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“Se queres viver em paz

Segue os principios do bem.
Atende o préprio caminho,
Niao penses mal de ninguém.
Ama a tarefa que tens

E o dever que ela te aponta;
Sobre os problemas dos outros,
Nao formam em nossa conta.
Nao guardes idéias tristes
Entre as lembrangas que levas,
O sol atravessa a noite

Sem alterar-se nas trevas.

Se alguém te ofende, perdoa,
Seja na rua ou no lar,

Todos nés, perante a vida,
Somos capazes de errar.
Quanto ao mais, confia em Deus
E anota esta lei segura:

Cada pessoa se vira

Sob aquilo que procura.”

(Jair Presente)
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RESUMO

A Dengue ¢ a doenca humana transmitida por mosquitos mais comum que pode
evoluir para um doenga potencialmente letal denominada de febre hemorragica do
dengue (FHD). Essa doenga ¢ causada por um virus de RNA fita simples, senso positivo
e envelopado que pertence ao género Flavivirus, onde o genoma ¢ organizado em uma
unica fase aberta de leitura (ORF), que codifica trés proteinas estruturais (capsideo, pré-
M e envelope) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b,
NSS5). Entre as proteinas virais, a proteina do envelope ¢ uma das mais antigénicas e a
proteina NS1 esta relacionada com a lise de células infectadas, mediada pelo sistema
complemento. Diferentes sistemas de expressdo podem ser usados para a expressdo de
antigenos virais para o desenvolvimento de vacinas e/ou diagnostico. Entre estes
sistemas, o sistema de expressdo baseado em baculovirus (BEV) ¢ um dos mais
populares e eficientes. Baculovirus infectam artropodes, principalmente insetos e
possuem um genoma de DNA circular, dupla fita. Existem muitas vantagens do BEV
em relacdo a outros sistemas de expressdo, como, por exemplo, o alto nivel de
expressdo e as modificacdes pods-traducionais que permitem a montagem correta e
atividade bioldgica da proteina expressa. Um isolado brasileiro de Dengue virus 1 foi
usado para amplificar o gene do envelope ou o gene do envelope fusionado ao gene
NS1 por RT-PCR, usando oligonucleotideos especificos e os fragmentos obtidos foram
clonados no vetor de transferéncia comercial pFastBacl (Invitrogen). Esse plasmideo
possui regides sitio-especificas que permitam a transposicdo do inserto de interesse
dentro do genoma de um baculovirus (bacmideo) propagado em Escherichia coli. O
bacmideo recombinante ¢ usado para a expressdo da proteina heteréloga em células de

inseto infectadas. Dois virus recombinantes foram obtidos, VAcDE e vAcDENSI, que
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foram, entdo, usados para infectar larvas de Spodoptera frugiperda. Extratos de tecido
adiposo de larvas infectadas (96 h.p.i.) foram analisadas por SDS-PAGE e Western-
blot, usando um anticorpo contra o virus do dengue, que detectou um polipeptideo por
volta de 70 kDa em ambos os extratos. Esse polipeptideo ¢ diferente do tamanho predito
da proteina do envelope (~50 kDa) e das proteinas do envelope mais NS1 fusionadas
(~90kDa). Entretanto, a andlise transcricional confirmou que os genes estavam sendo
transcritos em células infectadas. Nos também usamos o virus VAcDENS1 em um
ensaio de fusdo de membrana e confirmamos a formagao de sincicio dependente de pH,
0 que ¢ uma caracteristica da proteina do envelope do virus do dengue. O gene NS1 foi
também clonado em um plasmideo, sob o comando do promotor hsp70 de Drosophila
melanogaster ¢ usado em uma co-transfeccdo com um plasmideo contendo um gene de
resisténcia a puromicina, visando a constru¢do de células de inseto estavelmente

transformadas.

Xiv



ABSTRACT

Dengue is the most common mosquito-borne viral disease of humans and its
infection may evolve to a potentially lethal disease known as Dengue haemorrhagic
fever (DHF). This disease is caused by a positive-sense, single-stranded, enveloped
RNA virus that belongs to the genus Flavivirus within Flaviviridae and its genome is
organized in a single ORF which encodes three structural proteins (capsid, pre-M, and
envelope) and seven non-structural proteins (NS1, NS2a, NS12b, NS3, NS4a, NS4b,
NS5). Among the viral proteins, the envelope protein is one of the most antigenic and
NS1 play a possible role in complement-mediated cytolysis. Different heterologous
expression systems may be used for the expression of viral antigens for vaccine and/or
diagnosis development. Among these, the Baculovirus Expression System (BEV) is one
of the most popular and efficient system. Baculoviruses have a circular, double stranded
DNA genome and infect arthropodes, mainly insects. There are many advantages of
using BEV, when compared to other expression systems, such as high expression levels
and post-translational modifications that allows the expressed proteins to be correctly
folded and biologically active. A Brazilian Dengue 1 isolate was used to amplify the
envelope gene alone or envelope plus NSI gene by RT-PCR using specific
oligonucleotides and cloned into the commercial transfer vector pFastBacl (Invitrogen).
This plasmid has site-specific regions which allows transposition of the chosen insert
into a baculovirus genome (bacmid) propagated in Escherichia coli. The recombinant
bacmid DNA is used to obtain recombinant baculovirus and heterologous protein
expression in virus-infected insect cells. Two different recombinant virus were obtained,
vAcDE and vAcDENSI, and they were used to infect Spodoptera frugiperda larvae. Fat

body extracts of infected larvae (96 h p.i.) were analysed by SDS-PAGE and Western
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blot using an anti-Dengue antibody which detected a polypeptide around 70 kDa in both
extracts. The size of this polypetide is different from the predicted size of the envelope
protein (~50 kDa) and the fused envelope and NS1 proteins (~90kDa). However,
transcriptional analysis confirmed that the genes were being transcribed in infected
cells. We also used the vAcDENSI virus in a membrane fusion assay and confirmed
pH-dependent syncytium formation, which is a characteristic of the dengue virus
envelope protein.. The NS1 gene alone was cloned under the control of hsp70 promoter
and used to co-transfect insect cells with a plasmid containing the puromycin resistance

gene, in order to produce stably transformed insect cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dengue

A Dengue ¢ a doenga viral transmitida por vetor mais disseminada entre humanos.
A Organiza¢do Mundial da Saude estima que 50-100 milhdes de casos de Dengue ocorrem
anualmente em todo o mundo e que cerca de 500.000 casos evoluem para formas mais
graves da doenga como a dengue hemorragica e a sindrome do choque (Stephenson, 2005).
Os primeiros relatos de Dengue datam de 1779/1780 e diversas tentativas de erradicacado ja
foram tentadas. Entretanto, a doenca ainda ¢ endémica em muitas regides do mundo,
especialmente nos paises tropicais e subtropicais. A incidéncia de casos de Dengue tem
aumentado bastante nas Américas, mas os casos fatais tem sido mais comuns no sudeste da
Asia e no oeste do Pacifico. Isso pode estar relacionado tanto com o crescimento da
urbanizacdo ndo planejada, resultando em grande impacto ambiental, quanto a deterioracdo
dos sistemas de saude e facilidade de disseminagdo de genotipos virais mais virulentos em
individuos mais susceptiveis (Guzman & Kouri, 2001).

Nas regides tropicais e subtropicais, a Dengue coloca em risco a saude de 2,5
bilhdes de pessoas, aproximadamente 40% da populacdo mundial. Por se tratarem muitas
vezes de paises subdesenvolvidos, o combate a dengue nem sempre recebe a devida atencao
por escassez de recursos e hoje representa 10% das causas mais comuns de hospitalizagao,
além de constar como causa lider de mortalidade infantil em alguns paises asiaticos. Nas
Américas, o nimero de casos de Dengue que evoluem para complicagdes mais graves vem

crescendo desde 1980 e o Brasil figura como o pais lider no niimero absoluto de casos. Ja a
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Colombia aparece como o pais com as mais altas taxas de casos de dengue hemorragica e
da sindrome do choque (Fonseca & Fonseca, 2002).

Muito da distribuigdo mundial dos casos de Dengue se deve a densidade e
distribuicao geografica de mosquitos vetores pertencentes ao género Aedes e, por ser uma
doenca transmitida por vetor artropode, a Dengue também pode ser classificada como uma
arbovirose (“arbo” do inglés “arthropod borne”). A doenca ¢ transmitida por fémeas de
mosquitos pertencentes a esse género, sendo a espécie Aedes aegypti (Figura 1) a mais
prevalente nas Américas (Fonseca & Fonseca, 2002). Outras arboviroses estdo relacionadas
com a distribui¢ao desde vetor, dentre as mais importantes esta a Febre Amarela no seu
ciclo urbano (Vasconcelos, 2003). A primeira suposta erradicagdo do mosquito ocorreu em
1956 pelo uso do inseticida DDT na campanha da organizacdo de saude pan-americana
(PAHO) nas Américas com o objetivo de assegurar a erradicacdo da febre amarela urbana,
ocorrida em 1942, através da vacinacdo. Desde entdo, o mosquito reemergiu em varias
ocasides e sua erradicacdo ainda hoje é motivo para campanhas junto a populacdo. O
mosquito Aedes albopictus também esta relacionado a transmissdo da Dengue, mostrando-
se mais eficiente do que o Aedes aegypti apesar de ndo competir com este em ambientes
urbanos. E bastante freqiiente na Asia, em areas rurais (Marzochi, 1994).

Uma vez que uma pessoa ¢ picada por um mosquito infectado, ocorre um periodo
de incubagdo que pode variar de 3 a 14 dias, sendo mais comum que dure uma semana.
Esse periodo ¢ assintomatico e precede os primeiros episddios de febre comuns a doenga.
(Gubler, 1998). O periodo de viremia, ou seja, o periodo no qual o virus pode ser isolado do
sangue circulante, comeca cerca de 2 dias antes dos sintomas até 5-6 dias depois, quando
ocorre um clearence viral (ou seja, a eliminacdo do agente viral) da circulagdo ¢ o

aparecimento de anticorpos neutralizantes (Fonseca & Fonseca, 2002). O periodo de
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viremia torna o individuo infectado potencialmente infectante se este for picado por outro

mosquito vetor ocorrendo assim, a disseminacao da doenga.

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 1: a) Ilustragdo mostrando as diferentes fases de desenvolvimento (ovo a adulto) do mosquito Aedes
aegypti e b) foto de um mosquito da espécie Aedes aegypti Adaptado de

http://www.prdu.unicamp.br/dengue/mosquito.html

A manifestacdo clinica que segue o periodo de incubagdo ¢ bastante variavel e
pode corresponder aos sintomas de uma gripe, apresentar sintomas da Dengue classica ou
evoluir para um quadro mais grave de hemorragia e choque. Existem relatos ainda de
infeccdo assintomatica, mais freqiiente em criancas (Stephenson, 2005). Os sintomas de
Dengue cléassica comegam com febre alta acompanhada de fortes dores de cabeca, mialgia
(dores musculares), calafrios e dor retro-orbital (dor atrds dos olhos). Apos 2-6 dias de

febre, o paciente comega a apresentar anorexia, nausea e vOmito além de dores
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generalizadas, por todo o corpo (Henchal & Putnak, 1990). Apos esse periodo, a maioria
dos casos evolui para a cura, por volta do 7° dia, com um ultimo acesso de febre alta.
Entretanto, o periodo de recuperagao e cura ¢ associado com fatiga prolongada e depressao
(Fonseca & Fonseca, 2002).

Manifestagdes hemorragicas durante a manifestagao clinica de Dengue classica
ndo sdo incomuns e podem variar de formas moderadas a severas. Formagdo de petéquias
(hemorragias minusculas, de 1 a 2 mm de didmetro) e purpura (hemorragias de até 1 cm,
podendo ser reunido de varias petéquias) na pele, sangramento gengival e epistaxe
(sangramento nasal) sdo descritos ¢ podem ser os primeiros sintomas a indicar a condi¢ao
de dengue hemorragica mas ndo a definem se ndo houver descri¢do de trombocitopenia
(redugdo do numero de plaquetas no sangue) e hipovolemia (diminui¢cdo da quantidade de
sangue circulante) (Gubler, 1998). A dengue hemorragica comeg¢a com sintomas
indistinguiveis da dengue classica (que apesar de bastante incapacitante apresenta
progndstico favoravel) e a deterioragdo, que pode culminar com o 6bito do paciente, ocorre
de maneira rapida. A Organizacdo Mundial da Saude estabeleceu critérios para classificar a
severidade da doenca: Os niveis I e II correspondem aos casos de sintomas moderados
enquanto que os niveis III e IV correspondem a casos de sintomas severos. As
caracteristicas avaliadas nessa classificagdo sdo: permeabilidade capilar aumentada,
alteracdo numérica e funcional dos leucocitos, hematocrito aumentado e trombocitopenia,
sendo a presenca de choque, a diferenga principal entre os niveis III e IV de classificagao

(Guzman & Kouri, 2001).
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1.2.  Dengue virus

O agente etiologico da Dengue ¢ o Dengue virus, pertencente a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus. A familia Flaviviridae compreende 3 géneros distintos:
Flavivirus (género ao qual também pertence o virus da Febre Amarela e uma série de
encefalites transmitidas por artropodes), Pestivirus (virus de suinos e ruminantes) e
Hepacivirus (virus da Hepatite C em humanos). Os géneros sdo antigenicamente distintos
entre si, mas bastante semelhantes quanto a sua organizagao gendmica, sendo compostos de
RNA fita simples sentido positivo que codifica uma tnica fase aberta de leitura (ORF, do
inglés: "open reading frame"). As proteinas virais sao sintetizadas como uma poliproteina
que ¢ clivada co-traducionalmente e pds-traducionalmente por proteases celulares e virais
(Fauquet et alli., 2005). (Figura 2)

O virus da Dengue ¢ um virus envelopado que possui como material genético uma
fita de RNA sentido positivo que possui cap na regiao 5’ mas nao apresenta cauda poli-A
na regido 3’ (Henchal & Putnak, 1990). Seu genoma consiste de 10.644 nucleotideos
organizados em uma Unica fase de leitura aberta que codificam uma tunica poliproteina de
3.386 aminoacidos flanqueada por duas regides nao traduzidas (5" ¢ 3" UTR — do inglés:
"untranslated regions") (Zhang et alli., 1988). A poliprotreina ¢ processada para formacao
de 3 proteinas estruturais: capsideo (C), pré-membrana (pré-M) e envelope (E); e 7
proteinas ndo estruturais (NS): NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5. (Kelly et alli.,
2000).

A particula viral madura apresenta as 3 proteinas estruturais juntamente com uma

bicamada lipidica empacotando o genoma de RNA viral. A proteina C, do nucleocapsideo,
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Figura 2: a) Arvore Filogenética da familia Flaviviridae: divisio em géneros; b) Organizagio gendmica dos

virus pertencentes ao género Flavivirus. Adaptado de Van Regenmortel et alli., 2000.
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forma uma estrutura t€nue que envolve o RNA, mas que ¢ permeavel a RNases, o que torna
o papel de protecdo do envelope lipidico mais importante. A proteina E e a proteina pré-M
encontram-se imersas na bicamada lipidica (Henchal & Putnak, 1990).

Assim como acontece com os virus da influenza e os alphavirus, os flavivirus
entram na célula por endocitose mediada por receptor. O ambiente acidofilico do
endossomo € responsavel por desencadear uma mudanga conformacional nas glicoproteinas
de fusdo (Rey, 2003). Neste caso, a mudanga ocorre na glicoproteina do envelope (E) que ¢é
a responsavel tanto pela ligagdo ao receptor quanto pelo processo de fusdo com a
membrana celular do endossomo e liberagdo dos componentes virais no citoplasma celular.
Assim sendo, a correta organizagdo do envelope viral ¢ essencial durante as fases de
adsor¢do e penetracao (Henchal & Putnak, 1990). Esta bicamada lipidica ¢ obtida por
brotamento no reticulo endoplasmatico celular e possui em sua composicao a proteina do
envelope (E) e a proteina precursora da membrana (pré-M). A particula passa pela via
secretoria e pré-M ¢ clivada por uma furino-protease e passa a assumir a sua forma madura
constituindo a proteina de Membrana (M). A clivagem permite que as partes da proteina E
que se projetam do virus fiquem mais evidentes e a saida do virus ocorre por exocitose
(Modis et alli., 2003). A clivagem de pré-M em M ¢ fundamental para a infectividade do
virus, pois particulas imaturas ndo sdo capazes de promover a fusdo do virus com
membranas celulares, inclusive com a do endossomo. Entretanto, a maturacio da particula
a torna mais 1abil e menos resistente sendo a particula imatura inerte mais estavel (Henchal
& Putnak, 1990).(Figura 3)

A patogénese do virus da Dengue ainda ndo ¢ conhecida por completo e muito
disso se deve ao fato de que ndo existe ainda um modelo animal ou laboratorial

estabelecido para o estudo dessa doenga. O desenvolvimento da doenga ¢ multifatorial e
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envolve tanto o modo de infec¢do viral e suas variagdes até a reagao do individuo
hospedeiro e a resposta do seu sistema imunoldgico a infeccdo. Estudos filogenéticos e
epidemiologicos sugerem que virus contendo algumas seqiiéncias gendmicas especificas,
que caracterizam os virus em genotipos distintos, apresentam maior viruléncia e acabam
por influenciar na evolu¢do da doenca para a dengue hemorragica. Os genotipos mais
virulentos sdo de virus oriundos do sudeste da Asia que produzem viremias com titulos
virais maiores e sdo capazes de infectar mais mosquitos vetores. Essa classificacdo em
genotipos € relativamente nova, ja que a variabilidade do virus era antes descrita apenas por
sorotipos, referentes aos anticorpos neutralizantes produzidos na fase pds-virémica

(Cologna et alli., 2005).

Morfologia

A Particula imatura | Particula madura B

Nucleocapsideo (C)

Figura 3: Esquema da particula viral imatura (A) e madura (B) do Dengue virus. A figura da direita
corresponde a uma reconstru¢do de microscopia eletronica de congelamento das particulas de um isolado de

Dengue virus. Adaptado de Van Regenmortel ef alli., 2000.
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Os quatro sorotipos do virus da Dengue comecaram a ser descritos a partir de
1943 quando varios pesquisadores passaram utilizar camundongos recém-nascidos para
amplificar o virus por inoculagao intracerebral (Henchal & Putnak, 1990). Considerando a
dificuldade do virus da dengue de se estabelecer in vitro os anticorpos de pacientes
serviram de base para uma classificagdo em sorotipos, que sao distinguidos por anticorpos
neutralizantes produzidos pelo organismo em resposta a infec¢do, especialmente reagindo
contra a proteina E e as proteinas ndo-estruturais NS1 e NS3 (Stephenson, 2005). A
produgdo de anticorpos anti-E inibe a liga¢ao do virus a célula e a produ¢ao de anticorpos
anti-NS1 promove ativagao do sistema complemento e conseqiiente lise da célula infectada
(Chaturvedi et alli., 2005). A infec¢@o por um sorotipo de dengue torna o individuo imune a
este sorotipo, mas este continua susceptivel aos outros sorotipos virais. Quando ocorre uma
infec¢do subseqiliente com um segundo sorotipo, o individuo se torna mais susceptivel ao
desenvolvimento de Dengue hemorragica, o que tem se tornado um empecilho bastante
grave, principalmente na confeccdo de uma vacina contra a Dengue (Leitmeyer et alli.,

1999).

1.3.  Dengue Hemorragica

A teoria hoje mais aceita sobre a evolugao da Dengue para Dengue hemorragica ¢
a “antibody enhancement hypothesis”, que traduzindo seria uma hipotese em que os
anticorpos nao-neutralizantes da fase pos-virémica poderiam estar relacionados ao aumento
da infecctividade de um segundo sorotipo viral em uma segunda infec¢do por Dengue.

Assim, diferente do que ocorre em outras infec¢des virais, os anticorpos produzidos na
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primeira infeccdo ajudariam o virus e ndo o hospedeiro em uma segunda infecgao.
Anticorpos ndo-neutralizantes produzidos durante a primeira infec¢do se ligariam aos novos
virus infectantes facilitando sua entrada em algumas células. Esse complexo antigeno-
anticorpo se ligaria a receptores de imunoglobulinas G presentes na superficie das células
permissivas, em especial células da linhagem mononuclear fagocitica, promovendo a
internalizacdo deste complexo (Stephenson, 2005). Os macrofagos sdo descritos como as
células mais envolvidas nesse processo e correspondem a pega chave no arranjo da resposta
imunoldgica a infeccdo. Apos a internalizagdo do complexo o caminho normal seria que
alguns epitopos fossem apresentados a outras células do sistema imunoldgico através de
moléculas de MHCII, mas o virus da Dengue comega a se replicar dentro dos macréfagos
comprometendo toda a resposta imunologica do individuo (Chaturvedi et alli., 2006).

A infec¢ao dos macréfagos pode agir na dengue hemorragica induzindo linfocitos
T CD4 (linfocitos auxiliares) a produzir citocinas especificas, como por exemplo a hCF,
uma citocina com funcdo de fator citotoxico que ¢ produzida apenas na infeccdo por
Dengue que ocorre em humanos (hCF do inglés “human Citotoxic Factor”), que atuam
como mediadoras de uma reagdo em cadeia que culmina no aumento da permeabilidade
capilar e ocorréncia de hemorragia (Chaturvedi et alli., 2000). Além disso, a dengue
hemorragica também pode estar associada ao mimetismo molecular que existe entre 20
aminoacidos da proteina do Envelope do virus da Dengue e o plasminogénio. Assim,
anticorpos anti-E poderiam estar se ligando erronecamente a esta proteina, impedindo sua
transformagdo em plasmina, uma proteina bastante importante na manutengdo da

hemostasia, na inibi¢cao da ocorréncia de hemorragias (Fonseca & Fonseca, 2002).
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1.4.  Diagnostico

O diagnostico definitivo de Dengue ¢ laboratorial, uma vez que os sintomas
clinicos podem ser confundidos facilmente com os de varias outras doencas. A detec¢ao da
infeccao pode ser feita pelo isolamento viral, por detec¢do de anticorpos especificos da fase
pos-virémica ou ainda por detec¢dao de antigenos virais ou RNA viral em soro ou tecidos,
uma abordagem molecular mais recente. Cada teste possui suas limitacdes e alguns se

encontram mais adaptados a rotina laboratorial de diagnostico (De Paula & Fonseca, 2004).

1.4.1. Isolamento viral

Quatro métodos de isolamento viral sdo descritos e utilizam amostras de pacientes
que possam conter o virus ainda ativo: Infeccdo intracerebral de camundongos recém-
nascidos, infec¢do de culturas de células de mamiferos, infec¢ao intratoracica de mosquitos
adultos e infeccao de cultura de células de inseto. Cada método depende da disponibilidade
e estrutura de cada laboratdrio e cabe levar em consideragao, a dificuldade do virus em se
propagar in vitro devido a dificuldade de isolamento e o fato de que ndo existe um modelo
animal estabelecido para Dengue (Samuel & Tyagi, 2006).

O método de inoculagdo intratordcica de mosquitos adultos ¢ bastante sensivel,
mas apresenta complexidades intrinsecas a propria técnica além de lidar com o mosquito
vetor da doenga e apresentar um potencial risco de infec¢do e exigir uma estrutura com
mecanismos rigidos de seguranca. A inoculagdo intracerebral de camundongos recém-

nascidos possui como vantagem a deteccdo do virus mesmo que este esteja em pequena
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quantidade, baixo titulo viral. Porém, exige que o laboratério possua estrutura de biotério
além de ser uma técnica de alto custo e resultados demorados, ¢ uma técnica de diagnostico
quase em desuso. O método de inoculacao de culturas de células de mamiferos ¢ bastante
sensivel, mas produz uma quantidade de virus bastante pequena quando comparada ao
método de inoculagdo do virus em cultura de células de inseto, sendo o mais utilizado nos
laboratorios atuais por sua sensibilidade, baixo custo e relativa facilidade de manuseio da
técnica (Fonseca & Fonseca, 2002).

A identificacdo do virus € feita pela observacdo de efeitos citopaticos nas células
infectadas (Figura 4) que passam a apresentar formagdo de sincicios, presenca de células
gigantes multinucleadas. Esta modificacdo ¢ comum durante a infeccdo por flavivirus,
entdo o isolamento viral é confirmado pela técnica de imunofluorescéncia indireta
utilizando anticorpos monoclonais especificos para cada sorotipo de Dengue (Guzman &

Kouri, 2001).

Figura 4: Efeitos citopaticos do virus da dengue em cultura de células de inseto C6/36. A) Células nao-
infectadas; B) células infectadas com o virus da Dengue. Foto gentilmente cedida pelos professores Antonio

de Jesus Melo Chaib e Jos¢ Marcus Teixeira (LACEN-DF). Observar a formagao de sincicios (setas).
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1.4.2.  Mcétodos sorologicos

Os métodos sorologicos s6 podem ser utilizados cerca de 5 dias apods o
desenvolvimento da doenga, o que acaba sendo bastante comum na rotina laboratorial por
ser quando o individuo geralmente procura ajuda médica. As limitagdes desse método
incluem a reatividade cruzada que pode existir entre os diferentes sorotipos de Dengue e
outros flavivirus. Os métodos sorologicos incluem o teste de inibicdo da hemaglutinacao,
fixagdo de complemento, teste de neutralizacdo, ELISA (do inglés: "Enzyme linked
immunosorbent assay") de imunoglobulina M e ELISA indireto de imunoglobulina G. (De
Paula & Fonseca, 2004)

Os métodos de ELISA sdo os mais utilizados na rotina diagnostica por serem
bastante sensiveis e relativamente baratos quando comparados aos outros testes. Existem
kits comerciais diversos para este tipo de deteccdao que avaliam a fase de infec¢ao de acordo
com a prevaléncia de alguns tipos de anticorpos. O MAC-ELISA anti-IgM ¢ o mais
utilizado para detec¢do de anticorpos da fase aguda e os anticorpos IgM apresentam titulos
bem mais altos em uma infec¢do primaria, proporcionando um diagndstico bastante
sensivel e rapido (De Paula & Fonseca, 2004). Durante uma infeccdo secunddria, os
anticorpos IgG sdo mais comuns, sdo os anticorpos de memoria, € aparecem em titulos bem
mais altos do que os IgM, os quais podem nem ser detectados (Guzman & Kouri, 2001).

Apesar de bastante sensivel, o diagnostico soroldgico ndo identifica a variedade
viral infectante, principalmente devido a presenga de reagdes cruzadas entre diferentes
sorotipos e outros flavivirus. As técnicas moleculares foram desenvolvidas para suprir esse

tipo de necessidade e a técnica de RT-PCR (do inglés: "Reverse Transcriptase-Polymerase

Chain Reaction"), por exemplo, ¢ capaz de detectar virus ligados a anticorpos
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neutralizantes e tipar o virus rapidamente. Além disso, essa técnica ¢ capaz de detectar
pequenas quantidades do virus, seja por viremia baixa ou por ma qualidade da amostra, por
inadequacdo na estocagem e transporte, por exemplo (Fonseca & Fonseca, 2002). Além
disso, o RT-PCR pode ser utilizado em uma gama de amostras bastante ampla, que vai de
amostras clinicas, biopsias, amostras de autopsias e materiais de mosquitos (De Paula &
Fonseca, 2004).

As técnicas moleculares sdo bastante uteis na classificacdo dos virus da Dengue
em sorotipos, principalmente no que diz respeito a alteragdes nas seqiiéncias de proteinas
antigénicas e imunogénicas. Os sorotipos Dengue 1 e Dengue 2 foram subdivididos em 5
genotipos cada, baseado na diferenga das seqiiéncias da proteina do Envelope e da Proteina
NS1 (Rico-Hesse, 1990), enquanto que o sorotipo Dengue 3 foi classificado em 4 gendtipos
por variagdes em E e em M e Dengue 4 em 2 gendtipos com variacdes na proteina E

(Guzman & Kouri, 2001).

1.5.  Uso de proteinas recombinantes no diagnéstico de Dengue

Os diagnosticos sorologicos de Dengue necessitam de um pool (conjunto) de
antigenos confidveis que proporcionem a certeza de que a unica varidvel do teste sera a
gama de anticorpos a serem testados. Na rotina laboratorial, o antigeno utilizado ¢ o proprio
virus, mas institutos de pesquisa tém investido na elaboracdo de proteinas recombinantes
antigénicas que possam ser utilizadas substituindo o uso viral, ¢ o caso do Instituto
Biomanguinhos da FIOCRUZ do Rio de Janeiro que também investe na pesquisa de

antigenos para confec¢do de vacinas tetravalentes (Bonaldo et alli., 2000)
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Varios trabalhos sugerem que a proteina do Envelope de Dengue ¢ a mais
indicada como proteina de escolha por estar exposta na superficie viral, ser responsavel
pela interagdo com receptores celulares e representar o alvo principal dos anticorpos
neutralizantes (Jaiswal et alli., 2003). Trata-se de uma glicoproteina de superficie, a maior
presente na estrutura do virion. Sua organizacdo tridimensional na forma de trimeros foi
recentemente descrita e figura agora, juntamente com a primeira estrutura cristalizada de
glicoproteina de flavivirus, a do virus TBE (tick-borne enchephalitis, um flavivirus
transmitido por carrapato), como uma das glicoproteinas de flavivirus disponiveis no banco
de dados de proteinas, Protein Data Bank (Rey, 2003). A arquitetura molecular dessa
glicoproteina ¢ essencial para a infec¢do viral e qualquer alteragdo conformacional altera a
superficie do virion por completo (Modis et alli., 2003).

As seqiiéncias nucleotidicas das proteinas nao-estruturais tém sido estudadas
detalhadamente, uma vez que variagdes nas seqiiéncias de NS1 e NS3 tem sido associadas
ao aumento de viruléncia de alguns gendtipos (Leitmeyer et alli, 1999). Além disso,
anticorpos contra proteinas ndo-estruturais sdo mais comumente encontrados em casos
secundarios de infeccdo de dengue, o que pode estar relacionado com a complica¢do da
doenca em uma segunda infeccdo. A proteina NS1 tem ainda uma importincia na
patogénese, pois anticorpos anti-NS1 estdo envolvidos na destrui¢do de células infectadas

pelo sistema complemento e podendo ser um importante mecanismo antiviral a ser

estudado (Chaturvedi et alli., 2005).
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1.6.  Expressdo de proteinas recombinantes in vitro

Diferentes sistemas de expressdo sdo hoje utilizados na tentativa de isolar
proteinas recombinantes que correspondam ao potencial antigénico do virus da Dengue in
vitro. Além do interesse referente ao desenvolvimento de novos métodos diagndsticos,
muito dos esfor¢os estdo direcionados a confec¢ao de uma vacina tetravalente, contra os
quatro sorotipos de Dengue, que confira prote¢ao ao individuo sem que haja evolugdo para

Dengue hemorragica pela interagdo dos quatro sorotipos virais (Chaturvedi et alli., 2005).

1.6.1. Sistema de expressao procaridtico: E. coli

Os sistemas de expressao variam de acordo com as vantagens ¢ desvantagens
associadas a sua estratégia e célula de escolha. Os sistemas procaridticos apresentam como
principal vantagem, a relativa facilidade de manutencdo de culturas bacterianas além da
grande quantidade de proteina recombinante que pode ser produzida em pouco tempo. A
bactéria Escherichia coli ¢ bastante utilizada como sistema de expressao e na literatura esta
descrita a produgdo de proteinas estruturais como a do envelope (Sugrue et alli, 1997a),
proteinas estruturais (E) e ndo estruturais (NS1) fusionadas (Srivastava et alli., 1995), e
expressao de alguns dominios protéicos especificos intimamente ligados a fungado
antigénica da proteina (Simmons et alli., 1998; Jaiswal et alli., 2004). A principal
desvantagem seria a qualidade da proteina produzida e a sua funcionalidade, uma vez que a

producdo protéica bacteriana ¢ bem mais simples que a de uma célula eucaridtica e
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glicoproteinas, em especial, necessitam de algumas modificacdes pos traducionais, como

glicosilagao (Benz & Schmidt, 2002).

1.6.2.  Sistemas de expressdo eucarioticos

1.6.2.1. Leveduras

Os sistemas eucaridticos sdo escolhidos com mais freqiiéncia na produgdo de
proteinas recombinantes que se destinam ao uso clinico ou diagnoéstico. Isso ¢ devido a
necessidade da proteina produzida ser o mais funcionalmente semelhante a que seria
produzida in vivo. O sistema eucaridtico mais simples é o que utiliza leveduras, em especial
a levedura metilotrofica Pichia pastoris (metilotréfica pois € capaz de obter energia e
carbono através da metabolizacdo de metano, metanol, metilamina (Moat et alli., 2002).

A proteina do envelope do virus do dengue pode ser encontrada sendo expressa
isolada (Sugrue et alli., 1997b) ou fusionada ao antigeno de superficie da hepatite B,
HBsAg, em Pichia pastoris que, além de conferir estabilidade a proteina de interesse,
facilita a formag¢do de VLPs (do inglés “Virus-like particles”) ou seja, estruturas
semelhantes a particula viral original e promove um nivel de imunogenicidade maior a
proteina a qual foi fusionado por gerar polimeros de alto peso molecular (Bisht et alli.,
2001, 2002). A principal vantagem ¢ o baixo custo na utilizacdo de leveduras, o que se
assemelha aos sistemas de expressdo procarioticos e modificagdes pos-traducionais mais
semelhantes ao que acontece in vivo. Entretanto, o sistema apresenta algumas dificuldades

associadas a expressdo de proteinas do virus da Dengue e protedlise intensa ja foi descrita

quando da expressdo da proteina E (Sugrue et alli., 1997a). O antigeno HBsAg pode agir
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estabilizando a particula ¢ minimizando o efeito de protedlise (Bisht e alli., 2001), mas
pouco ¢ conhecido sobre a expressao de proteinas de flavivirus em leveduras, em especial
sobre glicoproteinas, uma vez que o uso de Pichia pastoris € recente e a levedura
anteriormente utilizada, Saccharomyces cerevisiae, apresentava diversos problemas nas
modificagdes poOs traducionais das proteinas recombinantes (Grinna & Tschopp, 1989;

Sugrue et alli., 1997)

1.6.2.2. Adenovirus em células de mamifero

Proteinas recombinantes de Dengue também ja foram expressas utilizando o virus
Adenovirus defectivo para a replicacao (Jaiswal et alli., 2003), mas, apesar de resultados
favoraveis na funcionalidade das proteinas, o vetor de expressao ¢ considerado com
reservas, uma vez que representa risco para a saude humana se conseguir se restabelecer
como virus infectante (Stephenson, 2005). Além disso, por se tratar de um virus comum em
humanos, podem ocorrer reacdes cruzadas entre os anticorpos produzidos contra ele e
anticorpos voltados a proteina recombinante de interesse e isso ¢ especialmente negativo na

confeccdo de antigenos para confec¢cdo de uma vacina (Jaiswal et alli., 2003).

1.6.2.3. Células de mamifero e células de inseto

Sistemas de expressdao utilizando células hospedeiras de mamifero ou de inseto
sdo os mais indicados com relacdo as modificagdes poés-traducionais da proteina
recombinante, em especial quando se trata de uma glicoproteina. Apesar da grande

vantagem das células de mamifero na simulagdo do que ocorre na infecgdo in vivo se trata
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de uma técnica de alto custo e pouca produtividade (Chaturvedi et alli., 2005). Células de
inseto por outro lado representam um sistema mais barato e eficiente, pois quando
comparado aos outros sistemas de expressao ja descritos, apresentam como vantagem a
grande quantidade de proteina recombinante que pode ser produzida levando em conta
principalmente que se trata de um sistema eucaridtico de expressao (Morton & Potter,
2000).

As células de inseto, entretanto, apresentam alguns padrdes de modificagdes pos-
traducionais que diferem do que acontece nas células de mamifero, em especial no que se
refere ao padrao de glicosilagdo das proteinas. As proteinas recombinantes em geral
apresentam um tamanho menor do que a proteina in natura quando avaliadas em SDS-
PAGE e isso estd relacionado a trés fatores em especial: processamento proteolitico (ou
seja, reconhecimento de regides por proteases), reconhecimento de sitios de glicosilagdo e
estrutura dos glicanos (Altmann et alli., 1999). Diferentes estratégias sdo descritas na
literatura para contornar essas dificuldades tendo como base conhecimentos recentes sobre
o metabolismo bioquimico das células de inseto (Ailor & Betenbaugh, 1999). O problema
com a sializa¢do (nas células de inseto ndo ocorre a adi¢ao de acido sidlico pela falta de
proteinas responsaveis pelo processo, sialo-transferases, naturalmente presentes em células
de mamiferos) tem sido contornado com a construcdo de vetores que codificam transferases
na fase inicial de producdo protéica (Jarvis et alli., 2001). A mesma estratégia pode ser
utilizada para melhorar o processo de glicosilagdo, mais especificamente o processo de N-
glicosilacdo, com a utilizagdo de glicosiltransferases de células de mamifero (Jarvis et alli.,

1998).
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1.7. Baculovirus

Na expressao de proteinas recombinantes em células de inseto, o vetor mais
utilizado ¢ sem duvida o Baculovirus, virus que infectam hospedeiros artropodes,
especialmente patogénicos a insetos, pertencentes a familia Baculoviridae. Inicialmente o
baculovirus foi estudado e bastante utilizado como controle biolégico de insetos-praga
associados a agricultura (Castro et alli., 1999). Sua utilizacdo como ferramenta
biotecnoldgica foi estabelecida na década de 80 (Smith et alli., 1983a) e desde entdo vem
sendo utilizada de maneira intensa, promovendo a expressdo de proteinas oriundas de
diferentes organismos (O'Reilly et alli., 1992) podendo inclusive ser candidatos a vetores
de terapia génica por serem capazes de promover infeccdo e incapazes de se replicar em

células de mamifero (Tani et alli., 2003).

1.8. Classificacao dos Baculovirus

Taxonomicamente os baculovirus sdo agrupados na familia Baculoviridae que
possui dois géneros distintos: os NPV ou Nucleopolyhedrovirus e os GV ou Granulovirus
(Murphy et alli., 1995; Van Regenmortel et alli., 2000). Nos baculovirus os virions
encontram-se oclusos em uma proteina cristal, denominada corpo de oclusdao ou OB (do
inglés "occluded body"). A principal diferenca morfoldgica entre os dois géneros estd na
conformagdo deste corpo de oclusdo. No caso dos NPV ¢ um corpo de oclusdo poliédrico
podendo ser chamado de poliedro, composto por subunidades de poliedrina, uma proteina

de cerca de 29000 daltons que corresponde a 95% do conteudo protéico do OB (Maruniak,
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1986). Os OB podem variar de 0,15 a 15 um em didmetro, contendo varios virions em seu
interior (Bilimoria, 1991). J4 no caso de GV, o OB se trata de um granulo na forma
ovicilindrica composto pela proteina granulina, com peso molecular similar ao da
poliedrina. O granulo mede cerca de 0,3 x 0,5 um, contém um virion por granulo podendo
raramente apresentar dois a trés virions por granulo (Crook, 1991).

Os GV sao ainda pouco estudados, em especial por que existe uma dificuldade do
estudo desses virus in vitro por limitacdes de sua replicagdao viral em cultura de insetos
(Winstanley & Crook, 1993) e por apresentar uma gama de insetos hospedeiros bastante
reduzida (Dwyer & Granados, 1988; Funk & Consigli, 1992). Os NPV por sua vez sio
encontrados em mais de 600 espécies hospedeiras (Federici, 1997) e diferentes linhagens de
células de inseto podem ser utilizadas como culturas de células hospedeiras (Miller, 1997).
Os NPV podem ser divididos em SNPV ("Single" nucleopolyhedrovirus) quando
apresentam apenas um nucleocapsideo por virion ou MNPV ("Multiple"
nucleopolyhedrovirus) ao apresentar varios nucleocapsideos por virion (Bilimoria, 1991;
Van Regenmortel et alli., 2000). Os NPV ainda podem ser classificados em grupo ou tipo |
e I com base em estudos comparativos de analises filogenéticas de baculovirus em relagao

ao gene da poliedrina (Zanotto et alli., 1993).

1.9. Estrutura do virion

A por¢ao baculo do nome Baculoviridae tem origem a partir da palavra latina
baculum que significa bastao, caracterizando a forma do capsideo das particulas virais desta

familia (Fields et alli., 2001; O'Reilly et alli., 1992). (Figura 5) O capsideo possui de 40-50
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nm de didmetro e 200-400 nm de comprimento, podendo ser extendido para acomodar
genomas maiores no caso de insertos de DNA em virus recombinantes (O'Reilly et alli.,
1992). O genoma viral ¢ composto por DNA dupla fita, circular, supercoiled variando em
tamanho de 80 e 200 kilobases (kb) (Arif, 1986). Em apenas um unico ciclo de infec¢ao os
baculovirus apresentam dois fenotipos distintos, o que o faz se destacar dentre os virus
conhecidos. Os dois fen6tipos variam de acordo com o modo de disseminagdo do virus: o
virus extracelular ou BV (do inglés "budded virus") encontra-se presente na transmissao do
virus de célula a célula, dentro do mesmo inseto; ja os virus oclusos ou OB (do inglés
"occlusion bodies") estdo presentes na transmissdo horizontal do virus, ou seja, na

transmissdo do virus de inseto para outro inseto (Smith et alli., 1983b).

Poliedro

Virion

Figura 5: Estrutura do corpo de oclusdo de um baculovirus. A) Micrografia eletrénica de varredura da
superficie de corpos de oclusdo (poliedros) de um nucleopolyhedrovirus; B) micrografia eletronica de
transmissdao mostrando multiplas particulas virais envelopadas (ODV) no interior de um poliedro; C) Desenho
esquematico da organizagao interna do poliedro. Adaptado de

http://www.nysaes.cornell.edu/ent/biocontrol/pathogens/npv_g.gif
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1.10. Modo de infeccao in vivo

A infec¢do pelos baculovirus comeca quando o inseto ingere alimento
contaminado com o virus na forma ocluida, o OB (poliedro no caso de NPV e granulo no
caso de GV) constituindo a rota natural de infecgao. O OB pode compreender um ou mais
virions que se encontram protegidos do meio ambiente e da degradagdo ambiental pela
matriz protéica cristalina que os envolve (Benz, 1986). Uma vez digeridos, seguem pelo
trato intestinal da larva do inseto até chegar ao intestino médio onde o ambiente ¢ altamente
alcalino (pH 9,5 a 11,5) o que leva a dissolucao do OB e liberacao das particulas virais.
Essas particulas virais dao inicio a infec¢do das células colunares epiteliais do intestino
médio pela fusdo dos nucleocapsideos virais com a membrana das microvilosidades
(Horton & Burand, 1993). Essa infeccao ¢ denominada primaria e a partir dessa progénie
viral € estabelecida a infecgdo secundaria, ou seja, a disseminagdo do virus para os outros
tecidos do inseto que serdo infectados subseqiientemente (Volkman & Hom, 2000) (Figura
6).

As particulas virais estabelecem a infeccdo quando os nucleocapsideos sao
transportados ao nucleo celular e ocorre a perda do capsideo e a liberacio do DNA
ocorrendo subseqiiente transcricdo por intermédio da maquinaria da célula hospedeira.
Novos nucleocapsideos sao produzidos e estes sdo entdo transportados para a regiao
basolateral das células colunares do intestino médio que sdo células que atravessam a
lamina basal. Isso permite que os nucleocapsideo liberados na regido basolateral ganhem
acesso a vias para o deslocamento do virus tanto para células epidermais da traquéia quanto

para a hemolinfa (Engelhard et alli., 1994). Além disso, os nucleocapsideos que adentram
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as c€lulas colunares podem atravessar a cé€lula colunar e infectar diretamente os hemocitos
ou c¢lulas da traquéia (Engelhard et alli., 1994). A infecgdo entdo se espalha rapidamente e
ocorre a manifestacdo dos sintomas mais tipicos de infec¢do por baculovirus: perda de
apetite, clareamento da epiderme pelo acimulo de virus nos nucleos das células epidermais
e adiposas, parada no desenvolvimento larval e diminui¢ao de movimentos (Federici, 1997)
seguida da morte do inseto. Quando a larva do inseto infectado morre, ocorre desintegragao
do seu tegumento e conseqiiente liberagdo dos OB no ambiente, que podem entdo ser
ingeridos por outras larvas de inseto. A quantidade de OB presentes em uma larva no
estagio de infecgdo anterior 4 morte ¢ bastante elevada e chega até 10'° OB nos NPVs e

10" OB nos GVs (Payne, 1986) (Figura 6).

1.11. Modo de infeccao in vitro: infecgcao de cultura de células de inseto

Muito do que se conhece hoje sobre baculovirus, em especial sobre a organizagao
molecular e expressao génica, cinética do processo de infeccdo e patogénese, s6 foi passivel
de ser estudado com o advento de técnicas que permitissem a avaliagdo da infecgdo viral in
vitro, e, com este fim, foram estabelecidas culturas de células de inseto, permitindo a
manipulagdo de condigdes que auxiliaram no estudo da infecgdo, replicacdo e biologia
molecular desses virus. De acordo com a ICTV cada género viral contém uma espécie-tipo
e 0 Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) ¢ a espécie-tipo
dos NPV (Fauquet et alli., 2005). Este virus foi primeiramente isolado da lagarta
Autographa californica, e ¢ capaz de infectar diferentes insetos da ordem lepidoptera. O

principal modelo de estudo hoje associado a0 AcMNPV ¢ na infecc¢do de cultura de células
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de inseto derivadas de Spodoptera frugiperda e Trichoplusia ni (Williams & Faulkner,
1997).

Por ser a espécie-tipo, o modelo de replicagdo de AcMNPV ¢ caracterizado e
aceito como modelo para os outros baculovirus. Na replicacdo ocorre a produgao das duas
formas virais: o BV ¢ produzido por volta de 12 a 24 h p. 1. (horas poés-infecgdo) e, ja na
fase final da infecg¢do, os OB sdo produzidos, no nicleo da célula, até¢ a morte celular por
volta de 72 h.p.i. Cabe lembrar que os BV produzidos no inicio da infec¢do irdo propagar a
infecgdo as outras células e disseminar a infec¢ao nos tecidos do inseto e que, apds a morte
da lagarta, os OB serdo os grandes responsaveis pela propagacdo da infeccdo a outras
lagartas. Os BV dos NPV sdo caracterizados pela presenca de um nucleocapsideo simples
envolto por envelopes frouxos, derivados da membrana plasmatica, contendo ainda
projegcoes na superficie denominadas peplomeros, compostas de uma glicoproteina viral
denominada GP64, responsavel por intermediar a endocitose do virus via receptor. (Hess &
Falcon, 1977; Volkman, 1986; Blissard, 1996). O que acontece no interior da vesicula
endocitica ¢ semelhante ao que acontece com o virus da Dengue ou mesmo o Influenza,
uma fusdo da membrana endossomal com o envelope viral (aqui mediado pela proteina do
envelope GP64, presente em todos os baculovirus classificados como NPV do tipo I)
dependente de pH acido, promovendo a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da

célula (Blissard, 1996).
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Figura 6: Desenho esquematico mostrando o ciclo de infec¢do in vivo de uma larva de lepidoptera infectada
por um baculovirus. Em (1) ocorre a ingestio de poliedros pela larva do inseto e, apds ingeridos, estes seguem
pelo trato digestivo (2) até chegarem ao intestino médio e sofrem dissolu¢do pelo baixo pH e liberam as
particulas virais. Com a passagem pela membrana peritrofica, o virus pode infectar,células colunares
(caracterizando a infecgdo primaria) e, em seguida, partir para infectar outros tipos celulares permitindo a
disseminagdo do virus pela hemolinfa (caracterizando a infecg@o secundaria) (3). A infecgdo se espalha,
causando a morte da larva (4) e ela se torna um “saco” de poliedros que, quando se rompe, libera os poliedros
no ambiente tornando-se fonte de infeccdo para outras lagartas (5).
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1.12. Fases da infec¢do viral: regulacdo da expressdo génica

A expressao génica viral durante uma infec¢do com o baculovirus AcCMNPV pode
ser dividida em dois estagios principais: o primeiro estdgio compreende o periodo em que o
virus se prepara para replicar seu material genético, fase que precede a replicacdo do DNA
viral e ¢ conhecida como etapa inicial (fase inicial ou "early"); na etapa tardia (fase tardia
ou "late") ocorre a expressao de genes pos-replicacdo do DNA viral. Algumas subdivisdes
sdo bastante utilizadas e sdo representadas pelas fases: imediata ("immediately early")
correspondendo a genes expressos logo nas primeiras horas de infeccdo e muito tardia
("very late"), representando os genes expressos apds 18 h de infec¢do. Nessa ultima fase, a
proteina viral mais produzida nos NPV ¢ a poliedrina; ela ¢ produzida em grande
quantidade uma vez que ocorreu um desligamento da expressao de proteinas celulares pela
infeccao viral e este fato ¢ de grande importancia para o uso do baculovirus como vetor de
expressao (Maruniak, 1986).

A fase precoce ocorre antes da replicagao do DNA viral, a partir de 30 min p.i. até
aproximadamente 8 h.p.i.. Os genes expressos durante a fase inicial correspondem
principalmente a fatores de transcricdo mas também podem ser proteinas pertencentes a
maquinaria de replicagdo do DNA viral. Esses genes sao prontamente reconhecidos pelo
complexo de transcrigdo celular, sendo, por esse motivo, expressos rapidamente. (Passarelli
& Miller, 1993; Xu et alli., 1995; Todd et alli., 1996; Guarino et alli., 1998; Gross &
Shuman, 1998). E uma fase na qual o virus é totalmente dependente da célula hospedeira ja

que os genes necessarios para a replicacdo dependem RNA polimerase Il do hospedeiro

43



para serem expressos € serdo requeridos para o processo de replicagdo viral que ocorre
posteriormente (Ribeiro & Crook, 1998).

A fase tardia ocorre logo apos o DNA viral comecar a ser replicado, envolvendo a
producdo de proteinas responsaveis pela montagem do virus, ou seja, pela construcao das
particulas virais extracelulares (BV), persistindo até aproximadamente 24 h.p.i. Nesta fase
ocorre o desligamento da produgdo de proteinas celulares e intensa producao dos BV (Lu &
Miller, 1997). Além do processo de montagem, os genes tardios também estdo envolvidos
no processo de oclusdo (Jarvis et alli., 1996; Thiem et alli.,, 1996; Lu & Miller, 1997) e
ocorre uma super producdo da proteina denominada poliedrina, que compde a estrutura
principal do OB. Essa etapa culmina com a lise celular aproximadamente 72 h.p.i. (Lu &

Miller, 1997).

1.13. Sistema de Expressdao Baculovirus

Os baculovirus sao considerados 6timos bioinseticidas, especialmente devido a
sua alta especificidade de hospedeiro (cada tipo de inseto € susceptivel a um tipo de
baculovirus diferente) e a auséncia de risco na sua utilizagdo para a espécie humana (nao
sdo capazes de se replicar ou estabelecer uma infeccao em hospedeiros nao artropodes). O
maior programa de controle bioldgico utilizando baculovirus estd estabelecido no Brasil e
utiliza a espécie Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV). Foi
estabelecido em 1977 pelo Centro Nacional de Pesquisa da Soja (CNPSo -EMBRAPA -
Londrina-PR), pois o virus ataca inicialmente lagartas predadoras da lavoura de soja

(Moscardi, 1999).
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Além disso, os baculovirus hoje sdo amplamente utilizados como vetores de
expressao em cé¢lulas de inseto e o sistema Baculovirus de expressao baseia-se na inser¢ao
de genes de interesse no genoma do baculovirus sob o comando de um promotor forte. No
modelo mais comumente utilizado o gene de interesse ¢ inserido sob o controle do
promotor da poliedrina. Uma grande variedade de proteinas foram expressas em células de
inseto desde o primeiro relato da clonagem do B-interferon (Smith ez alli., 1983a) e da B-
galactosidase (Pennock et alli., 1984) em células de Spodoptera frugiperda (Castro et alli.,
1999). Com relacdo a flavivirus, existem relatos de expressdo de proteinas do virus da
Febre amarela (Despres ef alli., 1991), da hepatite C (Baumert et alli., 1998), da encefalite
transmitida por carrapato, TBE do inglés “tick-borne enchepalitis” (Marx et alli., 2001)
além de inumeras proteinas do virus do Dengue (Staropoli et alli, 1996; Staropoli et alli,
1997, Bielefeldt-Ohmann et alli, 1997).

Dentre as principais vantagens para utilizacdo desses vetores estdo: possibilidade
de clonagem de genes grandes de interesse (uma vez que a propria organiza¢ao do capsideo
permite a acomodacdo de genomas de DNA maiores) (O'Reilly et alli, 1992); alto
potencial para expressdo de proteinas heterologas em grande quantidade, mantendo a média
de 10 a 100mg de proteina de interesse por litro de cultura e podendo chegar até um grama
de proteina por litro de cultura; adequado a expressdao em culturas de células de inseto, e
apropriado para a sintese de proteinas eucaridticas; simplicidade de manipulagao quando
comparado a outros vetores de expressao (Castro et alli., 1999). Essa ultima caracteristica
vem sendo cada vez mais explorada com o intuito de tornar esse sistema o mais popular e
acessivel possivel. Assim, muitas metodologias foram aprimoradas e eliminaram

procedimentos antes de dificil execucao e reprodutibilidade (Kost et alli., 2005).
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Um bom exemplo para isso seria a comparagdo entre o procedimento original de
recombina¢cdo homologa com modelos novos de transposi¢ao. No procedimento original,
sao utilizados plasmideos como vetores de transferéncia e estes por sua vez contem certas
seqliéncias flanqueadoras com seqiiéncias homologas a seqiiéncias do virus selvagem além
do gene de interesse. Assim, quando ¢ feita uma co-transfec¢ao para a célula de inseto,
ocorre uma troca de insertos, por recombinagdo homologa, e o gene original no virus ¢
substituido pelo gene de interesse contido no plasmideo. Na célula serdo produzidos virus
selvagens e virus recombinantes e esse ultimo sera selecionado por plaqueamento em
células infectadas (Castro et alli., 1999).

Em um modelo novo que utiliza a técnica de transposi¢do, o gene de interesse ¢
também clonado em um plasmideo, s6 que este plasmideo contém regides flanqueadoras de
transposi¢do. No processo € necessaria a utilizacdo de uma bactéria especial que contem
além do seu proprio genoma o genoma de um baculovirus na forma de um grande
plasmideo (denominado bacmideo) e um plasmideo contendo o gene da transposase. Esta
transposase sera responsavel pela transposicdo do gene de interesse para o genoma do
baculovirus, que ¢ utilizado na transfec¢do de células de inseto. Este sistema mostrou-se
mais popular entre os interessados em utilizar baculovirus para expressao, especialmente
porque elimina a fase de seleg¢@o e purificacdo do virus recombinante além de aumentar a
quantidade de virus recombinantes obtidos, pois a taxa de sucesso da recombinacdo
homoéloga era bastante baixa e por isso, menos favorecida em uma utilizagdo comercial.

(Kost et alli., 2005).

46



2. OBJETIVOS

O presente trabalho visou a expressdo de proteinas do virus da Dengue em células de

inseto utilizando o sistema Baculovirus e a construgao de células estaveis.

2.1. ESTRATEGIAS

1. Clonagem dos genes do envelope e do envelope+NS1 no vetor pPGEM-T Easy;

2. Clonagem dos genes do envelope e do envelope+NS1 no vetor pFastBacl;

3. Construcao de bacmideos BacDE e BacDENSI;

4. Obtencao dos baculovirus recombinantes vVAcDE e vAcDENSI;

5. Analise da expressdo dos genes do envelope e envelope+NS1 em células de inseto
infectadas com os virus recombinantes;

6. Avaliagdo da expressdo das proteinas recombinantes por SDS-PAGE e Imuno-
deteccao;

7. Avaliagdo do potencial de causar fusdo de membranas em pH acido dos virus
recombinantes em células de inseto;

8. Constru¢do de um plasmideo de transferéncia contendo o gene NS1 para construgao

de célula estavel.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Obtencao dos genes do envelope e NS1

O RNA viral foi extraido de uma cultura de células C6/36 de Aedes albopictus
infectada com um isolado viral do Distrito Federal de Dengue 1 (gentilmente cedido pelo
Dr. Tatsuya Nagata da Universidade Catolica de Brasilia — UCB). Fez-se o descarte do
sobrenadante e o sedimento (concentrado de células) foi utilizado para a extragdo do RNA
total com 500uL de Trizol® LS (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante
(Invitrogen). Dois ¢cDNAs (fita de DNA complementar) diferentes foram sintetizados
utilizando o oligonucleotideo NS1 PVX Rev (¢cDNA1) ou o oligonucleotideo E PVX Sall
Rev (cDNA2) (Tabela 1) e o Kit M-MLV-RT, seguindo as instrugdes do fabricante
(Invitrogen). A partir do cDNA1 obtido, foram feitas duas reagdes de PCR para amplificar
segmentos de DNA de interesse utilizando pares de oligonucleotideos especificos para cada
gene: NS1 PVX For e NS1 PVX Rev (Tabela 1) para a regido do gene nao —estrutural NS1
(NST) e E PVX Ascl For e NS1 PVX Rev (Tabela 1) para regido que corresponde aos
genes do envelope e NS1 juntos (EnvNS1). A partir do cDNAZ2, foi feita apenas uma reagao
de PCR com os oligonucleotideos correspondentes a regido do gene do envelope (Env), E
PVX Ascl For e E PVX Sall Rev (tabela 1).

Para a reacdo de PCR foram utilizados 5 puLL do tampao A 10 X e SuL do tampao
B 10X da enzima Elongase® Enzime Mix (Invitrogen), ¢ 4 pL. da mistura dos quatro
dNTPs (de uma solugdo estoque 2,5mM), 1 uL de cada um dos oligonucleotideos (de uma

solugdo estoque 10 uM), 1 uL do cDNA, uma unidade da enzima Elongase® Enzime Mix
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Tabela 1: Lista dos oligonucleotideos usados no trabalho

Oligonucleotideo

Sequéncia (5" —>3)

Utilizag&o/Localizacao

RTENVD1

GACACAGCATGGGACTTCGGTTCCATAGGA

RT-PCR (Analise do
mRNA de células
infectadas com os
virus recombinantes);
localizado a 1.249
nucleotideos do
comeco do gene do
envelope

RTNS1D1

TTGTTGTGGATGAACATTGTGGAAATCGAG

RT-PCR (Analise do
mRNA de células
infectadas com os

virus recombinantes);
posicionado a 855

nucleotideos do
comego do gene NSI

E PVX Ascl
For

AGGCGCGCCATGGCCATGCGATGCG

PCR; Posicionado a

930 nucleotideos do

inicio do genoma do
dengue virus

E PVX Sall
Rev

ACGCGTCGACTTACGCTTGAACCATG
Na seqiiéncia (3°—>5)
CATGGTTCAAGCGTAAGTCGACGCGT

PCR; Posicionado a

2407 nucleotideos do

inicio do genoma do
dengue virus

NS1 PVX For

AGGCGCGCCATGGACTCGGGATGTGTAATCAA

PCR; Posicionado a

2419 nucleotideos do

inicio do genoma
dengue virus

NS1 PVX Rev

CCCGTCGACTTATGCAGAGACCATTGACCTAA
Na sequéncia (3°—>5’)
TTAGGTCAATGGTCTCTGCAATAGTCGACGGG

PCR; Posicionado a
3457 nucleotideos do
inicio do genoma

dengue virus
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T1

CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT

RT-PCR (Analise do
mRNA de células
infectadas com os
virus recombinantes);
anela-se na cauda de
Poli-A

T2

CCTGCAGGATCCTTAGGTT

RT-PCR; idéntico
aos primeiros 19
nucleotideos do

oligonucleotideo T1

polHF

TTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTG

Primer “Forward;
posicao —45 no
promotor da
poliedrina

M13 Rev

CAGGAAACAGCTATGAC

Primer Reverso;
utilizado na
confirmagao da
posicdo do inserto no
bacmideo presente
nas células DH10
Bac (Invitrogen)..
Localizado a 145 pb
da regido de
transposi¢do no
bacmideo (mini-att
TN7)
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(Invitrogen) e agua “milli-Q” para um volume final de 50 pL. O programa da PCR
utilizado para a amplificacdo foi: 80°C/1 min (pré-aquecimento do termociclador; a amostra
sai direto do gelo para o termociclador, evita que a polimerase comece a agir de maneira
inespecifica ou ndo desejada), 94°C/1 min, 30 ciclos de 94°C/15 s, 55°C/1 min, 68°C/3 min
(temperatura especial para enzima Elongase) seguido de uma extensdo final de 68°C/20
min. Os produtos das reagdes de PCR foram analisados em géis de agarose na concentragao
de 0,8%, segundo protocolo descrito em Sambrook et alli., (1989).

Os fragmentos amplificados foram eluidos do gel de agarose utilizando o kit DNA
Perfect Gel Cleanup Procedure (Eppendorf), conforme instru¢des do fabricante. A enzima
Elongase, diferente do que acontece com a enzima 7ag DNA polimerase (Invitrogen),
possui 50% de atividade High Fidelity (alta fidelidade, ou seja, ¢ uma enzima com
atividade “proof-reading” o que significa que promove revisao das fitas recém-sintetizadas
para evitar adicdo de erros de mutagdo) e, assim, 50% dos produtos amplificados de PCR
ndo possuirdo o nucleotideo extra com a base adenina nas extremidades de cada fita. Para
que o plasmideo pGEM-T pudesse ser utilizado na posterior clonagem (tomando como base
sua principal caracteristica de facilitar a clonagem de produtos de PCR por conter
nucleotideos com base timidina nas extremidades de cada fita) se mostrou necessario
promover a adicdo de nucleotideos de base adenina aos produtos de PCR, o que foi feito
por um procedimento denominado “A Overhang”. O procedimento se assemelha muito ao
principio de uma reagdo de PCR tradicional, como se fosse uma reagao de PCR “reduzida”.
Os produtos de PCR eluidos do gel seguem para o secador do tipo DNA SpeedVac DNA
110 (Savant) e toda a agua ¢ perdida permitindo o aumento na concentracdo do material de

interesse que pode ser ressuspendido em qualquer volume. Nesse caso o material foi
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ressuspendido em 8,68 uL de dgua milliQ, 0,12 puL de nucleotideos com base adenina, 0,2
uL de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 1 pL de tampdo 10X da Tag DNA polimerase
(Invitrogen). Essa reacdo permaneceu por 30 min no termociclador a 72°C. Esse material
foi avaliado por eletroforese em gel de agarose, a banda de interesse foi eluida com o
auxilio do kit de eluigdio DNA Perfect Gel Cleanup Procedure (Eppendorf), conforme
instrucdes do fabricante.e quantificada por avaliagdo de eletroforese em gel de agarose. A
seguir, foi utilizada na reacdo de ligagdo com o plasmideo pGEM-T easy (Promega)

conforme ¢ explicado logo a seguir caracterizando a fase de clonagem.

3.2. Clonagem e seqiiénciamento de Env, NS1 e EnvNS1

Os fragmentos de 1500 pb (Env) e 2500 pb (EnvNSl) purificados foram
utilizados na reacdo de ligagdo com o plasmideo pGEM-T easy (Promega) (Figura 7)
seguindo as recomendagdes do fabricante.

As ligagdes foram utilizadas na transformacdo, por eletroporagdo, descrito em
Sambrook et alli (1989), de células competentes de E. coli One Shot® Topl0 Competent
Cells (Invitrogen). Os insertos clonados no vetor pGEM-T easy (Promega) foram
amplificados em E. coli, em meio LB de acordo com protocolo descrito em Sambrook et
alli (1989). Trés diferentes tipos de plasmideo foram obtidos: pGEM-T easy com o inserto
Env foi denominado DE, com o inserto de NS1 foi denominado DNS1 e com Env e NS1
foi denominado DENSI1. Os clones positivos foram confirmados por trés diferentes
métodos: pela resisténcia a ampicilina (s6 sobrevivem no meio de cultura com antibidtico

as bactérias que receberam com sucesso o plasmideo de interesse, uma vez que pGEM-T
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easy possui um gene que confere resisténcia a ampicilina tornando-a uma marca de
selecdo); por reagao de digestao utilizando a enzima de restricdo Not I e posteriormente por
seqlienciamento pelo laboratorio de Biotecnologia da Universidade Catodlica de Brasilia -
UCB, em seqiienciador ABI 377 da Applied BioSystem. Depois de confirmadas, as
seqliéncias foram alinhadas e submetidas a analise de BLAST e analisadas no programa

Sequencher (Genes Codes).

Xmn' 2009
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Sca | 1890 \2710
) T7
1 ori 1 1 start
Apa | 14
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Sphl 26
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) Pst | a8
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T sps

Figura 7: Plasmideo pGEM-T Easy (Promega). Sitio de multiclonagem mostrado a direita; em vermelho o

sitio de restrigdo Not I escolhido para a clonagem do inserto de interesse.

Para obten¢do de grandes quantidades do inserto, os clones positivos de DENSI,
DE e DNSI foram crescidos em larga escala. Para isso, clones de bactérias ja confirmadas
quanto a presenca do inserto foram inoculados em 500ml de meio de cultura L-Broth
(Triptona 10 g/1; Extrato de levedura 5 g/I; NaCl 5 g/l) e incubados a 37 °C com agitagdo

por 16 h. Essas células foram centrifugadas por 10 min a 4.000 rpm (centrifuga J2-MI, rotor

53



JA 14, Beckman) e o pelllet (concentrado de bactérias) foi ressuspendido em 4 ml de
tampao de LISE, mais conhecido por Solu¢do I (50 mM glicose; 25 mM Tris-HCI pH 8.0;
10 mM EDTA). Apo6s 10 minutos, 20 ml de SDS alcalino (0.2 N NaOH; 1% SDS) foram
adicionados e a solugdo ficou a temperatura ambiente por mais 10 min antes de receber a
ultima solucdo de acetato de potassio 3 M pH 4.8 e seguir para um isopor com gelo para ser
incubada por 10 min. Uma nova centrifugacdo por 10 min a 5.000 rpm (centrifuga J2-MI,
rotor JA 14, Beckman) foi realizada e a mistura foi filtrada utilizando pano de fralda. Este
filtrado foi precipitado com 0,6 X o volume de isopropanol e incubado a -20 °C por 1 hora.
O DNA precipitado foi centrifugado a 10.000 rpm (centrifuga J2-MI, rotor JA 14,
Beckman) por 10 min, o pellet foi lavado com etanol 70% em uma nova centrifugacao e,
depois de seco foi ressuspendido em 1 ml de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA). Esse
preparado de plasmideos foi purificado pela técnica de polietilenoglicol descrita em
Sambrook et alli. (1989) e o DNA purificado foi utilizado em reacdo de digestdo que, no
caso de DE e DENSI utilizou a enzima de restricdo Not I, seguindo as instrugdes do
fabricante (Jena Bioscience) e no caso de DNS1 utilizou a enzima de restricdo Eco RI, que
estd presente no sitio de multiclonagem flanqueando o gene, seguindo as instru¢des do
fabricante (Promega). Os resultados das digestdes foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 0,8%. As bandas referentes aos genes Env de 1500 pb (DE+Nof I), NS1 de
1000 pb (DNSI+Eco RI) e EnvNS1 de 2500 pb (DENS1 +Not 1) foram eluidas do gel,
utilizando-se o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham) seguindo as

recomendacoes do fabricante.
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3.3.  Construgdo dos vetores pFastDE e pFastDENSI1

Os fragmentos de 1500 pb (Env) e 2500 pb (EnvNSl) purificados foram
adicionados a uma reagdo de ligacao utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e o
plasmideo pFastBacl (Figura 8) previamente digerido com a enzima de restricdo Not | e
desfosforilado por reacao utilizando a enzima CIAP - Calf Intestinal Alkaline Phosphatase

(Promega) seguindo as recomendacdes do fabricante.

BamH |
Rsrll
BssH Il
EcoR |
Stu |
Sal |
Sst |
Spe |
Not | |
Sp
Xba |
Pst |
Xho|
Sph
Kpnl
Hind 1

Figura 8: Plasmideo pFastBacl (Invitrogen). Sitio de multiclonagem localizado na parte superior da figura;

em vermelho, sitio de restri¢do Not I escolhido para a clonagem do inserto de interesse.

As ligacdes foram utilizadas na transformacdo de células competentes de E. coli

DH5a (Invitrogen) e aquelas que adquiriram resisténcia a ampicilina foram utilizadas na
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obtencdao dos plasmideos pFastEnv (Env) e pFastDENS1 (EnvNSI). O plasmideo
pFastBacl é um vetor que permite que o inserto de interesse seja posteriormente transferido
para o genoma de um baculovirus presente na forma plasmidial (bacmideo) dentro de uma
E. coli (DH10-Bac, Invitrogen) por um mecanismo de transposi¢ao. Os genes de interesse
sdo inseridos em um dos sitios presentes na regido de multiclonagem e devem estar
posicionados entre os sitios de transposic¢ao, logo ap6s o promotor da poliedrina.

A clonagem pdde ser confirmada com a realizacdo de algumas reagdes de PCR.
Para pFastDE foram utilizados os oligonucleotideos E PVX Ascl For ¢ E PVX Sall Rev
(Tabela 1) para confirmar a presenca do inserto ¢ PolHF ¢ E PVX Sall Rev (Tabela 1)
para a confirmacdo da dire¢do. Para pFastDENS1 foram utilizados os oligonucleotideos E
PVX Ascl For ¢ NS1 PVX Rev (Tabela 1) para confirmar a presenca do inserto, polHF e
E PVX Sall Rev e polHF ¢ NS1 PVX Rev (Tabela 1) para a confirmagao da direcdo. Para
a reacdo de PCR foram utilizados 5 pL do tampao 5 X da Tag DNA polimerase
(Invitrogen), e 0,5 uL da mistura dos quatro dNTPs (de uma solugao estoque 10 mM), 0,5
uL de cada um dos oligonucleotideos (de uma solucao estoque 10 uM), 3 uL de preparado
de plasmideos pFastDE ou pFastDENS1(obtido pela técnica extracdo de plasmideos de
culturas bacterianas descrita em Sambrook et alli (1989), uma unidade da enzima 7ag DNA
polimerase (Invitrogen), 2 uL. de MgCl, e agua “milli-Q” para um volume final de 25 pL.
O programa da PCR utilizado para a amplificacao foi: 94°C/5 min, 30 ciclos de 94°C/1 min,
50°C/1 min e 30 s, 72°C/2 min, seguido de uma extensdo final de 72°C/7 min. Os produtos

das reagdes de PCR foram analisados em géis de agarose na concentracao de 0,8%.
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3.4. Construcao dos bacmideos recombinantes BacDE e BacDENSI

Na constru¢do do bacmideos recombinantes de interesse foi utilizada uma
linhagem de bactéria E. coli denominada DH10Bac que possui dentre as suas caracteristicas
especiais 0o genoma completo de um baculovirus (Autographa californica multicapsid
nucleopolyhedrovirus, AcCMNPV) na forma de um plasmideo. O bacmideo contém um sitio
de inser¢do de um transposon no locus da poliedrina e ainda um plasmideo ajudante
("helper"), que codifica transposases responsaveis pelo evento de transposicao entre o

plasmideo doador (pFastBacl com o inserto) e o genoma do baculovirus inserido no

bacmideo (Figura 9).
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Figura 9: Sistema Bac-to-Bac de expressdo. A figura mostra a transformagéo de bactérias DH10Bac, que
contém o genoma do baculovirus AcMNPV na forma de um bacmideo, com o plasmideo pFastBacl com o
inserto de interesse em vermelho (1). Logo a seguir é mostrado o evento de transposicdo (2), que permite a
inser¢do do gene de interesse no bacmideo e a selegdo por antibidticos, seguido pela extragdo do DNA do
bacmideo (3) e utilizacdo desde na transfec¢do de células de inseto (4). Os virus recombinantes obtidos
podem ser avaliados quanto ao seu titulo viral ou ainda utilizados para infectar novas células e promover a
producdo da proteina recombinante (5). Adaptado de Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System manual
(Invitrogen).
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Os plasmideos pFastDE e pFastDENS1 foram utilizados na transformagao de
bactérias DH10Bac seguindo a orientacdo do fabricante (Invitrogen). As colonias das
bactérias E. coli DH10Bac nas quais ocorreu transposicdo foram selecionadas pela
observagao de demonstracao de resisténcia a tetraciclina, kanamicina (genes de resisténcia
presentes em todas as bactérias DH10Bac) e gentamicina (gene de resisténcia presente
apenas nas bactérias nas quais o evento de transposi¢do obteve sucesso, ele se encontra
entre os sitios de transposi¢do de pFastBacl) e, além disso, foram identificadas pela cor
branca mesmo na presenca do substrato X-gal e indutor IPTG. A auséncia de cor (cor
branca) ocorre apenas se o gene da enzima B-galactosidase presente no bacmideo for
interrompido pelo evento de transposicdo. Caso isso ndo ocorra, o gene estando integro
permitird que essa enzima seja produzida e aja sobre o seu substrato (X-gal) provocando a
producdo da cor azul. Essas colonias foram amplificadas em larga escala e seu material
genético foi extraido seguindo orientagdes do fabricante (Bac-to-Bac® Baculovirus
Expression System, Invitrogen). Por se tratar de um DNA de alto peso molecular e de baixo
numero de copias, a confirmagao de transposigao ¢ feita por PCR e nao por restrigao.

A transposi¢do pode ser confirmada com a realizagdo de uma reacdo de PCR
recomendada pelo fabricante. Os oligonucleotideos utilizados para checar a presenga e
orientacdo do inserto sdo: primer M13 reverso (Tabela 1) utilizado junto ao primer Forward
do gene de interesse (para BacDE e BacDENSI1 o primer forward escolhido foi o E PVX
Ascl For). Na reacdo de PCR de BacDENSI1 foram utilizados 5 uL do tampdo 10X da Tag
DNA polimerase (Invitrogen) e 1 pL. da mistura dos quatro dNTPs (de uma solugdo estoque
10mM), 1,25 pL de cada um dos oligonucleotideos (de uma solugdo estoque 10 uM), 1 uL

do DNA do bacmideo recombinante (100ng), uma unidade da enzima Taqg DNA polimerase
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(Invitrogen), 1,5 pLL de MgCl, (de uma solugdo estoque 50 mM) e dgua “milli-Q” para um
volume final de 50 uL. O PCR de BacDE foi feito utilizando 12,5 pL. de PCR Master Mix
(Promega), 1 uL. do DNA do bacmideo recombinante (100 ng), 1 uL de cada um dos
oligonucleotideos (de uma solucdo estoque de 10 pL) e dgua “milli-Q” para um volume
final de 25 pL. O programa da PCR utilizado para a amplificacao foi: 93°C/3 min, 35 ciclos
de 94°C/45 s, 55°C/45 s, 72°C/5min, seguido de uma extensdo final de 72°C/7 min. Os

produtos das reagdes de PCR foram analisados em géis de agarose na concentracdo de

0,8%.

3.5. Obtenc¢ao dos baculovirus recombinantes

Cerca de 0,5x10° células de Trichoplusia ni (BTI-TN5B1-4 ou TN5B), em cultura
(Granados et alli., 1994) foram transferidas para uma placa de poliestireno de 35 mm de
didmetro (TPP) por pelo menos 1 h, para a formag¢do de monocamadas de células. Um
micrograma de DNA do bacmideo BacDE e do bacmideo BacDENSI1 foram diluidos em
0,5 mL de meio TC-100 sem soro, cada um em uma placa de 35 mm de didmetro. Em outra
placa, 10 pL de Cellfectin® Reagent (Invitrogen) (lipossomo) foram diluidos em 0,5 mL de
meio TC-100 sem soro e misturados a solugdo contendo o DNA e incubados por pelo
menos 10 min a temperatura ambiente. O meio de cultura das células foi substituido pela
mistura de DNA/lipossomos sem que isso perturbasse a monocamada formada e a placa foi
incubada a temperatura ambiente por 3 h.

Apos esse periodo, a mistura foi trocada por meio TC-100 novo, contendo 10% de

soro fetal bovino e as células foram entdo incubadas a 27 °C, por sete dias. A grande
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vantagem da utilizagdo desse sistema ¢ que o mecanismo de transposi¢cdo nao necessita de
uma série de purificacdes que seriam fundamentais para o isolamento do virus
recombinante quando da utilizagdo do mecanismo de recombina¢dao homologa. Como o
DNA do bacmideo ¢ infectivo e nao ocorre a produgao de virus selvagem, uma vez que s6 o
recombinante ¢ selecionado previamente, ocorre a replicagdo do virus recombinante em
células de inseto em cultura e a produgdo de suas proteinas, inclusive dos insertos de
interesse. Os virus recombinantes obtidos foram denominados VAcCDENSI (relativo as
células que receberam o bacmideo BacDENS1) e vAcDE (relativo as células que receberam

o bacmideo BacDE).

3.6. Analise transcricional (RT-PCR)

Células TN5B (5 x 10° em um frasco estilo garrafa de poliestireno de 75 cm?
(TPP) foram infectadas com 10 unidades formadoras de placa (pfu) /célula dos virus
recombinantes. Setenta e duas horas pos-infeccao (h.p.1.), as células foram ressuspendidas e
o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 4.000 r.p.m. por 10 min (centrifuga J2-MI,
rotor JA 14, Beckman). Fez-se o descarte do sobrenadante ¢ o sedimento (concentrado de
células) foi utilizado para a extracdo do RNA total com o kit illustra RNAspin Midi
Isolation Kit (GE Healthcare) seguindo as recomendagdes do fabricante. Ao final, o RNA
foi eluido em 50 pL de dgua milliQ dos quais 10uL foram utilizados para a confecg¢dao do
cDNA. Na reacdo de transcriptase reversa o cDNA foi sintetizado utilizando o
oligonucleotideo T1 capaz de se anelar na regido da cauda poli-A (Tabela 1) (Rodrigues et

alli, 2001), e o Kit M-MLV-RT, seguindo as instrugdes do fabricante (Invitrogen).
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A partir do cDNA obtido, foi feita uma reacao de PCR para amplificar o cDNA
correspondente a0 RNA mensageiro dos genes do envelope e do envelope/NS1. O par de
oligonucleotideos utilizado s6 varia quanto ao oligonucleotideo "forward", pois o reverso ¢
o primer T2 (tabela 1), capaz de se anelar a regido do primer T1 pois possui a seqiiéncia
dos primeiros 19 nucleotideos desse primer. No caso das células infectadas com vAcDE, a
transcri¢ao do gene do envelope foi checada utilizando o oligonucleotideo especifico para
este gene (E PVX Ascl For, tabela 1) e no caso das células infectadas com vAcDENSI1
foram feitas 2 reagdes: uma com o oligonucleotideo RTENVDL1 (tabela 1) e outra com o
oligonucleotideo RTNS1D1 (tabela 1). Para a reagdo de PCR foram utilizados 10 pL do
tampao 5X da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1,0 pL. da mistura dos quatro
dNTP (10 mM cada), 3 uL de MgCl, 50mM (Invitrogen), 1,0 uL. do oligonucleotideo T2
10mM e 1,0 pL do primer correspondente ja descrito 1mM, 2 uL do cDNA respectivo, trés
unidades da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 4gua milli-Q para um volume final
de 50 pL. O programa da PCR utilizado foi: 94°C/5 min, 35 ciclos de 94°C/1 min, 50°C/2
min , 72°C/3 min e uma extensdo final de 72°C/10 min. Os produtos das reacdes de PCR
foram analisados em géis de agarose a 0,8% e 2%.

Para confirmacdo do resultado, os fragmentos obtidos foram precipitados,
utilizando-se 1/10 do volume inicial de acetato de sddio 3 M, pH 5.2 e 2 x o volume inicial
de etanol absoluto e digeridos com enzima de restrigdo Not I (Promega). O resultado da
digestao foi avaliado por eletroforese em gel de agarose a 0,8% para o PCR E PVX Ascl

For/T2 de vAcDE e vAcDENSI e 2% para o RTNS1D1/T2 de vAcDENSI.
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3.7. Anélise da expressdo da proteina ENV e da proteina ENVNSI em gel

de poliacrilamida (SDS-PAGE) e imuno-detec¢ao

Larvas de Spodoptera frugiperda no terceiro ou quarto instar, gentilmente cedidas
pela Dra Rose Gomes Monnerat e Dra Maria Elita Batista de Castro (EMBRAPA Recursos
Genéticos e Biotecnologia), foram inoculadas com + 10-15 pL do estoque de BV
(aproximadamente 10® pfu/mL) do virus vAcDE ou vAcDENSI com ajuda de uma seringa
de 1 mL e alimentadas com uma dieta artificial por 72 h.p.i. No 3° dia, as lagartas foram
colocadas no gelo e posteriormente abertas para retirada do tecido adiposo. Esse tecido
adiposo foi homogenizado em um tampao que inibe a acdo de proteases (PMSF 1 mM,
EGTA 40 mM e EDTA 100 mM) e filtrado com o auxilio de uma seringa com 1a de vidro
(O'Reilly et alli., 1992). A uma aliquota de 10 pL desse filtrado foi adicionado 10 puL de
tampao de amostra de proteina com 5% de B-mercaptoetanol e esse material foi incubado a
95 °C por 5 min. Em seguida, as amostras foram analisadas por eletroforese em dois géis
desnaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% na cuba Mini Trans Blot® Cells
(BioRad), conforme Laemmli (1970). Um dos géis foi corado e fixado em solucao de 40 %
de metanol e 10 % de acido acético e Coomassie blue 0,1 %, por cerca de 16 h e descorado
em solucdo de 40 % de metanol e 10% de acido acético por 4 h, sob leve agitagdo. O outro
foi utilizado para transferéncia das proteinas para uma membrana de Nitrocelulose (Gibco
BRL - Life Technologies), para o experimento de imuno-detec¢ao de proteinas (“Western-
blot™) abaixo descrito.

As proteinas foram transferidas para membrana de Nitrocelulose, usando-se os

aparatos de transferéncia da Bio-Rad (Trans-Blot® SD — Semi Dry Transfer Cell, para
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transferéncia semi-seca), de acordo com o protocolo do fabricante e com tampao de
transferéncia Bjerrum and Schafer-Nielsen (48 mM de Tris; 39 mM de glicina; 20 %
metanol, pH 9,2). Para checar se a transferéncia foi realizada com sucesso a membrana foi
rapidamente corada por reagente de Ponceau, um corante que destaca as bandas transferidas
em uma cor vermelho-viva. Esse corante ¢ facilmente retirado por lavagem com agua
destilada e nao interfere no processo de imuno-marcacdo. A membrana foi bloqueada com
solugdo de PBS 1X e 3 % de leite em pd desnatado adicionado de azida sodica (para evitar
contaminag¢do) por 16 horas, sendo em seguida processada para a imuno-marcagao.

O primeiro passo foi lavar a membrana por 3 vezes com PBS Tween (0,05 %)
para retirar toda a solug@o de bloqueio e em seguida colocar a membrana em uma solugdo
de PBS/albumina bovina (BSA) 0,5 % adicionada do anticorpo primario policlonal anti-
Dengue (Rabbit anti-Dengue Type 1, 2 ,3 ,4 — Biodesign) de coelho por 1 hora. Essa
solugdo ¢ entdo descartada e a membrana ¢ lavada novamente por 3 vezes em PBS Tween
(0,05 %) sob agitagdo suave. A seguir, a membrana ¢ colocada em uma solugdo de
PBS/BSA 0,5 % contendo o anti-IgG de coelho (anticorpos que reconhecem IgGs de
coelho) conjugado a enzima fosfatase alcalina (Sigma) por mais uma 1 hora sob agitacao
suave. Esta solugdo entdo ¢ retirada ¢ a membrana ¢ lavada novamente com PBS Tween
(0,05%) por 3 vezes e com o tampao da enzima fosfatase alcalina por 5 min com agita¢ao
suave. O revelador ¢ adicionado logo a seguir, trata-se de uma solucdo de NBT/BCIP
(Roche) que nada mais ¢ do que o substrato para a acao da fosfatase alcalina. Quando a
enzima esta presente por estar conjugada ao anticorpo secundario que se ligou ao anticorpo
primario e esse a banda de interesse, ocorre a metabolizacdo desse substrato em uma cor

azul arroxeada que se destaca da membrana. A reacdo precisa ser interrompida com
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sucessivas lavagens com agua destilada para que nao ocorra marcagao inespecifica ou dano

a qualidade do resultado obtido.

3.8.  Construcao de célula estavel (DNS1)

O inserto de NS1 (1055pb) foi retirado de DNS1 (clonagem em pGEM-T easy)
por reacao de digestdo utilizando a enzima de restri¢ao EcoR 1 (Promega). O fragmento de
interesse foi avaliado por eletroforese em gel de agarose, eluido utilizando o kit GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham) e utilizado para a ligacdo em um
plasmideo denominado pGEM HSP70 (construido e gentilmente cedido por Juliana Faria
Nunes) utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen). O plasmideo pGEM HSP70
contém o promotor hsp70 de Drosophila melanogaster de cerca de 700pb entre os sitios de
Sac 1 e Pst 1 do pGEM-T (Figura 10) e encontrava-se previamente digerido com a mesma
enzima de restri¢ao, EcoR 1, e desfosforilado por reacdo utilizando a enzima CIAP - Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase (Promega) para permitir a clonagem do inserto de interesse
sob controle do promotor hsp70. As ligagcdes foram utilizadas na transformacao de células
competentes de E. coli DH5a (Invitrogen) e os clones resistentes a ampicilina foram
selecionados para crescer em larga escala e obter o preparado de plasmideos, conforme ja

descrito previamente. O plasmideo construido com NS1 passou a ser chamado HSP70 NSI.

64



Xmn 11994

Nae |
Sca 11875 263995
) T7
1 orl\ l 1 start
Apa 14
Aatl 20
. gpf'?z\ ‘ 26
Amp o st 31
pGEM"-T lacZ Nco l 37
Vector T 1 Sacll 46
3003b,

( P) Spel 55
ot | 62
.EﬂLLI 62
Pst | 73
Sall 75
Ndle | 82
) 94
ori BstX 103
Nsi | 112
126

T sps

Figura 10: Plasmideo pGEM-T (Promega). Sitio de multiclonagem a direita; em vermelho os sitios de

restricdo de Pst I e Sac 1, escolhidos para a inser¢do do promotor hsp70 de D. melanogaster.

A confirmagao da clonagem em pGEM HSP70 foi feita através da técnica de PCR
utilizando os primers Reverso NS1 PVX Rev e Forward SP6 (tabela 1), primer este que
reconhece a regido do promotor da enzima SP6 RNA polimerase que, juntamente a regido
T7, também um promotor de uma RNA polimerase (T7), também um promotor de RNA
polimerase, flanqueiam o sitio de multiclonagem do plasmideo. Na reacdo de PCR foi
utilizado 3 pL de DNA plasmidial de HSP70 NSI1, 5 pL do tampao 10X da 7ag DNA
polimerase (Invitrogen) e 0,5 uL da mistura dos quatro ANTP (de uma solugdo estoque
10mM), 1 puL de cada um dos oligonucleotideos (de uma solug¢do estoque 10 uM), uma
unidade da enzima 7Tag DNA polimerase (Invitrogen), 3 uL de MgCl2 (de uma solugao
estoque 50 mM) e 4dgua “milli-Q” para um volume final de 25 pL. O programa da PCR
utilizado para a amplificacao foi: 94°C/5 min, 35 ciclos de 94°C/1 min, 50°C/2 min, 72°C/3
min, seguido de uma extensao final de 72°C/10 min. O produto da reacdo de PCR foi

analisados em gel de agarose na concentragdo de 0,8%.
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Uma vez obtido o plasmideo HSP70 NS1 confirmado, este foi utilizado em uma
reacdo de co-transfec¢do em células de inseto juntamente com o plasmideo pBSIE1Gpac
pela Dra. Lois K. Miller da Universidade da Georgia (Estados Unidos) (McLachlin et alli.,
1997) (Figura 11). Este plasmideo contém um gene de resisténcia ao antibiotico puromicina
sob o comando do promotor IE1 e fornece uma marca de selegdo para identificar as células
que eficientemente receberam este plasmideo, que serdo capazes de sobreviver em um meio
contendo o antibidtico. Para garantir que as células receberdo também o plasmideo que
contém o gene de interesse (HSP70 NS1), esse plasmideo foi co-transfectado em maior
quantidade do que o pBS IE1 gpac na propor¢ao 1/10. Foram utilizados 2 pg de HSP70
NS1 para 200ng de pBS IE1 gPac. A co-transfecgdo foi feita utilizando cerca de 2x10°
células de Anticarsia. gemmatalis (UFL-AG-286) (Sieburth & Maruniak, 1988) em cultura
e o protocolo seguido foi o0 mesmo descrito na transfeccdo de BacDE e BacDENS1 em
células de inseto, sendo que a unica diferenca ¢ que serdo transfectados dois plasmideos ao

invés de um s6. A adicdo de puromicina (estoque de Sug/ulL) foi feita 48 h.p.i para a

concentragdo final de 10 pg/mL de meio de cultura.

HindliHindlll 400

pBS IE1 Gpac
4800 bp

Figura 11: Plasmideo pBS IE1 Gpac. Plasmideo contendo o gene de resisténcia a puromicina sob o controle

do promotor IE1 utilizado para construgdo de células estavelmente transformadas.
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3.9. Ensaio de fusao

Células TN5B (5 x 10°) em uma placa de poliestireno de 6 pocos foram utilizadas
em um ensaio para avaliacdo de fusdo de membranas em pH baixo segundo protocolo
descrito por Slack & Blissard, 2001. Para isso, 2 pocos foram infectados com 10 unidades
formadoras de placa (pfu) /célula do virus recombinante VAcCDENSI, 2 pocos foram
infectados pelo virus vSyn VI'Gal (derivado do Ac MNPV com o gene do lac-Z no lugar da
poliedrina (Lee & Miller, 1978) e os 2 pogos restantes ndo foram infectados, caracterizando
as c¢lulas "mock" infectadas como controle. Cada um desses pog¢os em duplicata recebeu
um meio mais acido 48 h.p.i (o meio TC-100 com soro pH 6.2 foi substituido pelo mesmo
meio com pH 5.0) e a fusdo de membranas foi observada por microscopia optica apos 1

hora e ap6s 16 horas.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencao dos genes Env, NS1 ¢ EnvNS1

O RNA viral de Dengue 1 foi obtido a partir de células de inseto (C6/36)
previamente infectadas com um isolado desse virus do DF e submetido a uma reagdo de
RT-PCR conforme descrito em Material e Métodos e utilizando oligonucleotideos
especificos para o isolamento dos genes de interesse. A avaliacdo dos produtos de RT-PCR
revelou a amplificacdo de trés regides diferentes de acordo com tamanhos ja esperados:
regido do gene NS1 de 1.055 pb (oligonucleotideos NS1 PVX For e NS1 PVX Rev)
(Figura 14a.); regido do gene do envelope (Env) (oligonucleotideos E PV X Ascl For e E
PVX Sall Rev (tabela 1) de 1.500 pb e regido conjunta desses dois genes, envelope ¢ NS1

(EnvNS1) (oligonucleotideos E PVX Ascl For e NS1 PV X Rev) de 2.500 pb (Figura 12).

4.2. Clonagem e seqliénciamento de Env, NS1 ¢ EnvNS1

Os fragmentos amplificados para os genes Env, NS1 e EnvNS1 de Dengue 1
(1.055, 1.500 e 2500 pb, respectivamente) foram clonados no plasmideo pGEM-T easy. Os
trés plasmideos obtidos apds a transformagdo de células competentes (DE, DNS1 e
DENS1) foram avaliados em eletroforese em gel de agarose na forma intacta e na forma

digerida com a enzima Not I , que promoveu a liberagcdo dos insertos de interesse (Figura

13).
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(1)

E PVX Ascl For

NS1 PVX For

—> —>

Envelope

E PVX Sall Rev NS1 PVX Rev

(2)

2555 pb — IR B
1500 pb —

1055 pb —>

Figura 12: Obtengdo dos genes do envelope (Env), NS1 (NS1) e Envelope e NS1 juntos (EnvNS1); (1)
Esquema da posigdo dos oligonucleotideos nos genes do envelope e NS1. (2) A) Gene NS1: eletroforese em
gel de agarose 0,8% mostrando o produto de amplificagdo do RT-PCR utilizando os oligonucleotideos NS1
PVX For e NS1 PVX Rev (Pogo 2) ¢ marcador DNA do fago lambda cortado com Pst I (Pogo 1). A seta
indica o fragmento de 1.055 pb referente ao tamanho do gene NS1.; B) Gene Env: eletroforese em gel de
agarose 0,8% mostrando o produto de amplificagdo do RT-PCR utilizando os oligonucleotideos E PVX Ascl
For e E PVX Sall Rev (Poco 1) e marcador DNA do fago lambda cortado com Ps¢ I (Pogo 2). A seta indica o
fragmento de 1.500 pb referente ao tamanho do gene Env; C) Genes EnvNS1: eletroforese em gel de agarose
0,8% mostrando o produto de amplificagdo do RT-PCR utilizando os oligonucleotideos E PVX Ascl For e
NS1 PVX Rev (Pogo 2) e marcador DNA do fago lambda cortado com Pst I (Pogo 1). A seta indica o

fragmento de 2.555 pb referente ao tamanho dos genes EnvNS1.

69



Mot| Nt

DNS1 DE
A
pGEM-T Easy + H51 pGEM-T Easy + Env
4055 pb 4500pb
Natl
DENS1
Mot |
Hotl
EnwME1
pGEM-T Easy + EnvlS1
5500 pb
Ml
B
S588 ph
4500 pb —
55 ph —=
3000 pb —=

2588 pb ——
1500 pb —=

1055 pby —

Figura 13: A) Esquema mostrando os plasmideos DNS1 , DE ¢ DENS1. O tamanho que cada plasmideo
possui em pares de bases (pb) € descrito na figura, bem como a posi¢do da enzima Not I pois ela foi utilizada
para clonagem dos genes em outros plasmideos. Os plasmideos DE, DNS1 e DENSI1 foram derivados do
pGEM-T Easy e possuem, respectivamente, os genes do envelope, NS1 e envelope fusionado ao NS1 do virus
da dengue. B) Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Pogos 2, 4 e 6: tamanho dos plasmideos intactos; 5555 pb
(DENSI), 4500 pb(DE), 4055 pb (DNS1). Pogos 3, 5 ¢ 7: tamanho dos plasmideos digeridos com Not I; 3000
pb para o plasmideo pGEM-T easy e 1055 pb (NS1), 1500 pb (DE) e 2555 pb (DENSI1) dos insertos

liberados. Pogos 1 e 8: marcador de peso molecular.
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Os clones foram seqiienciados (Figura 14) e a andlise da seqiiéncia mostrou que
os clones DNS1 e DENS1 possuiam a seqiiéncia correta. Entretanto, o clone DE, possuia
um insercao de base adenina na posicao 110 pb do gene do envelope, a qual resultou no

aparecimento de um cdédon de parada prematuro.

4.3. Obtencao dos vetores pFastDE e pFastDENS1

Para a clonagem dos genes Env e EnvNS1 no vetor pFastBacl, os plasmideos DE
e DENSI foram digeridos com Not I e os fragmentos de 1.500 e 2.500 pb foram ligados ao
vetor pFastBacl, previamente digerido com a mesma enzima e desfosforilado formando
dois novos plasmideos denominados pFastDE (Env) e pFastDENS1 (EnvNSl). A
constru¢do desses dois plasmideos pdde ser confirmada pela amplificagdo por PCR com
oligonucleotideos especificos para cada gene. No caso de pFastDE quando foram utilizados
os oligonucleotideos especificos para o tamanho do gene do envelope (Env) - E PVX Ascl
For e E PVX Sall Rev - foi obtida como produto de amplificagdo uma banda de 1.500 pb
condizente com o tamanho do envelope e, na confirmacao da direcao, foi obtida uma banda
de 1.685 pb utilizando os primers polHF e E PVX Sall Rev, o que esta de acordo com o
tamanho esperado do gene do envelope mais o trecho do promotor da poliedrina, presente
no plasmideo pFastBacl (Figura 15). Para o pFastDENSI1, a confirmacao da presenca do
inserto foi feita através de reacdo de PCR com os primers E PVX Ascl For e NS1 PVX
Rev e o produto de amplificagdao revelou uma banda de 2.555 pb, tamanho este esperado

para os genes do envelope (1.500 pb) e NS1 (1.055 pb) juntos.
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3336 aagataatccatgaatggtgttgcagatcctgcacgctacccccc
K1 I H EWCZCRSTCTIL PP

3381 ttacggttcagaggagaagacggatgttggtatggcatggaaatc
L R FRGEWDTGT CWY G MEI

3426 agaccagttaaggagaaggaggagaacctagttaggtcaatggtc
R PV KEKEIENULVR S MV

NS1 PVX Rev
<+—
3471 tctgcagggtcaggagaagtggacagtttt 3500
S A G S G E V D S F
Figura 14.: Sequéncia génica da regido dos genes do envelope e NS1 do virus da dengue sorotipo 1 isolado
no Distrito Federal (Carvalho et alli., 2005). Bases realcadas em verde: Gene do envelope (nucleotideos 935-
2419 no genoma de Dengue; Bases realcadas em amarelo: Gene NS1 (nucleotideos 2420-3475). A partir
dessa seqiiéncia foram desenhados os oligonucleotideos E PVX Ascl For, E PVX Sall Rev e RTENVD1
(indicados em vermelho) e NS1 PVX For, NS1 PVX Rev ¢ RTNS1D1 (indicados em azul). Seta laranja:

insergao de base adenina na posicao 110 pb do gene do envelope.
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Figura 15: Clonagem do gene do envelope no plasmideo pFastBacl. A) Esquema mostrando o plasmideo
pFastDE. O tamanho do plasmideo em pares de bases (pb) é descrito na figura, bem como a posicdo da
enzima Not I que foi utilizada para clonagem dos genes do envelope ¢ NS1. Além disso, o plasmideo mostra a
posicdo e orientagdo de genes de resisténcia aos antibidticos gentamicina, promotor do gene da poliedrina
(Ppy) e regides esquerda (Tn7L) e direita (Tn7R) do transposon Tn7 de E. coli. B) Fotografia de um gel de
agarose 0,8% com amostras de PCR de pFastDE. Poco 1: Marcador de massa molecular (DNA do fago
lambda cortado com Ps¢ I). Pogo 2: miniprep do plasmideo intacto (6.275 pb); Poco 3: Produto de PCR
amplificado o gene do envelope através da utilizacdo dos oligonucleotideos E PVX Sall Rev e E PVX Asc |
For (1.500 pb); Pogo 4: Produto de PCR amplificando o gene do envelope através da utilizagdo dos
oligonucleotideos E PVX Sall Rev e pPolHF (1.685 pb); C) Esquema mostrando a posi¢do de anelamento dos

oligonucleotideos polHF e E PVX Sal I Rev no plasmideo pFastDE.
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Na confirmagdo da dire¢ao, uma reacdo de PCR foi realizada com os oligonucleotideos
polHF e E PVX Sall Rev (amplificando parte do inserto, 1.500 pb, mais o promotor da

poliedrina) (Figura 16).

4.4. Obtencao dos bacmideos recombinantes BacDE ¢ BacDENSI

Os plasmideos pFastDE e pFastDENS1 foram utilizados na transformagao de
bactérias E. coli (DH10-Bac, Invitrogen) competentes e, através de um evento de
transposi¢ao, os insertos foram transferidos do plasmideo para o genoma de um baculovirus
presente na forma plasmidial (bacmideo) dentro dessa bactéria. A transposi¢do pode ser
confirmada com a realizacdo de uma reagao de PCR recomendada pelo fabricante. A reagao
de PCR utilizando 1 pL do DNA do bacmideo recombinante (100 ng) BacDE amplificou
um fragmento de aproximadamente 2.150 pb conforme esperado (Figura 17) quando os
oligonucleotideos M13 reverso e E PVX Ascl For foram utilizados. J& a reagdo de PCR
utilizando 1 uL do DNA do bacmideo recombinante (100 ng) de BacDENS1 amplificou um
fragmento de aproximadamente 3.150 pb também conforme o esperado (Figura 17) quando

os mesmos oligonucleotideos, M13 reverso e E PV X Ascl For, foram utilizados.
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Hotl
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Figura 16: Clonagem do gene do EnvNS1 no plasmideo pFastBacl. A) Esquema mostrando o plasmideo
pFastDENSI1. O tamanho do plasmideo em pares de bases (pb) ¢ descrito na figura, bem como a posigdo da
enzima Not Ique foi utilizada para clonagem dos genes do envelope ¢ NS1. Além disso, o plasmideo mostra a
posigdo e orientagdo de genes de resisténcia aos antibidticos gentamicina, promotor do gene da poliedrina
(Pp) e regides esquerda (Tn7L) e direita (Tn7R) do transposon Tn7 de E. coli. B) Fotografia de um gel de
agarose 0,8% com amostras de PCR de pFastDENSI1. Pogo 1: Marcador de peso molecular (1Kb plus DNA
ladder) . Pogo 2: produto de PCR utilizando os oligonucleotideos E PVX Ascl For e NS1 PVX Rev, obtendo
como produto de amplificagdo uma banda de 2.500 pb condizente com o tamanho do envelope e NS1. No
pogo 3 a confirmagdo da diregdo obtida por PCR com os oligonucleotideos polHF ¢ E PVX Sall Rev; (C)
Esquema mostrando a posi¢do de anelamento dos oligonucleotideos polHF, E PVX Sal I Rev e NS1 PVX Rev

no plasmideo pFastDENSI.
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Seqiiéncia transposta do Gene de interesse:DE ou
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. aoar I :
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Figura 17: Confirmagéo da transposi¢do dos genes de interesse (Env e EnvNS1) para o DNA do bacmideo.
A) Esquema mostrando a organizagdo do bacmideo, dos insertos de interesse, dos primers M13 ¢ da regido de
transposicdo. (B) Gel de agarose 0,8%. Poco 1: Marcador de peso molecular (1Kb plus DNA ladder); Pogo 2:
BacDENSI, produto de PCR utilizando os oligonucleotideos M13 reverso ¢ E PVX Ascl For obtendo a banda
esperada de 3.150 pb. (C) Gel de agarose 0,8%. Pogo 1: Marcador de peso molecular(fago lambda digerido
com Pst I); Poco 2: BacDE, produto de PCR utilizando os oligonucleotideos M 13 reverso e E PVX Ascl For

obtendo a banda esperada de 2.150 pb.
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4.5. Analise transcricional do genes Env e EnvNS1 expressos em células de

1nseto

Um micrograma de DNA do bacmideo BacDE foi utilizado na transfeccdo em
células Trichoplusia ni (TN5B) para obtenc¢ao do virus recombinante vVAcDE. O mesmo foi
feito com um micrograma de DNA do bacmideo BacDENSI1 que, uma vez transfectado em
células de inseto, deu origem ao virus VAcDENSI.

O RNA viral purificado, a partir de 5 x 10° células infectadas com o virus VAcDE
ou infectadas com vAcDENSI, foi submetido a uma reagao de RT-PCR para confirmagao
da transcri¢do dos genes Env e EnvNS1 (respectivamente). O oligonucleotideo T1 foi
utilizado na confeccdo do cDNA e o primer T2 foi utilizado na reacdo de PCR como primer
Reverso. Os primers "forward" variaram quanto ao interesse: o RT-PCR de vAcDE utilizou
o oligonucleotideo E PV X Ascl For, obtendo um fragmento de 1600 pb (Figura 18); ja o
RT-PCR de vAcDENSI utilizou o oligonucleotideo RTENVD1, obtendo um produto de
amplificacao de 1394 pb ou o oligonucleotideo RTNS1D1 obtendo fragmentos maiores que
500 pb (Figura 19). Para a confirmagdo da amplificagdo do transcrito, os RT-PCR de
BacDENSI foram precipitados e submetidos a analise de restricdo com a enzima Not |,
gerando novos fragmentos correspondentes apenas aos fragmentos de gene, a partir do

oligonucleotideo "forward", sem o tamanho da cauda poli-A.
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1600 pb —

Figura 18: Analise transcricional de células TN5B infectadas com vAcDE. Gel de agarose 0,8 %. Pogo 1:
marcador de peso molecular (fago lambda digerido com Pst I); Poco 2: Produto de PCR utilizando os

oligonucleotideos E PVX Ascl For e T2, obtendo um fragmento de 1.600 pb.

81



500 pb —»

1394 pb —>
1294 pb —»

Figura 19: Analise transcricional de células TN5B infectadas com vAcDENSI1. A) Gel de agarose 2 %. Pogo
1: marcador de peso molecular (SOpb DNA ladder); Pogo 2: Produto de PCR utilizando os oligonucleotideos
RTNSIDI1 e T2, obtendo trés fragmentos acima de 500 pb; Pogo 3: Os mesmos produtos de PCR digerido
com Not I obtendo um fragmento principal de 235 pb. B) Gel de agarose 0,8 %. Pogo 1: marcador de peso
molecular (1Kb DNA ladder); Poco 2: Produto de PCR utilizando os oligonucleotideos RTENVDI1 e T2,
obtendo mais de um fragmento; Pogo 3: O mesmo produto de PCR digerido com Not I obtendo um fragmento

principal de 1.294pb.
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4.6. Analise da expressdao da proteina ENV e da proteina ENVNS1 em gel

de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Imuno-deteccao (Western-blot)

Os virus VAcDE e vAcDENSI foram usados para infectar Larvas de Spodoptera
frugiperda no terceiro ou quarto instar e, 72 h.p.i., as lagartas foram colocadas no gelo e
posteriormente abertas para retirada do tecido adiposo. Esse tecido adiposo foi utilizado
para analise da expressdo das proteinas ENV e ENVNS1 em dois géis desnaturantes de
poliacrilamida SDS-PAGE a 12% para cada andlise de expressdo. Foram analisados,
também, extrato de células controle (TN5B) ndo infectadas, extrato de larvas de S.
frugiperda infectadas com o virus recombinante vSynBtCry1Ab (contendo o gene crylA4b
de Bacillus thuringiensis) e o extrato de larvas de S. frugiperda infectadas com o virus
vSynBtCryl1 (contendo o gene cryll de Bacillus thuringiensis). De cada dois géis em
duplicata, um gel foi corado e fixado em solugdo de 40% de metanol e 10% de acido
acético e Coomassie blue e o outro foi utilizado para transferéncia das proteinas para uma
membrana de Nitrocelulose para o experimento de imuno-deteccdo. A membrana foi
marcada com anticorpo anti-Dengue. A imunomarca¢do com o anticorpo anti-Dengue foi
capaz de detectar uma banda correspondente a 70 kDa (Figura 20) na amostra
correspondente ao extrato de células infectadas com o virus vAcDE e uma banda de 70 kDa
também, correspondente ao extrato de larvas de S. frugiperda infectadas com o virus

vAcDENSI. (Figura 21)
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Figura 20: SDS PAGE e Imuno-marcagdo de extratos do tecido adiposo de Spodoptera frugiperda infectada
com o virus VAcDE. A) Gel de poliacrilamida desnaturante 12%. Poco 1: Extrato de tecido adiposo de larvas
mock (ndo infectadas); Pogo 2: Marcador de massa molecular (Mo Bi Tec®); Pogo 3: Extrato de tecido
adiposo de larvas infectadas com o virus vAcDE; Pogo 4: Extrato de tecido adiposo de larvas infectadas com
o virus VAcDENSI; Extrato de tecido adiposo de larvas infectadas com o virus vSynYFE (um baculovirus
recombinante que possui o gene do envelope do virus da Febre Amarela) gentilmente cedido por Tatiane
Guerreiro Campanhoni Machado. A seta indica a banda de aproximadamente 70 kDa marcada em B. B)
Membrana de nitrocelulose marcada com anticorpo anti-Dengue. A ordem das amostras nos pogos 1, 2, 3,4, e

5 € igual ao que foi descrito para A. A seta indica a marcagdo por anticorpo na altura de 70 kDa.
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Figura 21: SDS PAGE e imuno-marcacéo de extratos do tecido adiposo de Spodoptera frugiperda infectada
com VAcDENSI. A) Gel de poliacrilamida desnaturante 12%. Pogo 1: Marcador de massa molecular (Mo Bi
Tec®); Pogo 2: Extrato de tecido adiposo de larvas mock (ndo infectadas); Poco 3: Extrato de tecido adiposo
de larvas infectadas com o virus vVAcDENSI; Pogo 4: Extrato de tecido adiposo de larvas infectadas com o
virus recombinante vAcBtm (contendo o gene crylAb de Bacillus thuringiensis); Pogo 5: Extrato de tecido
adiposo de larvas infectadas com o virus recombinante vAcCryll (contendo o gene cryll de Bacillus
thuringiensis). Os extratos dos pogos 4 ¢ 5 foram gentilmente cedidos por Glaucia Lima. A seta indica a
banda de 70 kDa marcada em B. B) Membrana de nitrocelulose marcada com anticorpo anti-Dengue. A
ordem das amostras nos pogos 1, 2, 3, 4, ¢ 5 é igual ao que foi descrito para A. A seta indica a marcagdo por

anticorpo na altura de 70 kDa.
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4.7. Construcdo do vetor de célula estavel contendo o gene NS1

O fragmento do gene NS1 (1.055 pb), contendo os sitos de Eco RI nas
extremidades foi clonado no plasmideo pGEM HSP70 previamente digerido com Eco RI. A
ligacdo foi confirmada através de reacao de PCR utilizando os oligonucleotideos NS1 PV X
Rev e SP6. O produto amplificado deu origem a uma banda ja esperada de 1.790 pb, dando
origem ao plasmideo pGemHSP70NS1. (Figura 22).

A EcoRl B

pHSPTO + NS1
4755 pb
EcoRl
Pstl

1780 pb —

Sacl

SP6
—>
HSP70 NS1
SP6 700pb 1055pb

NS1 PVX Rev

Figura 22: Confirmagao da clonagem de NS1 em pGEM HSP 70. A) Esquema do plasmideo pGEM HSP70

NS1, mostrando o gene NS1 de Dengue I sob o controle do promotor hsp70 de D. melanogaster, presente
entre os sitios de Pst I e Sac I do plasmideo pGEM-T. B) Gel de agarose 0,8%. Pogo 1: Marcador de massa
molecular (fago lambda digerido com Pst I); Pogo 2: Produto de PCR utilizando os nucleotideos NS1 PVX
Rev e SP6 e confirmando a inser¢do de NSI pela banda de 1.790 pb (indicada pela seta). O tamanho
corresponde ao gene NS1 (1.055 pb) adicionado da regido do plasmideo até SP6, incluindo o promotor Asp 70

de 700 pb. C) Esquema de anelamento dos oligonucleotideos.
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4.8. Ensaio de fusao

Um ensaio de fusdo para determinar se as proteinas recombinantes de Dengue 1
provocam uma maior fusdo de membranas nas células infectadas (TN5B) quando essas sao
colocadas em um meio acido foi realizado tendo por base de comparagdo células mock
TN5B nao infectadas e células TN5B infectadas com o virus vSynGal. As células
receberam o meio acido 48 h.p.i. e foram observadas por microscopia Optica 1 hora apos
adicdo do meio acido e 16 horas depois. As células mock ndo apresentaram células
fuisonadas; células infectadas por vSynGal apresentaram fusdo de membrana, o que ¢
devido a acdo da proteina gp64 do baculovirus segundo Blissard &Wenz, 1992. Células
infectadas por vVACDENSI apresentaram maior capacidade de fusdo de membranas, de
modo muito mais claro, quando comparado com a quantidade de fusdo de membranas de
células com vSynGal, o que ficou muito mais evidente na avaliagdo de 16 h apods a adigao

do meio acido (Figura 23).
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Figura 23: Células de inseto TN5B infectadas com 2 diferentes baculovirus em um ensaio de fusdo de
membrana. (A) e (B): células TN5B nio infetadas (mock); (C) e (D): células TN5B infectadas (64 h p.i.) com
vSynVI-Gal. (E) e (F): cé¢lulas TN5B infectadas (64 h p.i.) com vAcDENSI. Em A, C ¢ E, as células foram
mantidas em meio TC-100 + pH 6,2; Em B, as células foram mantidas em meio TC-100 + pH 6,2 por 48 h.e
apods esse periodo mantidas por 16 h em meio TC-100 + pH 5.0; Em D e F, o meio TC-100 + pH 6,2 foi
substituido por meio TC-100+ pH 5.0 e as células mantidas a 27°C por 16 h..




5. DISCUSSAO

O uso de proteinas recombinantes na ativagao de resposta imunoldgica em vacinas
ou como antigenos em testes diagnosticos vem se tornando bastante comum por se tratar de
uma alternativa atraente quando comparada aos métodos tradicionais. Novos mecanismos
de vacinagdo vém sendo estudados e a tendéncia € que as vacinas do futuro ndo possuam,
em sua composicdo, o agente etioldgico atenuado ou inativado, mas apenas partes deste
agente como estimuladores da resposta imunologica e prote¢ao do individuo a infecgao.
Este ja € o caso da vacina que previne a infec¢ao pelo virus da Hepatite B que ¢ composta
apenas do antigeno HBsAg presente na fase aguda da doenca, conforme descrito por
Mahoney (1999). Com relagdo aos métodos diagnosticos, a grande vantagem encontra-se
no uso das proteinas recombinantes em substitui¢do as preparacdes dos agentes etiologicos,
que sejam capazes de responder antigenicamente como o patdgeno inteiro. Isso €
especialmente importante no caso dos virus, pois o preparado viral envolve grandes custos
na inativacao ou atenuagao, risco de amplificar os virus infectivos em culturas de células ou
modelos animais e, conforme descrito por Marx et alli., (2001), para o caso do diagndstico
do virus TBE (Tick borne encephalitis), muitas vezes esses procedimentos s6 podem ser
desenvolvidos em laboratérios com altos niveis de seguranca o que ¢ um entrave na
obtencao de antigenos.

O sistema baculovirus de expressdo em células de inseto vem sendo amplamente
utilizado para expressar proteinas que funcionem como antigenos em testes diagndsticos.
Estes testes diagndsticos podem ser utilizados na identificagdo de doencas humanas (como

exemplo, a identificacdo sorologica do virus Hantaan causador da hantavirose identificado
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por um antigeno expresso em baculovirus conforme descrito por Morii et alli., 1998) ou
ainda no diagnoéstico soroldgico de doencgas animais com potencial para infectar humanos
(como ¢ o caso da doenga da estomatite vesicular de bovinos, cujo virus € capaz de infectar
humanos também, onde a proteina do nucleocapsideo viral expressa em baculovirus ¢
utilizada no diagnostico de acordo com Ahmad et alli. 1993). Conforme descrito por Gut-
Winiarska et alli., 2000, a glicoproteina G de um virus semelhante ao da Raiva que infecta
suinos (pseudorabies virus), que foi expressa através do sistema baculovirus, apresentou
elevada atividade antigénica em uma reagdo de ELISA, podendo ser utilizada em kits
diagnoésticos. O uso dessa proteina recombinante traria como principal beneficio a
biosseguranga com relagdo ao virus, pois representaria apenas as caracteristicas antigénicas
deste sem o risco de infeccdo. As vantagens da utilizacdo de proteinas recombinantes,
expressas em cé¢lulas de inseto pela infec¢do com baculovirus recombinantes, estdo na
similaridade da proteina recombinante com a proteina nativa, expressa in vivo, € a
possibilidade de criar testes mais rapidos e especificos, apresentando menos reacdes
cruzadas quando comparados aos testes tradicionais.

Neste trabalho, o sistema baculovirus foi utilizado para expressar proteinas do
virus da Dengue em células de inseto. O gene ndo-estrutural 1 (NS1) e o gene do envelope
(Env) foram isolados por RT-PCR de culturas de células C6/36 de Aedes albopictus
previamente infectadas com um isolado do Distrito Federal do virus Dengue 1 (Carvalho et
alli., 2005). Casos de Dengue importados de outros estados vém sendo notificados no
Distrito Federal desde 1991, mas em 2000, o virus da Dengue sorotipo 1 foi isolado pela
primeira vez de mosquitos Aedes aegypti, caracterizando casos autoctones (ou seja, casos
ndo-importados de outros estados) (Dégallier et alli., 2000). Além de Dengue 1, outros

sorotipos de dengue ja foram utilizados na expressao de proteinas recombinantes em células
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de inseto, em especial Dengue 2 (Kelly et alli, 2000); por ja ter sido o sorotipo mais
prevalente nas Américas por um bom periodo de tempo (Silva et alli., 2002). O primeiro
1solamento de Dengue 3 no Brasil foi em 2001 e desde entdo este sorotipo tem se tornado
mais prevalente do que o Dengue 2, o que acaba sendo refletido na escolha do sorotipo
quando do isolamento dos genes de interesse para diagnostico. A expressao combinada dos
dois também vem sendo estudada, especialmente como um passo rumo ao objetivo final de
uma vacina tetravalente para Dengue (Bielefeldt-Ohmann et alli,, 1997). O Dengue 4,
apesar de menos comum, também vém sendo escolhido no isolamento de proteinas
antigenicamente importantes com o mesmo objetivo (Zhang et alli., 1998).

Outras proteinas de Dengue além da do envelope e NSI1 ja foram expressas em
células de inseto através da utilizacdo de baculovirus, mas as proteinas do envelope e NS1
sdo as mais estudadas, o que ¢ justificado pelo alto potencial antigénico e imunogénico
dessas proteinas. A proteina do envelope apresenta uma grande homologia de seqiiéncia
entre os quatro diferentes sorotipos de dengue e € promissora por permitir a confec¢io de
quimeras que induzam a producio de imunidade contra os quatro sorotipos de uma sé vez
(Zhang et alli., 1988). Além disso, ¢ a proteina do envelope a responsavel pela entrada do
virus na célula, pela fusdo de membranas e pela produg¢do de anticorpos neutralizantes,
caracterizando-se assim como uma proteina de alto poder antigénico e aplicabilidade para
diagnéstico (Henchal & Putnak, 1990). A proteina NS1 pode ter um papel fundamental no
desenvolvimento de Dengue hemorragica (Zhao et alli., 1987) e seu reconhecimento pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro estd relacionado com a ativagdo do sistema
complemento e lise da célula infectada (Falconar, 1997). Outras proteinas sdo descritas na
literatura sendo expressas em baculovirus e avaliadas quanto ao uso potencial em

diagnosticos e vacinas, como a proteina NS3 e pré-M (Feighny et alli., 1992; Stephenson,
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2005), mas os testes de imunizagdo utilizando modelos animais de camundongos (Feighny
et alli., 1992) ou até de macacos rhesus (Eckels et alli., 1994) confirmam que a proteina do
envelope e a proteina NS1 s3o as melhores candidatas para confeccao de antigenos com
fins diagnosticos.

Os genes do envelope e NS1 foram inseridos no plasmideo pFastBacl o qual faz
parte de um sistema de expressao que promove a obtencao de um baculovirus recombinante
contendo o gene de interesse através do mecanismo de transposi¢do, conhecido como
sistema Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen). O mesmo sistema ja foi
utilizado para expressar outras proteinas com sucesso como, por exemplo, na avaliagao da
atividade biolégica de duas proteinas, gp41 e p24, do HIV por Joshua et alli (2000) ou
ainda na expressdao do antigeno HCAS587 como marcador do hepatocarcinoma humano
conforme descreveram Li ef alli (2003). Proteinas de flavivirus também tém sido expressas
com sucesso € mantendo seu padrdo antigénico, € o caso da produ¢do de proteinas virais de
West Nile virus (WNV) capazes de formar inclusive particulas semelhantes as virais (VLP,
do inglés "viral like particles"), conforme descrito por Qiao et alli (2004) e de proteinas do
virus da hepatite C e seu estudo na descricdo do modo de entrada desse virus descrito por
Saunier et alli (2003).

Neste trabalho foram produzidos dois virus recombinantes, vVAcDE contendo o
gene do envelope do virus da Dengue 1 e vVAcDENSI contendo o gene do envelope e o
gene NSI1 também de Dengue 1. Os virus recombinantes obtidos foram utilizados para
infectar células de inseto e uma analise transcricional foi feita para avaliar a presenca do
gene no RNA mensageiro celular. Essa andlise revelou que as células de inseto estavam sim

produzindo RNA mensageiro (mMRNA) contendo o gene de interesse. Apesar da obtencao
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de bandas maiores que o fragmento esperado amplificado pelo oligonucleotideo interno ao
gene, estes podem ser devidos a diferentes terminagdes do mRNA ja que os baculovirus sao
conhecidos por produzirem mais de um RNA mensageiro para cada gene e estes podem ter
inicio ou final em diferentes posi¢cdes no genoma (Miller, 1997). Este mesmo resultado ja
foi observado por Welzel (2006) e a especificidade do fragmento amplificado foi analisada
por uma digestdo com a enzima Not I na qual foram liberados os fragmentos de tamanho
esperado no PCR.

Os virus recombinantes também foram utilizados para infectar lagartas de S.
frugiperda e o tecido adiposo destas foi utilizado em um gel de poliacrilamida e
posteriormente para uma imunomarcacao utilizando anticorpo anti-Dengue. Esse anticorpo
reconheceu apenas as bandas pertencentes aos pog¢os nos quais extratos de tecido adiposo
de lagarta estavam infectados por virus recombinantes com proteinas de flavivirus.
Entretanto, apesar da marcacgao ter sido positiva, o tamanho da proteina obtida (cerca de 70
kDa) ndo foi o esperado (90 kDa para vAcDENSI e 50 kDa para vAcDE) e pode ser que a
marcagdo seja de uma proteina celular, cuja producao seja induzida pela infec¢dao do virus
recombinante com proteinas de flavivirus. No caso de VAcDENSI1, como se trata de duas
proteinas expressas de modo fusionado, pode ocorrer alteracdo no tamanho final da
proteina obtida. Além disso, a diferenga de modelo de modificagdes pods-traducionais
podem estar envolvidas na alteragdo do tamanho esperado (Kost et alli., 2005).

Apesar do tamanho ndo esperado, as proteinas recombinantes apresentam
atvividade semelhante as proteinas de flavivirus quando foi realizado um ensaio de fusao de
membranas em pH 4acido. O ensaio simula o que acontece em uma infecgdo pelo virus da
Dengue, quando, no interior do endossomo, a modificagdo do pH (acidificacdo) permite

que a membrana viral e a membrana do endossomo se fusionem liberando as particulas
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virais para a infec¢do. Proteinas de flavivirus apresentam alto poder de fusao,
especialmente em ambientes com baixo pH (Bressaneli et alli., 2004) e isso pode ser
observado quando comparado ao poder de fusdo do virus vSynVI-Gal, que estava presente,
mas em quantidade bem menor do que o observado com VAcDENSI. A capacidade de
fusdo de membrana de vSynVI-Gal ¢ devido a atividade da proteina gp64 de baculovirus
que ¢ uma glicoproteina responsavel pela entrada do BV nas células de inseto por
endocitose. Esta proteina, da mesma maneira que a proteina do Envelope de Dengue, ajuda
na fuga do endossomo por fusdo de membranas causada por acidificagdo (Blissard & Wenz,
1992).

Outros trabalhos testaram a capacidade antigénica de proteinas recombinantes em
modelos animais (Eckels et alli., 1994; Zhang et alli., 1998), e algumas produzem reagdes
tdo satisfatorias que se tornam candidatas nos testes para a confeccdo de vacinas
tetravalentes para Dengue, em substituicdo dos varios modelos de virus atenuados ja
existentes (Eckels & Putnak, 2003). Algumas proteinas recombinantes ja estdo sendo
utilizadas em testes diagnosticos (Kelly & King, 2000; Cuzzubbo et alli., 2001).

A expressao de proteinas recombinantes através do sistema baculovirus apresenta
inimeras vantagens frente a outros métodos de expressdo. Entretanto, o fato de que o virus
causa a morte da célula e a produgdo da proteina e se resume a fase anterior a morte celular
faz com que novas células tenham de ser sempre infectadas com novos virus
recombinantes. Uma alternativa para driblar essa dificuldade é a construgdo de células
estaveis que expressem a proteina de interesse constitutivamente e estas células acabam
sendo melhores adaptadas a bio-reatores para uma produg¢do em larga escala (Pfeifer,
1998). Algumas proteinas heterdlogas ja foram expressas utilizando células de inseto

estavelmente transformadas, como exemplo células estdveis capazes de expressar
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receptores GABA,, conforme descrito por Joice et alli., (1993), producdo de células de
inseto que expressem as enzimas [1,4-galactosyltransferase e «2,6-sialyltransferase
normalmente presentes em células de mamifero com o objetivo de melhorar a qualidade de
modifica¢des pos-traducionais em células de inseto descrita por Hollister & Jarvis, 2001; a
construcdo de células de inseto capazes de produzir 4cido sidlico como descrito por
Aumiller et alli., 2003 ou ainda a expressdo de anticorpos especificos humanos para um
virus em células de inseto estavelmente transformadas confome descrito por Guttieri et
alli., 2000. Um vetor foi construido nesse trabalho, contendo o gene NS1 sob o comando do
promotor hsp70 de D. melanogaster que serd usado para construcdo de células
estavelmente transformadas.

Outra estratégia interessante na obtencdo de proteinas recombinantes ¢ a de produzir
as proteinas de interesse do virus da Dengue fusionadas a proteina poliedrina de
baculovirus. Essa nova estratégia ja foi utilizada para expressar a toxina CrylAc de
Bacillus thuringiensis (Chang et alli., 2003) e permite que as proteinas sejam obtidas por
gradiente de sacarose na extragdo de poliedros de lagartas infectadas com virus
recombinantes. Com um método de purificacdo mais especifico pode-se avaliar o potencial
antigénico de cada proteina com menos interferéncia das proprias proteinas celulares.

A producdo de proteinas recombinantes de Dengue 1 descrita nesse trabalho, assim
como a produgdo de proteinas recombinantes de outros sorotipos de Dengue, s6 tem a
contribuir com um diagndstico mais rapido e seguro desta doenga que vém se tornando
cada vez mais comum no Brasil. Apesar de ser uma doenca que apresenta risco fatal apenas
em um segundo contato com um sorotipo diferente, ¢ uma doenga altamente incapacitante

durante o seu periodo de infeccdo e uma epidemia de Dengue ndo ¢ algo dificil de se
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estabelecer devido a alta prevaléncia do mosquito vetor. Testes diagnosticos que nado
dependam da obtencdo do virus inteiro seriam muito mais baratos do que os utilizados
atualmente, em especial porque o virus da Dengue nao tem um modelo animal estabelecido
e ndo se propaga bem in vitro. Além do valor elevado, a obtengcdo de antigenos pela
inoculagdo intracerebral de camundongos recém-nascidos envolve diversas dificuldades
técnicas além de exigir a presenca de uma estrutura complexa de biotério e laboratorios de
biosseguranga elevada. A proteina recombinante permitiria ainda uma especificidade maior
com relacdo ao sorotipo e ao virus, minimizando reagdes cruzadas com outros flavivirus,
por exemplo, bastando para isso, estabelecer que fracdes da proteina s3o antigénicas para
cada caso. Sem contar que as pesquisas com proteinas recombinantes € seus potenciais
antigénicos e imunogénicos sao de grande valia para outra area da saude: pesquisas para
confec¢do de novas vacinas com subunidades do agente etiologico. Nao existe ainda uma
vacina para Dengue devido a complexidade de confeccdo de uma vacina tetravalente que
ndo leve ao desenvolvimento de Dengue hemorragica. Esse desafio pode ser resolvido por
utilizagdo de quimeras de proteinas recombinantes que minimizem a reagdo soroldgica do
organismo ao virus. O uso de proteinas recombinantes tanto na area de diagndstico quanto
na area de vacinas apresenta inimeras vantagens com relacdo aos métodos tradicionais

permitindo um aumento na qualidade e diminui¢@o dos custos.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Tomando como base os objetivos estabelecidos no inicio deste trabalho pode-se

concluir que:

e Objetivo 1: Expressar proteinas do virus da Dengue em células de inseto utilizando
o Sistema Baculovirus
0 Conclusao:
= Andlise transcricional positiva
= Massa molecular da proteina obtida: tamanho nao esperadoObjetivo
2: Avaliar a funcionalidade e antigenicidade das proteinas recombinantes
0 Conclusao:
= Marcagdo por anticorpo anti-Dengue

=  FEnsaio de fusdo de membrana

e Objetivo 3: Construir um vetor para ser utilizado na construg¢ao de células de inseto
estavelmente transformadas
0 Conclusiao:

=  Sucesso na construgdo do vetor
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Deste modo, visando dar continuidade ao trabalho pretende-se:

e Produzir proteinas recombinantes do virus da Dengue fusionadas a
poliedrina;

e Produzir um anticorpo que seja especifico para a proteina recombinante e
verificar se este reage contra o virus da Dengue selvagem;

e Realizar novos testes com relacdo a proteina recombinante atualmente
expressa através da infeccdo dos baculovirus recombinantes produzidos
neste trabalho (VAcDE e vAcDENSI) em células de inseto;

e Construir células estdveis que expressem o gene NS1 do virus da Dengue

utilizando o plasmideo pHSP70NS1 com este gene sobre o controle do

promotor HSP70 de Drosophila melanogaster;
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