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Resumo

Febre amarela é uma doenga infecciosa, endémica nas florestas tropicais da
Africa, Américas Central e do Sul. O agente etioldgico da febre amarela é o virus da
febre amarela pertencente ao género Flavivirus, e espécie-tipo da familia Flaviviridae.
O genoma contém 10.233 pares de bases (bp) , que codifica as proteinas estruturais
(Capsideo — C, Membrana — Pré M/M, Envelope — E) e ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). NS1 é um gene essencial requerido para replicacao
eficiente do RNA viral. O diagnéstico mais utilizado para febre amarela é o teste MAC-
ELISA para a deteccdo de IgM (pesquisa de anticorpos recentes). As reagdes cruzadas
entre o virus amaralico e outros flavivirus sdo fatores que dificultam o diagnéstico
soroldgico, principalmente em areas endémicas de mdaltiplos flavivirus. Desta forma,
nesse trabalho, a proteina NS1 do virus da febre amarela foi expressa em sistemas
procariético (Escherichia coli) e eucariotico (células de inseto) com o objetivo de
utilizd-la no diagnostico precoce de infeccdo pelo virus da febre amarela. Para
expressao da proteina NS1 de YFV em sistema procariotico, foi utilizado o sistema de
recombinacdo sitio especifica Gateway® (Invitrogen). A proteina recombinante
expressa em E. coli foi purificada e inoculada em camundongos para produgao do anti-
soro policlonal anti-NS1. Para expressdo da proteina NS1 em sistema eucariético, foi
utilizada a técnica de transposicdo sitio especifica Bac-to-Bac® (Invitrogen). O gene
NS1 foi fusionado ao gene da poliedrina do baculovirus AcCMNPV e introduzido no
genoma viral. O virus recombinante foi usado para infectar células de inseto e a proteina
recombinante foi detectada por Western blot. Ambos os sistemas de expressdo foram
utilizados com sucesso e as proteinas recombinantes serdo testadas como antigenos para
o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico de infeccdo pelo virus da febre

amarela.

Palavras chaves: NS1; Baculovirus; Febre Amarela; Poliedrina; ACMNPV.



Abstract

Yellow Fever is an infectious disease, endemic in African, Central and South
American tropical forests. The etiologic agent of the yellow fever is the Yellow Fever
Virus belonging to the genus Flavivirus, and the type-species of the family Flaviviridae.
The genome has 10.233 base pairs (bp), which encodes structural (Capsid — C,
Membrane — Pre M/M, Envelope — E) and non-structural (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5) proteins. NS1 is an essential gene required for an efficient RNA
viral replication. The most used diagnosis test to confirm yellow fever is the MAC-
ELISA for the detection of IgM (survey about recent antibodies). The cross-reactivities
between the amarilic virus and other flaviviruses are factors that hinder the serological
diagnosis, especially in endemic areas with multiple flaviviruses. Hence, in this work,
the NS1 protein of the yellow fever virus was expressed in prokaryotic (Escherichia
coli) as well as in eucariotic systems (insect cells) with the aim of using this protein in
the early diagnosis of yellow fever virus infection. For the expression of the YFV NS1
protein in a prokaryotic system it was used the site-specific recombinant system
Gateway® (Invitrogen). The recombinant protein expressed in E. coli was purified and
inoculated in mice for the production of polyclonal anti-serum anti-NS1. For the
expression of the NS1 in a eukaryotic system, the Bac-to-Bac® (Invitrogen) site-
specific transposition was used. The NS1 gene was fused to the polyhedrin gene of the
baculovirus AcCMNPV and introduced into the viral genome. The recombinant virus
was used to infect insect cells and the recombinant protein detected by Western blot.
Both expression systems were used with success and the recombinant proteins will be
tested as antigens for the development of new diagnostic methods for yellow fever virus

infection.

Key-words: NS1; Baculovirus; Yellow Fever; Polyhedrin; ACMNPV.
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1. Introducéo

1.1. Febre Amarela

Febre amarela ¢ uma doenca infecciosa, endémica em florestas tropicais da
Africa, Américas central e do Sul. E causada por um arbovirus da ordem Nidovirales,
pertencente a familia Flaviridae do género Flavivirus (Lindenbach et. al., 2007; Volk et.
al., 2009). O género Flavivirus é subdividido em mais de 50 espécies distintas de virus
de artrépodes, incluindo os principais patdgenos humanos, como o virus da febre do
Nilo, febre amarela, encefalite japonesa e os quatro sorotipos do virus da dengue
(DENV tipos 1- 4) (Mackenzie et. al., 2004).

A febre amarela é transmitida por um arbovirus, que € o termo utilizado para
designar virus transmitidos por um vetor artrépode (“Arthropod Borne Virus”). Os
principais vetores da febre amarela sdo as fémeas dos insetos hematoéfagos da familia

Culicidae, em especial dos géneros Aedes e Haemagogus (Vasconcelos, 2003) (Figura

1).

Figura 1. Mosquitos transmissores da febre amarela. A) Aedes aegypti B) Haemagogus janthinomys.

http://www.invivo.fiocruz.br
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1.1.1. Epidemiologia

Nos séculos 18 e 19, a febre amarela invadiu e devastou coldnias nas Américas e
na Africa ocidental. Em 1900, com a descoberta de que 0s mosquitos eram o0s
responsaveis pela transmisséo da doenca e que essa era evitavel através do controle do
vetor, bem como o desenvolvimento de vacinas (em 1930), o medo associado a doenca
e seu impacto médico foram reduzidos. Entretanto, a febre amarela continua a ser
endémica em diversas areas da Africa tropical e América do Sul, tornando-se assim,
uma ameaga continua para pessoas que viajam para essas regifes sem vacinacao
(Monath, 2001).

Embora a espécie A. aegypti seja encontrada em grande parte da
Asia tropical e Oceania, casos de febre amarela nunca foram relatados nessas regides
(Neilson, 2010).

A febre amarela faz parte da lista de doencas de notificacdo compulsoria e
como tal, qualquer caso suspeito deve ser imediatamente notificado a autoridade
sanitaria local, estadual ou nacional e esta notifica os organismos internacionais.
Posteriormente, havendo confirmacado laboratorial, a notificacdo do caso € confirmada e
a autoridade nacional ratifica a autoridade sanitaria internacional (Robertson, 1993).

Cerca de 200.000 casos de febre amarela ocorrem anualmente nas regides
tropicais da Africa e América do Sul; 90% deles ocorrem na Africa (Barnett, 2007;
Monath, 2001).

Nos ultimos 31 anos do século XX, cobrindo o periodo de 1970-2000 e mais o
ano de 2001, foram notificados 4.543 casos de febre amarela na América do Sul, todos
da forma silvestre. O Peru, com 2.341 casos (51,5%) e a Bolivia com 912 casos (20,1%)
sdo os dois paises que mais reportaram casos. O Brasil ocupa o terceiro lugar com 849
casos (18,7%) notificados no periodo. Na Ultima década, o numero anual de casos

18



notificados raramente excedeu 60 notificacOes, mas a letalidade mostrou-se elevada e a
tendéncia tem sido de aumento do numero de ocorréncias. A mortalidade global da
febre amarela situa-se entre 5-10%, percentual elevado quando comparado a outras
viroses, inclusive dengue. Mas a letalidade dos casos graves revelou-se maior e no
Brasil oscila entre 40% - 60% (Vasconcelos, 2003).

A doenga é caracterizada por dois ciclos de transmissdo: silvestre,
transmitida entre  0s primatas ndo  humanos  através  de mosquitos
Haemagogus janthinomys e Sabethes chloropterus; e urbano, transmitida para os seres

humanos a partir de mosquito Aedes aegypti infectado (Chaves et. al. 2009) (Figura 2).

Haemagogus
__— Sabethes

&

v
=
‘o

=
=
S

Homem

Ciclo urbano

Figura 2. Ciclos epidemiologicos  (silvestre e urbano)da febre amarela.  Fonte:

http://sanidaderural.blogspot.com/2010/04/febre-amarela-serie-situacao.html

No ciclo urbano, a doenca é uma antroponose, sem hospedeiros animais de
importancia epidemioldgica conhecida. O Aedes aegypti € o vetor mais importante,
tanto na América do Sul quanto na Africa. Apesar do mosquito Aedes albopictus ser
suscetivel a infeccdo pelo virus da febre amarelano laboratério, ele nunca foi

encontrado infectado na natureza (Tauil, 2010).
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Com relacéo ao ciclo silvestre, até o ano de 1999, no Brasil, casos endémicos de
Febre Amarela Silvestre estavam localizados nos estados das regides Norte, Centro-
Oeste e pré-amazonica (entre a massa florestal da Amazénia e os cerrados do Brasil
Central e as caatingas do Nordeste Semiarido). Desde entdo, a doenga vem
progressivamente expandindo seu territorio de ocorréncia, sendo registrados casos além
das fronteiras tradicionais de endemismo. Neste contexto se insere o estado de S&o
Paulo que, ap6s décadas sem registro de casos autdctones da doenca, reportou em 2000
e 2008-2009 epizootias em primatas ndo humanos e 30 casos humanos (Moreno &

Barata, 2011).

1.1.2. Manifestagdes clinicas e alteracdes laboratoriais

A febre amarela pode ser definida como uma doenca infecciosa viral aguda de
curta duracdo cuja gravidade varia, podendo ocorrer sob formas oligossintométicas
(manifestacOes clinicas discretas), até formas fulminantes, em que os sintomas cléssicos
de ictericia, albumindria e hemorragias estdo presentes. A febre amarela ainda causa
infeccbes assintomaticas ou sub-clinicas que junto com as formas leves da doenca,
somente sdo diagnosticadas pelos exames laboratoriais especificos (Vasconcelos, 2003).

A maioria das pessoas com a doenca em sua forma leve recuperam-se sem
sequelas a longo prazo. Para aqueles com doenca na sua forma grave, envolvendo
disfuncdo hepato-renal, a duracdo da doenca € variavel e a proporcédo de letalidade € de
20% - 50% (Monath et. al. 2008).

Podem ocorrer formas atipicas fulminantes, levando a morte precoce em 24 a
72 horas ap0s o inicio da doenca (inicio dos sintomas). A apresentagdo clinica é bizarra,

com inicio abrupto dos sintomas, predominando os prodrémicos (conjunto de sintomas
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que podem indicar o inicio de uma doenca antes dos sintomas especificos), com discreta

ou mesmo auséncia de comprometimento hepato-renal. O quadro toxémico pode

instalar-se antes do 4° dia, ndo havendo evolucdo bifasica. O progndstico é grave,

registrando-se alta letalidade, mesmo em regime de terapia intensiva. Esses quadros sao

raros e geralmente sdo devidos a coagulacdo intravascular disseminada. Em sintese, o

quadro clinico pode se apresentar de acordo com a classificacdo mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Quadro clinico de pacientes infectados com febre amarela. Adaptado de:

Manual de Vigilancia Epidemioldgica de Febre Amarela, FUNASA, 1999.

. DURACAO
FORMA QUADRO CLINICO MEDIA
LEVE OU ERUSTA Discreto alfmento de tempergtura e cefaleia, de Até 2 dias
duracdo fugaz e evolucdo para a cura

Febre e cefaleia de inicio abrupto, nduseas, vomitos,

MODERADA epistaxe, ictericia e sinal de Faget (dissociacdo pulso- | Até 2 dias
temperatura)
GRAVE
Infeccioso | Inicio subito, febre alta, cefaleia, mialgias, artralgia,
. . . . > Geralmente
ou dores 0sseas generalizadas, nauseas, vomitos e sinal A
. ate 2 dias
congestivo de Faget
Poucas
Remissao Melhora clinica dos sintomas horas a 2
dias
. Novo aumento de temperatura exacerbacgéo das
Periodos ) ~ . . X
manifestagdes clinicas descritas nas formas anteriores,
insuficiéncia renal, do tipo pré-renal que evolui para a
A insuficiéncia renal intrinseca, apresentando oliguria e o

Toxémico Até 2 dias

anuria. Os sintomas de insuficiéncia hepatica sdo
evidenciados pela ictericia, melena, hematémese e
outras manifestacdes hemorragicas (epistaxes,
gengivorragias e otorragias)

InfeccBes anteriores por outros flavivirus podem modular a expresséo e o grau

de manifestagdo da febre amarela. O efeito depende exclusivamente do virus causador

21




da primeira infecgdo. Evidéncias sugerem que infecgdes pelo virus da dengue, em
particular, podem oferecer uma reagédo de protecdo cruzada (Monath, 2001).
Anormalidades laboratoriais multiplas podem ser observadas em pacientes com
febre amarela, as quais podem variar dependendo da gravidade e do estagio da doenca.
Na primeira semana da doenca, leucopenia (redugdo no ndmero de leucdcitos no
sangue), no entanto, leucocitose (aumento do numero de leucécitos no sangue) tambeém
pode ocorrer durante a segunda semana da doenca. Discrasias sanguineas (alteracdes
sanguineas) também podem ocorrer, juntamente com elevados de protrombina e tempo
parcial de tromboplastina (exame laboratorial que avalia a eficiéncia da via intrinseca na
medicdo da formacdo do codgulo de fibrina), diminuicdo da contagem de plaquetas e
presenca de produtos de degradacao de fibrina. Hiperbilirrubinemia pode estar presente
ja no terceiro dia, mas geralmente os picos estdo presentes no final da primeira semana
de doenca. Elevagdes dos niveis das transaminases séricas podem ocorrer na doenca
hepato-renal grave e podem permanecer elevadas por até 2 meses ap0s o inicio dos

sintomas (Centers for Disease Control and Prevention. MMWR, 2010).

1.1.3. Diagnostico

O diagnostico laboratorial da febre amarela requer pessoal especialmente
treinado, infraestrutura apropriada e reagentes confidveis. O pessoal do laboratoério
incluindo o pessoal de manutengdo e administrativo deve estar vacinado. Seu estado
imunologico deve ser avaliado periodicamente e a revacinacdo devera ser feita a
intervalos de 10 anos ou quando for detectado o declinio dos anticorpos protetores. As
regras de biosseguranca devem ser observadas rigorosamente nesses casos (Manual de

Vigilancia Epidemiologica de Febre Amarela, FUNASA, 1999).
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A confirmagdo laboratorial de febre amarela ¢ realizada através de:

- Diagndstico viroldgico e/ou

- Diagndstico soroldgico e/ou

- Diagnostico histopatologico.

O diagndstico virolégico é dividido em isolamento e identificagdo viral,
pesquisa de anticorpos e deteccdo de acidos nucleicos virais. Faz-se o isolamento do
virus em diferentes sistemas: camundongos recém-nascidos ou cultivo celular em
células de mamifero VERO (linhagem derivada de rim de macaco Cercopithecus
aethiops) ou células de mosquito clone C6/36 (linhagem derivada de Aedes Albupictus).
Apos a inoculacdo da amostra suspeita, obtém-se evidéncias da replicacdo viral em
torno do 5° ao 7° dias de cultura. Ao isolar-se a amostra identifica-se o virus em testes
de imunofluorescéncia indireta usando-se anticorpos monoclonais ou alternativamente
mediante testes de fixacdo do complemento (Vasconcelos, 2003).

A deteccdo de antigenos virais e/ou acido nucleico viral, ndo é utilizada na
rotina. Podem ser detectados antigenos ou &cido nucleico viral no sangue e tecidos
humanos, de macacos e mosquitos, mediante 0s seguintes métodos:
Imunofluorescéncia: a detec¢do de antigenos virais em tecidos criopreservados pode ser
feita pela técnica de imunofluorescéncia direta ou indireta; Imunohistoquimica: na
mesma amostra de tecidos usada para diagnostico histopatoldgico pode-se fazer a
deteccdo de antigenos virais em tecidos fixados em formalina, utilizando anticorpo
marcado com uma enzima (fosfatase alcalina ou peroxidase); Hibridizagdo “in situ”: é
possivel detectar os genomas virais especificos usando sondas radiotivas (radioisotopos)
ou ndo radiotivas (enzimas), inclusive em materiais conservados por muitos anos;
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR): permite a detec¢cdo de quantidades reduzidas de

acido nucleico viral presente nos espécimes, pela amplificacdo do c-DNA obtido a partir
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do RNA viral (Manual de Vigilancia Epidemioldgica de Febre Amarela, FUNASA,
1999).

O Diagnostico Soroldgico é baseado em reagfes imunoenzimaticas, sendo
assim, os testes identificam antigenos ou anticorpos, utilizando anticorpos conjugados
com enzimas. Observagdes qualitativas ou de avaliacbes espectrofotométricas
(quantitativa) da coloracdo produzida na reacdo também permitem realizar a detecgdo
da infeccdo. Para a febre amarela, utiliza-se o teste MAC-ELISA para a deteccdo de
IgM (pesquisa de anticorpos recentes) (Santos et. al., 2002). A presenca de IgM decorre
de infeccdo recente (2-3 meses) ou corrente (atual), assim, a necessidade da historia
clinica completa para a boa interpretacdo do resultado laboratorial. Vale lembrar que a
vacinacdo anti-amarilica também induz a formac&o de IgM e, por isso, importa conhecer
0s antecedentes vacinais do caso suspeito. Quando o paciente sobrevive, comparam-se
os resultados sorolégicos das amostras aguda e convalescente. Titulos de anticorpos
aumentados 4 vezes ou mais na amostra convalescente em comparacdo aos titulos da
amostra da fase aguda, depGem a favor de infeccdo recente pelo virus amarilico
(Vasconcelos, 2003).

As reacOes cruzadas entre o virus amarilico e outros flavivirus séo fatores que
dificultam o diagndstico sorolégico, principalmente em areas endémicas de multiplos
flavivirus (Monath, 2001). Além disso, a utilizacdo de teste imunoenzimético para a
deteccdo de IgM circulante durante a infeccdo viral, s6 é eficaz a partir do quinto dia
apo6s o inicio dos sintomas, quando os titulos de anticorpos IgM sdo evidenciados.
Quando o objetivo é subsidiar as acdes da vigilancia epidemioldgica e de controle de
vetores, 0 prejuizo causado pela emissdo de um resultado falso positivo € menor do que
aquele causado pelo falso negativo. Por isso, a escolha por um teste diagnostico devera

sempre levar em consideracdo a alta sensibilidade. A utilizagdo de kits de diagnostico
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répido para a deteccdo de antigenos virais (como a proteina NS1 de flavivirus, que esta
presente no soro de individuos infectados desde o primeiro dia de doenca,
permanecendo na forma sollvel até o quinto ou sexto dia) pode ser uma importante
ferramenta, se utilizados como teste de triagem de amostras destinadas ao isolamento de
virus (Silva et. al., 2011)

O diagndstico histopatolégico da febre amarela grave é realizado a partir de
espécimes obtidos “post-mortem”. As lesbes anatomo-patologicas podem ser
encontradas no figado, rins, baco, coragdo e linfonodos. As maiores alteracdes
encontram-se no figado e rins (Manual de Vigilancia Epidemiol6gica de Febre Amarela,

FUNASA, 1999).

1.1.4. Tratamento e prevencao

A base do tratamento continua sendo cuidados de suporte. Terapias antivirais
ndo sdo eficazes contra este virus, e nenhuma terapia especifica € disponivel (Lupi,
2011).

Tratamento de suporte intensivo pode ndo resgatar o paciente com febre
amarela do curso inexoravel da infeccdo fatal. Alguns especialistas recomendam
manutencdo de nutricdo e prevencdo de hipoglicemia; suc¢do nasogastrica para evitar
distensdo géastrica e aspiracdo; cimetidina intravenosa para prevenir sangramento
gastrico; tratamento de hipotensdo por reposicdo de liquidos e drogas vasoativas
(dopamina); administracdo de oxigénio; correcdo da acidose metabdlica; tratamento de
sangramento com plasma fresco congelado; dialise se indicado por insuficiéncia renal e

tratamento de infec¢Bes secundarias com antibioticos (Monath, 2001). A aspirina deve
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ser evitada devido ao risco de complicacGes hemorragicas (Centers for Disease Control
and Prevention, MMWR, 2010).

Como droga especifica, o medicamento ribavirina foi testado em modelo
animal com resultados promissores (Monath, 1987). Tratando-se de doenca aguda, 0
tratamento da febre amarela deve ser feito pela via endovenosa. A ribavirina disponivel
no mercado brasileiro para tratamento da hepatite C s é oferecida em comprimidos
(Vasconcelos, 2003).

O método mais eficaz para se prevenir a febre amarela é a vacinagdo com a
cepa 17D. Atualmente, duas subcepas sé&o usadas na producdo de vacinas: 17DD no
Brasil e 17D-204 no resto do mundo (Galler et. al, 2001).

A vacinacdo contra a febre amarela produz altos niveis de prote¢do, com taxas
de soroconversdo de 195% em criancas e adultos e duracdo da imunidade, de 10 anos
(Poland et. al, 1981). 90 % das pessoas vacinadas desenvolvem anticorpos
neutralizantes dentro de 10 dias ap6s a imunizacdo e aproximadamente 99%
desenvolvem anticorpos neutralizantes apés 30 dias. Embora seja provavel que a
imunidade permaneca ao longo da vida ap6s uma Unica dose, o Regulamento Sanitario
Internacional recomenda a revacinacdo em intervalos de 10 anos para aqueles que
permanecem em risco (areas endémicas) (Barnett, 2007).

Como a vacina € produzida com virus vivo atenuado, ndo é recomendada a
vacinacdo de pessoas com imunodeficiéncia, ja que ha riscos de reversdo da viruléncia
num hospedeiro com depressdo do sistema imune (Vasconcelos, 2003). Além disso, o
virus é cultivado em embrides de galinha, e a vacina pode conter microgramas de ovo.
Esta vacina também ndo € indicada para pacientes com hipersensibilidade a ovo

(Chernin et. al. 2011).
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A vacinagdo ainda é um essencial, embora muitas vezes subutilizado, modo de
protecdo. Programas da Organizacdo Mundial de Saude para a deteccdo laboratorial de
surtos de febre amarela e a dispensacdo (ato do farmacéutico de orientacdo e
fornecimento ao usuario de medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos, a titulo
remunerado ou ndo) de vacinas tanto preventivas quanto para uso de emergéncia (em
conjunto com a Alianca Global para Vacinas e Imunizacao) ja estdo em vigor. A vacina,
embora ndo seja perfeita, desempenha um papel importante na prevencdo e / ou
interrupcdo de surtos de febre amarela, uma vez que essa doenga é o flagelo de tantas

comunidades (Frierson, 2010).

1.1.5. Virus da Febre Amarela

O agente etiologico da febre amarela € o virus da febre amarela (YFV)
pertencente ao género Flavivirus, e espécie-tipo da familia Flaviviridae (Lee et. al.,
2000). Pertencem também a esse género, os virus causadores da encefalite japonesa,
encefalite de St. Louis, dengue e da febre do Nilo (Chambers et. al., 1990).

O virus da febre amarela apresenta uma particula esférica, com 50 nm de
didmetro, apresenta um capsideo icosaédrico contendo uma molécula de RNA fita
simples, ndo segmentado, polaridade positiva, com genoma de 10.862 nucleotideos, que
codifica o precursor de uma Unica poliproteina (Chambers et. al., 2005). Este genoma é
organizado em uma Unica fase aberta de leitura (“Open Reading Frame” — ORF),
codificando as proteinas estruturais (Capsideo — C, Membrana — Pré M/M, Envelope —
E) e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Monath, 2001)

(Figura 3).
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Figura 3. Estrutura gendmica do virus da febre amarela com genes estruturais, ndo estruturais, regides ndo
traduzidas 5> UTR ¢ 3’ UTR e a formag&o das proteinas virais ap0s o processamento proteolitico. Fonte:

Machado, 2007.

A poliproteina é processada por uma combinacdo de proteases virais e do
hospedeiro para gerar as proteinas virais maduras (Rice, 1996). Depois da traducdo da
proteina pré-M, o polissomo fica associado ao RER sendo a traducdo de todas as
proteinas virais dependentes de uma associacdo de membrana (Chambers et. al., 1990;
Santos et. al., 2002; Wu et. al., 2005).

As proteinas estruturais sdo incorporadas na particula viral madura, enquanto as
proteinas responsaveis pela replicacdo (proteinas NS) permanecem nas células
infectadas. O envelope viral consiste de uma bicamada lipidica derivada da célula
infectada, com dimeros de proteina do envelope (E) ancorada na superficie em suas
caudas hidrofobicas. A proteina E é responsavel pela entrada do virus na célula do

hospedeiro e também é um alvo principal para a resposta imune (Monath, 2001). E o
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principal componente da superficie do virion. E o imunégeno primario e desempenha o
papel central na ligacdo aos receptores e fusdo de membrana (Heinz & Allison, 2003).

A proteina C que codifica a formagéo do nucleocapsideo viral é pequena (12-14
kDa) e é carregada positivamente (27% Lys + Arg) (Chambers et. al., 1990; Lindenbach
et. al., 2007). Durante uma infec¢do, o organismo humano responde com a producéao de
anticorpos inibidores de hemaglutinacdo (IH) contra as glicoproteinas do envelope e
anticorpos neutralizantes (N) contra a proteina C (Vasconcelos, 2003).

NS1 é uma glicoproteina de 48 kD n&o-estrutural que esta ausente do virion.
NS1 é um gene essencial, pois é um co-fator exigido para a polimerase NS5 durante a
replicacdo de RNA viral (Mackenzie et. al, 1996;. Lindenbach & Rice, 1997; Khromykh
et. al., 1999).

NS2A é uma proteina hidrofébica pequena, cerca de 22 kDa (Chambers et. al.,
1989). E encontrada em associacio as membranas celulares e estd envolvida no
processamento e maturacdo da proteina NS1 (Vasconcelos, 2003); na montagem dos
virions; na replicacdo do RNA além de interagir com a regido 3'UTR (Lindenbach et.
al., 2007).

NS2B forma um complexo com NS3 e é um co-fator necessario para a atividade
de protease de NS3 (Chambers et. al., 1991; Arias et. al., 1993; Chambers et. al., 1993;
Falgout et. al, 1993).A proteina NS3 tem uma fungdo fundamental na replicagdo dos
flavivirus e na maturacéo de proteinas virais. Ela consiste de dois dominios funcionais,
protease e helicase no N- e C-terminal, respectivamente (Mackenzie et. al., 2004). E a
segunda maior proteina viral, possui massa molecular entre 68-70 kDa sendo altamente
conservada entre os flavivirus (Lindenbach et. al., 2007).

As proteinas NS4A e NS4B séo pequenas proteinas como a NS2A e pouco

conservadas entre os flavivirus. NS4A e NS4B séo possiveis componentes da replicase
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encontrando-se associadas a membrana celular (Vasconcelos, 2003; Lindenbach et. al.,
2007).

A proteina NS5 é a maior proteina viral com massa molecular de 103-104 kDa.
(Chambers et. al., 1990; Lindenbach et. al., 2007). NS5 tem atividade de RNA
polimerase dependente de RNA (RDRP) e tem homologia com metiltransferases, que
estédo envolvidas na metilagcdo da estrutura 5 'cap RNA (Liu et. al., 2010).

A biossintese viral inicia-se com a adsorcdo, ligacdo especifica irreversivel de
uma glicoproteina viral a um constituinte da célula hospedeira (receptor). Ainda é
desconhecida a estrutura responsavel pela ligacdo do virus amarilico a superficie
celular. Sabe-se que a proteina do envelope, no grupo dos flavivirus, é responsavel pela
maioria das ligacGes com receptores especificos celulares (Santos et. al., 2002).

Os virions se agregam em regifes de grande concentracdo da proteina clatrina
na superficie celular e, posteriormente, sdo internalizados em vesiculas. Essas vesiculas
sofrem um desnudamento, perdendo a cobertura de clatrina, e uma reacdo de
acidificacdo leva a fusdo de membranas, liberando os nucleocapsideos ao citoplasma.
Devido a queda do pH intravesicular, a proteina do envelope sofre mudancas
conformacionais necessarias para a fusao e liberacdo dos virions no meio citoplasmatico
(Chambers et. al., 1990; Santos et. al, 2002, Lindenbach et. al., 2007). A sintese do
RNA pode ser detectada entre 3 e 6 horas apds o inicio da infeccdo e a liberacdo das
particulas infectivas ocorre por volta de 12 horas pos-infeccdo (Lindenbach et. al.,
2007).

A replicacdo ocorre no citoplasma e comecga com a sintese de uma fita de RNA
complementar com polaridade negativa. Esta servira de molde para a producao de novas
fitas de RNA com polaridade positiva. O mRNA é traduzido em uma Unica poliproteina

que, posteriormente, é clivada em proteinas estruturais e ndo estruturais que fardo parte
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da particula viral (Santos et. al, 2002). As proteinas ndo estruturais, NS3 e NS5, formam
um complexo de replicacdo viral, com diversas funcbes enzimaticas, entre elas, funcdo
de RNA polimerase dependente de RNA (RDRP), metiltransferase e helicase (Jones et.
al., 2003).

A Montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico (RE) e inicialmente
leva & formacgdo de particulas imaturas ndo infecciosas, que sdo ornamentadas com
estruturas contendo um complexo de proteinas prM - E. Apds o transporte do virion
imaturo através da via celular exocitica, o0 complexo prM - E de proteinas sofre uma
mudanga conformacional, induzida pelo baixo pH na rede trans-Golgi (TGN), que
permite prM ser clivada por proteinas furina (ou uma protease relacionada a furina)
antes que as particulas de virus sejam liberadas da célula. Esta clivagem provoca um
rearranjo importante de proteinas E na superficie da particula, levando a formagao de
particulas maduras infecciosas, que carregam a proteina dimérica E em uma
conformacdo metaestavel (Stiasny et. al., 2009), que agora esta preparada para fuséo de
membrana mediada por baixo pH no endossomo apds endocitose mediada por receptor

(Liu et. al., 2010) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da particula de flavivirus e ciclo de infeccédo viral (A) Particula de
flavivirus: virions imaturos contém duas proteinas associadas a membrana (prM e E) que formam um
complexo heterodimérico apertado. No curso de maturacéo do virus, a proteina prM é clivada, resultando
no rearranjo de E (virions maduros). O produto de clivagem carboxi-terminal da prM (M) permanece
associado com a membrana viral. (B) Ciclo de infec¢do viral: entrada do virus ocorre por endocitose
mediada pelo receptor, e o pH acido no endossomo induz alteracGes estruturais em E que levam a fusdo
da membrana e ao langamento do nucleocapsideo no citoplasma. Depois do desencapsulamento, a fita de
RNA é traduzida para iniciar a replicacéo do virus. Montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico
(ER) e leva a formacdo de particulas imaturas (contendo prM) que sdo transportadas através de uma via
exocitica. O pH &cido na rede trans-Golgi (TGN) provoca uma irreversivel mudanca conformacional no
complexo prM-E, que é necessario para a matura¢do da particula viral. Particulas maduras infecciosas
sdo liberadas por exocitose (Stadler et. al., 1997) Adaptado de: Stiasny et. al., 2009.

32



1.1.6. NS1

A glicoproteina ndo-estrutural NS1 foi identificada originalmente como um
antigeno solivel de fixagdo do sistema complemento no meio extracelular (Brandt et.
al., 1970) e posteriormente detectada na superficie de células infectadas com flavivirus
(Stohlman et. al, 1975; Cardiff & Lund, 1976; Gould et. al., 1985).

NS1 é um gene essencial requerido para eficiente replicacdo do RNA viral
(Lindenbach et. al., 1997).

NS1 pode ser detectada dentro das células infectadas, na superficie celular, e é
eficientemente secretada pelas células. E bem conservado entre flavivirus (exibindo 20-
40% de identidade e de 60 a 80% de similaridade) (Lindenbach & Rice, 1997). Contém
12 residuos de cisteina invariantes e dois potenciais sitios de N-glicosilacdo (Muylaert
et. al,, 1997). Em células de mamiferos infectadas, NS1 é sintetizada como um
mondmero sollvel, dimeriza ap6s modificagdes pos-traducionais no limem do reticulo
endoplasmatico, é transportada para a superficie celular e acumula extracelularmente
como grandes oligdmeros, incluindo hexameros (Flamand et. al., 1999).

NS1 soltvel se liga de volta a membrana plasmatica de células ndo-infectadas
através de interacBes com glicosaminoglicanos sulfatados. Em células infectadas é
transportada e expressa na membrana plasmatica, embora ela ndo tenha um dominio
transmembrana. O mecanismo de expressdo de NS1 de flavivirus na superficie de
células infectadas permanece incerto, embora alguma fracdo possa ser ligada através de
uma ancora glicosil-fosfatidilinositol atipica ou jangadas lipidicas. Estudos recentes
mostraram que NS1 na membrana plasmatica de células infectadas reflete um transporte

de dentro para fora das células e que a regido N- terminal da NS1 regula o fenotipo de
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expressao, determinado se a NS1 deve ser secretada ou expressa na superficie celular
(Youn, et. al., 2010).

Imunidade a YFV tem sido geralmente relacionada com a presenca de
anticorpos neutralizantes contra glicoproteina do envelope (E), no entanto, foi mostrado
uma transferéncia passiva de anticorpos monoclonais direcionados para a glicoproteina
NS1, ausente no virion (Schlesinger, et. al., 1990).

Embora NS1 esteja ausente no virion, anticorpos contra NS1 podem proteger
contra a infeccgdo in vivo. A ativacao tipo-especifica, do sistema complemento e grupos
reativos de epitopos definidos para a NS1 levam as hipoteses de que essa proteina atua
em diversos aspectos da imunidade de protecdo (Lindenbach et. al., 2007). Imunizagéo
com NS1 purificada ou administragdo passiva de alguns anticorpos monoclonais anti-
YFV e anti-DENV NS1 (MADbs) protegeram ratos contra doses letais do virus (Després,
et. al., 1991; Falgout, et. al., 1990; Jacabs, et. al., 1994).

NS1 é fortemente imunogénica, e o tipo especifico de anticorpos anti-NS1
desempenham um papel na protecdo contra a doenga. Altos niveis de NS1 sdo
encontrados na circulacdo de pacientes infectados com DENV durante a fase aguda da
doencga (Avirutnan, et.al., 2006).

O antigeno NS1 é encontrado juntamente com endotélio, livre ou soluvel no
soro de pacientes a partir de um dia antes do inicio dos sintomas, e pode ser detectado,
pelo menos, até cinco dias ap6s o inicio dos sintomas, permitindo o diagnostico precoce
de DENV. Um estudo anterior, concluiu que o teste foi mais sensivel com amostras
coletadas até dia 3 ap0s o inicio dos sintomas. Apesar de seus custos, a aplicagdo do
teste NS1 na deteccdo de DENV, como teste de diagnostico de rotina em laboratorios, é
confiavel. Em conclusdo, o ensaio de NS1 é altamente adequado para amostras

submetidas a triagem para isolamento do virus (Bisordi et. al., 2011).
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1.2. Baculovirus

Os baculovirus séo virus de insetos usados no controle biolégico de insetos da
ordem Lepidoptera e na expressdo de proteinas heterdlogas em células de insetos e in
vivo (Castro et. al., 1999). Possuem alto potencial como ferramenta biotecnolégica
devido a sua alta especificidade de inseto-alvo, ndo afetando o ser humano (Gréner,
1986). Sdo usados como agentes de controle biologico (Payne, 1986; Moscardi, 1999;
Castro et. al., 1999), e principais vetores de expressao utilizados em células de insetos
(O’Reilly et. al. 1992). Além disso, sdo candidatos a vetores de terapia génica, capazes
de infectar organismos ndo-artropodes sem a capacidade de se replicarem (Boyce &

Bucher, 1996; Ribeiro & Crook, 1998; Tani et. al., 2003).

1.2.1. Taxonomia

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae e foram até pouco tempo
atras, divididos em dois géneros: os Nucleopolyhedrovirus (NPVs) e Granulovirus
(GVs) (Theilmann, et. al., 2005). Corpos de oclusdo (OB, do inglés: “Occlusion
Bodies”) ¢ a denominagdo para a oclusdo cristalina de natureza protéica que envolve os
virus dessa familia (Ribeiro et. al., 1998) nos Nucleopolyhedrovirus (NPV), os OBs sdo
constituidos (95%) por subunidades da proteina poliedrina e sdo denominados poliedros
variando entre 0,15 a 15um em diametro (Theilmann et. al., 2005).

Baseado em analises gendmicas, uma nova revisdo da taxonomia e da
classificagdo dos baculovirus foi proposta. A familia Baculoviridae agora é composta
por quatro géneros: Alphabaculovirus, Betabaculovirus, Gammabaculovirus e

Deltabaculovirus. (Jehle et. al., 2006).
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1.2.2. Particula viral e modo de infeccéo in vivo

A particula viral dos baculovirus possui formato cilindrico, genoma de DNA
dupla-fita circular, que variam de 80-180 kb e nucleocapsideo envelopado (Theilmann
et. al., 2005).

Para o baculovirus AcCMNPV e outros NPVs (nucleopolyhedrovirus)
relativamente bem caracterizados em lepidopteros, existem dois tipos de virions
produzidos durante a infeccdo por baculovirus; em insetos a infec¢do é iniciada por
virus derivados de oclusdo de (ODV) que sdo liberados no intestino médio do inseto
apos a dissolugdo dos corpos de oclusdo. O fendtipo ODV inicia a infecgdo no epitélio
do intestino médio do inseto e os virus produzidos nestas células sdo 0s virus
extracelulares ou “budded virus” (BVSs) que saem das células na direcdo da membrana
basal e espalham a infeccdo em todo o inseto. Em periodos tardios na infeccao viral,
virions sdo oclusos nos corpos de oclusdo dentro do nucleo das células infectadas e séo
liberados no ambiente apds a morte e desintegracdo do inseto (Rohrmann, 2008).

Os ODVs sdo compostos de uma matriz protéica que oclui os virions. A
principal proteina que constitui os corpos de oclusdo € poliedrina (nos
nucleopolyhedrovirus) ou granulina (nos granulovirus) (Rohrmann, 2008).

Os virus (ODVs) derivados dos corpos de oclusdo d&o inicio a uma infeccdo
primaria, nas células epiteliais do intestino médio, e os virus extracelulares (BVSs)
estabelecem uma infecgdo secundéria de carater sistémico (Volkman et. al., 2000). A
larva do inseto ingere alimentos contaminados com corpos de oclusdo que seguem pelo
sistema digestivo. Devido ao pH alcalino e as proteases presentes no intestino medio das
lagartas, a matriz proteica é dissolvida liberando os ODVs que irdo atravessar a

membrana peritrofica e infectar as ceélulas epiteliais colunares por fusdo dos

36



nucleocapsideos virais com as microvilosidades (Horton & Burand, 1993). Depois da

replicacdo do seu genoma, 0s novos virions sdo encaminhados para a regido celular

basolateral e liberados para a hemolinfa, estabelecendo uma infeccdo sistémica

(Volkman et. al., 2000) (Figura 5).

Em células de inseto, a infecgdo é iniciada por BVs, que entram nas células, via

endocitose adsortiva. Diferentemente, os ODVs atigem as células através de fusdo direta

de membranas (Horton & Burand, 1993).

Intestino médio
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Ingestdo de poliedros

Membrana peritrofica
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Figura 5. Processo inicial de infecgdo viral no intestino médio de uma lagarta infectada por baculovirus.

A larva do inseto ingere os poliedros e, apds a ingestao, estas seguem pelo trato digestivo. No intestino

médio, devido ao pH altamente alcalino, as particulas virais sdo liberadas, passando pela membrana

peritrofica e infectando as células colunares (caracterizando a infeccdo priméria). Fonte: Castro & Souza,

2006 — ilustracdo adaptada de Kalmakoff & Ward, 2003.
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1.2.3. Modo de infeccdo in vitro e regulacdo génica

Em cultura de células é possivel analisar em detalhes a expressdo génica em
baculovirus, que pode ser dividida em duas fases principais: inicial (early) e tardia (late)
(Maruniak, 1986). A fase inicial ocorre antes da replicacdo viral, o virus esta se
preparando para a replicacdo traduzindo proteinas que irdo atuar como fatores de
transcricdo e que sdo necessarias para as proximas fases. A fase tardia comega com a
replicacdo viral, o desligamento da expressdo génica da célula hospedeira e a producao
das proteinas essenciais para a montagem dos BVs (Ribeiro et. al., 1998).

Na fase muito tardia, a partir de 18h h.p.i, ocorre a producdo dos OBs com a
superexpressdo dos genes das proteinas envolvidas na formacdo dos poliedros, ou seja,
relacionados ao processo de oclusdo e a producdo de grandes quantidades de poliedrina
(Lu & Miller, 1997; Ribeiro et. al., 1998).

A poliedrina é o principal constituinte do poliedro, que ao ser ingerido pelo
inseto é dissolvido no pH alcalino do intestino médio (Funk et. al., 1997). Ela
compreende mais de 95% de todas as proteinas virais na fase tardia (Jarvis, 1997).
Devido a sua alta producdo, o l6cus da poliedrina é comumente utilizado para
construcdo de baculovirus recombinantes como vetores de expressdao (Kost et. al.,

2005).
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1.2.4. Baculovirus como vetor de expressao

Como vetores de expressao de genes heterélogos, os baculovirus sdo capazes de
expressar diversas proteinas em células de insetos. Essas proteinas sao ativas
biologicamente, imunologicamente similares as naturais, sendo expressas em altos
niveis. Além de seguro, esse sistema é vantajoso por ser um ambiente eucariético,
permitindo a expressdo de proteinas complexas e a coexpressao de dois ou mais genes.
A introducgdo de genes no genoma do baculovirus precisa ocorrer no lugar de um gene
ndo-essencial para a replicagdo e que esteja sob o comando de um promotor forte
(O’Reilly et. al., 1992; Ribeiro et. al., 1998). A recente aprovacdo do baculovirus pela
Agéncia Européia de Medicamentos (EMEA) para a producao de vacinas abre caminho
para a utilizacdo do baculovirus também na terapia génica (Airene, 2010). Muitas
linhagens de células de mamifero sédo eficientemente transduzidas por baculovirus (Kost
& Condreay, 2002). Assim, baculovirus recombinantes constituem uma ferramenta
poderosa para entrega e expressao de genes heterélogos em células de mamiferos (Kost
& Condreay, 2002).

O Autographa californica multiple nucleopolyedrovirus (AcCMNPV) € o
baculovirus mais estudado a nivel molecular e os vetores de expressdo sdo baseados
nesse virus (O’Reilly et. al., 1992).

O método mais simples de expressdo em baculovirus é a troca do gene da
poliedrina por um gene heter6logo sob o comando do promotor da poliedrina (polh)
(Miller et. al., 1983). Varios vetores foram desenvolvidos ao longo de mais de duas
décadas no uso de sistema para expressdo de proteinas (Kost et. al., 2005). Entre esses
vetores, alguns sdo capazes de incorporar uma proteina heterdloga ao corpo de oclusédo

(Je et. al., 2003) pela fusdo do gene de interesse ao gene da poliedrina, além de
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possuirem o gene da poliedrina selvagem. Esses vetores capazes de expressar a
poliedrina fusionada a outra proteina sdo usados para expressar corpos de oclusdo que
proporcionam a purificagdo rapida e facil da proteina recombinante (Rho et. al., 2010).
O meétodo mais utilizado para purificacdo de proteinas recombinantes, geradas por fusdo
com a proteina poliedrina, é a ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose, que € um
método rotineiro de purificacdo de corpos de oclusdo viral (O’Reilly et. al., 1992; King
& Possee, 1992).

Dentre as vantagens para utilizacdo desses vetores estdo: a) potencial para
expressdo de proteinas heterélogas em altos niveis; b) existéncia de promotores
fortemente ativos durante a fase tardia da infecgdo (nédo interferindo no ciclo viral); c)
diferentes fases na regulacdo génica do ciclo viral, oferecendo oportunidade de
expressdo de genes heterdlogos sob diferentes condicGes celulares; d) capacidade para
clonagem de grandes insercOes; e) eficiéncia na expressdo de genes de eucariotos
contendo regido codificantes e ndo codificantes, exons e introns, respectivamente; e f)
simplicidade de manipulacgdo (Castro et. al., 1999).

A construcdo desses vetores pode ser feita por recombinacdo homologa ou
utilizando a técnica de transposi¢cdo. No procedimento original, o plasmideo de
transferéncia com as regides flanqueadoras do gene que se pretende substituir no
genoma viral, o seu promotor e um sitio de clonagem (Miller et. al., 1983) é co-
transfectado na célula do inseto juntamente com o DNA do virus parental. Por
recombinacdo homologa, durante o processo de infeccdo viral, o gene original do virus
¢ substituido pelo gene de interesse contido no plasmideo. Forma-se o virus
recombinante e este é selecionado por plagueamento em células infectadas (Castro et.

al., 1999).
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Na técnica de transposi¢do, o gene de interesse € clonado em um plasmideo que
possui regifes flanqueadoras de transposicdo. Este plasmideo é inserido em uma
bactéria que contém além do seu genoma, o genoma do baculovirus na forma de uma
grande plasmideo (bacmideo), e outro plasmideo com o gene da transposase (pHelper).
A transposase efetua a transposicdo do gene de interesse no genoma do baculovirus
utilizado na transfeccdo em células de inseto. Este sistema elimina a fase de selecéo e
facilita a purificagdo de virus recombinantes, além de obter uma maior quantidade de
virus produzido (Kost et. al., 2005). Comercialmente, o sistema Bac-to-Bac® € um
sistema de expressdo baseado em baculovirus que utiliza a técnica de transposi¢do, 0
sistema € produzido pela empresa Invitrogen e € amplamente utilizado na expressdo
génica. Com o sistema Bac-to-Bac®, o cassete de expressdo do pFastBac ™ recombina
com o bacmideo presente em células competentes Escherichia coli DH10Bac ™ para
formar um bacmideo de expressdo. O bacmideo é entdo transfectado em células de
insetos para a producdo de particulas de baculovirus recombinante. O bacmideo
presente em E. coli DH10Bac ™ contém um segmento do gene lacZa. O gene lacZo
interrompido sobre a transposicdo do cassete de expressao no bacmideo permitindo a
selecdo azul (lacZo+) | branco (lacZa interrompido) de recombinantes. Isto torna a
identificacdo das coldnias recombinantes facil e rapida (Manual Bac-to-Bac®

Baculovirus Expression System, Invitrogen, 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Geracdo de baculovirus recombinante e expressdo génica com o Bac-to-Bac® Expression

System. O gene de interesse é clonado em um plasmideo doador pFastBac ™, e o plasmideo

recombinante € transformado em células competentes DH10Bac ™ que contém um bacmideo com um

sitio de transposi¢cdo mini-attTn7 e o plasmideo auxiliar (pHelper). O sitio mini-Tn7 no plasmideo

pFastBac ™ doador pode transpor para o sitio de destino mini-attTn7 no bacmideo através de proteinas

de transposi¢do no plasmideo auxiliar. Coldnias contendo bacmideos recombinante séo identificados pelo

rompimento do gene lacZa. Mini-prep para DNA de alta massa molecular e ocorre a sele¢do de clones de

E. coli contendo o bacmideo recombinante, e este DNA é

entdo usado para transfeccdo em células de

insetos. Fonte: Adaptado de Bac-to-Bac® Expression System Manual (Invitrogen).
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1.3. Escherichia coli e sistema de expressao bacteriano

A Escherichia coli € uma espécie de bactéria intensamente estudada. Serviu
durante muito tempo como um organismo modelo para bioquimica, genética e biologia
molecular, e mais recentemente tem sido amplamente utilizada em estudos
experimentais de evolugdo. A E. coli vive normalmente na microbiota do trato
gastrointestinal de mamiferos, incluindo seres humanos, e normalmente € inofensiva
(Elena et. al., 2005).

A E. coli tem a forma de um bacilo e pertence a familia das Enterobacteriaceae.
Sdo aerobias e anaerdbias facultativas. Possui multiplos flagelos dispostos em volta da
célula. O genoma tem quase 5 milhGes de pares de base e varios milhares de genes
codificando mais de 4000 proteinas (o genoma humano tem 3 bilhdes de pares de bases
e cerca de 27 mil proteinas) (Murray, 2004).

Nos organismos procarioticos, a bactéria Escherichia coli é bastante utilizada
como sistema de expressdo, devido a facilidade de manipulacéo, e na literatura esta
descrita a producdo de proteinas estruturais do virus da febre amarela, como a do
envelope (E) (Sugrue et. al., 1997), proteinas ndo estruturais (NS1) (Srivastava et. al.,
1995), e expressao de alguns dominios protéicos especificos intimamente ligados a
funcdo antigénica da proteina (Jaiswal et. al., 2004).

Sistemas de expressdo bacterianos, devido a sua simplicidade, muitas vezes nédo
sdo capazes de produzir uma proteina recombinante idéntica a selvagem. Bactérias ndo
possuem mecanismos sofisticados para a realizacdo de modificacGes pos-traducionais
que estdo presentes em organismos superiores. Como consequéncia, um numero
crescente de proteinas recombinantes é expressa em células de mamiferos. No entanto o

baixo custo e simplicidade do cultivo bacteriano ¢ uma vantagem imbativel sobre
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qualquer outro sistema de expressdo e, portanto, a E. coli é sempre a escolha preferivel

tanto em escala laboratorial quanto industrial (Kamionka, 2011).

1.3.1. Bacteriofago A

Um dos vetores mais utilizados nos processos de clonagem molecular é derivado
do bacteriéfago A (Landy, 1989), um virus de E.coli. O fago A é um parasita obrigatorio
da E.coli, o qual necessariamente deve injetar o seu DNA na bactéria hospedeira para a
sua multiplicacdo (Nascimento et. al., 2003).

Bacteriofago A é um bacteriéfago que pode reproduzir e desenvolver-se em um
estado litico ou lisogénico. Quando A infecta a célula bacteriana Escherichia coli, o fago
pode desenvolver-se liticamente, causando a lise celular e liberando progénie viral. O
fago A pode abortar o desenvolvimento litico parando de expressar genes virais,
alternativamente o genoma do fago poderé entrar em um estagio dormente (profago) por
meio da integracdo do genoma viral ao genoma bacteriano através de recombinacdo
sitio - especifica; durante esta fase, 0 DNA viral é propagado juntamente com 0 genoma
do hospedeiro na progénie subsequente. Este estagio € denominado lisogénico.
AlteracGes ambientais e condicbes fisiolégicas podem ativar o estagio lisogénico ou

desencadear eventos liticos (Kuzminov, 1999; Chauthaiwale et. al., 1992).
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1.3.2. Genoma do fago

O bacteriofago A ¢ uma particula viral constituida de aproximadamente 50% de
proteinas e 50% de DNA. O DNA do fago A, na forma como ele ¢ isolado da particula
viral, ¢ uma molécula linear com dupla fita de aproximadamente 48.500 pares de bases.
As extremidades da molécula contém uma fracdo de DNA fita simples com cerca de 12
nucleotideos, os quais sdo complementares na sequéncia de bases e através delas é que o
DNA assume a forma circular quando ele € injetado na célula hospedeira. Estas
extremidades sdo denominadas de sitios cos. O genoma do fago A codifica
aproximadamente 50 proteinas, cujos genes tém um cronograma de expressdo bem
definido, o que determina a instalacdo do estado litico ou lisogénico (Nascimento, 2003)
(Figura 7).

Durante o ciclo litico, os genes envolvidos no processo de lisogénia séo
dispensaveis e consequentemente a regido de integracdo do genoma do fago pode ser
totalmente substituida por outro fragmento de DNA, sem que haja qualquer alteracao
nos processos envolvidos na via litica. Uma das maiores vantagens de usar o fago A
como vetor de clonagem é que o DNA inserido no fago é empacotado in vitro. Embora
a eficiéncia de empacotamento seja cerca de 10%, uma vez que os fagos séo
empacotados tem-se 100% de eficiéncia na infec¢do da E.coli hospedeira. Este processo
¢ altamente eficiente quando comparado com o da transformacdo bacteriana com
plasmideos. Neste caso, os melhores resultados situam-se ao redor de 10°
transformantes por ug de DNA o que significa que menos de 1 em 1000 plasmideos sao

incorporados na E.coli hospedeira (Nascimento, 2003).
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Figura 7. A particula de fago encontra e ataca a superficie da célula, liberando seu DNA através da ponta

de sua cauda, deixando o capsideo vazio anexado no exterior da célula. Em seguida, as extremidades da

molécula de DNA linear se juntam para formar um circulo. O ponto de encerramento é chamado de sitio

cos. Em algumas células infectadas, o DNA é transcrito, traduzido e replicado, caracterizando o ciclo

litico. Em outras células infectadas, o desenvolvimento do fago é reprimido e DNA do fago integra-se ao

cromossomo bacteriano. A célula resultante lisogénica pode replicar indefinidamente, mas pode ser

induzida para retornar para o ciclo litico com a excisdo do DNA do fago a partir do cromossomo.

Adaptado de: Campbell, 2003.
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A tecnologia Gateway® é um método de clonagem universal baseado na
propriedade de recombinacdo sitio - especifica do bacteridfago A. A tecnologia
Gateway® proporciona uma rapida e eficiente via para transferir sequéncias de DNA
para dentro do vetor de expressao, afim de analise funcional e expressdo de proteinas

(Hartley et. al., 2000) (Figura 8).

A
attB attB attP attP attL attL attR attR
(0 [o=re | R ] & [l [ccaB] (9 [ccoa] R ]
Produto de PCR Subproduto

Clone de entrada

flanqueado por Vetor doador

regides aft B ou
clone de expressio

attL attL attR attR

[ % [gere]

Clone de entrada

LR Clonase™

Figura 8. A tecnologia Gateway® usa o sistema de recombinagdo A para facilitar a transferéncia de
sequéncias de DNA heterdlogas (flanqueadas por sitios de recombinac&o att) entre vetores. Duas reagdes
constituem a base do sistema Gateway® A) Reacdo BP, facilita a recombinacdo de substratos attB
(produto de PCR ou clone de expressao linearizado flanqueado por sitios attB) com substratos attP (vetor
doador) para gerar o clone contendo regides attL. Essa reacdo é catalisada por um mix de enzimas BP
Clonase™ B) Reagéo LR, facilita a reacdo de substratos contendo regifes attL com substrato contendo
regides attR (vetor de destino) para gerar o clone de expressdo contendo regides attB. Essa reacdo é

catalisada por um mix de enzimas LR Clonase™. Adaptado de: Manual Gateway ® Technology, 2010.
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A utilizacdo da tecnologia Gateway® proporciona uma série de vantagens:
permite a rdpida e eficiente transferéncia de sequéncias de DNA para multiplos sistemas
de expressdo, seguindo de expressdo de proteinas e analise funcional mantendo a
orientagéo e fase de leitura; permite o uso e expresséo de diferentes tipos de sequéncias
de DNA (produtos de PCR, clones de cDNA e fragmentos de restricdo); permite
facilmente a transferéncia de um grande nimero de sequéncias de DNA para multiplos
vetores de destino; permite a facil conversdo de um vetor utilizado em um vetor de

destino Gateway® (Manual Gateway® Technology, 2010).

2. Objetivo

Este trabalho teve como objetivo a expressdo da proteina NS1 do virus da febre
amarela em células de inseto e células de bactéria (Escherichia coli), visando o uso

dessa proteina como insumo para diagnostico.

2.1. Estratégias

Sistema de expressao eucariético:

e Clonagem do gene NS1 no vetor pFactBacl/Acc-PSX, fusionado a regido 5’-

terminal do gene da poliedrina de ACMNPV
e Construcdo do baculovirus recombinante VACPOINS1 através do sistema de

transposicao sitio especifico Bac- to- Bac® ( Invitrogen)
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e Infeccdo de celulas de inseto com o baculovirus recombinante VACPoINS1 e
confirmacdo da infeccdo das células por Western blot, utilizando anticorpo

policlonal anti-poliedrina

Sistema de expressao procariotico:

e Clonagem do gene NS1 no vetor doador PENTR™ 11

e Clonagem atraves de recombinacao sitio - especifica do gene NS1 no vetor de
destino pDEST™ 17

e Inducdo da expressdo da proteina NS1 em células BL21-Al (derivadas de
Escherichia coli)

e Purificacdo da proteina NS1

e Producdo de antisoro policlonal anti-NS1 em camundongos BALB/c

3. Materiais e Métodos

3.1. Virus e células

O virus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e
baculovirus recombinantes derivados do ACMNPV na forma de bacmideo bMON14272,
Bac-to-Bac® “Baculovirus Expression System” da empresa Invitrogen foram utilizados

nesse trabalho.
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Os virus foram propagados em cultura de células Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4
ou Tn5B) (Granados et. al., 1994). Essas células foram mantidas em meio TC-100
(Gibco-BRL) com 10 % de soro fetal bovino a 27 °C (Invitrogen).

Células de Escherichia coli DH5-a (Invitrogen) foram utilizadas como
hospedeiras para a maior parte dos plasmideos utilizados no presente trabalho.

Os experimentos envolvendo Bac-to-Bac® “Baculovirus Expression System”
(Invitrogen) foram utilizadas células Escherichia coli DH10Bac (Invitrogen).

Para o sistema de expressao utilizando Escherichia coli, células de Escherichia

coli BL21-Al foram utilizadas para expressao da proteina recombinante.

3.2. Fuséo do gene NS1 na porgdo 5’ do gene da poliedrina de ACMNPV

RNA total de cérebro de camundongo infectado com o virus vacinal da febre
amarela 17 DD foi usado em uma reacdo de RT-PCR, para a amplificacdo do cDNA do
gene (Machado, 2007). A reacdo de RT foi conduzida seguindo as instrugdes do
fabricante da enzima Superscript (Invitrogen). O cDNA construido foi, entdo, usado em
uma reacdo de PCR para amplificacdo do gene NS1 usando os oligonucleotideos
YF3710R e YF2438F (Tabela 2) que possuem um sitio para a enzima Bgl Il. O
fragmento de PCR amplificado, foi clonado no vetor de clonagem pGEM-T vector
(Promega), seguindo as instrucbes do fabricante (dados ndo mostrados), gerando o

plasmideo pGem — YFV NS1 (Machado, 2007) (Figura 9).
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Figura 9. Mapa fisico do plasmideo pGem — YFV NS1 que contém o gene NS1 (YFV NS1) do virus

vacinal da febre amarela 17 DD (Machado, 2007). Os sitios de restricdo para a enzima Bglll e sua posicéo

no mapa, além do gene de resisténcia ao antibiético ampicilina entdo indicadas na figura.

Tabela 2. Lista de oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Oligonucleotideos

Sequéncia 5°— 3’

YF3710 R

CATTGTAGATCTCATGGAAATGCAATCCCTAAGC

YF2438 F

CTAGGAGATCTATGGATCAAGG

YFF NS1 BamHI F

GCCGCCATGGCCGCGGGATTCTAGGGATCCTATGGATC

YFR NS1 BamHI R

GATCTCATGGAAATGCGGATCCCAAGCCACTGTG

pPolAcAg310-348 F

GAAGACAGCTTCCCCATTGTAAACGACCAAGAAGTGAT

pPolAcAg310-348 R

ATCACTTCTTGGTCGTTTACAATGGGGAAGCTGTCTTC
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O plasmideo pGem — YFV NS1 foi utilizado como molde para uma reagdo de
PCR utilizando os primers YFF NS1 BamHI e YFR NS1 BamHI (Tabela 2) que
acrescentaram sitios de BamHI flanqueando o gene. Foram utilizados 1uL do tampéo de
reacdo 10X da enzima Tag DNA polimerase (LongAmp® Taq PCR Kit), 0,4uL de
MgCl; (solugéo estoque 50mM - PHT), 0,3puL da mistura dos quatro dNTPs (solucéo
estoque 10mM), 0,4pL do oligonucleotideo YFF NS1 BamHI F (solugdo estoque
10uM), 0,4pL do oligonucleotideo YFR NS1 BamHI R (solugdo estoque 10uM)
(Tabela 2), 1ul do DNA — pGem -YFV NS1 (~60 ng/ pl), 5U (unidades) da enzima Taq
DNA polimerase (LongAmp® Taq PCR Kit) e agua “milli-Q” para um volume final de
10pL. O seguinte programa foi utilizado: 94°C/30 s, 30 ciclos de 94°C/30 s, 50°C/1
min, 65°C/1min e 72°C/10 min para o término da extensdo.

O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0.8% de
acordo com o protocolo descrito em Sambrook et. al. (1989). O fragmento de DNA com
o tamanho esperado (1230 bp), correspondente ao gene NS1 e os nucleotideos
adicionados pelos oligonucleotideos, foi extraido do gel, eluido e purificado com o Kit
GFX DNA and Gel Band Purification (GE) segundo instru¢des do fabricante.

Esse produto de PCR foi utilizado para clonagem no vetor pFastBacl/Accl-PSX,
(cedido e construido pelo aluno de mestrado Daniel Mendes Pereira Ardisson de

Aradjo) que contém o gene da poliedrina de AcCMNPV e sitio de BamHI para fuséo

génica na por¢do 5’-terminal do gene (Figura 10).
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Figura 10. Mapa fisico do plasmideo pFastBacl/Accl-PSX que contém o gene da poliedrina de
AcMNPV. Na figura é possivel ver o sitio de restricdo da enzima BamHI, que foi utilizado para clonagem
do gene NS1 de febre amarela, gene de resisténcia a Ampicilina (Amp), gene de resisténcia a
Gentamicina (Gm), regibes de transposicdo Tn7R e Tn7L, sinal de poliadenilacdo SV40, promotores
pSyn, pXIV e pPh, origem de replicacdo pUC, origem de replicacdo f1 (esse plasmideo possui duas
origens de replicacdo para gerar um maior nimero de copias) e promotor do gene de resisténcia a

ampicilina bla.

Para a clonagem, inicialmente o plasmideo pFastBacl/ Accl-PSX foi digerido
utilizando 10ul de DNA plasmidial (200 ng/ul), 2 pl de BSA (albumina de soro
bovino), 2 ul do tampéo de reacdo 10X da enzima BamHI (Invitrogen), 10U (unidades)
da enzima BamHI (Invitrogen) e agua “milli-Q” para um volume final de 20uL. A
reacdo para digestdo com a enzima de restricdo foi mantida a 37° C por 16 h
(“overnight”). Apoés a digestdo, o vetor foi desfosforilado, utilizando 30 pl de DNA
plasmidial digerido, 3,5 ul do tampéo de reacdo 10X da enzima SAP (fosfatase alcalina
de camardo — Promega), 1U (unidade) da enzima SAP (fosfatase alcalina de camaréo —
Promega) e agua “milli-Q” para um volume final de 35uL. A reacdo foi incubada 15

min a 37°C e 15 min a 70°C. O plasmideo pFastBacl/ Accl-PSX digerido e
53



desfosforilado foi utilizado em reagdo de ligacdo, onde foi utilizada a enzima T4 DNA

ligase (Promega) seguindo protocolo do fabricante (Figura 11).

BamHI
..G’GATCC... BamHI BamHI
..CCTAG'G...
738 bp 1.239 bp
2 G-OH P-GATCC m G-OH -GATCC
CCTAG- HO-G CCTAG-P HO-G
172 bp 1.239 bp 566 bp
BamHI BamHI
. I —
1977 pb

Figura 11. Esquema representativo da clonagem do gene NS1 através de fusdo com o gene da poliedrina
de AcMNPV. Em 1, s8o mostrados os genes da poliedrina (738 bp) e NS1 (1239 bp) e as posi¢Ges dos
sirios de BamHI nos dois genes. Em 2, é mostrado a ligacdo entre os dois genes e em 3, 0 construto

formado pela fus&o.

Foi realizada uma transformacdo por choque térmico (Sambrook et. al., 1989).
Para essa transformacdo foram utilizadas celulas Escherichia coli DH5a quimio-
competentes comerciais. Os clones resultantes foram selecionados pela resisténcia a
ampicilina e gentamicina. Posteriormente, foi feita uma purificacdo por lise alcalina,
onde 1 ml de pré-inoculo foi centrifugado 30 s a 14.000 rpm (Centrifuga 5418 —
Eppendorf), o sobrenadante foi removido e o precipitado ressuspendido em 100 pl de

solugdo I (50mM glicose, 25mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8) seguido de
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incubacdo em gelo por 2 min, foram acrescentado 200 pl de solugéo Il (NaOH 0,2 M,
SDS 1%) e incubado 5 min no gelo, acrescentados mais 150 pl de solucéo Il (acetato
de potéassio 5M, &cido acético glacial, H,O) e incubado 20 min no gelo, apds incubacéao
a amostra foi centrifugada por 10 min a 14.000 rpm (Centrifuga 5418 — Eppendorf) e o
sobrenadante transferido para outro tubo, ao sobrenadante foram acrescentados 200 pl
de cloroférmio, seguido de centrifugagdo por 5 min a 14.000 rpm (Centrifuga 5418 —
Eppendorf). A fase superior formada na parte de cima do tubo foi coletada e transferida
para outro tubo, onde foram adicionados 350 pl (0,6%) de isopropanol, seguido de
centrifugacdo por 10 min a 14.000 rpm (Centrifuga 5418 — Eppendorf). O sobrenadante
foi descartado e ao precipitado foram adicionados 500 pl de etanol 70%, a amostra foi
centrifugada por 10 min a 14.000 rpm (Centrifuga 5418 — Eppendorf), o sobrenadante
foi novamente descartado e o precipitado foi ressuspendido em 50 pl de &gua.

A confirmagdo da clonagem foi feita através de digestdo com as enzimas de
restricdo Sall e EcoRI. Foram utilizados para essa reacdo de digestdo 2ul de DNA
plasmidial, 2 ul do tampéo de reacdo 10X (FastDigest® - Fermentas), 1U (unidade) da
enzima Sal | (FastDigest® - Fermentas), 1U (unidade) da enzima EcoRlI (FastDigest® -
Fermentas) e 4gua “milli-Q” para um volume final de 20uL. O DNA plasmidial
confirmado foi entdo, sequenciado (Macrogen, Coréia do sul).

O construto gerado foi utilizado na constru¢do do baculovirus recombinante

VACPoINS1, utilizando o sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen).
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3.3. Clonagem do gene NS1 nos vetores PENTR™ 11 e PDEST™ 17

Para o sistema de expressédo utilizando Escherichia coli, foi utilizado o sistema
Gateway® (Invitrogen). Inicialmente o plasmideo pGem YFV NS1 foi digerido com as
enzimas de restricdo Sal | e Not I. O plasmideo pGem YFV NS1 foi digerido utilizando
17 pl de DNA plasmidial (~100 ng/ul), 2,5 pl do tampdo de reacdo 10X (FastDigest® -
Fermentas), 1U (unidade) da enzima Not | (FastDigest® - Fermentas), 1U (unidade) da
enzima Sal | (FastDigest® - Fermentas) e agua “milli-Q” para um volume final de
25uL. Essa reacdo foi incubada a 37° C “overnight”. O plasmideo comercial pENTR™
11 (Invitrogen) foi digerido com as enzimas de restricdo Notl e Sall, sob as mesmas
condicdes (Figura 12). A digestdo do plasmideo pGem YFV NS1 liberou o fragmento
de 1100 bp do gene de 1230 bp da NS1, que foi analisado em gel de agarose 0.8%. Esse
fragmento foi extraido do gel, eluido e purificado com o Kit GFX DNA and Gel Band
Purification (GE) segundo instrucdes do fabricante. O fragmento de 1100 bp foi
utilizado em rea¢do de ligagdo com o plasmidio pENTR™ 11 (Invitrogen) digerido,
onde foi utilizada a enzima T4 DNA ligase (Promega) seguindo protocolo do fabricante.
Foi realizada uma transformacéo por choque térmico (Sambrook et. al., 1989) utilizando
células Escherichia coli DH5a quimio-competentes comerciais. As coldnias geradas,
selecionadas pela resisténcia a Kanamicina, foram purificadas por lise alcalina (mesmas
condicdes descritas no item 3.2), digeridas novamente utilizando 14.5 ul de DNA
plasmidial (~50 ng/ul), 2,5 ul do tampéo de reacdo 10X (FastDigest® - Fermentas), 1 U
(unidade) da enzima Not | (FastDigest® - Fermentas), 1 U (unidade) da enzima Sal |
(FastDigest® - Fermentas) e agua “milli-Q” para um volume final de 25uL, essa
digestdo foi analisada em gel de agarose 0.8% para confirmagdo da obtencdo do

plasmideo pENTR 11-NS1.
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Figura 12. Mapa fisico do plasmideo comercial pENTR™ 11, sitios de restricdo, origem de replicagdo
pUC, gene de resisténcia a kanamicina, gene de resisténcia a cloranfenicol (Cm), regibes de
recombinacdo attL1 e attL2, rrnB T1 rrnB T2 sequéncias de terminacéo da transcri¢do e gene ccdB (gene
que codifica uma proteina que interfere na atividade da DNA girase bacteriana) sdo mostrados na figura.

Fonte: http://products.invitrogen.com/ivgn/product/ A10467.

O plasmideo pENTR 11-NS1 foi utilizado para recombinacéo sitio especifica
com o plasmideo comercial pDEST™17, através da tecnologia Gateway® (item 1.3.2.)
(Figura 13). Para a reacdo de recombinacdo, foram utilizados 5 pl de DNA plasmidial
PENTR11-NS1 (30 ng/ul), 5 pl de DNA plasmidial pPDEST™17 (30 ng/ul), 4 pl do mix
de enzima LR Clonase™. A reagdo foi incubada a 25° C “overnight”. Apos incubagao,
foram acrescentados a reacdo 2 pl de 2 pug/ul de solucdo de Proteinase K, seguido de
incubacdo a 37° C por 10 min. Foi realizada uma transformacdo por choque térmico
(Sambrook et al., 1989) utilizando células Escherichia coli DH5a quimio-competentes
comerciais. Os clones resultantes foram selecionados pela resisténcia a ampicilina.
Posterior purificacdo por lise alcalina (descrito no item 3.2) e a confirmacdo da
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recombinacéo foi feita através de digestdo dos clones selecionados com as enzimas de
restricdo EcoRI e Hindlll. Para isso, foram utilizados 5 pl de DNA plasmidial 2,5 pl do
tampé&o de reacdo 10X de cada enzima (Promega), 1U (unidade) de enzima EcoRI /
Hindlll (Promega) e agua “milli-Q” para um volume final de 25ul, a analise da
digestdo para confirmacgéo da clonagem foi analisada em gel de agarose 0.8%. O clone

pDEST-NS1 foi confirmado e utilizado para expressao da proteina NS1.

7 vos [Aie ovis [ami ont Lcoo sema rem ]

Figura 13. Mapa fisico do plasmideo comercial pDEST™ 17. A figura mostra o promotor T7, sitio de
ligacdo do ribossomo (RBS), cddon de iniciacdo ATG, cauda 6xHis, genes de resisténcia a cloranfenicol
(Cm) e ampicilica, regido de terminacgdo da transcricdo T7, sitios de recombinagdo attR1 e attR2, gene
ccdB (gene que codifica uma proteina que interfere na atividade da DNA girase bacteriana), origem de

replicacdo pBR322 e ORF rop. Fonte: http://products.invitrogen.com/ivgn/product/11803012?1CID.
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3.4. Anédlise da expressdo da proteina NS1 expressa em sistema

procariético

A proteina recombinante gerada pelo sistema de expressdo utilizando E.coli foi
expressa utilizando a linhagem BL21-Al de E. coli que é derivada da linhagem BL21
(Grodberg & Dunn, 1988; Studier & Moffatt, 1986). Inicialmente foi realizada um
transformacéo por choque térmico (Sambrook et. al., 1989) utilizando as células BL21-
Al como hospedeiras para o plasmideo pDEST17-NS1, as colonias foram selecionadas
por resisténcia a ampicilina. As col6nias selecionadas foram pré-inoculadas em 2,5 ml
de meio LB liquido (10 g triptona, 10 g NaCl, 5g de extrato de levedura, H,O) com 2,5
pl de ampicilina (100 mg/ml) “overnight”. Esse pré-inoculo foi inoculado em 50 ml
meio LB novo e mantido a 37° C sob agitacdo. A absorbancia da cultura foi medida em
espectrofotdmetro (SmartSpec™ Plus - Bio-Rad) até que a ODgp atingisse 0,9. Com a
ODgoo de 0,9, foi acrescentado ao meio 500 pl de L-arabinose 0,2% para inducdo da
proteina NS1. Apds o acréscimo da L-arabinose ao meio, a amostra foi coletada em
intervalos de 0 h (controle), 1 h, 2 h, 3 h e 4 h pds-inducdo. 4 h apds inducdo, a amostra
foi centrifugada a 5000 rpm (Centrifuga Beckman J2-MI rotor 14) durante 15 min, o
precipitado foi armazenado a - 80° C.

A inducdo da proteina NS1 foi analisada em SDS-PAGE 12% (Laemmli,1970)
utilizando o aparato Mini Protean Il (BioRad). Apds a analise em SDS-PAGE 12%, foi
realizado um Western blot, para confirmacdo da expressdo da proteina, Para este
procedimento, foi utilizado o anticorpo policlonal anti-His (GE), seguindo o protocolo
abaixo.

Foram feitos dois géis, utilizando 10 pL de cada amostra para analise usando o

aparato Mini Trans-Blot Cells de acordo com o protocolo de instrugdes do fabricante
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(Bio-Rad). Um dos géis foi corado e fixado em solugdo de 40% de metanol e 10% de
acido acético, 0,1% de corante Azul brilhante de Coomassie R-250 por 4h, com leve
agitacdo. O outro foi utilizado para transferéncia das proteinas em uma membrana de
nitrocelulose (Gibco BRL- Life Technologies) para o experimento de imunodetec¢do de
proteinas (Western blot) descrito abaixo.

Com o auxilio do aparato de transferéncia Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell (Bio-Rad), as proteinas foram transferidas para a membrana de nitrocelulose. As
instrugdes foram seguidas de acordo com o protocolo do fabricante. Foi utilizado
tampéo de transferéncia Bjerrum and Schafer-Nielsen (48mM de Tris, 39mM de glicina,
20% de metanol, pH 9,2). Apoés a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solugéo
de PBS 1X e 3% de leite em p6 desnatado adicionado de azida sodica por 16 h.

Depois, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS Tween (0,05%) por 5 min para
retirar toda a solugé@o de bloqueio. Adicionou-se uma solucdo de PBS/albumina bovina
(BSA) 0,5% com o anticorpo primario policlonal anti-His (GE Healthcare) produzido
em camundongos por 1 h. A seguir, a membrana foi lavada novamente 3 vezes em PBS
Tween (0,05%) por 5 min e incubada em PBS/BSA 0,5% com o anticorpo secundario,
anti-lgG de camundongo, conjugado a enzima fosfatase alcalina (Sigma) por mais 1 h
sob agitacdo. Retirou-se a solugdo, membrana foi lavada 3 vezes com PBS Tween
(0,05%) e 1 vez com o tampdo da enzima fosfatase alcalina por 5 min. A solucdo
reveladora, NBT/BCIP (Roche) foi adicionada servindo de substrato para a acdo da
fosfatase alcalina. O sistema foi mantido protegido da luz até a metabolizacdo do
substrato marcando, assim, a proteina de interesse devido a presenca da enzima
conjugada ao anticorpo secundario que se ligou ao anticorpo primario especifico. Por
fim, a reacdo foi interrompida com lavagens de agua destilada evitando a marcagéo

inespecifica.
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3.4.1. Purificacdo da proteina recombinante

Ap0s o ensaio de inducdo, a proteina recombinante foi purificada em condi¢des
desnaturantes seguindo protocolo The QIAexpressionist™ (QIAGEN). De acordo com
esse protocolo, foram acrescentados 5 ml de tampdo B (100 mM NaH,PO,4, 10 mM
Tris-Cl, 8 M urea, pH 8.0) para cada 1 g de precipitado, seguindo de incubacéo no gelo
por 15 min, para lisar a amostra. ApoOs incubacdo no gelo, a amostra foi agitada
lentamente por 15-60 min, até que ficasse translicida. Apdés a mudanca de cor, a
amostra (lisado) foi centrifugada 10.000 x g por 20-30 min. Ao sobrenadante foi
acrescentado 1 ml de resina de resina Ni-NTA (50%) para cada 5 ml de amostra,
seguindo de incubacéo, sob agitacdo, a temperatura ambiente por 60 min. Seguindo o
protocolo de purificacdo, a amostra incubada com a resina foi colocada em uma coluna
de cromatografia com o canal de saida fechado. Depois que a resina precipitou no fundo
da coluna, formando uma banda, o canal de saida da coluna foi aberto para coleta do
lisado. Apos a coleta do lisado, a resina foi lavada duas vezes com 4 ml de tampéao C
(100 mM NaH,PQ4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, pH 6.3), a amostra lavada também foi
coletada. Para a elui¢do da proteina, foram utilizado 0,5 ml de tampdo D (100 mM
NaH,PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, pH 5.9) por 4 vezes e 0.5 ml de tampéo E (100
mM NaH,POy4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, pH 4.5) por 4 vezes, todas as amostras eluidas
foram coletadas. Apos a analise das amostras (lisado, lavagens e elui¢cdes) em gel SDS-
PAGE 12 % (Laemmli, 1970), a amostra foi dialisada em membrana de dialise 0,025
um - Millipore (para retirar a uréia presente nas solugdes desnaturantes), analisada em
SDS-PAGE 12% (Laemmli, 1970) e confirmada por Westen blot, utilizando anticorpo

policlonal anti-his (GE Healthcare), seguindo o protocolo descrito no item 3.4.

61



3.5. Andlise da expressao da proteina NS1 expressa em sistema eucariotico

Para expressdo da proteina NS1 utilizando células de inseto, o vetor
pFasTBacl/Accl-PSX NS1 foi utilizado para construgdo do baculovirus recombinante
VACPOINS1 através do sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen). O DNA do plasmideo
pFasTBacl/Accl-PSX NS1 foi inserido em células DH10Bac™ de acordo com as
instrucBes do kit Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen). As células
foram incubadas em placas de Petri a 37°C por 48 h contendo os seguintes antibioticos:
tetraciclina (10pg/mL), gentamicina (7pug/mL) e Kanamicina (50pug/mL); e também os
marcadores de selecdo IPTG (40pg/mL) e X-Gal (100pg/mL). As colbnias brancas
foram coletadas e purificadas por lise alcalina (lise alcalina adaptada, onde sé foram
utilizadas as solugdes I, Il, 11l e precipitagdo com isopropanol, descritos no item 3.2).
Para a construgdo do baculovirus recombinante, 1 pug do DNA plasmidial da célula
DH10-Bac contendo o bacmideo recombinante, foi utilizado para transfectar células de
inseto BTI-Tn5B1-4 (Granados et. al., 1994). Foram adicionados 250 puL de meio de
cultura TC-100 sem soro no DNA plasmidial (bacmideo) em um placa de 35 mm (TPP).
A mesma diluigéo foi realizada com 10 pL de lipossomos (Cellfectin®, Invitrogen). Os
dois sistemas foram misturados e incubados por 15 min & temperatura ambiente. O meio
de cultura da placa de células foi, posteriormente, substituido por 500 puL da mistura
DNA/lipossomos, possibilitando a cobertura da monocamada de células. Apés 3h de
incubacdo da placa, a temperatura ambiente, foram adicionados 1,5 ml de meio de
cultura TC-100 contendo 10 % de soro fetal bovino e as células incubadas a 27°C por
sete dias. Depois deste intervalo, o sobrenadante da placa foi utilizado para a
amplificacdo do virus em nova placa de 100 mm (TPP) contendo células de inseto BTI-

Tn5B1-4 (Granados et. al., 1994). Extrato total das células infectadas BTI-TN5B1-4
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(Granados et. al., 1994) com o DNA plasmidial da célula DH10-Bac contendo o
bacmideo recombinante foi coletado e utilizado para confirmacdo da construgdo do
baculovirus recombinante (VAcPoINS1). A confirmacdo foi feita em gel SDS-PAGE
12% (Laemmli, 1970) utilizando o aparato Mini Protean Il (BioRad) e por Western blot
utilizando o anti-soro policlonal anti-poliedrina (Ribeiro et. al., 2009) nas mesmas
condic@es descritas no item 3.4.

A infeccdo com o baculovirus recombinante VAcPoINS1 e analise morfoldgica
de células BTI-Tn5B1-4 (Granados et. al.,, 1994) foram analisadas utilizando

microscopia de luz (Axiovert 100, Zeiss).

3.6. Producao do anti-soro policlonal anti-NS1

A proteina NS1 expressa em E.coli, utilizando o sistema Gateway® (Invitrogen)
foi utilizada para producédo de anti-soro policlonal anti-NS1. Antes da imunizacdo dos
animais, foram retirados aproximadamente 50 pl de sangue de cada animal através de
puncdo retro-orbital. Esse sangue foi centrifugado 5000 rpm (Centrifuga 5418 —
Eppendorf) por 5 min e armazenado -4° C para posterior analise. Foram utilizados 5
camundongos BALB/c machos, imunizados com 5ug de proteina purificada mais
adjuvante completo de Freund’s (Sigma). Apo6s 15 dias da primeira imunizacdo, 0s
camundongos foram imunizados com 5ug de proteina mais adjuvante incompleto de
Freund’s (Sigma), seguindo 15 dias da segunda imunizagdo os camundongos foram
imunizados com somente 5ug de proteina purificada. Sete dias apds a ultima
imunizacdo, os camundongos foram sacrificados (sangria pelo plexo retro-orbital) e
aproximadamente 1 ml de soro foram coletados de cada animal. As imunizagGes foram

feitas atraves de inje¢des intramusculares em cada animal. Logo apds o sacrificio dos
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animais foi realizado um Dot blot adaptado para testar a capacidade de imunodetecgéo
da proteina NS1 pelo anticorpo. Foram utilizados pedacos de aproximadamente 1,5 cm
x 1,5 cm de membrana de nitrocelulose (Gibco BRL — Life Technologies), a cada
pedaco de membrana foi colocado aproximadamente 5ul de extrato total de células
BL21-Al induzidas por 4 h. As membranas secaram em temperatura ambiente por 30
min. Em seguida, as membranas foram bloqueadas com solucdo de PBS 1X e 3% de
leite por 4 h. Depois, as membranas foram lavada 3 vezes com PBS Tween (0,05%) por
5 min para retirar toda a solugcdo de bloqueio. Adicionou-se uma solucdo de
PBS/albumina bovina (BSA) 0,5% com o soro dos camundongos (imunizados e néo-
imunizados) (1:500) por 1 h. A seguir, as membranas foram lavada novamente 3 vezes
em PBS Tween (0,05%) por 5 min e incubadas em PBS/BSA 0,5% com o anticorpo
secundario, anti-lgG de camundongo, conjugado a enzima fosfatase alcalina (Sigma)
por mais 1 h sob agitagdo. Retirou-se a solugdo, e as membranas foram lavada 3 vezes
com PBS Tween (0,05%) e 1 vez com o tampé&o da enzima fosfatase alcalina por 5 min.
A solucdo reveladora, NBT/BCIP (Roche) foi adicionada servindo de substrato para a
acdo da fosfatase alcalina. O sistema foi mantido protegido da luz até a metabolizacdo
do substrato marcando, assim, a proteina de interesse devido a presenga da enzima
conjugada ao anticorpo secundario que se ligou ao anticorpo primario especifico. Por
fim, a reacdo foi interrompida com lavagens de &gua destilada evitando a marcacéao
inespecifica.

A confirmacdo da obtencdo do anti-soro policlonal anti-NS1 foi feita através de
Western blot (mesmas condic¢des descritas no item 3.4) utilizando extrato de células

infectadas com o baculovirus recombinante vVAcPOLNS1.
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4. Resultados

4.1. Fusdo do gene NS1 na por¢do 5’ do gene da poliedrina de ACMNPV

O gene NS1 do YFV foi clonado no na por¢do 5’ do gene da poliedrina presente
no vetor pFastBacl/ Accl-PSX, gerando o plasmideo pFastBacl/Accl-PSX-NS1 (Figura

14).

Tn7L
SV40 poliA

Eeo RI (6231)
pXIV
pSyn

f1 origin

bla promoter

Sall(5589)
Eco RI(5317)
NS1

Poliedrina

Sall(3905)

Figura 14. Mapa fisico do plasmideo pFasTBacl/Accl-PSX NSlgerado pela fusdo do gene da poliedrina
com o0 gene NS1 do virus da febre amarela e localizacdo dos sitios de restricdo para as enzimas Sall e

EcoRl
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A clonagem foi confirmada por digestdo do DNA do plasmideo recombinante
com as enzimas de restricdo Sal | e EcoRlI, que além de confirmarem a inser¢do do gene
NS1, confirmaram também a correta orientacdo do gene. A digestdo com a enzima de
restricdo Sal | liberou um fragmento de 1684 bp, e a digestdo com a enzima de restri¢cdo
EcoRI liberou um fragmento de 914 bp, confirmando, assim, a correta inser¢édo e
orientag@o do gene NS1. A digestdo com as enzimas de restri¢do foi analisada em gel de

agarose 0.8% (Figura 15).

bp
12000 -
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Figura 15. Gel de agarose 0.8% mostrando os fragmentos gerados pela digestdo do plasmideo
pFastBac1l/Acc-PSX-NS1 com as enzimas de restricdo EcoRlI e Sal I. Os fragmentos de 1684 bp e 914 bp
estdo indicados na figura e representam a correta inser¢do do gene NS1 na porcdo 5 do gene da

poliedrina
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O clone recombinante contendo o gene da poliedrina e da proteina NS1, foi

entdo sequenciado para confirmacao de sua sequéncia (Figura 16).

1 atgccggattattcataccgtcccaccatcgggecgtacctacgtg
M P DY S Y R P T I G R T Y V
46 tacgacaacaagtactacaaaaatttaggtgccgttatcaagaac
Yy D N K ¥ ¥ K N L G A V I K N
91 gctaagcgcaagaagcacttcgccgaacatgagatcgaagaggct
A K R K K H F A E H E I E E A
136 accctcgaccccctagacaactacctagtggctgaggatectatyg
T L. D P L DN Y L V A E D P M
181 gatcaaggatgtgcaataaactttggcaagagagaactcaagtgt
b o G ¢ A I N F G K R E L K C
226 ggggatggcatcttcgtttttagagattcagatgactggctgaac
G b G I ¥F V F R D S D D W L N
271 aagtattcatactatccagaggacccagtaaaacttgcttcaata
K vy s vy vy p E D P V K L A S I
316 gtgaaagcttcctttgaagaaggaaagtgtggcctgaactcagtce
vV K A S F E E G K C G L N S V
361 gactccctggaacatgaaatgtggagaagcagggcagatgagatc
b s L E H E M W R S R A D E I
406 aatgccattcttgaggagaatgaggtagacatctcagtggtggtc
N A I L E E N E V D I S V V V
451 caagactcaaaaaacatttatcagagagggacacatccgttttcce
Q D S K N I Y Q R G T H P F 8
496 agaatacgtgatggcctgcaatacggctggaagacttggggcaaa
R I R D G L Q Y G W K T W G K
541 aaccttgtgttctctccaggaagaaagaatggaagcttcatcata
N L VvV F S P G R K N G S F I I
586 gatgggaagtccaggaaagagtgtccgttttcaaacagagtgtgg
b G K S R K E C P F S N R V W
631 aattccttccagatagaagagtttgggacaggagtgttcaccact
N S F 0 I E E F G T G V F T T
676 cgcgtgtacatggatgcagtctttgaatacactatggattgtgat
R vy M D A V F E Y T M D C D
721 ggatctatcctgggtgcagcagtgaatggaaagaagagcgcgceat
G s I L G A A vV N G K K S A H
766 gggtccccaacattctggatgggaagccatgaggtgaatggaaca
G s p T F W M G S H E V N G T
811 tggatgattcataccctagagacactggactacaaggaatgtgaa
w M I H T L E T L D Y K E C E
856 tggccactgacacacacgattggaacatcagttgaagagagtgac
w p L T H T I G T S V E E S D
901 atgttcatgccgaggtcaattgggggtccagttagctcccacaac
M F M P R S I G G P V S S H N
946 cacattccgggatataaggtccagacaaacggaccctggatgcag
H I P G Y K V Q T N G P W M Q
991 gtgccactagaggtgaaaagggaagcttgcccaggaaccagtgtg
v P L E V K R E A C P G T S V
1036 gttgttgacggaggctgtgatgggcgtggaaaatcgactagatcg
v v D G G ¢ D G R G K s T R S
1081 accactgacagcgggaagatcattcctgaatggtgctgccgctca
T T b S G K I I P E W C C R S
1126 tgcacaatgccaccagtgagcttccacgggagtgatggttgctgg
c T M p P V S F H G S D G C W
1171 tattctatggagattagaccaaagaagacacatgatagccacctg
Yy s M E I R P K K T H D S H L
1216 gtccgctcatgggtgacggctggagagatccatgcagtccecttt
vV R S w v T A G E I H A V P F
1261 ggattggtgagcatgatgatagccatggaagtggtattgaggaag
G L vs MM I AME V V L R K
1306 agacagggacccaagcaaatactgggtggaggcatggtgcttcta
R 0 G P K 0 I L G G G M V L L
1351 ggagccatgttagttggacaggtgactatcttggacttgctaaag
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G A M L V G @ v T I L D L L K
1396 ctcacagtggcttgggatcctttcctgggacccggcaagaaccaa
L T v A W D P F L G P G K N 0
1441 aaactcactctcttcaaggaaatccgtaatgttaaacccgacacg
K . T L F K E I R N V K P D T
1486 atgaagcttgtcgttggatggaaaggaaaagagttctacagggaa
M K L v VvV G W K G K E F Y R E
1531 acttggacccgcttcatggaagacagcttccccattgttaacgac
T w T R P M E D S F P I V N D
1576 caagaagtgatggatgttttccttgttgtcaacatgcgtcccact
Q & vV ™M DV F L V V N M R P T
1621 agacccaaccgttgttacaaattcctggcccaacacgctctgegt
R P N R CY K F L A Q H A L R
1666 tgcgaccccgactatgtacctcatgacgtgattaggatcgtcgag
c b p DY V P H D V I R I V E
1711 ccttcatgggtgggcagcaacaacgagtaccgcatcagcctgget
P S w v G S N N E Y R I S L A
1756 aagaagggcggcggctgcccaataatgaaccttcactctgagtac
K K 6 6 G ¢ p I M N L H S E Y
1801 accaactcgttcgaacagttcatcgatcgtgtcatctgggagaac
T N S F E ¢ F I D R V I W E N
1846 ttctacaagcccatcgtttacatcggtaccgactctgctgaagag
F Yy K P I Vv Y I G T D S A E E
1891 gaggaaattctccttgaagtttccctggtgttcaaagtaaaggag
E E I L L E V S L VvV F K V K E
1936 tttgcaccagacgcacctctgttcactggtccggegtattaa 1977
¥F A P DA P L F T G P A Y *

Figura 16. Sequéncia do gene NS1 fusionado ao gene da poliedrina. As bases real¢adas em vermelho séo
correspondentes ao gene da poliedrina e as bases de cor preta sdo correspondentes ao gene NS1. Os
nucleotideos em negrito e realcados em verde representam os sitios de restrigdo BamHI (GGATCC). Os
asteriscos representam o sitio de iniciacdo e de terminacdo. Essa sequéncia foi confirmada através de
sequenciamento parcial do plasmideo pFastBacl/Accl-PSX NS1, para isso foram utilizados os
oligonucleotideos pPolAcAg310-348 F e pPolAcAg310-348 R (Tabela 2) que anelam na posicdo 310 do

gene da poliedrina.

4.2. Obtencdo do baculovirus recombinante VACPoINS1

O plasmideo pFastBacl/Acc-PSXNS1 foi utilizado para transposi¢do sitio
especifica, através do sistema Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System

(Invitrogen). As colonias brancas, que indicam (por interrup¢do da a-complementacao
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do gene lacZ) transposi¢cdo génica, foram coletadas e utilizadas para transfeccdo em

celulas de inseto BTI-Tn5B1-4 (Figura 17).

Figura 17. Col6nias brancas (setas) geradas pela transformacéo do plasmideo pFastBacl/Acc-PSXNSlem

células DH10Bac™, através do Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen).

O DNA do bacmideo recombinante (VAcPoINS1) foi utilizado para transfeccdo
em células BTI-Tn5B1-4 e sete dias pés-transfeccdo, o sobrenadante foi coletado e
usado para infectar células Tn5B. A figura 18 mostra que a infec¢do das células com os
virus selvagem e recombinante (VAcPoINS1) induziram uma mudanga morfoldgica
(células ficaram arredondadas e nucleo hipertrofiado), caracteristicos de infecgéo viral,
porém observa-se formacdo de massa escura no interior das células infectadas com o
VACPOINS1 (seta vermelha e detalhe), diferentemente do observado nas células
infectadas com o virus selvagem, que apresentou o corpo de oclusdo formado pela

proteina poliedrina tipico do fendtipo de infeccdo ODV ( seta preta no detalhe).
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Mock AcMNPV VAcPoINS1

Figura 18. Efeito citopatico da infeccédo de células BTI-Tn5B1-4 com diferentes baculovirus a 72 h.p.i. A
seta preta no detalhe mostra o corpo de oclusao tipico do fenotipo infectivo ODV de baculovirus. A seta

vermelha destaca uma célula arredondada (tipica de infecgdo viral) com massa escura em seu interior.

O SDS-PAGE 12% confirmou a expressao de uma proteina de aproximadamente
78 kDa (seta vermelha), compativel com o tamanho da proteina fusionada. A expressao
foi confirmada por Western blot, utilizando um anti-soro policlonal anti-poliedrina
(Ribeiro et. al., 2009) feito em coelho como marcador (seta verde). A seta laranja,

mostra a marcacdo da proteina poliedrina do virus ACMNPV (Figura 19).

70



kDa mMw
-—
80 - g
70-
e
-
~ = i
T —

Figura 19. Anélise do perfil da proteina recombinante NS1 fusionada a proteina poliedrina em células de

inseto. (A) SDS-PAGE 12 mostrando células BTI-Tn5B1-4 infectadas com: baculovirus selvagem

AcMNPV e baculovirus recombinante, contendo gene NS1 fusionado a poliedrina VACPOINS1 (seta
vermelha, mostrando a expressdo da proteina recombinante de aproximadamente 78 kDA). A
confirmacdo da expressdo da proteina recombinante foi feita através de Western blot (B), utilizando anti-

soro policlonal anti-poliedrina (seta amarela mostrando a proteina poliedrina do virus selvagem AcCMNPV

e seta verde mostrando a marcacao da proteina recombinante).

4.3. Confirmacdo da clonagem do gene NS1 de febre amarela no vetor

PENTR™11 ¢ pDEST™17

Para confirmar a clonagem do gene NS1 de febre amarela no vetor comercial
pENTR™] 1 foi feita a digestdo com as enzimas Sall e Notl e o resultado analisado em

gel de agarose 0.8%. Observou-se a liberagcdo do fragmento de 1100 bp, correspondente
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ao tamanho reduzido do gene da NS1 e assim confirmando a obtencdo do plasmideo

PENTER11-NS1 (Figura 20).

A
B T1 transcription terminator
pUC origin rrnB T2 transcription terminator
N\
d / _amw
s __Sall(s03)
pENTR11-NS1
3388tp
\\\NSI
~
Kan(R)
sy
" Notl (1396)
attl2
\
Wt
o
5

B bp

12000 -

5000 -

2000- o

1650 -
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Figura 20. A) Mapa fisico do plasmideo pENTR11-NS1 e sitios de restricdo Sall e Notl B) Gel de
agarose 0.8% mostrando fragmentos gerados a partir da digestdo do plasmideo recombinante com as

enzimas de restricdo Sall e Notl. A seta indica o fragmento de 1100 bp correspondente ao gene NS1.
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Apos confirmagdo da clonagem e confirmagdo do plasmideo pENTR11-NS1,
seguindo protocolo Gateway® Technology (Invitrogen), foi conduzida a recombinagéo

para o plasmideo pDEST™ 17, para a obtencdo do plasmideo pDEST17-NS1 (Figura

21).

FEnd I (5554
HS1

B R {500 )

ati@2

T reverse primer
T7 transcription teminator

] || Hindll (404)

MHindlll {45.00) .".. — ‘:;’,‘ Ere B1{%98)
atl : - bla promoter
ExHis QN\'
iniation ATG 1 AmpiR)
RBS TLEEF |
T7 promoter pDES:I'l?-NSI
” pn’me[ sReh b

pAR3ZZ origin

ROP

Figura 21. Mapa fisico do plasmideo pDEST17-NSL1 e sitios de restri¢do para as enzimas Hindlll e EcoRI

A confirmacao da correta recombinacdo do gene NS1 de febre amarela no vetor
foi feita através de digestdo com as enzimas de restricdo Hindlll e EcoRI. A digestéo foi
analisada em gel de agarose 0.8% e mostrou um fragmento de 1382 bp quando o vetor
foi digerido com EcoRI e dois fragmentos de 440 bp e 968 bp quando digerido com

Hindlll. Confirmando, assim, a obtengéo do vetor pDEST17-NS1 (Figura 22).
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Figura 22. Gel de agarose 0.8 % motrando fragmentos de 968 bp e 440 bp, gerados quando o plasmideo
pDEST17-NS1 foi digerido com Hindlll e o fragmento de 1382 bp quando o plasmideo foi digerido com

EcoRl.

4.4. Obtencdo da proteina NS1 de febre amarela expressa em Escherichia

coli

O vetor pDEST17-NS1 foi utilizado para ensaio de inducdo da proteina NS1
com o indutor L-arabinose. O extrato total das células BL21-Al induzidas, foi utilizado
para analise da expressdo da proteina durante 0, 1, 2, 3 e 4 h pds-inducdo. O gel SDS-
PAGE 12% mostrou que a partir de 1 h pds-inducéo é possivel ver a expressdo de uma

banda protéica de aproximadamente 43 kDa, compativel com o tamanho reduzido da
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proteina NS1. Como controle, ndo se observa a expressdo da proteina de
aproximadamente 43 kDa quando as células foram analisadas a Oh, ou seja, sem a
presenca do indutor. A confirmacao da expressdo da proteina NS1 foi feita por Western

blot, utilizando anticorpo policlonal anti-His (Figura 23).

A B
kDa MW Ohs lhs 2hs 3hs 4hs MW Ohs 1hs 2hs 3hs 4hs
220 - ————] kDa
80 -
50- w— ae- o —— e
= 30- = o, e e
. N !"
23- R R E

Figura 23. Analise do perfil de expressdo da proteina NS1 em E. coli. A) SDS-PAGE 12% mostrando a
expressdo da proteina NS1 de 43 kDa durante 1, 2, 3 e 4 h (setas vermelhas) pds-inducdo com indutor L-
arabinose, nota-se que ndo se observa a expressdo da proteina a Oh pés-inducdo B) Western blot
confirmando a expressdo da proteina NS1, para esse experimento, foi utilizado anticorpo policlonal anti-

His.

Ap0s o ensaio de inducdo, foi feito a purificacdo da proteina (utilizando extrato
total de células induzidas durante 4 h) em condigdes desnaturantes, seguindo o
protocolo The QIAexpressionist™ (QIAGEN). Como resultado, uma proteina de
aproximadamente 43 kDa foi purificada e confirmada por Western blot, utilizando

anticorpo policlonal anti-His, confirmado a purificagdo da proteina NS1 (Figura 24).
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Figura 24. Analise do grau de pureza da proteina NS1 e sua deteccdo. A) SDS-PAGE 12% mostrando a
purificacdo de uma proteina de aproximadamente 43 kDa. B) Western blot confirmando a purificacdo da

proteina NS1.

4.5. Obtencédo do anti-soro policlonal anti-NS1

A proteina NS1 expressa em E.coli foi utilizada para obtencdo do anti-soro
policlonal anti-NS1 produzido em camundongos BALB/c. Foi realizado um Dot blot
logo apos o sacrificio dos animais, que mostrou que o titulo do anti-soro policlonal anti-
NS1 obtido foi similar em todos os animais analisados, e que este, marcou a proteina
NS1 utilizada como antigeno neste experimento. Observa-se leve marcacao inespecifica
nas membranas que foram incubadas com soro dos animais ndo — imunizados
(controle). Deve-se lembrar que o soro dos animais também terd anticorpos contra
eventuais impurezas do antigeno, assim como anticorpos contra outros antigenos aos

que o animal esteve exposto anteriormente. Outra hipOtese para essa marcacao
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inespecifica € a grande quantidade de anti-soro utilizada na reacdo (1:500). Outras
quantidades foram testadas e somente em alta concentracdo foi possivel observar
imunomarcacdo. Grandes quantidades de anticorpo em uma reagdo de imunodeteccéo
podem aumentar a possibilidade de marcacao inespecifica. Entretanto, deve-se ressaltar
que mesmo havendo leve marcacao inespecifica, o grau de especificidade do anti-soro
foi satisfatorio, tendo em vista a diferenca de marcacdo da proteina NS1 quando

comparados 0s soros dos animais imunizados e ndo-imunizados (Figura 25).

Camundongos  Apimall  Animal2  Animal3 Animal4  Animal5
Nao-

Imunizados

Imunizados ‘ - ) G @

Figura 25. Dot blot realizado para analisar a especificidade do anti-soro policlonal anti-NS1. Foram

imunizados 5 animais. Como controle foi utilizado soro de animais ndo-imunizados.

Para confirmacdo da especificidade do anti-soro anti-NS1 com a proteina NS1
expressa em células de inseto, extrato total de células infectadas com vAcOcc+ (virus
ACMNPV que produz corpos de oclusdo), vSynNS1 (virus derivado do AcCMNPV, que
contém o gene NS1 de febre amarela (Ramos et. al., 2002) e 3 diferentes clones do virus
recombinante VACPoINS1, foram utilizados para analise em gel SDS-PAGE 12%

(Figura 26).
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Figura 26. SDS-PSGE 12 % das amostras vAcOcc+, vSynNS1 e 3 diferentes clones do virus

recombinante VACPOINS1 (setas pretas).

A confirmacédo da especificidade do anti-soro policlonal anti-NS1 foi feita por
Western blot. Observa-se a marcacdo de duas bandas no extrato de células infectadas
com o virus vSynNS1, utilizado como controle. O tamanho esperado para a proteina
recombinantes NS1, expressa pelo virus vSynNS1 é de 45 kDa, entretanto, o anti-soro
marcou uma banda acima de 46 kDa e outra logo acima de 30 kDa. A marcagédo da
banda superior pode ter sido em funcédo da alta quantidade de anti-soro utilizada (1:500).
Outra possibilidade é contaminacdo do poco durante a aplicacdo do gel de
poliacrilamida. Porém, ndo observa-se marcacdo inespecifica nos controles (Mock e
vAcOcc+), e a banda de aproximadamente 78 kDa correspondente a proteina NS1
fusionada a poliedrina foi reconhecida nos extratos de células infectadas com os 3
clones diferentes da proteina recombinante, confirmando a especificidade satisfatoria do

anti-soro. J& a banda menor, acima de 30 kDa, pode ser devido a um processamento
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proteolitco ocorrido nas células de inseto. Mais testes devem ser realizados para

descartar as hipdteses acima citadas (Figura 27).
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Figura 27. Western blot confirmando a marcacao das proteinas NS1 com o anti-soro policlonal anti-NS1.

5. Discussao

A utilizacdo de dois sistemas de expressdo foi fundamental para analise do
comportamento das proteinas NS1 recombinantes. Observou-se que ambos 0s sistemas
expressaram com sucesso a proteina NS1 e que essas foram reconhecidas através de

Western blot utilizando anticorpos especificos. A utilizagdo de dois sistemas de
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expressao diferentes para expressdo dessa proteina mostra-se uma ferramenta
importante para estabelecer um protocolo padrdo pra expressdo da proteina NS1 de
febre amarela.

Apesar do cultivo de bactérias ser mais econémico que o de células de inseto,
muitas vezes o custo do processo de purificacdo das proteinas expressas em bactérias é
alto, tornando a expressdo em células de inseto vantajosa (Montor & Sogayar, 2003).
Mesmo com a disponibilidade de diversos sistemas para expressdo de proteinas, as
bactérias permanecem como a escolha da maioria dos sistemas de expressdo, porém,
devido a falta de maquinaria para modificacbes pds-traducionais em bactérias, a
producdo de proteinas recombinantes eucarioticas representa um desafio imenso, que
invariavelmente leva a producdo de proteinas biologicamente inativas neste hospedeiro
(Sahdev et. al., 2008). O sistema de expressdo de baculovirus em células de inseto
fornece um ambiente adequado para a sintese de proteinas eucariéticas oferecendo
condicGes para que ocorra o dobramento adequado da estrutura da proteina, formacéao
de pontes dissulfidicas, oligomerizacdo e modificagdes pds-traducionais similares as
produzidas em células de mamiferos (O’Reilly et. al., 1992).

Varios estudos vém sendo realizados a fim de estabelecer o melhor sistema de
expressdo para diversas proteinas. O estudo de Victor et. al., 2010 utilizou ambos 0s
sistemas eucaridtico (células de inseto) e procariético (E. coli) para expressar dominios
da proteina PFD1235w de maléaria. O autor destaca que a producdo de proteinas
recombinantes com seu dobramento e estrutura tridimensional similar ao natural, é
essencial para a elucidacéo da estrutura tridimensional de proteinas da malaria e para
determinar quais epitopos estruturais estdo expostos na superficie de eritrocitos durante
a infeccdo natural de maléaria. Além disso, destaca que o sistema de expressao utilizando

baculovirus foi nitidamente superior ao sistema de expressdo utilizando E.coli na
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producdo de um maior nimero de diferentes dominios da proteina recombinante
PFD1235w, e estes foram significativamente mais faceis de purificar com maior
rendimento.

Neste trabalho, para expressar a proteina NS1 fusionado ao gene da poliedrina
do baculovirus ACMNPV, em sistema eucariotico, foi utilizado o vetor pFastBacl/Accl-
PSX NS1, que contém o gene da poliedrina do baculovirus ACMNPV, e para construir o
baculovirus recombinante, foi utilizado o sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen).
Diferentemente do que se esperava, a fusdo do gene NS1 com o gene da poliedrina no
baculovirus recombinante parece ndo ser estdvel e a purificagdo da proteina
recombinante através de gradiente de sacarose nao foi possivel. Além disso, a infecgdo
de células de inseto utilizando o baculovirus recombinante, ndo apresentou a formacéao
de corpos de oclusdo como o esperado, mesmo com o gene da poliedrina (responsavel
pela formagdo dos corpos de ocluséo) ter sido clonado de forma completa e sem
modificagdes na sua sequéncia génica. Deve-se ressaltar que o vetor pFastBacl/Accl-
PSX utilizado para fusdo do gene NS1 com o0 gene da poliedrina, possui sitio para
clonagem interrompendo o gene da poliedrina na sua por¢do mais 5 -terminal. Essa
estratégia de fusdo é uma estratégia nova e sem trabalhos similares para comparacao,
assim, o resultado deste trabalho, mostra-se o primeiro passo para analise dessa nova
estratégia de fusdo com o gene da poliedrina.

Outros trabalhos vém utilizando esta mesma técnica para expressao de proteinas
heter6logas, porém sem interromper o gene da poliedrina, como foi descrito neste
trabalho. Je et. al. (2003) e Chang et. al. (2003), demonstraram que é possivel a
producdo de baculovirus recombinantes que possuem uma ou mais proteinas
heterologas incorporadas nos corpos de oclusédo, mantendo o fendtipo dos virus oclusos.

Je et. al. (2003), construiram um virus recombinante capaz de coexpressar a poliedrina
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nativa e a poliedrina fusionada com a proteina fluorescéncia verde (GFP), demonstrando
que a incorporacdo de uma proteina heter6loga nos corpos de oclusdo depende da
interacdo entra a poliedrina nativa e a poliedrina fusionada. Barros (2011) expressou a
glicoproteina do virus da Raiva em células de inseto fusionada com a poliedrina de
AcMNPV. A proteina de fusdo construida foi eficientemente expressa em células de
inseto, formando corpos de oclusdo e detectada com um anticorpo especifico para cauda
de histidina.

O baculovirus também vem sendo utilizado para expressar proteinas de
flavivirus. Zhang et. al. (1988), utilizaram o sistema baculoviral para expressar trés
proteinas estruturais (proteinas C, pré-M e E) e duas ndo-estruturais (NS1 e NS2a) do
virus da dengue. Todas as proteinas foram corretamente expressas. Entretanto, coelhos
imunizados com os produtos protéicos exibiram um baixo titulo de anticorpos contra as
proteinas pré-menbrana, do envelope e NS1. Li et. al. (2009) utilizaram um baculovirus
recombinante (BV-G-E) para expressdo da proteina E (envelope) do virus da Encefalite
Japonesa (JEV). Para construir esse baculovirus recombinante, o gene E foi clonado no
vetor pFastBac-VSV/G, que possui 0 gene da glicoproteina do virus da estomatite
vesicular (VSVG). Esse plasmideo é uma ferramenta para que a proteina E do virus da
encefalite japonesa (JEV) seja expressa no envelope viral do baculovirus. O gene
VSVG ja foi descrito na literatura como um veiculo atraente para entrega de genes em
células de mamiferos e um potencial vetor para o desenvolvimento de vacinas. O
baculovirus recombinante foi utilizado, para infectar camundongos do tipo BALBI/c.
Analise de anticorpos neutralizantes, expressao de INF-y (Interferon — gamma) e taxa de
sobrevivéncia dos animais imunizados com o baculovirus recombinante BV-G-E foram
feitas em comparagdo a animais imunizados com vacina de DNA codificando a mesma

proteina. Os animais imunizados com o baculovirus recombinante BV-G-E
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demonstraram maior nivel de anticorpos neutralizantes especificos JEV, além de niveis
mais altos de INF-y. Desta forma, o autor destaca o baculovirus recombinante BV-G-E
como estratégia alternativa para o desenvolvimento de novas vacinas contra a encefalite
japonesa. Despres et. al. (1991), também utilizando o sistema baculoviral, expressaram
0s antigenos virais da Proteina E e NS1 sozinhas e fusionadas em células de inseto.
Camundongos foram imunizados com lisados celulares infectados com os baculovirus
recombinantes. Apesar de baixos, niveis significantes de anticorpos neutralizantes
foram obtidos quando a proteina do envelope é expressa sozinha ou fusionada com a
NS1.

No presente estudo, também foi utilizado o sistema procari6tico para expressao
da proteina NS1. Foi utilizado o sistema Gateway® de recombinacéo sitio especifica.
Para utilizar essa técnica, foi necessario clonar somente 1100 bp da proteina NS1 do
virus vacinal 17 DD que tem 1233 bp originalmente. Porém a reducdo do tamanho do
gene e, consequentemente, da proteina, ndo afetou a correta expressdo da proteina e
também ndo afetou a obtencdo do anti-soro policlonal anti-NS1 derivado da proteina
recombinante expressa nesse sistema de expressao.

Apesar de neste trabalho, a proteina NS1 produzida em sistema procariético
utilizando E. coli, ter sido expressa e ter sido utilizada sem maiores problemas para a
construgéo do anti-soro policlonal anti-NS1, alguns estudos vém destacando a facilidade
e superioridade do sistema de expressdo eucariotico utilizando baculovirus para
expressdo de proteinas de flavivirus. Khromykh et. al. (1996) utilizaram ambos os
sistemas, procariotico (E.coli) e eucariotico (baculovirus), para expressar 7 proteinas
ndo - estruturais do flavivirus Kunjin (entre elas, a proteina NS1) fusionadas ou nao
com Glutathiona-S-transferase (GST). Como resultado, alto nivel de expressdo de

proteinas recombinantes foi alcancado em células Spodoptera frugiperda (Sf9) usando o
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sistema de expressdo baculovirus, em contraste com o baixo nivel de expressdo em E.
coli.

Sabe-se que a proteina NS1 de flavivirus desempenha um importante papel
durante a infeccdo viral e que este trabalho objetivou sua expressdo em ambos os
sistemas de expressao para utilizacdo da proteina NS1 como insumos para diagnéstico
rapido e facil de pacientes infectados com febre amarela. Alguns estudos tém
demonstrado que a proteina NS1 de flavivirus forma auto-anticorpos que reagem com
proteinas da matriz extracelular e de plaquetas (Falconar, 1997). Foi observado também
altos niveis de NS1 detectados no soro de pacientes infectados pelo DENV que foram
correlacionados com doenca grave (Libraty et. al., 2002; Avirutnan et. al., 2006).

Estudos mostraram que NS1 do virus da dengue é abundante no soro de
pacientes na fase precoce da infeccdo viral e que a aplicagdo de kits de captura de
antigeno NS1 para demonstrar a presenca do DENV pode fornecer uma melhor
compreensdo do tropismo viral em casos fatais e podem ser Uteis para estudos de
patogenia in vivo e em animais experimentais. Além disso, ELISAs de captura NS1, sdo
rapidos, baratos e requerem menos experiéncia de laboratério do que técnicas
moleculares e imuno-histoquimicas atualmente utilizadas para detectar DENV nos
tecidos (Lima et. al., 2011).

Testes para diagndstico precoce da infeccdo por DENV baseados na detec¢do da
proteina NS1 no plasma ou sangue total j& vém sendo comercializados, como exemplo o
teste Dengue DX™ NS1 Antigen Rapid Test (FOCUS Diagnostics). Porém, ainda nao
foi desenvolvido nenhum teste capaz de diagnosticar a infeccdo precoce por febre
amarela.

Uma combinagdo de fatores sdo associados com o ressurgimento da febre

amarela nas regides sul e sudeste do Brasil (epizootias e epidemias recentes): exposi¢éo
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de uma populacdo de humanos suscetivel; alta densidade de vetores e hospedeiros
primarios (primatas ndo-humanos); condicGes favoraveis de clima; e circulacdo de
pessoas e / ou macacos infectados. H& uma necessidade de um programa de vigilancia
eficaz para evitar o ressurgimento de febre amarela em outros estados brasileiros
(Vasconcelos, 2010).

Portanto, faz-se necessario, experimentos que visem controlar o ressurgimento
de focos de febre amarela. Esse trabalho € a etapa inicial para o estabelecimento de uma
técnica de diagnostico precoce de febre amarela, utilizando a proteina NS1 como

insumo.

6. Conclusoes e perspectivas
Este trabalho visou expressar a proteina NS1 de febre amarela em dois sistemas
de expressdo: procaridtico e eucariotico. Além de estabelecer o melhor sistema para

expressdo dessa proteina, este trabalho tem como objetivo, utilizar a proteina NS1 como

insumo para diagndstico rapido de febre amarela.

Perspectivas:

e Obtencdo de um método eficiente para producdo e purificacdo de NS1 de YFV

em sistema eucariético
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e Expressar a proteina NS1 de febre amarela em sistema procariético e em sistema
eucariotico de forma ocluida e co-ocluida (com mais um gene da poliedrina de

AcCMNPV intacto)

e Expressdo de proteinas do virus da febre amarela no envelope do baculovirus

e Comparacdo do perfil de dobramento das diferentes proteinas NS1 produzidas

e Avaliacdo da imunogenicidade e antigenicidade das diferentes proteinas em

camundongos saudaveis

e Avaliacdo do reconhecimento da proteina NS1 presente em soro de pacientes

infectados com febre amarela e em cultura de células infectadas com YFV
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