd fusionado no seu
C-terminal apenas a regido TM2 de FA, de modo a garantir a correta translocagao da proteina
NSI no RER.

O trabalho reporta que foram obtidos virus viaveis, expressando a GPC de Lassa e
estes virus foram capazes de elicitar resposta imune especifica contra o vetor ¢ contra a GPC

de Lassa, além de proteger 80% das cobaias apds desafio (Bredenbeek et al., 2006). No
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entanto, nenhum dado quanto a capacidade do virus de replicagdo em cultura de células
(cinética de replicacdo) ou sobre a sua estabilidade genética foram apresentados.

A estratégia proposta neste trabalho ¢ inovadora e promissora quando comparada com
dados presentes na literatura que utilizam o virus vacinal de FA como vetor de expressdo de
antigenos heterdlogos (Bonaldo et al., 2000; 2002; 2005; McAllister et al., 2000; Tao et al.,
2005; Barba-Spaeth et al., 2005; Bredenbeek et al., 2006). Neste trabalho, foi construido um
virus recombinante expressando o DIII de DENV-3 na regido intergénica E/NS1 fusionado no
seu N-terminal aos nove primeiros aa de NS1 de FA e no seu C-terminal a HA truncada de
DENV-4. O virus foi estavel apenas até a 5* passagem em cultura de células, mas este fato
ndo limita seu uso como modelo para verificar a dosagem de anticorpos neutralizantes em
cobaias por meio de ensaios de PRNT com soro de animais imunizados. Dosagens de
anticorpos contra o virus vetor e o inserto heterélogo também podem ser feitas por ELISA.

Antigenos heterologos de DENV ou de outros patogenos podem ser clonados no virus
vacinal de FA utilizando essa mesma metodologia ou variagdes dela. A insercdo de
seqiiéncias sinais no cassete heterdlogo com o objetivo de secretar a proteina de interesse esta
sendo realizada (Bonaldo, M.C. comunicagdo pessoal), o que possibilitaria uma melhor

apresentacdo desse antigeno ao sistema imune do hospedeiro.
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7. CONCLUSOES

e A andlise da seqiiéncia de aminoacidos e da estrutura tridimensional do DIII de DENV-3
16562 e sua comparagcdo com outros gendtipos do mesmo sorotipo revelou e localizou
tridimensionalmente diferengas que estavam relacionadas a caracteristicas importantes do
virus. A variabilidade encontrada entre os genodtipos de DENV-3 ndo impossibilita a

criacdo de uma vacina contra esse sorotipo a partir de um tnico virus.

e A constru¢do do virus recombinante expressando o DIII de DENV-3 16562 na regiao
intergénica E/NS1 do virus vacinal de FA originou virus vidveis e que expressam o inserto
heterdlogo nas células infectadas em uma regido perinuclear que corresponde, muito

provavelmente, ao RER das células hospedeiras.

e O virus recombinante apresentou titulo de 6 log;y PFU/mL e teve uma cinética de
replicacdo diferente do virus vacinal, porém proxima do virus parental. Embora os titulos

do virus recombinante e dos controles tenham divergido bastante, em todos os casos.
e O virus construido era absolutamente estavel na sua 2* passagem em células Vero, porém,

j& na 5" passagem apresentou populagdes virais que ndo possuiam mais o inserto. Na 10*

passagem celular, ndo havia mais populacao viral contendo o inserto heterologo.
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8. PERSPECTIVAS

e Estudos de co-localizagdo do DIII DENV-3 com o RER e de imunoprecipitagdo com
produtos de marcacao metabodlica de células infectadas com o virus recombinante devem
ser realizados para verificar a correta localizagdo de DIII associado a compartimentos

celulares ou no meio extracelular.

e Estudos de quantificagdo de morte celular por apoptose ao longo da infec¢do do virus
recombinante em células Vero também devem ser realizados para tentar explicar o

declineo na replicacao desse virus nos tempos tardios da infeccao.

e Ensaios de imunogenicidade em camundongos a fim de medir a inducdo de anticorpos

neutralizantes contra o DIII de DENV-3 e contra o vetor de FA estdo sendo realizados.

e A insercdo de seqiiéncias sinais no cassete heterélogo com o objetivo de secretar a
proteina de interesse estd sendo realizada, o que possibilitaria uma melhor apresenta¢ao do

antigeno ao sistema imune do hospedeiro.
e Um aperfeigoamento deste trabalho no que diz respeito a localizacdo do cassete de

expressdo nas células infectadas e a estabilidade do virus, pode levar a um futuro

candidato a uma vacina combinada contra dengue e febre amarela.
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10. ANEXOS

10.1 Solucdes e Reagentes — ordem alfabética

Acetato de amoénio 7,5 M: dissolver 28,87 g de acetato de amdnio em agua bidestilada q.s.p.

para 50 mL e estocar a -20° C.

Agarose para analise em eletroforese: misturar 0,8 g (0,8 %) ou 1,0 g (1 %) de agarose
(Promega) a 100 mL de tampao TAE 1 X. Aquecer em aparelho de microondas até toda a

agarose dissolver.

Bicarbonato de sodio 4,4% gaseificado (NaHCO3): misturar 44 g de NaHCO;3; com 1 mL de
vermelho de fenol 1 % e dgua bidestilada q.s.p. 1000 mL. Adicionar gelo seco com agitagdo
até a solucdo atingir pH de 7,0-7,2. Fazer aliquotas de 20 mL, esterilizar por autoclavacao a

121° C por 15 min e estocar a 4° C.

Carboximetilcelulose (CMC)

Solu¢do 3 %: homogeneizar 3 g de CMC em 4gua bidestilada q.s.p. para 100 mL batendo a
mistura no liquidificador. Autoclavar por 20 min a 121° C e armazenar a temperatura
ambiente.

CMC 3 % com meio 199/Earle completo 0,22 % de NaHCOj: para cada 100 mL, adicionar
a 90 mL de CMC 3 % estéril, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 mL de soro fetal
bovino inativado, 1 mL de sulfato de gentamiina (4 mg/mL), 100 uL de fungizona (500
mg/mL) e 5 mL de NaHCO; 4,4 %..

Cristal Violeta
Solucio estoque 2 %: misturar 10 g de cristal violeta em po, 100 mL de metanol e agua
destilada g.s.p. 500 mL.

Solug¢io de uso 0,02%: misturar 10 mL da solugdo estoque em 1 L de agua.

DEPC: adicionar DEPC em 4gua bidestilada para uma concentracdo de 0,01 %. Autoclavar a

mistura por 15 mina 121° C.

EDTA 0,5 M pH 8,0: dissolver 18,61 g de EDTA em 4gua bidestilada q.s.p. para 100 mL,
ajustar a pH 8,0 com NaOH 1 N e estocar a 4° C.
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Formol 10 %: misturar 1 L de formaldeido a 36 % com 2,6 L de agua.

Meio 199 com sais de Earle

199/Earle completo: meio 199 com sais de Earle, 0,11 % (sistema fechado) ou 0,22 %
(sistema aberto) de NaHCOs3, fungizona e garamicina. Para cada 100 mL de meio, adicionar a
90 mL de agua bidestilada, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 mL de soro fetal
bovino inativado (Cutilab), 1 mL de sulfato de gentamicina (4 mg/mL), 100 uL de fungizona
(500 mg/mL) e 2,5 mL (0,11 %) ou 5 mL (0,22 %) de NaHCO3 4,4 % pH 7,0.

Meio BHI (Brain Heart Infusion) comercial (BD)

Para 1 litro: dissolver 37 g do pd pronto em 900 mL de agua destilada e aquecer com
agitacao constante até que todo o po tenha se dissolvido. Completar com agua destilada até 1
L e esterilizar por autoclavagdo por 15 min a 121° C. Cada litro possui, aproximadamente, 7,7
g de cérebro de bezerro; 9,8 g de coracdo de boi; 10,0 g de proteose de peptona; 2,0 g de

dextrose; 5,5 g de cloreto de sodio; 2,5 g de fosfato dissddico.

Meio LB (Luria-Bertani) — (Sambrook et al., 1989)

Liquido: dissolver 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NaCl em 900 mL de
agua destilada. Agitar a solug¢do até que os solutos tenham se dissolvido. Ajustar o pH para
7,0 com uma solucdo 5 N de NaOH e o volume final para um litro com agua deionizada.
Esterilizar a soluc¢do por autoclavagdo durante 20 min.

Solido: este meio ¢ idéntico ao LB liquido adicionando-se apenas 15 g de agar a cada litro

antes da autoclavacao.

Paraformaldeido 4 % em tampao fosfato: dissolver 4 g de parafolmaldeido em agua
destilada aquecida q.s.p. para 50 mL. Adicionar 1 ou 2 gotas de NaOH 1 N, deixar esfriar e
adicionar 50 mL de tampao fosfato dibasico 2mM. Agua e tampéo fosfato devem estar sempre

na proporgao 1:1.

PBS 10 X pH 7,4: misturar 80 g de NaCl, 20 g de KCl, 14,4 g de Na,HPO4.H,O e 4gua
bidestilada q.s.p. para 1 L. Ajustar pH para 7,4, esterilizar por autoclava¢do por 15 min e

armazenar a temperatura ambiente (Sambrook et al., 1989).
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Solucio de permeabilizacdo 0,5% Triton X-100 em PBS: para cada 50 mL de PBS pH 7,4
estéril adicionar 1 g de Triton X-100.

Soro Fetal Bovino/SFB (Cultilab): inativar a 56° C por 30 min, aliquotar (50 mL) e armazer
a4°C.

Sulfato de gentamicina (Garamicina) 5 mg/mL: misturar cinco ampolas (2 mL cada na

concentragdo de 50 mg/mL) de garamicina a 90 mL de 4agua bidestilada.

TAE (Sambrook et al., 1989)

Solucio de estoque 50 X: dissolver 242 g de Tris base em 57,1 mL de acido acético glacial,
100 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0 e agua destilada g.s.p. para 1 L. Estocar a temperatura
ambiente.

Soluc¢io de uso 1X: misturar 40 mL da solugdo estoque em agua destilada q.s.p. para 2 L.

TE pH 7,6: para 1 L do tampao deve-se colocar 10 mM de Tris HCI (10 mL Tris 1M pH 7,6),
ImM de EDTA (2 mL EDTA 0,5M pH 8,0) e agua bidestilada q.s.p. para 1 L. Autoclavar a
solug@o por 20 min a 121° C e estocar a -20° C (Sambrook ef al., 1989).

Tris HC1 1 M (pH 7,6): dissolver 12,11 g de tris base em agua bidestilada g.s.p. para 100
mL, ajustar o pH para 7,6 com HCI e estocar a 4° C (Sambrook et al., 1989).

Tripsina/verseno: preparar imediatamente antes do uso misturando 0,5 ml de tripsina estoque

(5 mg/mL) a 50 mL de verseno.

Verseno
Solugdo estoque 5 %: misturar 50 g de EDTA, 0,1 mL de vermelho de fenol 1 % e agua
bidestilada q.s.p. para 1000 mL. Acertar a pH 7,6 com NaOH e estocar a temperatura
ambiente.
Solu¢ao de uso 0,1 %: misturar 20 mL da solugdo estoque 5 %, 0,1 mL de vermelho de fenol

1 % e PBS pH 7,6 q.s.p. para 1000 mL.
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10.2 Lista de aminoacidos

Aminoacido
Alanina
Cisteina

Aspartato
Glutamato

Fenilalanina

Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina
Leucina
Metionina
Asparaina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Valina
Triptofano

Tirosina

Abreviacao de trés letras

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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