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RESUMO

Os virus de genoma RNA apresentam uma ampla variabilidade genética,
devido & alta taxa de mutagdo intrinseca associada & polimerase viral.
Essas mutagBes ocorrerem de forma randémica, mas a variabilidade é
desigual ao longo do genoma, pois mutacBes que resultam em efeitos
deletérios sobre a aptiddo sdo restritas. Dessa forma, o genoma é
marcado por regifes permissivas para multiplas mutacfes e locais
criticos para estrutura e funcédo viral. Dentre essas regides criticas, varios
trabalhos demonstraram que mutagdes na proteina do envelope (E) dos
Dengue virus (DENV) tém impacto na aptiddo e infectividade viral.
Além de ser a proteina mais abundante da superficie do virion e seu
principal determinante antigénico, a proteina E participa dos processos
de adsorcéo e fusdo do virion nas células hospedeiras, sendo essencial
para a replicagdo do virus. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a conservacao e o papel do peptideo Ezso-270 na infectividade dos
DENV, através da sintese de virus recombinantes mutantes.
Inicialmente uma anélise foi feita de modo a desenhar mutacbes que
impactassem a sua estrutura secundaria, ou interferissem com possiveis
interacdes entre proteinas. Os fragmentos de DNA contendo essas
mutacdes foram sintetizados e inseridos em um clone infeccioso do
DENV-1, sorotipo BR/90, e entdo testados em ensaios de transfeccéo.
Surpreendentemente, o virus recombinate vVBACMutJ, demonstrou um
de nivel replicacdo e espalhamento reduzido, em células de humanos e
insetos, quando comparado ao selvagem, sugerindo que as mutagfes na
sequéncia de Ezso-270 reduzem a infectividade viral.

Palavras-chave: Dengue virus; proteina do envelope; mutacdes;
infectividade; peptideos conservados.






ABSTRACT

RNA viruses exhibit wide genetic variability due to the high intrinsic
rate of mutation associated with viral polymerase. These mutations
occur randomly, but the variability is uneven along the genome, since
mutations that result in deleterious effects on fitness are limited. Thus,
the genome is marked by regions permissive for multiple mutations, and
critical sites for viral structure and function. Among these critical
regions, several studies have shown that mutations in Dengue virus
(DENV) envelope protein (E) impair viral fitness and infectivity.
Besides it is the most abundant protein on the surface of the virion and
its main antigenic determinant, the E protein participate in the process of
adsorption and fusion into the host cell, and is essential for virus
replication. In this context, the aim of this study was to evaluate the
conservation and the role of the peptide E2s0.270 on DENV infectivity,
through the synthesis of mutant recombinant viruses. Initially, an in
depth analysis was performed in order to design mutations that would
either disrupt its secondary structure or interfere with possible
protein/protein interactions. DNA fragments containing these mutations
were synthesized and inserted into an infectious clone of DENV-1,
serotype BR/90, and then tested in transfection assays. Surprisingly, the
recombinant virus VBACMut) demonstrated a very low level of
replication and spread, in human and insect cells, when compared to the
wild type, suggesting that mutations in the sequence of Ezso-270 reduced
the viral infectivity.

Keywords: Dengue virus; envelope protein; mutations; infectivity;
conserved peptides.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 DENGUE

A dengue é uma doenca viral infecciosa, transmitida por
mosquitos e amplamente distribuida pelas regiGes tropicais do planeta.
Seu agente etiologico é um arbovirus, membro da familia Flaviviridae,
género Flavivirus, que apresenta cinco sorotipos: Dengue virus 1 a 5
(DENV-1 a -5). Em humanos, a doenca cursa normalmente com um
quadro febril autolimitante, que pode agravar-se com hemorragias e
choque hipovolémico, principalmente nos casos de infecgdes recorrentes
por diferentes sorotipos (HALSTEAD, 1979; LINDENBACH; THIEL;
RICE, 2007; NORMILE, 2013).

A doenca ja é descrita na literatura médica ha mais de 200 anos,
mas o virus foi s6 isolado em 1943 no Japdo, e entdo em 1945 no
Hawaii, sendo descrito como DENV-1 e DENV-2, respectivamente. Sua
origem € incerta, mas as principais teorias indicam a emergéncia de um
ancestral comum a cerca de mil anos, na Africa ou Asia. Esse virus
estaria, a principio, envolvido num ciclo silvestre de transmissao, entre
mosquitos e primatas ndo humanos. A transmissdo para humanos parece
ter ocorrido ha poucas centenas de anos, de forma independente para
todos os quatro sorotipos (HOLMES; TWIDDY, 2003; MESSINA et
al., 2014).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A expansdo geografica para novos paises, tanto em A&reas
urbanas como rurais, fez a incidéncia de dengue no mundo aumentar 30
vezes nos Ultimos 50 anos; transformando-a na doenca viral transmitida
por mosquitos com a mais rapida taxa de propagacdo na atualidade
(WHO/TDR, 2009). Apesar das estimativas da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) apontarem para um nimero em torno de 50 a 100 milhdes
de casos anualmente (WHO/TDR, 2009), um estudo mais recente
demonstra que se consideradas as infeccGes aparentes e ndo aparentes,
esse nimero pode ser até trés vezes maior (BHATT et al., 2013).

Toda essa diferenca sugere um importante papel das infecgdes
ndo aparentes na epidemiologia da doenca. Elas somariam cerca de 294
milhGes de casos em 2010. Ja as infeccbes aparentes, N0 mesmo ano,
seriam cerca de 96 milhdes; e estariam distribuidas principalmente pela
Asia, com cerca de 70% dos casos (30% s6 na india), Américas com
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14% (metade deles s6 no Brasil e México), e Africa com 16% (BHATT
et al., 2013). Estima-se que quase metade da populacdo mundial, 2,5
bilhdes de pessoas, viva em paises onde a dengue €é endémica
(WHO/TDR, 2009).

Quanto aos numeros oficiais, em 2013 foram notificados
2.351.703 casos de dengue clinica nas Américas, com uma taxa de
incidéncia de 430,84 por 100.000 habitantes. Destes 1.603.529 casos
foram reportados em paises do cone sul (PAHO, 2014). De acordo com
as estimativas de Shepard et al. (2011) o “custo anual total” da dengue
nas Américas foi de 2,1 bilhdes de ddlares americanos no periodo entre
2000 e 2007; para o Brasil o custo foi de 878 milhdes de dolares.

Para se ter ideia da evolucéo geral da doenca no pais, em 2009,
foram notificados 393.583 casos de dengue no Brasil (BRASIL, 2011a).
Em 2011, até 01 de outubro, ja tinham sido notificados 721.546 casos,
sendo destes 10.620 casos graves. O maior numero de notificagdes
ocorreu na regido Sudeste (47,6%), seguida pelo Nordeste (25,6%),
Norte (15,7%), Centro-Oeste (6,2%) e Sul (4,8%) (BRASIL, 2011b).
Em 2013 (até semana epidemioldgica 44) tinham sido registrados
1.451.432 casos de dengue, 0 que corresponde a 61,7% dos casos das
Américas, com uma taxa de incidéncia de 755,51 casos por 100.000
habitantes (PAHO, 2014). Todos os sorotipos virais ja foram isolados no
pais (BRASIL, 2011b).

De acordo com os dados da Diretoria de Vigilancia
Epidemioldgica de Santa Catarina, em 2013, foram confirmados 255
casos de dengue no estado. Destes, 19 foram casos autoctones (SANTA
CATARINA, 2014a). Em 2014, até 10 de marco, foram confirmados
sete casos, sendo todos importados (SANTA CATARINA, 2014b).

1.3 TRANSMISSAO

Os DENV apresentam um ciclo silvestre de transmissdo, tendo
0s primatas ndo humanos como hospedeiros vertebrados e os mosquitos
do género Aedes, principalmente Aedes aegypt, como vetores. No
entanto os Dengue virus tornaram-se plenamente adaptados aos seres
humanos e ndo mais exigem o ciclo silvestre para sua manutencdo
(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

Os vetores sdo infectados no momento do repasto sanguineo,
quando aspiram particulas virais, juntamente com o0 sangue de
hospedeiros vertebrados na fase de viremia da doenca. Ap6s a ingestdo,
0 virus infecta as células do intestino médio do artrépode, espalha-se
pela hemocele e, entdo, para outros tecidos, incluindo as glandulas
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salivares. Uma vez nas glandulas, o virus pode ser novamente
transmitido através da picada do mosquito, quando é liberado
juntamente & saliva. O ciclo que vai desde a infec¢do dos mosquitos, até
a presenca dos virions nas glandulas salivares, leva de oito a 14 dias,
dependendo da temperatura ambiente, cepa viral, entre outros
(GLUBER; KONO; MARKOFF 2007).

Outras formas de transmissdo, ndo associadas a vetores, tém
sido admitidas entre os flavivirus. Todavia, seu papel na epidemiologia
e manutencdo da doenga ndo é bem compreendido. Para os DENV, ja
foram relatados casos isolados de transmissao vertical, em transfusdes
de sangue, em transplantes de Orgdos, e pelas vias percutanea e
mucocutanea (CHEN; WILSON, 2005; TAMBYAH et al., 2008;
WIWANITKIT, 2010).

1.4 ADOENCA

A dengue tem uma ampla variedade de apresentagdes clinicas,
muitas vezes com evolugdo clinica e prognostico imprevisiveis.
Enquanto a maioria dos pacientes recuperam-se ap6s um curso clinico
autolimitante e ndo grave, um pequeno percentual apresenta uma doenca
de maior gravidade, caracterizada principalmente por extravasamento de
plasma acompanhado ou ndo de hemorragia. Para fim de classificagéo, a
sintomatologia das infec¢des pelo DENV foi dividida em trés grupos:
dengue sem sinais de alarme, dengue com sinais de alarme, e dengue
grave (SANTA CATARINA, 2014c).

1.5 0 VIRUS

Os Dengue virus sdo virus envelopados pequenos, de simetria
icosaédrica e genoma de &cido ribonucleico (RNA, do inglés
Ribonucleic Acid) de fita simples, senso positivo. As particulas virais
maduras sdo esferas, de superficie regular (Figura 1a), medindo
aproximadamente 50 nanémetros (nm) de didmetro. Ja as particulas
imaturas medem cerca de 60 nm de diametro, e apresentam superficie
recoberta por espiculas, como demonstrado na Figura 1b. O virion é
delimitado por um envelope lipidico que recobre um nucleocapsideo
(NC) elétron denso de 30 nm de didmetro. O envelope é formado por
varias subunidades da glicoproteina do Envelope (E) e precursora de
Membrana (prM), além de uma bicamada lipidica derivada de
membranas da célula do hospedeiro. O nucleocapsideo consiste de
multiplas copias da proteina do capsideo (C) e do RNA gendmico
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(CHAMBERS et al., 1990a; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007;
REY etal., 1995; ZHANG et al., 2003b).

Virion Imaturo Virion Maduro

Figura 1 — Diferenga entre virions maduros e imaturos. A superficie das
particulas virais imaturas é recoberta por espiculas (a), decorrentes dos trimeros
de prM-E (c). Os virions maduros sdo menores, e apresentam superficie regular
(b), com a proteina E organizada em homodimeros (d). Em “a” e¢ “b” a
reconstrucao das particulas virais por crio-microscopia eletronica. Em “c” e “d”
a representagdo esquematica de E (cinza) e prM (azul) de acordo com o estado
de maturagdo do virion. Peptideo de fusdo representado em laranja. Adaptado
de Perera; Kuhn (2008).

1.5.1 O genoma

O RNA viral consiste de uma Unica fita de aproximadamente 11
quilobases (Kb), com uma estrutura cap do tipo 1 (m7Gpp- pAmpN2)
em sua extremidade 5°. Diferentemente do RNA mensageiro (MRNA)
celular, ndo apresenta cauda de poliadeninas na extremidade 3’. O
genoma & por si sé infeccioso e codifica uma Unica sequéncia aberta de
leitura (ORF — do inglés Open Reading Frame), que é traduzida em uma
poliproteina precursora representada na Figura 2a. Essa ORF esta
situada entre duas regides ndo codificantes (UTRs — do inglés
untranslated regions), que contém elementos estruturais e funcionais
importantes na regulacdo da traducdo e replicacdo viral. A poliproteina
precursora é co e pos-traducionalmente processada por proteases virais e
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do hospedeiro (Figura 2b), para dar origem a trés proteinas estruturais,
C, E e prM, que correspondem aos primeiros residuos da regido amino-
terminal; e a sete proteinas ndo estruturais (NS, do inglés nonstructural):
NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (LINDENBACH; THIEL;
RICE, 2007; RICE et al., 1985; YU et al., 2008b).

a
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o 1 ? Metiltransferase Polimerase
7 ¥ i)
RMN ) / L y *’.‘5
D RaoX Qr Protease-helicase
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b Proteina E

Lumem do RE

Citoplasma

: Sitio de clivagem para serina protease viral
Proteina € NHg* <€ Sitio de para do hospedeiro
“&= Sitio de clivagem para Furina

Figura 2 — Representacdo esquematica do genoma e proteoma viral. (a) Os
DENV possuem genoma de RNA fita simples, senso positivo, que é traduzido
em uma Unica poliproteina precursora. Apds o processamento, a poliproteina é
clivada em trés proteinas estruturais (C, prM/M e E), e sete ndo estruturais (NS1
a NS5). As estruturas resolvidas de algumas dessas proteinas, ou seus dominios
enziméticos, estdo mostradas nas caixas. A caixa contornada em amarelo
contém a estrutura de C, resolvida através de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), nas caixas em preto estdo as estruturas resolvidas
por cristalografia de raio X. As proteinas estruturais sdo traduzidas em
associacdo com as membranas celulares, de acordo com a orientacdo
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demonstrada em “b”. Na figura, os cilindros representam as hélices
transmembrana e as setas indicam os sitios de clivagem pds-traducional
especificos para os diferentes tipos enzimaticos. As estruturas em “a” estdo
disponiveis no Protein Data Bank, sob os respectivos codigos: 1R6R, 3C5X,
10KE, 2VBC, 2P1D, 2J7U. Adaptado de: Guzman et al.  (2010),
Mukhopadhyay; Kuhn; Rossmann, (2005) e Perera; Kuhn (2008).

1.5.2 Capsideo

A primeira proteina a ser traduzida a partir da ORF é a proteina
do capsideo. Sua sequéncia inicia-se um residuo ap6s a primeira
metionina, que é removida durante o processamento proteico. Trata-se
de uma proteina pequena, de apenas 12 quilodaltons (kDa) na forma
madura, de carater altamente basico. Os residuos carregados encontram-
se agrupados nas extremidades amino- e carboxi-terminal (N- e C-
terminal, respectivamente), separados por uma regido altamente
hidrofobica. Essa regido parece exercer uma importante funcdo na
montagem das particulas virais, e dele¢cbes em sua sequéncia impactam
negativamente na capacidade de propagacdo do virus in vitro.
Inicialmente a proteina apresenta outra regido hidrofébica, também na
extremidade C-terminal. Uma vez que, a traducdo da poliproteina viral
ocorre em associagdo com as membranas do reticulo endoplasmatico
(RE), essa regido parece atuar como peptideo sinal para translocagédo da
prM até o lumen. Durante a maturacgdo da proteina essa regido é clivada
pela NS2B-NS3 protease viral, antes da montagem do virion (MA et al.,
2004; RICE et al., 1985; YAMSHCHIKOV; COMPANS, 1995; ZHU et
al., 2007).

Estruturalmente as mudltiplas copias de C organizam-se em
dimeros, sendo cada mondmero formado por quatro alfa (u-) hélices
conectadas por loops (Figura 2a, primeira caixa). A disposicdo das
hélices torna a distribuicdo das cargas altamente desuniforme em torno
do dimero. Quase metade dos residuos carregados encontram-se em uma
borda exposta do dimero, que provavelmente interage com a molécula
negativamente carregada de RNA. Em contrapartida a borda céncava
oposta é altamente apolar e interage com a proteina de Membrana (M)
viral (MA et al., 2004).

1.5.3 Proteina precursora de membrana

A proxima proteina traduzida a partir da ORF é a prM. Ela
apresenta aproximadamente 18 kDa, 166 aminoacidos, e é a precursora
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da proteina estrutural de membrana do virus. A proteina sofre clivagem
em sua regido N-terminal para formar M, num processo associado a
maturacdo e liberagdo do virus, sendo que prM é normalmente
encontrada em células infectadas e M somente nas formas extracelulares
(CASTLE et al.,, 1985; CHAMBERS et al., 1990a; GUIRAKHOO;
BOLIN; ROEHRIG, 1992; RICE et al., 1985).

A sequéncia de prM inicia com uma regido de aminoacidos nao
carregados, que servem como sequéncia-sinal na extremidade N-
terminal para inser¢do no RE. Esse dominio hidrofobico pode ou néo ser
clivado por uma signalase, processo esse regulado pela disponibilidade
de proteina E. Logo apds esse dominio, prM apresenta uma regido
predominantemente hidrofilica, contendo seis residuos conservados de
cisteina, que participam na formagdo de uma ponte dissulfeto, e varios
sitios de glicosilacdo do tipo Asn-X-Ser/Thr (LORENZ et al., 2002;
NOWAK; WENGLER, 1987; RICE et al., 1985).

Nas particulas virais imaturas prM forma um heterodimero com
E, de forma a impedir o rearranjo estrutural desta Ultima para a forma
fusogénica, o que poderia ser catalisado pelo potencial hidrogenidnico
(pH) é&cido, durante a passagem das particulas pelos compartimentos da
via secretora do Golgi. A conversdo em particulas maduras ocorre
também nessa via e coincide com a clivagem de prM em pr e M por uma
furina protease celular. Apds a clivagem o heterodimero se dissocia, 0
fragmento pr (de 91 aminoéacidos) é liberado, e E forma homodimeros.
A porcdo M remanescente, presente nos virions maduros, contém apenas
um ectodominio curto (aminoacidos 92 a 130) e a regido
transmembranar da extremidade C-terminal (aminoacido 131 a 166).
(CHAMBERS et al., 1990a; GUIRAKHOO; BOLIN; ROEHRIG, 1992;
LORENZ et al., 2002; ZHANG et al., 2003a).

1.5.4 Envelope

A glicoproteina E é a maior proteina da superficie dos
Flavivirus (com 54 kDa e 495 aminoacidos), e também a maior
determinante antigénica das particulas virais. Ela desempenha um papel
fundamental, mediando a ligagdo do virion ao receptor celular e a fusdo
a membrana do endossomo (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Sua
estrutura consiste de um ectodominio N-terminal ou sE (porcéao sollvel
de E); uma regido em forma de haste, formada por duas a-hélices
conservadas; e um dominio transmembrana hidrofébico C-terminal. Nos
flavivirus, o envelope consiste de 180 cépias de E e 180 copias de M
ancoradas na bicamada lipidica de membrana. No DENV imaturo, essas
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180 cdpias de E estdo organizadas em 60 heterotrimeros de prM-E, que
formam espiculas na superficie do virion (Figura la e 3a). J& nas
particulas maduras, E organiza-se em 30 aglomerados de trés
homodimeros paralelos (Figura 1b e 3b). Cada mondmero possui trés
dominios ricos em folhas beta (B): dominio | (E-DI), dominio 1l (E-DII)
e dominio Il (E-DIII), demonstrados em destaque na Figura 3c (KUHN
etal., 2002; ZHANG et al., 2003b).

Um barril beta, com oito fitas, forma a estrutura do primeiro
dominio. J& E-DII é um dominio alongado, que se projeta ao longo da
superficie do virus, entre as regides transmembrana das subunidades do
homodimero. E formado por 12 fitas beta e duas alfa hélices. O Gltimo
dominio, E-DIII, apresenta uma estrutura do tipo IgC-like, com 10 fitas
beta. O peptideo de fusdo do virus, que possibilita a fusdo do envelope
viral & membrana celular, é uma estrutura em forma de loop localizada
na ponta de E-DII, distalmente & regido transmembranar (Figura 3c).
Além disso, E-DII é o dominio de dimerizacdo da proteina e parece
participar da ligacdo inicial a um receptor celular auxiliar. E-DIII estd
provavelmente envolvido na ligagdo ao receptor principal da célula e é o
maior alvo para anticorpos neutralizantes (LINDENBACH; THIEL;
RICE, 2007; LOK et al., 2008; MODIS et al., 2005).
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Figura 3 — Estrutura do virion e da proteina do Envelope. (a) Representacéo
esquematica da particula viral. Esquerda: virion imaturo; direita: virion maduro.
O NC esférico é formado por maltiplas copias de C, associadas ao RNA de fita
simples. A superficie dos virions imaturos € irregular, contendo 60 espiculas,
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formadas pelos trimeros de prM-E. Ap6s a clivagem proteolitica de prM, os
mondmeros de E se reorganizam, de maneira que a superficie dos virions
maduros € regular e formada por 90 dimeros de E. (b) Esses dimeros agrupam-
se de trés em trés paralelamente, formando 30 aglomerados; um deles destacado
no centro do virion. (c) Conformacdo dimérica da proteina E (residuos 1-395)
nos virions maduros. (d) Conformacdo trimérica, pés-fusdo da proteina E. Em
(c) e (d) um dos mondmeros e o peptideo de fusdo estdo destacados, coloridos,
em oposicdo aos demais em cinza. Para todas as figuras: E-DI estd em
vermelho; E-DII em amarelo; E-DIIl em azul; Peptideo de fusdo em verde; e
prM/M em rosa. Adaptado de: Heinz; Stiasny (2012), Mukhopadhyay; Kuhn;
Rossmann (2005) e Zhang et al. (2004).

1.5.5. Proteina ndo estrutural 1

NS1 é a primeira proteina ndo estrutural no mapa linear dos
DENV (Figura 2a). A sequéncia da proteina apresenta um alto grau de
similaridade entre os flavivirus, com 1.056 nucleotideos em
comprimento, que codificam 352 aminoacidos (MACKOW et al., 1987).
NS1 apresenta de 46 a 55 kDa (dependendo do seu nivel de
glicosilacdo), pode ser encontrada sob diferentes formas oligoméricas e
em diferentes localizagdes celulares. Em células infectadas de
mamiferos, NS1 é expressa na forma de mondmeros. Durante a sintese a
proteina é translocada pelo interior do RE onde é separada de E por uma
signalase, e de NS2A por uma protease residente indeterminada, para
entdo, organizar-se na forma de dimeros. A seguir NS1 é transportada
até a superficie celular, onde pode permanecer associada a membrana,
ou ser liberada para o meio extracelular sob uma forma hexamérica
(FALGOUT; MARKOFF, 1995; FLAMAND et al, 1999;
WESTAWAY; GOODMAN, 1987; WINKLER et al., 1988).

Tanto na forma intracelular, como na forma secretada, NS1
associa-se a lipidios. Dessa forma, os dimeros podem interagir com a
membrana do RE em sitios onde ocorre a replicagdo viral. A proteina é
considerada cofator essencial nesse processo, e diversos estudos tém
demonstrado sua localizacdo junto a RNA de fita dupla e outros
componentes do complexo de replicagdo (GUTSCHE et al., 2011,
LINDENBACH; RICE, 1997; MACKENZIE; JONES; YOUNG, 1996;
MULLER; YOUNG, 2013). Por sua vez, as formas lipoproteicas
associadas a membrana e secretadas sdo altamente imunogénicas,
interagindo principalmente com componentes do sistema complemento
e sistema imune adaptativo (AKEY et al., 2014; AVIRUTNAN et al.,
2006, 2011; LIN et al., 2003). Depois de secretada, a proteina pode ser
liberada na corrente sanguinea dos individuos infectados, e alcancar
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concentracOes tdo altas quanto miligramas (mg) por mililitro (mL) no
plasma, por essa razdo NS1 é um importante marcador da infecgdo viral
(YOUNG et al., 2000).

1.5.6 Proteinas ndo estruturais 2A e 2B

NS2A ¢ a primeira de quatro proteinas hidrofobicas (NS2A,
NS2B, NS4A e NS4B) encontradas na poliproteina viral (CHAMBERS
et al., 1990a). Apresenta 24 kDa, e como mencionado anteriormente,
tem sua extremidade N-terminal determinada pela clivagem através de
uma protease indeterminada, residente do limen do RE (CHAMBERS;
MCCOURT; RICE, 1989; FALGOUT; MARKOFF, 1995). A juncao
NS2A-NS2B é clivada pela serina protease viral NS2B-NS3 no
citoplasma (CHAMBERS; MCCOURT; RICE, 1990).

Estudos envolvendo mutagGes na sequéncia de NS2A, em
diferentes flavivirus, demonstraram que a proteina esta envolvida tanto
na montagem dos virions, quanto na replicacdo, interagindo com
componentes do complexo replicativo (KUMMERER; RICE, 2002;
LEUNG et al., 2008; LIU; CHEN; KHROMYKH, 2003; MACKENZIE
et al., 1998; XIE et al., 2013). Além disso, NS2A parece inibir a
resposta imune mediada por interferon (IFN) do tipo | (MUNOZ-
JORDAN et al., 2003).

A outra proteina que integra a sub-regido NS2 da poliproteina
precursora viral € NS2B. Formada por apenas 130 aminoacidos, a
proteina apresenta cerca de 14 kDa e é produzida através da clivagem
pés-traducional de suas extremidades N- e C-terminal pelo complexo
NS2B-NS3 (CHAMBERS; MCCOURT; RICE, 1989; PREUGSCHAT;
YAO; STRAUSS, 1990). A proteina associa-se a membrana através de
trés dominios hidrofébicos, dois localizados na regido N-terminal e um
na regido C-terminal. Entre os dois dominios da regido N-terminal ha
também um dominio hidrofilico, formado por 40 aminoacidos altamente
conservados entre os flavivirus (CLUM; EBNER; PADMANABHAN,
1997). Através desses residuos conservados NS2B associa-se com NS3
formando o complexo NS2B-NS3 serina protease, no qual atua como
cofator (FALGOUT; MILLER; LAI, 1993; FALGOUT et al., 1991).

1.5.7 Proteina ndo estrutural 3
Com cerca de 70 kDa e 618 aminoacidos, NS3 é a segunda

maior proteina dos DENV. Trata-se de uma proteina multifuncional,
com funcdo serina protease, relacionada a regido N-terminal, aliada a
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funcBes de helicase e trifosfatase de sua porcdo C-terminal
(CHAMBERS et al., 1990a; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007
LUO et al., 2008). A atividade protease de NS3 é atribuida a um
dominio catalitico tipo tripsina, de 172 aminoacidos, localizado no tergo
amino-terminal da proteina. A atividade catalitica é dependente de pelo
menos 40 residuos de NS2B, com quem NS3 forma um complexo
estavel (CHAMBERS et al., 1990b; FALGOUT; MILLER; LAI, 1993;
PREUGSCHAT; YAO; STRAUSS, 1990).

O complexo serina protease viral NS2B-NS3 reconhece
preferencialmente sequéncias formadas por pares de residuos béasicos,
circundados por aminoacidos de cadeias laterais curtas, clivando
geralmente apés argininas (CHAMBERS; MCCOURT; RICE, 1990;
RICE et al., 1985). Esse tipo de clivagem, mediado por uma protease
viral, juntamente aquele mediado por signalases e furina, representam os
trés tipos de clivagem encontrados nos DENV (Figura 2b). O complexo
NS2B-NS3, por sua vez, é responsavel pela clivagem nas jungdes entre
NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5 (CHAMBERS et
al., 1990b; CLUM; EBNER; PADMANABHAN, 1997; FALGOUT et
al., 1991; PREUGSCHAT; YAO; STRAUSS, 1990); no interior de
NS2A, NS3 e NS4A (ARIAS; PREUGSCHAT; STRAUSS, 1993;
NESTOROWICZ; CHAMBERS; RICE, 1994; PREUGSCHAT,;
STRAUSS, 1991); e também entre C-prM (YAMSHCHIKOV;
COMPANS, 1995).

A porcdo remanescente de NS3, que corresponde a
aproximadamente 70% da proteina, estd envolvida no processo de
replicagdo viral. Especificamente, o dominio C-terminal apresenta
fungdes de RNA helicase, 5’ nucleosideo trifosfatase (NTPase) e RNA
5’ trifosfatase (RTPase). Essa estrutura pode ser dividida em trés
dominios cataliticos, I, Il e Ill, dispostos consecutivamente da
extremidade amino- para a carboxi-terminal. Sete motivos
caracteristicos das helicases da superfamilia 2 estdo presentes nos
dominios | e Il. Entre esses dominios esta a porcdo NTPase da proteina.
O altimo dominio, 11, parece ligar-se a NS5 (GORBALENYA et al.,
1989; JOHANSSON et al., 2001; WU et al., 2005; XU et al., 2005).

Como helicase, NS3 catalisa a separacdo entre a fita de RNA
recém-formada e a fita-molde, na presenca de cations bivalentes e
mediante hidrdlise de um nucleosideo trifosfato, usualmente adenosina
trifosfato (ATP), como fonte de energia (MATUSAN et al., 2001,
PAOLINI; DE FRANCESCO; GALLINARI, 2000). Por outro lado, um
estudo recente demonstrou que NS3 pode também catalisar o
anelamento de fitas de RNA complementares, de forma ATP-
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independente (GEBHARD; KAUFMAN; GAMARNIK, 2012). Além de
seu papel funcional, mutacdes no dominio helicase, acompanhadas de
mutacOes em E, tém sido associadas a neuroviruléncia viral em modelo
murino (BORDIGNON et al., 2007; DE BORBA et al., 2012).

1.5.8 Proteinas ndo estruturais 4A e 4B

NS4A e NS4B sdo proteinas transmembrana, altamente
hidrofobicas, com aproximadamente 16 e 27 kDa respectivamente. Os
primeiros residuos de NS4A aparentemente ndo interagem com a
membrana e parecem funcionar como cofator de NS3. Em seguida ha
trés regides hidrofdbicas associadas a membrana, e um pequeno loop
que expde o sitio de clivagem NS4A-2k para a signalase celular. A
regido C-terminal é formada pelo fragmento 2k, que atua como
sequéncia sinal para a translocacdo de NS4B para o limen do RE
(MILLER et al., 2007; NEMESIO; PALOMARES-JEREZ;
VILLALAIN, 2012; SHIRYAEV et al., 2009). NS4B, por sua vez,
parece ter dois segmentos hidrofébicos, que se associam a membrana no
limen do RE; e trés segmentos transmembrana na extremidade C-
terminal (MILLER; SPARACIO; BARTENSCHLAGER, 2006).

As duas proteinas estdo envolvidas com o processo de
replicagdo viral, fato esse reforcado pela presenca delas junto a
componentes do complexo de replicacdo e membranas derivadas do RE
em experimentos de colocalizagdo (LINDENBACH; RICE, 1999;
MILLER; SPARACIO; BARTENSCHLAGER, 2006; MILLER et al.,
2007). Além de atuar como cofator de NS3, regulando a atividade
ATPase, NS4A, juntamente a outras proteinas virais e do hospedeiro,
participa do rearranjo estrutural da membrana, processo essencial para a
replicagdo (ROOSENDAAL et al., 2006; SHIRYAEV et al., 2009).
Quanto a NS4B, estudos in vitro demonstram que ela pode também
atuar como modulador da replicacdo viral, através de uma interagcdo com
NS3. Nesse caso, NS4B atuaria dissociando NS3 das fitas simples de
RNA e, consequentemente, aumentaria a sua atividade helicase, uma vez
que disponibiliza a enzima para a ligacdo com outra fita dupla de RNA
(UMAREDDY et al., 2006).

1.5.9 Proteina ndo estrutural 5
NS5 é a maior (900 aminoacidos e aproximadamente 103 kDa

nos DENV) e também a mais conservada proteina dos Flavivirus. Trata-
se de uma proteina multifuncional, com atividade de metiltransferase
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(MTase) na sua por¢do N-terminal, e RNA polimerase dependente de
RNA (RdRP, do inglés RNA-dependent RNA polymerase) na sua
extremidade C-terminal (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007;
MANDL et al., 1989).

Como MTase, NS5 estd envolvida em dois dos quatro passos
que levam a formagdo do cap no RNA viral. Mais especificamente, a
proteina atua metilando o cap, na posi¢do da guanina-N7 e adenosina-
20 (GpppA — m(7)GpppA — m(7)GpppAm), atraves da transferéncia
de grupos metil de um S-adenosil-L-metionina (RAY et al., 2006). Ja a
por¢do com atividade RdARP, liga-se especificamente ao genoma viral
através da interacdo com um elemento promotor stem-loop A (SLA),
localizado na extremidade 5°. A ligagdo a SLA marca o inicio da
replicagdo do RNA viral. E a partir dele que a polimerase inicia a
extensdo dos cerca de 11.000 nucleotideos, até a extremidade 3°.

1.6 O CICLO VIRAL

O ciclo dos DENV no hospedeiro humano inicia com a
inoculagdo do virus através da picada do mosquito infectado.
Primeiramente, a partir do local da inoculagdo, o virus infecta células de
Langerhans e dendriticas imaturas na epiderme e derme, onde ocorre a
primeira série de replicagbes (WU et al., 2000). Em seguida, essas
células infectadas migram para os linfonodos drenantes, onde mondcitos
e macrofagos recrutados tornam-se alvos da infec¢do. Essa segunda
série replicativa amplifica a progénie viral e da origem ao estado
virémico, no qual o virus espalha-se pela corrente sanguinea e linfatica
através da infeccdo de células mononucleares e, finalmente, por diversos
6rgdos (JESSIE et al., 2004; MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS,
2009; WU et al., 2000).

Apesar de células dendriticas, mondcitos e macréfagos
desempenharem o papel principal na infeccdo e replicacdo dos DENV,
estudos tém demonstrado outras células como alvos em potencial. Sdo
exemplos: linfocitos B e T (LIN et al., 2002; MENTOR; KURANE,
1997), hepat6citos (SUKSANPAISAN; CABRERA-HERNANDEZ;
SMITH, 2007), células endoteliais (WEI et al., 2003), queratinécitos
(SURASOMBATPATTANA et al., 2011) e fibroblastos (KURANE;
JANUS; ENNIS, 1992). Quanto a dispersdo, antigenos dos DENV
foram encontrados em diversos 6rgdos e tecidos humanos naturalmente
infectados, como figado, baco, pulmao, rim, entre outros (JESSIE et al.,
2004; KILLEN; O’SULLIVAN, 1993).
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A entrada dos DENV nas células-alvo se da por endocitose
mediada pela interacdo entre a glicoproteina E viral e receptores
celulares de superficie. As porgdes de E envolvidas na adsorcéo ainda
ndo foram completamente determinadas, porém as evidéncias sugerem
que a ligacdo se dé ao nivel de E-DIIl (CHEN et al., 1997; CRILL;
ROEHRIG, 2001).

Os receptores envolvidos na infeccdo em humanos também néo
estdo bem definidos e, uma vez que os DENV infectam diferentes tipos
celulares, os receptores podem diferir entre as células-alvo. S&o
sugeridos como receptores primarios: DC-SIGN (do inglés Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin)
(NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; TASSANEETRITHEP et al.,
2003); a proteina regulada pela glicose-78 ou GRP78 (do inglés
glucose-regulating protein 78) (JINDADAMRONGWECH,;
THEPPARIT; SMITH, 2004); o receptor de manose (MILLER et al.,
2008); moléculas associadas a CD14 (CHEN; WANG; KING, 1999);
entre outros. Além disso, a infeccdo parece depender da interagdo com
receptores auxiliares como o0 heparan sulfato e outros
glicosaminoglicanos (CHEN et al., 1997).

Além da adsorcdo via interacdo proteina E-receptor, 0s
flavivirus podem também infectar mondécitos e macréfagos quando
complexados a anticorpos ndo neutralizantes. Nesse caso, 0 complexo
virus-anticorpo interage com receptores do tipo FcyR que reconhecem
regides constantes nas imunoglobulinas tipo G (IgG) (BALSITIS et al.,
2010).

Uma vez que a ligacdo ao receptor celular ocorre, as particulas
virais sdo internalizadas através da formacdo de vesiculas endociticas
recobertas por clatrina. Esses endossomos precoces sdo liberados no
citoplasma, sofrem uma acidificacdo, e maturam em endossomos tardios
onde a fusdo das membranas ocorre (VAN DER SCHAAR et al., 2008).
Em oposicdo a via classica de internalizacdo, um estudo de Acosta,
Castilla e Damonte (2009) demonstrou que a infeccdo de células Vero
por DENV-2, mas ndo por DENV-1, ocorre de forma independente de
clatrina e caveolina.

Seja qual for a via de internalizagdo adotada, o ciclo viral segue
com as particulas virais nos endossomos. A medida que essas vesiculas
amadurecem, o pH em seu interior diminui, o que desencadeia uma série
de alteracdes conformacionais na proteina E, culminando com a fuséo
das membranas celular e viral e liberacdo do RNA viral no citoplasma
(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).
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A proteina do envelope dos DENV ¢é classificada como uma
proteina de fusdo de classe Il, organizada em homodimeros nas
particulas virais maduras, com seu peptideo de fusdo hidrofobico no
topo de E-DII. Esses homodimeros de E se dissociam quando da
acidificacdo do meio em mondmeros, para entdo associarem-se
novamente como homotrimeros (Figura 3d). Os trés dominios de E
mantém seu dobramento praticamente inalterado durante esse processo,
sendo que as maiores mudangas se ddo ao nivel das orientacdes de cada
um deles, por meio da flexdo das regides de ligacdo interdominios. A
transicdo para o estado de homotrimeros é irreversivel, uma vez que, o
nimero de interacfes polares e apolares entre 0s mondmeros nesse
estado é muito maior do que no estado dimérico (ALLISON et al., 1995;
MODIS et al., 2004; STIASNY; HEINZ, 2006; STIASNY et al., 2002).

Durante a transigdo entre dimeros e trimeros, os peptideos de
fusdo antes cripticos tornam-se expostos, e passam a ocupar o topo do
trimero (Figura 3d). Os trés loops formam entdo uma espécie de “ancora
aromatica” (os aminoacidos triptofano-101 e fenilalanina-108 estdo
presentes), que se insere na membrana celular, e interage com a regido
haste de E, possibilitando a aproximagao entre as membranas e a fusdo,
detalhada na Figura 4 (ALLISON et al., 1995; MODIS et al., 2003,
2004).

a b c

Figura 4 — Mecanismo de fusdo proposto para proteinas de fusdo classe Il.
Através da adsorcdo e internalizagdo via endossomos (a), 0s virions sdo
expostos a uma reducéo de pH. Isso induz o dobramento de E-DII, de forma que
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o dominio projeta-se externamente a superficie do virion, expondo o peptideo
de fusdo e permitindo o rearranjo dos mondmeros lateralmente no plano da
membrana viral (b). Em seguida, o peptideo de fusdo insere-se na camada de
hidrocarbonetos da membrana da celula, promovendo a formacéo do trimero
(c). A partir dai, formam-se inimeras interacfes polares e apolares entre 0s
mondmeros do trimero, que se difundem desde o peptideo de fusdo até a base. A
etapa seguinte é mediada pelo deslocamento e giro de E-DIII, o que cria novas
interagBes no trimero e promove o dobramento da por¢do C-teminal de E
através do peptideo de fusdo. A energia liberada nesse processo possibilita a
formacdo de uma curvatura das membranas e, consequentemente uma
aproximacdo entre elas (d). Por fim, a criacdo de novos contatos entre a regido
“haste-ancora” e E-DII leva a um estado de “hemifusdo” e, finalmente, a
formacdo de um poro lipidico de fusdo (f). Padrdo de cores: E-DI estd em
vermelho; E-DII em amarelo; E-DIIlI em azul; Peptideo de fusdo em laranja;
regido da haste e ancora em azul claro; membrana viral e do endossomo em
marrom e verde, respectivamente. Adaptado de Modis et al. (2004).

Como resultado do processo de fusdo, 0 nucleocapsideo é
liberado no citoplasma, e 0 RNA é desnudado, ficando disponivel para a
replicagdo. Primeiramente, 0 RNA gendmico é utilizado como molde
para sintese de uma fita de RNA senso negativo, que servira entdo de
molde para sintese de multiplas fitas positivas. Essas novas fitas senso
positivo podem ser usadas como mRNAs na tradugdo das proteinas
virais, para sintese de novas fitas senso negativas, ou ainda, se associar
as proteinas estruturais na montagem de novos virions (ALCARAZ-
ESTRADA; YOCUPICIO-MONROY; DEL ANGEL, 2010;
LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

Uma vez que, 0 RNA viral pode atuar como mRNA, 0 genoma
associa-se ao RE rugoso (RER), onde a traducéo ocorre. Para que isso
seja possivel, varias mudancas sdo0 observadas nas estruturas
membranares do reticulo, que proporcionam a formacdo do
microambiente ideal para os componentes do complexo replicativo
(MACKENZIE; WESTAWAY, 2001; UCHIL; SATCHIDANANDAM,
2003). A associacdo do complexo as membranas é mantida
principalmente através das interac8es envolvendo as pequenas proteinas
hidrofobicas ndo estruturais (ver itens 1.4.6 e 1.4.8).

Assim como a replicacdo e tradugdo, a montagem dos virions
também ocorre em associacdo com as membranas intracelulares.
Inicialmente multiplas copias de C altamente basicas interagem com
uma Unica cépia de RNA gendmico no citoplasma, para formar o
nucleocapsideo. Em seguida, num processo rapido e coordenado, as
particulas adquirem o envelope a partir do brotamento para o lGmen do
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RER (Figura 5) (LINDENBACH; THIEL,; RICE, 2007; LORENZ et al.,
2002; MACKENZIE; WESTAWAY, 2001). Como anteriormente
mencionado, as proteinas E e prM séo sintetizadas juntas e permanecem
integradas as membranas do reticulo através de ancoras transmembrana
da regido C-terminal.

Os virions no lumen do RER sdo particulas imaturas, de
superficie irregular, com 60 projecGes formadas pelos heterotrimeros de
prM-E. Nessas projecdes, as trés subunidades de prM recobrem o0s
peptideos de fusdo localizados no topo das subunidades de E (LORENZ
et al., 2002; ZHANG et al., 2003b). Apds montadas, essas particulas sao
transportadas individualmente até o complexo de Golgi, através de
vesiculas (MACKENZIE; WESTAWAY, 2001). A maturagdo das
particulas virais ocorre na rede trans-Golgi, em duas etapas.
Primeiramente, a reducdo do pH induz uma mudanca conformacional
irreversivel nas proteinas prM e E. Em seguida uma protease residente,
furina, cliva o peptideo pr, liberando M. Essa clivagem gera uma
desorganizacéo do heterotrimero, e permite a reorganizacdo de E em 90
homodimeros, que formam a superficie esférica e regular das particulas
virais maduras (STADLER et al., 1997; YU et al., 2008a; ZHANG et
al., 2004). Finalmente, os virions maduros percorrem a via secretora do
Golgi, acumulam-se no compartimento endossomal e sdo liberados da
célula por exocitose (MACKENZIE; WESTAWAY, 2001).
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Figura 5 — O ciclo viral. Ap6s a adsorgdo, mediada pela ligagdo do virus ao
receptor celular, os virions sdo internalizados. O pH 4&cido no interior do
endossomo induz um rearranjo estrutural de E (como detalhado na Figura 4),
que possibilita a fusdo das membranas. O NC ¢ entédo liberado no citoplasma,
onde ocorre o desnudamento. Em seguida, o0 RNA viral é replicado, traduzido e
a poliproteina viral processada. A montagem ocorre no interior do RE, de onde
o0s virions brotam na forma de particulas virais imaturas. Essas particulas sdo
transportadas individualmente até o Golgi, no interior de vesiculas. No trans-
Golgi a exposicdo dos virions a um pH acido promove uma alteragdo
conformacional irreversivel do complexo prM-E, expondo o sitio de clivagem
para a furina protease celular. Ap6s a clivagem de pr, a proteina E reorganiza-se
em dimeros, dando origem aos virions maduros, que sao liberados para 0 meio
extracelular por exocitose. O padrédo de cores adotado é 0 mesmo da Figura 3.
Adaptado de: Stiasny; Heinz (2006).

1.7 IMUNOPATOLOGIA
1.7.1 Reposta imune mediada por anticorpos

A resposta imune a infeccdo pelos DENV esta envolvida tanto
na protecdo, quanto no desenvolvimento da doenca em humanos. A

resposta humoral efetora é normalmente mediada pela producdo de
anticorpos neutralizantes, e aquela associada a doenca, por anticorpos
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ndo neutralizantes e com reatividade cruzada entre os sorotipos virais
(ROTHMAN, 2011). Os principais alvos da resposta imune humoral s&o
as proteinas E, prM e NS1, mas anticorpos anti-C, anti-NS5 e anti-NS3
também sdo por vezes detectados (LAI et al., 2008; VALDES et al.,
2000).

A proteina do envelope é a maior determinante antigénica das
particulas virais e também o principal alvo para ambos os tipos de
anticorpos. Os epitopos estdo distribuidos por todos os trés dominios,
mas apresentam diferentes graus de acessibilidade a ligacdo dos
anticorpos de acordo com o estado conformacional da proteina (DE
ALWIS et al, 2012; HEINZ; STIASNY, 2012; LINDENBACH,;
THIEL; RICE, 2007).

Embora tenham sido encontrados epitopos para anticorpos
neutralizantes agrupados na ponta de E-DII, na regido da dobradiga
entre E-DI e E-DII de West Nile Virus (WNV), a maioria dos anticorpos
produzidos contra os dominios | e 1l de DENV apresentam reatividade
cruzada e ndo sdo neutralizantes (OLIPHANT et al., 2006; ROTHMAN,
2011). A regido do peptideo de fusdo do virus, por exemplo, por ser
altamente conservada entre os sorotipos, € usualmente alvo de
anticorpos com reatividade cruzada entre os DENV e outros flavivirus.
No entanto, uma vez que seus epitopos estdo praticamente inacessiveis
nas particulas virais maduras, esses anticorpos se ligam com baixa
avidez e apresentam baixa atividade neutralizante (CHERRIER et al.,
2009; CRILL et al., 2009; LAI et al., 2008; SUKUPOLVI-PETTY et al.,
2010).

Por outro lado, os epitopos da superficie lateral de E-DIII sdo os
principais alvos para anticorpos neutralizantes nos DENV. E, uma vez
que, este & o dominio com menor grau de conservacao, 0s anticorpos sdo
em sua maioria sorotipo-especificos. Ainda que, os anti-E-DIII
representem a menor fracdo de anticorpos produzidos na resposta
humoral global anti-DENV, a concentracdo deles parece correlacionar-
se positivamente com a poténcia de neutralizagcdo de amostras de soro
humano (CRILL et al., 2009; WAHALA et al., 2009).

Anticorpos especificos para as proteinas prM e NS1 tém sido
encontrados principalmente em infeccBes secundarias, e geralmente
apresentam alto grau de reatividade cruzada (LAI et al., 2008; VALDES
et al., 2000). Os anti-prM reagem com particulas virais imaturas ou
semimaduras, uma vez que a clivagem incompleta de prM parece ser um
evento comum nos DENV (DEJNIRATTISAL et al., 2010). J& os anti-
NS1, podem reagir contra a proteina associada a membrana das células
infectadas, ou a forma multimérica secretada. No primeiro caso, esses
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anticorpos podem ter um efeito protetor, direcionando a lise das células
infectadas através do complemento (EDELING; DIAMOND;
FREMONT, 2014; SCHLESINGER; BRANDRISS; WALSH, 1987).
Mas a maioria dos estudos relata os efeitos deletérios dos anti-NS1, ou
aumentando a ativacdo do complemento mediada pela propria proteina
(AVIRUTNAN et al., 2006), ou pela reatividade cruzada com
autoantigenos do hospedeiro, principalmente nas células endoteliais e
plaquetas, o que pode estar relacionado com os danos vasculares da
dengue hemorragica (CHANG et al., 2002; FALCONAR, 1997; LIN et
al., 2001, 2003).

A neutralizacdo de infecgbes causadas pelos flavivirus pode
ocorrer através de dois mecanismos conhecidos: inibi¢do da ligacdo aos
receptores celulares ou inibicdo da fusdo (TEOH et al., 2012;
THULLIER et al., 2001; VOGT et al., 2009). Esse evento parece ser
determinado por pelo menos trés fatores principais: afinidade e
concentracao dos anticorpos produzidos, e a acessibilidade aos epitopos.
Pierson et al. (2007), estudando diferentes anticorpos anti-E de WNV,
determinou o nivel minimo de ocupacao dos epitopos que proporcionava
neutralizacdo. De acordo com seus resultados, para que a infec¢do fosse
blogueada, pelo menos 30 das 180 subunidades de E deviam estar
ligadas a anticorpos, isso considerando os anticorpos monoclonais com
a atividade neutralizante mais potente. Ja aqueles pouco neutralizantes,
que reconhecem poucos sitios na superficie do virion, precisavam
ocupar um numero bem maior de subunidades. No entanto, quando
abaixo da concentragdo minima requerida, mesmo o0s potentes
anticorpos neutralizantes desencadearam o fenémeno de “aumento da
infectividade dependente de anticorpos” ou ADE (do inglés Antibody
Dependent Enhancement).

Assim como 0 WNV, os DENV também podem induzir ADE,
estando essa associada as manifestacdes clinicas mais graves da doenca.
O fendmeno é mediado principalmente por anticorpos ndo neutralizantes
especificos para as proteinas E e prM (DEJNIRATTISAI et al., 2010).
Nesse caso 0s anticorpos ligam-se ao virion, e como ndo ha
neutralizacdo, formam-se imunocomplexos capazes de interagir com
receptores celulares do tipo Fc. O aumento da infectividade ocorre, uma
vez que, a ligacdo a esses receptores favorece a internalizacdo dos
virions nas células hospedeiras, podendo ser até mais eficiente que
aquela mediada pelos receptores usuais (BALSITIS et al.,, 2010;
PIERSON et al., 2007).

Embora a infeccdo por DENV induza uma eficiente e duradoura
imunidade contra reinfecgfes por virus do mesmo sorotipo (infeccoes
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homotipicas) (SABIN, 1952), a ocorréncia de ADE estd comumente
relacionada aos casos de infecgdes secundarias heterotipicas, nas quais
os individuos sdo infectados com um sorotipo diferente do primeiro.
Nesses casos, num fendmeno denominado de “pecado antigénico
inicial”, as células B e T de memdria produzidas a partir da primeira
exposicdo respondem mais rapidamente que as células naive. No
entanto, como 0s sorotipos virais podem ser muito diversos em
sequéncia, essas células podem ndo apresentar a especificidade e avidez
ideal aos antigenos do segundo sorotipo. Assim sendo, hi uma producao
mais rapida, e com titulos mais elevados, de anticorpos contra o
primeiro sorotipo, com reatividade cruzada para o segundo, mas que sao
geralmente pouco ou ndo neutralizantes (MATHEW et al., 2011,
MIDGLEY etal., 2011; ROTHMAN, 2011).

Além do agravamento da doenca em pacientes infectados, a
ocorréncia de ADE é também um fator limitante para o desenvolvimento
de vacinas e imunoterapias. Nesse contexto, e ainda, na tentativa de
prevenir a evasdo viral via variagcdo antigénica, varios trabalhos tém
demonstrado a existéncia de anticorpos multineutralizantes anti-dengue.
Comum a esses anticorpos estd o fato de que os epitopos aos quais eles
se ligam sdo comumente cripticos, estdo localizados em regides
conservadas e que retém fungdo estrutural como o peptideo de fuséo e
outras regibes em E-DII (COSTIN et al., 2013; DENG et al., 2011;
SMITH et al., 2013), em E-DI (COCKBURN et al., 2012), na regido da
dobradica E-DI / E-DIl (DE ALWIS et al, 2012), e E-DIII
(COCKBURN et al., 2012b).

1.7.2 Resposta imune mediada por células, citocinas e complemento

Assim como a resposta humoral, a resposta imune celular aos
DENV esta tanto envolvida no controle da viremia e prote¢do, como nos
eventos relacionados a doenca. Os mecanismos envolvidos em cada um
desses processos, principalmente aqueles relacionados a prote¢édo, ndo
sdo bem entendidos, em parte devido a inexisténcia de bons modelos
animais para estudo que reproduzam a doenga (ROTHMAN, 2011).

Como mencionado anteriormente, depois de infectadas pelos
DENV, as células dendriticas imaturas migram até os linfonodos
drenantes. Nos linfonodos essas células podem diferenciar-se em células
dendriticas maduras, processar, e apresentar 0s antigenos virais, através
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) de classe | e Il, para as células T. Essas
células, por sua vez, respondem ao estimulo através de diversas funcdes
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efetoras, como proliferacdo, lise das células infectadas e producdo de
citocinas (ROTHMAN, 2011). Todavia, foi demonstrado que células
dendriticas infectadas com DENV podem apresentar uma falha no
processo de maturacdo, com menor expressdo de moléculas
coestimulatérias e de MHC, o que reduziria sua capacidade de
apresentacdo de antigeno para as células T. Além disso, essas células
dendriticas tendem a ser apoptdticas e respondem mal quando
estimuladas pelo fator de necrose tumoral (TNF, do inglés Tumor
Necrosis Factor) a. Uma vez que, esse processo impacta
significativamente a imunidade celular, tem-se sugerido que se trata de
um mecanismo de evasao viral (DEJNIRATTISAI; DUANGCHINDA,
2008; PALMER et al., 2005).

Os epitopos para ambos os tipos de células T sdo encontrados
por toda poliproteina viral, no entanto a maioria deles localiza-se em
NS3. Uma vez que eles sejam apresentados, as células T sdo ativadas, e
respondem com a lise das células infectadas e/ou produgéo de diversas
citocinas, como TNF, IFN gama (-y) e CCL4 (Chemokine (C-C motif)
ligand 4), por exemplo. No entanto, durante as infec¢fes primarias e
secundarias por DENV, as células T CD4* e CD8*, (CD, do inglés
Cluster of Differentation) encontradas no soro apresentam, em sua
maioria, reatividade cruzada entre sorotipos virais e, como as células B,
estdo sujeitas ao fendmeno de “pecado antigénico original” quando da
ocorréncia de infec¢fes secundarias heterotipicas (DUANGCHINDA et
al., 2010; FRIBERG et al., 2011a; MONGKOLSAPAYA et al., 2003).
Assim sendo, as células T especificas para um sorotipo podem interagir,
com peptideos variantes de outro sorotipo. Essa interagdo altera a
resposta funcional dessas células, enviesando a producdo de certas
citocinas, numa ordem ‘“hierarquica”, em detrimento de outras
(FRIBERG et al., 2011b). Nesse contexto, dados de Friberg et al.
(2011b) demonstram que das células T, que respondem quando
estimuladas com peptideos heter6logos, a maioria produz
principalmente CCL4, poucas produzem CCL4 e CD107a (usado como
marcador de degranulagdo), e menos ainda produzem CCL4, CD107a e
TNFa; ndo foram detectadas células produzindo IFN-y. Acredita-se
atualmente que a massiva ativacao das células T leva a producdo de uma
“tempestade de citocinas” e outras moléculas inflamatdrias. O ambiente
altamente pro-inflamatorio resultante seria o responsavel por aumentar a
permeabilidade no endotélio vascular, com perda de fluidos e proteina,
associados aos casos de DHF e DSS (PANG; CARDOSA; GUZMAN,
2007).
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Por outro lado, o desenvolvimento da doenca em humanos
também estaria relacionado a um mecanismo de evasdo da resposta
imune inata que os DENV desenvolveram. Varias de suas proteinas
atuam inibindo e degradando moléculas das cascatas de sintese e
sinalizagdo de IFNs do tipo I. S&o exemplos, o complexo NS2B-NS3 na
clivagem de STING (Stimulator of Interferon Genes), e NS5 na
degradacdo de STAT2 (Signal transducer and activator of transcription
2) (AGUIRRE et al., 2012; ASHOUR et al., 2009; MORRISON et al.,
2013; MUNOZ-JORDAN et al., 2003; RODRIGUEZ-MADO?Z et al.,
2010).

A respeito do papel protetor mediado pelas células T e suas
citocinas muito pouco foi elucidado. Todavia em um estudo de Yauch
et. al. (2009), usando uma cepa adaptada a camundongos de DENV-2
(S221), e camundongos IFN-a/BR”", demonstrou o papel protetor das
células CD8" na infeccdo primaria por DENV-2. Essas células
demonstraram atividade citotdxica in vivo, € na sua auséncia 0s autores
observaram um aumento na replicacdo viral. Além disso, a imunizacdo
dos animais com epitopos dominantes para células CD8* aumentou o
clearance viral apés a infeccéo.

Mais tarde, o mesmo grupo, usando o mesmo modelo,
demonstrou que células T CD4" especificas para DENV expressam IFN-
v, TNF, Interleucina-2 e CD40L e sdo capazes de lisar células
infectadas, no entanto a deplegédo delas ndo afeta a resposta mediada por
células T CD8* ou por anticorpos neutralizantes. Também no caso da
imunizacdo dos animais com epitopos para células T CD4", os autores
observaram um aumento no clearance viral apds o desafio (YAUCH et
al., 2010).

Outro estudo, envolvendo o teste de uma vacina tetravalente, no
qual os voluntarios eram primeiramente imunizados e, entdo desafiados
com DENV-1 ou DENV-3, demonstrou o possivel papel protetor do
IFN-y na fase aguda da doenga. A porcentagem de células T CD8",
produzindo IFN-y sete dias apds o desafio aumentou e permaneceu
constante naqueles individuos protegidos da doenca. No mesmo
periodo, ndo foram detectadas células CD8" produzindo interferon nos
individuos que adoeceram, sendo que nesses casos a producdo de IFN-y
retornou os niveis pré-desafio 14 dias ap6s (GUNTHER et al., 2011).

A ativacdo do sistema complemento também tem sido
considerada um fator importante no desenvolvimento dos casos mais
graves da doenca. Ela ocorre majoritariamente em resposta a proteina
NS1, na sua forma sollvel ou associada as membranas celulares. A
ativacdo pode ser aumentada quando na presenca de anticorpos anti-NS1
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e, especificamente, quando junto das superficies endoteliais, parece
contribuir para o extravasamento de fluidos dos vasos. Corroborando
essas sugestdes, grandes quantidades de NS1, anafilatoxina C5a e do
complexo SC5b-9 foram encontradas no fluido pleural de pacientes com
DSS (AVIRUTNAN et al., 2006; FALCONAR, 1997).

1.8 PAPEL DA PROTEINA “E” NA INFECTIVIDADE VIRAL

A importancia da proteina do envelope fica evidente dado que
ela estd envolvida nos dois principais processos que determinam a
infeccdo dos DENV: ligagdo ao receptor celular e fusdo. Ainda mais, se
considerarmos que é a inibicdo desses processos que possibilita a
neutralizagdo dos virions. No entanto, apesar de muitas estruturas de E,
em diferentes estagios de maturagdo, ja estarem disponiveis, pouco se
sabe a respeito dos residuos criticos no desempenho dessas fungoes.

Varios estudos demonstraram que mutagdes na proteina tém
impacto negativo na infectividade (BUTRAPET et al, 2011,
CHRISTIAN et al., 2013; HUANG et al., 2010; KROSCHEWSKI,
SAGRIPANTI; DAVIDSON, 2009), restringem o crescimento do virus
in vitro e reduzem a neuroviruléncia viral (HIRAMATSU et al., 1996;
PRYOR et al., 1998). Além disso, a inibicdo da infectividade viral tem
sido descrita pelo uso de varias moléculas e peptideos que atuam ou
ligam-se a E (ALHOQT et al., 2013; KATO et al., 2010; SCHMIDT;
YANG; HARRISON, 2010; SCHMIDT et al., 2012), e pelo uso de
anticorpos multineutralizantes (como descrito no item 1.6.1.1).

Baseado nessas evidéncias, a identificacdo dos “aminodcidos
criticos” na proteina do envelope, que ndo podem ser alterados sem
perda da infectividade, pode ter um grande impacto no desenvolvimento
de métodos de diagndstico e vacinas. Além disso, como a proteina E
consiste  no principal alvo para anticorpos neutralizantes,
multineutralizantes, e ndo neutralizantes, o estudo da interacdo destes
com o0s varios peptideos que compde a proteina é de fundamental
importancia para determinar o papel de cada uma destas regides tanto na
resposta imune efetora, quanto no desenvolvimento da ADE.

Nesse contexto, utilizando analises de bioinforméatica estrutural,
e procurando por regides da proteina que pudessem ser alvo de
anticorpos multineutralizantes, nosso grupo identificou a presenca de
dois peptideos conservados na estrutura de todos os quatro sorotipos
virais. Ambos estdo localizados no E-DII. O primeiro é o peptideo de
fusdo do virus, o qual apresenta funcdo bem definida como relatado
nessa revisdo. O segundo, que denominamos “Eazsp.o70”, possui 21
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aminoacidos e constitui a maior porcdo conservada da proteina E entre
0s quatro sorotipos. Devido a escassez de informacdes acerca de Eso-
270, ele foi objeto de estudo neste trabalho, sob a hipdtese de que
mutacdes em sua sequéncia diminuem a infectividade viral.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel de Ezs0-270 na infectividade dos DENV, através
da sintese de virus recombinantes mutantes.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Awvaliar sistematicamente a conservagdo de Eosp-270 NOS
Dengue virus

2. Gerar mutagfes na sequéncia que codifica 0 Ezso-270 em um
clone infeccioso do DENV1-BR/90;

3. Verificar a replicacdo e o potencial infeccioso dos clones
construidos em células de humanos e insetos;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANALISES DE BIOINFORMATICA

O peptideo de fusdo e Ezso-270 foram identificados a partir do
alinhamento (utilizando ClustalW2, parédmetros padréo) de sequéncias
da proteina E dos quatro sorotipos virais (nimeros de acesso no
GenBank: AAW?23164.1 para DENV-1, AAC59275.1 para DENV-2,
BAD42418.1 para DENV-3 e BAC77238.1 para DENV-4).

Com intuito de comparar o grau de conservacdo de Ezso-270 com
o restante da proteina E, e com a poliproteina como um todo, noés
avaliamos o grau de conservacdo de cada aminoacido em 480
sequéncias de DENV, 120 de cada sorotipo, aleatoriamente sorteadas.
A quantidade de genomas analisados foi limitada pelo nimero de
sequéncias disponiveis para DENV-4 no GenBank.

Para tal, em colaboracdo com o Dr. Francisco Lobo, da
Embrapa Informética Agropecudria, as sequéncias proteicas codificadas
por estes genomas foram alinhadas utilizando o programa MUSCLE
(EDGAR, 2004), com parametros-padrdo. O arquivo fasta resultante foi
analisado em um programa escrito na linguagem Perl. Este programa
calcula, para cada posi¢do do alinhamento, o aminoacido (ou gap) mais
presente, e a frequéncia do mesmo. Os dados de frequéncia foram
plotados nos graficos utilizando o ambiente estatistico R. O script em
Perl e os comandos em R estdo disponiveis mediante solicitagdo ao
autor.

3.2 SELECAO DAS MUTACOES

Para estudar a funcdo do conservado peptideo Eazso-270 NO
contexto da infeccdo buscamos alterar suas propriedades bioquimicas
através da substituicdo das cadeias laterais de aminoacidos selecionados.
Para tal, dispomos da estrutura cristalizada da proteina do envelope
(Protein Data Bank (PDB) cédigo: 1TG8 e 10K8), 0 que nos permitiu
desenhar essas mutacdes com o minimo de impacto na estrutura geral da
proteina. Para avaliar e quantificar se cada aminodcido tinha suas
cadeias laterais acessiveis na superficie da estrutura tridimensional da
proteina utilizamos o software ASA (http://www.netasa.org/asaview/).
Os residuos que tiveram mais de 50% de acessibilidade na superficie da
molécula, e ainda, considerando-se a distribuicdo de cargas dessa regido
da proteina (avaliada pelo software Pymol: http://www.pymol.org/),
foram escolhidos para as mutacdes. Essas andlises, a selecdo das
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mutacdes, e a modelagem dos mutantes foram feitas em colaboracdo
com o Dr. Brian Ferguson, da University of Cambridge.

Outras mutacGes foram propostas a partir de um alinhamento da
sequéncia aminoacidica de Ezso270 do DENV1-BR/90 (GenBank:
AANG60367.2) com outros flavivirus. Foram comparadas as sequéncias
de cepas de Yellow fever virus (YFV - GenBank: AAX47569.1), Tick-
borne encephalitis virus (TBEV - GenBank: CAA54069.1), West Nile
virus (WNV - GenBank: ABZ10679.1) e Japanese encephalitis virus
(JEV - GenBank: ADN27988.1).

Ao todo foram selecionados 14 mutantes (denominados
Mutante A a O). O efeito das mutagcdes de cada um dos residuos
individualmente (na estrutura secundaria da proteina, estabilidade,
acessibilidade ao solvente e na formacéo de pontes de hidrogénio) foi
avaliado através do software SDM/Mordred, utilizando parametros
padréo (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~sdm/sdm.php).

3.3 SINTESE DOS MUTANTES

Para a sintese dos clones infecciosos, sequéncias de Ezsp-270
contendo as mutagdes de interesse foram subclonadas em um
cromossomo artificial bacteriano (BAC, do inglés Bacterial Artificial
Chromosome), que codifica a poliproteina do DENV1-BR/90 (SUZUKI
et al., 2007). Esse BAC, aqui denominado pBACDV1, foi gentilmente
cedido pela Dra. Claudia Nunes Duarte dos Santos, do Instituto Carlos
Chagas, Fiocruz. Aqueles resultantes das clonagens, aqui denominados
pBACMut, foram utilizados para a sintese dos clones infecciosos,
através da transcrigdo in vitro.

3.3.1 Desenho e sintese dos genes mutados

A estratégia de clonagem escolhida para a insercdo das
mutac8es contou com a sintese de dois plasmideos. O plasmideo 1 (P1),
contendo a sequéncia de Easo270 cOm as mutagdes de interesse; e 0
plasmideo 2 (P2), contendo a sequéncia correspondente a proteina E do
virus em pBACDV1. O gene mutado desse primeiro plasmideo foi
inicialmente clonado no segundo, e este em pBACDV1 como
demonstrado na Figura 6.
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Desenho das mutagdes
e sintese génica

100bp

Plasmideo 1l —

l 12 Clonagem
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« 2635bp
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22 Clonagem

BR90-Bac L CPM E | NS1 NS2a NS2b NS3 NS4a Ns4b NS5

11kbp

Figura 6 — Estratégia utilizada para insercdo das muta¢des em pBACDV1.

Para o desenho do primeiro plasmideo, inicialmente procuramos
em pBACDV1, por sitios de restricdo proximos a sequéncia de Ezso-270.
O sitio de restricdo da enzima Aatll mais proximo a regido do Peptideo
foi escolhido para demarcar a extremidade 3’ do gene sintético. A partir
dessa extremidade 3’, contamos 100 nucleotideos a montante, onde
inserimos um sitio de restricdo para Sphl. Dessa forma, o gene sintético
de P1 contém a regido de Ezso270 em pBACDV1, flanqueada por
extremidades para as enzimas Aatll e Sphl, num total de 100
nucleotideos (Figura 6). Foram desenhadas 13 variagfes do plasmideo 1,
cada uma delas contendo a regido de Ezsp-270 com as mutagdes de B a O.

A sequéncia de pBACDV1 também serviu como molde para o
desenho do gene sintético contido no plasmideo 2, como demonstrado
na Figura 7. Esse gene corresponde ao fragmento entre os sitios de
restricdo das enzimas Notl e Mlul em pBACDV1, com 2.635 pares de
bases, e contendo toda a sequéncia da proteina E viral. Alguns
nucleotideos foram substituidos nesse gene para a insercdo e delecdo de
sitios de restricdo. Primeiramente, nds adicionamos um sitio de restricdo
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para a enzima Sphl proximo a regido 5° de Ezse.270 (Figura 7), que
possibilitaria a clonagem do gene sintético de P1 (Figura 6). Mais duas
mutacBes foram criadas com o intuito de excluir sitios de restricéo
sobressalentes de Aatll e Sphl existentes na sequéncia original desse
primeiro gene (marcadas com um asterisco na Figura 7). As mutacOes
inseridas tanto para criacdo do sitio de Sphl, quanto para remogéo dos
sitios sobressalentes, se deram exclusivamente ao nivel de nucleotideos,
sem acarretar em mutacfes na sequéncia aminoacidica. Finalizando o
desenho de P2, adicionamos na regido de Easoo70 as mutagdes
correspondentes a0 Mutante A. Dessa forma, esse mutante ndo passou
pela primeira etapa de clonagens.

Notl
Sphl*
P Aatll
Aatl* Local do
* novo sitio
Sphl

~Ezs0270

Miul . ~ Sphl Aatll

2635bp e

Plasmideo 2

17870 bp Sphl

pBACDV1

*sitios de restricio deletados
na sequéncia do Plasmideo 2

Swal
Figura 7 — Esquema representativo de pBACDV1 e Plasmideo 2.

Todos os 14 fragmentos génicos (P2 com Mutante A, e 0s 13 P1
com mutantes de B a O), foram sintetizados pela empresa Genscript, em
um plasmideo pUC-simple “knock-out” para o sitio da enzima de
restricdo Aatll.

3.3.2 Primeira Clonagem
Inicialmente todos os 14 plasmideos foram utilizados na

transformagdo de células Dh5a (Invitrogen™) por eletroporagdo. As
células transformadas foram incubadas em meio SOC sem antibi6tico, a
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37°C, 120 rotacBes por minuto (rpm), por 60 minutos. E, entdo,
distribuidas em placas de meio Luria-Bertani (LB) -4gar com ampicilina
(100 pg/mL). As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 16 horas.

Algumas coldnias foram entdo selecionadas e testadas quanto a
presenca do gene de interesse, por meio da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction), utilizando
iniciadores especificos para o vetor pUC-simple (iniciadores M13 — ver
item 3.3.2.2). Os produtos da PCR foram verificados através de
eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Em seguida selecionamos uma coldnia positiva para cada gene
mutante, e estas foram inoculadas em 10 mL de meio LB com
ampicilina, e incubadas a 37°C, 120 rpm por 16 horas. A partir dessa
cultura recuperamos o0s plasmideos mutados através de uma
midipreparacdo do Plasmideo 2 (HiSpeed Plasmid Midi Kit - Qiagen, de
acordo com as recomendagBes do fabricante), e minipreparacdes dos
demais (ver protocolo no item 3.3.2.1).

Com o DNA plasmidial obtido realizamos a primeira etapa das
clonagens, que consistiu da restricdo de todos os 14 plasmideos com as
enzimas Aatll e Sphl e subsequente ligacdo dos fragmentos de 100
nucleotideos no Plasmideo 2 (Figura 6).

As restricdes foram realizadas em duas etapas, utilizando
reagentes e protocolo adaptado do fabricante das enzimas (Promega).
Para restricio de aproximadamente 1,5ug do DNA plasmidial,
adicionamos 1,5 pL de Tampdo J, 0,15 pL albumina sérica bovina
(BSA, do inglés Bovine serum albumin) 100x, 3 uL de Aatll (5U/uL) e
agua livre de nucleases em quantidade suficiente para completar 15 L.
A reacdo permaneceu incubada por quatro horas a 37°C, seguida da
inativacdo da enzima por aquecimento a 65°C por 15 minutos. Em
seguida, todo o volume da reacdo anterior foi incubado com mais
1,25uL de Tampédo K, 1,5 pyL de Sphl (10U/uL) e &gua livre de
nucleases em quantidade suficiente para completar 20 pL. A reacdo foi
incubada por quatro horas a 37°C e a enzima inativada da mesma forma.
Apds a inativacdo, todo o volume das amostras foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, para produto da reacdo do
Plasmideo 2, e 3% e para as reacGes do Plasmideo 1, como demonstrado
na Figura 11.

As bandas de interesse foram excisadas do gel e o DNA
purificado com o illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE), de acordo com as recomendaces do fabricante.

O DNA obtido através da digestdo do Plasmideo 2 foi entdo
recuperado em 26 pL de agua livre de nucleases e submetido a
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defosforilagdo, por meio da incubacdo com 1U de Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP, Promega) e 3 pL de tampédo SAP 10x, a 37°C por 15
minutos, seguido de inativagdo a 65°C por 15 minutos. O DNA
recuperado da digestdo do Plasmideo 1 foi diluido em 20 uL, e todas as
amostras foram entdo dosadas por espectrofotometria usando NanoVue
(GE).

Em seguida realizamos a ligacdo dos pequenos fragmentos de
100 pares de bases (resultantes da digestdo do Plasmideo 1), aqui
nominados como inserto, no vetor resultante da digestdo do Plasmideo
2. Para a ligacdo foram utilizados 0,5 YL da enzima T4 DNA ligase
(5U/uL, Fermentas), 3 pL de tampédo T4 10x, 3 pL do vetor, inserto em
quantidade suficiente para uma concentragdo 10 vezes maior que a do
vetor, e &gua livre de nucleases para completar 30 pL. A reacdo
permaneceu a 4°C por pelo menos 16 horas.

Os plasmideos resultantes dessa ligacdo, bem como o vetor
linearizado e defosforilado, foram usados na transformagdo de células
Dh5a (Invitrogen™) por eletroporagdo, que foram distribuidas em
placas em meio LB-a4gar com ampicilina, e incubadas como
anteriormente descrito.

As col6nias obtidas foram testadas quanto a presenca do gene
de interesse pela técnica do PCR de colbnia (ver item 3.3.2.2), e 0
produto de PCR visualizado através de uma eletroforese em gel de
agarose 1,5% como demostrado no gel representativo da Figura 12.

As col6nias positivas foram selecionadas, inoculadas em 10 mL
meio LB com ampicilina (100 pg/mL), e permaneceram incubadas a
37°C, 120 rpm, por 16 horas. Ap6s o crescimento, 0 DNA plasmidial foi
extraido pelo método de minipreparacdo em tubo descrito no item
3.3.2.1. A integridade do DNA obtido foi visualizada através de
eletroforese em gel de agarose 1%. Além disso, a confirmagdo da
presenca dos genes de interesse nas minipreparacdes foi realizada
através de PCR (item 3.3.2.2) e sequenciamento, ambos usando
iniciadores M13. O sequenciamento foi realizado no Laboratério de
Protozoologia da UFSC.

3.3.2.1 Extracdo de DNA plasmidial: minipreparacdo em tubo

Inicialmente as culturas bacterianas foram centrifugadas a
12.100 x g por cinco minutos, para recuperacdo das células. Apos
descarte do sobrenadante, as células foram homogeneizadas em tampao
GET (item 3.13: meios e solucdes) e incubadas por cinco minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram incubadas com
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tampdo de lise por 10 minutos & temperatura ambiente; com tampéo de
neutralizacdo por mais 10 minutos e centrifugadas a 12.100 x g por 10
minutos.

Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para os
pocos de uma placa com filtro, posicionada e presa sobre uma placa de
96 pogos. As placas foram centrifugadas a 2.254 x g, por cinco minutos.
A fase aquosa filtrada foi entéo transferida para microtubos, adicionada
de isopropanol absoluto para precipitacio do DNA, e centrifugada
novamente a 12.100 x g, por 30 minutos. O DNA precipitado foi lavado
por meio da adicdo de etanol 70% gelado, e centrifugado a 12.100 x g
por cinco minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado, o DNA
deixado secar a 37°C, e, entdo diluido em 30 pL de agua livre de
nucleases (Gibco), e tratado com 1 pg de ribonuclease (RNase,
Invitrogen™).

3.3.2.2 PCR dos genes em pUC Simple

Todas as PCR realizadas até a primeira clonagem utilizaram o0s
iniciadores M13 (M13 Forward:
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC, M13 Reverse:
TCACACAGGAAACAGCTATGAC) e reagentes da GoTaqg® DNA
Polymerase (Promega). Sendo que cada uma das reagdes continha: 1U
de Taq DNA polimerase, 10 pmol de cada um dos iniciadores, 1 pL
tampdo GoTag 10X, 0,2 pL dNTP (10 mM), 0,3 pL de cloreto de
magnésio (50 mM), 0,1 puL de DNA (minipreparagfes) ou o raspado da
colénia, e agua livre de nucleases em quantidade suficiente para
completar 10 pL. As condi¢bes de amplificacdo podem ser observadas
no Quadro 1.

Quadro 1 - Condi¢bes de amplificacdo utilizando iniciadores M13

N° Etapa Temperatura Tempo
1 Des_na}tL_Jragao 95°C 4 minutos
inicial
2* Desnaturagéo 95°C 30 segundos
3* Anelamento 57°C 30 segundos
2 minutos: P1 de B-O; 4
4* Extensdo 72°C minutos: P2 e plasmideos
resultantes da 12 clonagem.
5 Extensdo final 72°C 4 minutos

*QOs passos 2,3 e 4 foram repetidos 35 vezes antes da extensdo final.
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3.3.3 Segunda clonagem
3.3.3.1 Extracdo do DNA de pBACDV1

Inicialmente, as células transformadas com pBACDV1
recebidas do ICC foram estriadas em placas de meio Terrific Broth (TB,
Invitrogen™) -4gar com cloranfenicol (15 pg/mL) e incubadas a 30°C,
por pelo menos 30 horas. As coldnias obtidas foram testadas por PCR
utilizando iniciadores Mut (ver item 3.3.3.4).

Uma colbnia positiva foi selecionada e inoculada em 10 mL
meio TB com cloranfenicol (15 pg/mL), e permaneceu a 30°C, 120 rpm
por 16 horas. Em seguida, a cultura foi adicionada a 500 mL de meio
TB com cloranfenicol, e incubada novamente a 30°C, 200 rpm por 24
horas. As células foram entdo recuperadas através de centrifugacdo e
utilizadas para extragdo do DNA plasmidial em duas maxipreparagdes,
utilizando o HiSpeed® Plasmid Maxi Kit (Qiagen), de acordo com as
recomendacg6es do fabricante.

A integridade do DNA obtido a partir da maxipreparacéo foi
verificada em eletroforese em gel de agarose 0,8%, e a presenca do gene
de interesse por PCR (item 3.3.3.4).

3.3.3.2 Digestédo de pBACDV1 e dos plasmideos resultantes da primeira
clonagem

A reacdo de digestdo de pBACDV1 foi realizada em etapa
Unica, seguindo as recomendagdes e reagentes fornecidos pelo
fabricante das enzimas (Promega). Para tal utilizamos cerca de 2 a 2,5
Hg de DNA, 2 pL de Tampéo D, 3 pL de Notl (10U/uL), 3 pL de Mlul
(10U/uL), 0,2 pL de BSA 100x e agua livre de nucleases em quantidade
suficiente para completar 20 pL. As reacGes permaneceram a 37°C, por
quatro horas. Em seguida, todo o volume foi aplicado em uma
eletroforese em gel de agarose 0,5% (Figura 13a).

Apds eletroforese, as bandas correspondentes ao vetor
linearizado foram excisadas do gel, e o DNA purificado com o
illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O DNA foi recuperado em
20 pL de agua livre de nucleases e submetido a defosforilacdo. Para tal
foi incubado com 1U de SAP (Promega), 3 JL de Tampdo SAP 10x e 6
pL de agua livre de nucleases, a 37°C por 15 minutos, seguido da
inativacdo a 65°C por 15 minutos. As amostras foram entdo dosadas por
espectrofotometria usando NanoVue (GE).
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Para a restricio dos plasmideos resultantes da primeira
clonagem incubamos 3 pL de DNA com 1,5 pL de Tampéo D, 0,15 pL
de BSA 100x, 0,5 pL de Pvul e agua livre de nucleases em quantidade
suficiente para completar 15 pL. Para cada um dos plasmideos, trés
reacOes foram preparadas, que permaneciam incubadas por trés horas, a
37°C. Em seguida, foram adicionados 0,8 pL de Tampédo D, 0,5 uL de
Notl (10 U/uL), 0,5 puL de Mlul (10 U/uL), 0,1 puL de BSA 100x e agua
livre de nucleases em quantidade suficiente para completar 20 pL. As
reacbes permaneceram por quatro horas, a 37°C. Para alguns dos
mutantes a primeira etapa de restrigdo com Pvul foi suprimida, e, nesse
caso, a reacdo de restricdo com Notl e Mlul foi ajustada para 20 pL.
Todo o volume das reag6es foi aplicado em uma eletroforese em gel de
agarose 2% como demonstrado em um gel representativo na Figura 13b.

As bandas correspondentes aos genes mutados foram excisadas
do gel e o DNA purificado com o illustraTM GFXTM PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE) de acordo com as recomendagdes do
fabricante, e dosado em NanoVue (GE).

3.3.3.3 Ligacdo em pBACDV1

Para a ligacdo dos fragmentos de 2.635 pb, aqui nominados
como inserto, no vetor pPBACDV1, foram utilizados 0,5 pL da enzima
T4 DNA ligase (Fermentas), 3 uL de tampdo T4 10x, 3 pL do vetor,
inserto em quantidade suficiente para uma concentracdo de trés a 10
vezes maior que a do vetor (dependendo da disponibilidade de DNA de
cada inserto), e agua livre de nucleases para completar 30 uL. A reacéo
permaneceu a 4°C por pelo menos 16 horas.

Metade do volume de cada uma das reacGes de ligacdo, e
também 3 pL do vetor defosforilado, foram utilizados para a
transformagdo de Dbactérias TOP10 F’ (Life Technologies)
quimiocompetentes. Para transformagdo pelo método de “choque-
térmico”, adicionamos o DNA as células competentes apds o
descongelamento das mesmas e homogeneizamos delicadamente. As
células permaneceram em gelo por 30 minutos. Em seguida, foram
incubadas a 42°C por 45 segundos e novamente no gelo por 2 minutos.
Adicionamos entdo 300 pL de meio TB sem antibidtico e as
mantivemos a 30°C, 120 rpm, durante uma hora. As células foram entdo
distribuidas em placas de meio TB-agar, com cloranfenicol (15 pg/mL),
que foram incubadas a 30°C por pelo menos 30 horas.

As colbnias obtidas foram testadas pela técnica do PCR de
colénia (item 3.3.3.4), e o produto de PCR visualizado através de uma
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eletroforese em gel de agarose 2%, como demonstrado no gel
representativo da Figura 14. As colbnias positivas foram entéo
selecionadas, inoculadas em 10 mL de meio TB com cloranfenicol (15
pg/mL), e incubadas a 30°C, 120 rpm por 16 horas. A cultura resultante
foi utilizada para extracdo de DNA de acordo com o protocolo de
minipreparacdo descrito no item 3.3.2.1.

O DNA plasmidial extraido de cada mutante, agora
denominados pBACMutA-O, foi testado quanto & presenca dos genes de
interesse, por PCR e sequenciamento parcial (realizado no Laboratério
de Protozoologia da UFSC), ambos usando os iniciadores Mut. As
amostras positivas foram entdo preparadas na forma de maxipreparagdes
(conforme protocolo descrito no item 3.3.3.1 para pBACDV1), e
encaminhadas para sequenciamento completo pela empresa Macrogen.
Por fim, alguns mutantes foram parcialmente re-sequenciados para
verificagdo de mutagdes espurias pela empresa Myleus Biotecnologia.

3.3.3.4 PCR para amplificagdo do segmento de E2so-270

Novos iniciadores (Mut) foram desenhados para confirmar a
presenca da regido de Ezso270 em pBACDV1 e pBACMut através de
PCR. Cada reacéo era preparada contendo: 0,5U de Maxima Hot Start
Tag DNA Polymerase (Fermentas), 10 pmol de cada um dos iniciadores
(Mut Forward: CTTACCACTGCCTTGGACTTCG; Mut Reverse:
AGAACAGTTCCATGCTGGGTCTCA), 1 pL tampdo Maxima Hot
Start 10x, 1 puL dNTP (2 mM), 0,6 uL de cloreto de magnésio (25 mM),
0,1 uL de DNA (minipreparagdes) ou o raspado da col6nia, e agua livre
de nucleases em quantidade suficiente para completar 10 pL. As
condi¢bes de amplificacdo podem ser observadas no Quadro 2.

Quadro 2 - Condi¢6es de amplificacdo utilizando iniciadores Mut

N° Etapa Temperatura Tempo

1 Desnaturagéo inicial 95°C 10 minutos
2% Desnaturagéo 95°C 1 minuto
3* Anelamento 60°C 45 segundos
4* Extensdo 72°C 30 segundos
5 Extensdo final 72°C 5 minutos

*QOs passos 2,3 e 4 foram repetidos 40 vezes antes da extensdo final.
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3.4 TRANSCRICAO in vitro

Os procedimentos de transcri¢do in vitro e transfeccdo foram
realizados da mesma forma, e em paralelo para pBACDV1 e
pBACMutJ. Aqui a descrigdo do método serd dada genericamente.

Primeiramente o DNA plasmidial foi linearizado com a enzima
de restricdo Swal (New England Biolabs) de acordo com as
recomendacgfes do fabricante. A reagdo foi preparada pela mistura de 2
pg de DNA plasmidial, 5 pL tampdo (NEBuffer 3.1), 2,5 puL de BSA
10x, 5 pL de enzima e agua em quantidade suficiente para 50 pL. Apds
0 preparo a reacdo foi incubada por 16 horas a 25°C.

Para verificar a digestdo do plasmideo, 2 pL da reacdo foram
utilizados em uma eletroforese em gel de agarose 0,8%, como pode ser
observado na Figura 15a, e o restante foi purificado pelo método do
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico.

Brevemente, para precipitagdo do DNA linearizado, foram
adicionados ao produto da restricdo 12 pL de solucdo de cloreto de
sodio (NaCl) 1 M, 1 pL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%, 2 pL de
acido etilenodiamino teracético (EDTA) 0,5 M, 1 pL de glicogénio de
ostra (10 mg/mL) e 60uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1, ver item 3.13: meios e solugbes). A mistura foi entdo
homogeneizada e centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos. Apos
centrifugacdo, toda fase aquosa foi transferida para um novo microtubo
e a esta foram adicionados 60 L de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(24:24:1). Novamente a mistura foi homogeneizada e centrifugada nas
mesmas condicdes, e a fase aquosa transferida para um novo microtubo
onde foram adicionados de 60 pL de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1). Apds nova centrifugacdo e transferéncia da fase aquosa, foram
adicionados a solucdo trés volumes de etanol absoluto e esta
permaneceu incubada a -20°C por 16 horas.

Apds a incubacdo as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g
por 20 minutos, a 4°C. O etanol foi entdo descartado e foram
adicionados aos tubos trés volumes de etanol 70%, que foram
novamente centrifugados a 16.000 x g, 4°C, por 10 minutos. O etanol
foi novamente descartado e os tubos incubados a 37°C para secagem do
DNA precipitado. O DNA foi recuperado em 10 pL de agua livre de
nucleases. Uma aliquota foi separada para dosagem (NanoVue) e
eletroforese em gel de agarose 0,8%, e o0 restante armazenado a -20°C
até o momento do uso.

Para a reacdo de transcrigdo in vitro utilizamos 0 MEGAscript®
T7 High Transcription Kit (Ambion) com adaptacdes as recomendagdes
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do fabricante. Cada uma das reac@es foi preparada de modo a conter 0,8
pg de DNA plasmidial linearizado e purificado, 2 pL da solucdo de ATP
(75 mM), 2 uL da solucéo de CTP (75 mM), 1 uL da solugdo de GTP
(75 mM), 2 pL da solucéo de UTP (75 mM), 2 uL do tampéo 10X, 1 pL
de 40 mM RNA cap structure analog m7G(5")ppp(5)G (New England
Biolabs), 2 pL da enzima T7 e &gua livre de nucleases em quantidade
suficiente para completar 20 pL. A reacdo foi incubada em
termociclador a 37°C por trés horas e, em seguida, tratada com 2 U de
TURBO DNase (Ambion) por 15 minutos a 37°C. Da amostra obtida
0,5 pL foram utilizados em uma eletroforese em gel de agarose 0,8%
livre de RNases, e o restante foi purificado seguindo protocolo a seguir.

3.4.1 Purificacdo do RNA transcrito

Para a purificagdo do RNA transcrito utilizamos o RNeasy®
mini kit (Qiagen) com algumas adaptacGes as recomendagdes do
fabricante. Primeiramente, ajustamos o volume da amostra de RNA
transcrito para 100 UL com agua livre de nucleases. Adicionamos entdo
as amostras 350 uL de tamp3o RLT contendo B-mercaptoetanol (na
propor¢cdo de 1:100). Homogeneizamos a amostra por pipetagem e
adicionamos a esta 250 pL de etanol 96%. Homogeneizamos novamente
e, em seguida, todo o volume foi transferido para a coluna do kit, que foi
centrifugada por 15 minutos a 8.000 x g. Ap6s a centrifugacéo o volume
liquido do tubo coletor foi descartado e adicionamos 500 pL de tampao
RPE a coluna. Centrifugamos novamente a 8.000 x g por dois minutos.
A coluna foi transferida para novo tubo coletor e a ela adicionamos 30
ML de agua livre de nucleases para diluicdo do RNA. Ap6s um minuto
de incubacdo a temperatura ambiente, centrifugamos a 8.000 x g por um
minuto. Uma aliquota da amostra obtida foi usada para dosagem
(NanoVue) e eletroforese em gel de agarose 0,8% livre de RNases
(Figura 15 b), e o restante foi armazenado a -80°C até o momento do
uso.

3.5 CULTURA DE CELULAS
3.5.1 Células Huh-7.5

As células de linhagem de hepatoma humano, Huh-7.5, foram
mantidas e propagadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium:

Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12, Gibco) 1X, suplementado 10% de
soro fetal bovino (SFB, Gibco) e 1% de penicilina/estreptomicina
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(Gibco), a temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de didxido de
carbono (COy).

As células utilizadas em ensaios de transfeccdo, titulagéo viral e
imunofluorescéncia indireta (IFI) foram normalmente propagadas em
placas para cultura celular de 24 pocos. Para tal, a monocamada de
células das garrafas de cultura foi lavada duas vezes com solugdo salina
0,9% estéril (Eurofarma), e as células aderentes removidas através da
adicdo de tripsina/EDTA 0,05% (Lonza). As células permaneceram
incubadas com tripsina a 37°C, em atmosfera de 5% de COg, por seis
minutos. As células foram entdo individualizadas através do jateamento
vigoroso por pipetagem. Uma aliquota das células foi entéo diluida 20
vezes em reagente azul de tripan (Gibco) para contagem em Camara de
Neubauer. Ap6s a contagem, as células foram diluidas em meio
DMEM/F12 com SFB e antibidtico, e distribuidas homogeneamente nos
pocos. Para placas de 24 pogos utilizamos 6 a 7 x 10* células e para
placas de seis pogos 2 x 10°. As placas permaneceram incubadas por 16
a 24 horas, quando a monocamada celular atingiu a confluéncia ideal
para realizacdo dos experimentos (70 a 80%).

Em alguns ensaios de IFI foram utilizadas laminulas de vidro
circulares, estéreis e livres de RNases, recobrindo o fundo dos pogos.

3.5.2 Células C6/36

As células de Aedes albopictus, da linhagem C6/36, foram
mantidas e propagadas em meio Leibovitz's L-15 (Gibco) 1X,
suplementado 10% de SFB (Gibco), 0,26% de triptose e 50 pg/mL de
gentamicina, a temperatura de 28°C em estufa tipo B.O.D. (Biochemical
oxygen demand).

Para as transfecces, as células foram preparadas em placas
para cultura celular de 24 pocos. Inicialmente, a monocamada de células
das garrafas de cultura foi lavada duas vezes com solucéo salina 0,9%
estéril (Eurofarma). Um volume pequeno de meio foi adicionado e as
células aderentes removidas com auxilio de um rodo para cultura
celular. Para completa separacdo, as células foram individualizadas
através do jateamento vigoroso por pipetagem. A contagem e diluicdo
das células foram realizadas da mesma forma que para Huh-7.5, mas
nesse caso as células eram distribuidas na ordem de 1 x 10° células por
poco. As placas permaneceram incubadas por 16 a 24 horas, até que a
monocamada celular atingisse a confluéncia ideal.
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3.6 TRANSFECCAO

Para transfeccdo as células foram preparadas no dia anterior, em
placas de cultura celular de 24 pocos conforme descrito no item 3.5. A
técnica utilizada foi a de transfecgdo por lipossomos.

As reacgdes foram feitas em paralelo para o RNA proveniente do
pBACDV1, pBACMut) e controle da transfeccdo. Inicialmente para
cada reagdo preparamos uma mistura de 2,5 pg de Lipofectin
(Invitrogen) com meio Opti-MEM (Gibco) na proporcéo de 1:8 em um
microtubo mantido a temperatura ambiente por 30 minutos. Durante o
tempo de incubacdo, as células foram lavadas, através do descarte do
meio em que elas foram mantidas, substituicdo por 1 mL de Opti-MEM,
e incubagdo a 37°C ou 28°C (Huh-7.5 e C6/36 respectivamente) pelos
mesmos 30 minutos.

Nos Ultimos minutos da incubagdo, preparamos a solucdo de
RNA. Para tal 1 pg de RNA purificado foi diluido em meio Opti-MEM,
em quantidade suficiente para 20 pL. Para o controle da transfec¢do
preparamos um microtubo com Opti-MEM sem RNA (mock). Passados
os trinta minutos, adicionamos a solucdo de RNA ou mock a mistura de
Lipofectin e Opti-MEM na proporg¢éo de 1:1. Entdo transferimos todo o
volume para outros microtubos contendo seis volumes de Opti-MEM
(proporcdo de 1:6).

Em seguida, o meio das células foi removido e substituido pela
mistura contendo RNA, Lipofectin e Opti-MEM. As células
permaneceram incubadas por trés horas, a 37°C em atmosfera de 5% de
CO; ou 27°C em B.O.D (Huh-7.5 ou C6/36 respectivamente). O
sobrenadante foi entdo descartado e substituido pelo meio usual de cada
tipo celular, contendo SFB e antibidtico. As placas foram novamente
incubadas nas mesmas condi¢Ges por 120 horas.

Passadas 120 horas (ou para alguns experimentos em tempos de
8, 24, 72 e 120 horas) apos a transfeccdo, aspiramos todo o sobrenadante
e armazenamos a -80°C. As células por sua vez, foram removidas para
extracdo de RNA e citometria de fluxo ou, quando destinadas a
imunofluorescéncia, foram fixadas a placa pela adicdo de
metanol/acetona (1:1) e incubacdo a -20°C por pelo menos 16 horas.

3.7 EXTRAGAO DE RNA E SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR

3.7.1 Extracao de RNA
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A extracdo de RNA das células transfectadas foi feita mediante
uso do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Ja a extracdo a partir do sobrenadante
foi realizada com o QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen), utilizando
140 pL de cada amostra. Ambos de acordo com as recomendagfes do
fabricante. Anteriormente a extracdo do RNA do sobrenadante, cada
uma das amostras foi adicionada de 1 pL de norovirus murino (titulagdo
de 6,75x10° unidades formadoras de placa (pfu) /mL), que serviu como
controle enddgeno da extracdo no ensaio de transcrigdo reversa, seguida
de PCR quantitativo em tempo real (RTg-PCR).

3.7.2 Sintese do DNA complementar (cCDNA)

Para sintese do cDNA usamos o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, que utiliza iniciadores
randdémicos), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para a
maioria dos experimentos a quantidade de RNA utilizada por amostra
foi de 2 pg. No caso de experimentos com amostras menos
concentradas, a quantidade de RNA utilizada foi limitada pela
concentragdo da amostra menos concentrada.

Apds a sintese, as amostras de cDNA foram armazenadas a -
20°C. Na solucdo de uso o cDNA foi diluido cinco vezes, quando
proveniente de 2 pug de RNA, ou proporcionalmente nos experimentos
gue partiram de amostras de RNA menos concentradas.

3.8 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

Para todos os experimentos de gPCR utilizamos 0 QuantiFast®
SYBR® Green PCR (Qiagen). Com adaptacdes as recomendacdes do
fabricante, cada reacdo de PCR continha: 5 pL de 2x QuantiFast SYBR
Green PCR Master Mix, 250 nM de cada um dos iniciadores, 1 pL de
cDNA e 4agua livre de nucleases em quantidade suficiente para
completar 10 pL. Os iniciadores utilizados e as condigfes de
amplificacdo podem ser observados nos Quadro 3 e 4, respectivamente.
A curva de dissociacdo dos iniciadores foi mensurada em todos os
experimentos.
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Quadro 3 - Iniciadores utilizados na gPCR

Iniciador Sequéncia Alvo Referéncia
DV1/NS5 Forward: Proteina Laboratorio
GCAAACATCTTCAGGGGAAGT NS5 do RNA de
Reverse: DENV-1 Interferéncia
GCTCCCGTACCTCTCCTACC (UFMG)
18S Forward: Gene 18S (TAL etal.,
TAGAGGGACAAGTGGCGTTC humano e 2009)
Reverse:CGCTGAGCCAGTCAGTGT murino
Noro Forward: Juncéo (BAERT et
CACGCCACCGATCTGTTCTG ORF1-2do al., 2008)
Reverse: GCGCTGCGCCATCACTC | genoma do
norovirus
murino

Quadro 4 - Condigdes de amplificagdo: PCR quantitativo em tempo real

N° Etapa Temperatura Tempo

1 Ativacdo inicial 95°C 5 minutos
2% Desnaturagéo 95°C 10 segundos
3* Anelamento e extenso 60°C 30 segundos

*0s passos 2,3 foram repetidos 40 vezes.

A expressdo do gene do RNA ribossomal 18S, foi utilizada
como controle enddgeno para as amostras derivadas de células, ja a
amplificacdo do gene de norovirus murino foi mensurada como controle
enddgeno das amostras de sobrenadante.

Todas as reagGes foram preparadas em placas do tipo
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems®), e
a PCR realizada no Applied Biosystems StepOne™ PCR System. OS
dados de threshold, baseline e Cq, foram obtidos e analisados
inicialmente através do StepOne™ Software v2.1.

A andlise da expressao relativa dos genes foi feita pelo método
do AACq, sendo que nos gréaficos, os dados estdo plotados de acordo
com a expressdo relativa de cada gene em relagdo ao mock, ao qual foi
atribuido o valor de 1.

3.9 TITULAGCAO VIRAL ATRAVES DA DETECCAO DE PLACAS
DE LISE

As placas de 24 pocos utilizadas nas titulagdes eram preparadas
no dia anterior com células da linhagem Huh7.5 conforme descrito no
item 3.5.1.
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Inicialmente, preparamos diluices seriadas dos virus (de 10 a
10°) em microtubos contendo meio DMEM/F12 com antibidtico e sem
SFB, em um volume final de 900 uL. Em seguida, incubamos as células
Huh-7.5 com 400 pL de cada diluigdo de virus por pogo (em duplicata,
dois pogos por diluicdo). O mesmo foi feito com os pogos mock em
duplicata, nesse caso utilizando 400 uL de meio sem adicdo de virus. As
placas permaneceram incubadas a 37°C, em atmosfera de 5% de COo,
por 90 minutos. Entdo retiramos 0 meio e acrescentamos 500 uL de
meio DMEM/CMC por pogo. As placas permaneceram incubadas por
seis dias, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO..

Passados os seis dias, adicionamos 1 mL de paraformadeido 3%
(em PBS 1x, pH 7), a cada um dos pogos e mantivemos a placa
incubada por uma hora a temperatura ambiente. As células foram entdo
lavadas trés vezes com PBS 1X, e incubadas com solucdo de cristal
violeta por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as placas
foram lavadas em agua corrente e as pfus contadas para o calculo do
namero de pfu/mL.

3.10 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Inicialmente o sobrenadante das células foi coletado e a
monocamada celular lavada trés vezes com solucdo salina 0,9%
(Eurofarma). Apds a lavagem as células foram fixadas com uma solucéo
de metanol acetona (1:1) e as placas foram incubadas a -20° por pelo
menos 16 horas. Apds a fixacdo, a solugdo de metanol/ acetona foi
removida e a placa deixada secar a temperatura ambiente. Quando secas,
as células foram incubadas com o anticorpo primario anti-E de
flavivirus, 4G2 (derivado do hibridoma D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-
112™)), em PBS 1X, em uma diluicdo de 1:100, por uma hora e trinta
minutos a 37°C. A solucdo com anticorpo foi entdo removida e as
células lavadas trés vezes com PBS 1X. Em seguida, as células foram
incubadas com o anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 rabbit anti-
mouse 1gG (Invitrogen), numa diluicdo de 1:500, por uma hora, a 37°C,
protegidas da luz.

Entdo as células foram novamente lavadas e incubadas com
uma solucdo de DAPI 1 pg/mL, por 20 minutos, a temperatura ambiente
e protegidas da luz. Apds nova lavagem adicionamos uma solucdo de
glicerol 10% em PBS 1x.

O tratamento com DAPI diferiu no caso de placas onde as
células foram propagadas sobre laminulas circulares. Nesse caso, apos
incubacdo com anticorpo secundario e lavagem, as laminulas foram
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recolhidas e montadas em laminas de microscopia, sobre uma gota de
uma solucdo de ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI
(Molecular Probes®). E permaneceram incubadas a 4°C, por pelo
menos 16 horas antes da visualizagdo no microscopio. As imagens de
imunofluorescéncia foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia
convencional (Olympus BX40), ou invertido (Olympus 1X71), acoplado a
uma cadmera (Olympus DP72). A visualizagio e formatagdo das imagens
foram feitas através dos softwares Olympus Cell P e Image J.

3.11 MARCACAO INTRACELULAR DE CELULAS Huh-7.5
TRANSFECTADAS PARA CITOMETRIA DE FLUXO

Inicialmente a monocamada celular foi lavada duas vezes com
solucdo salina 0,9% estéril (Eurofarma). As células foram entdo
recuperadas através da incubagdo com tripsina/EDTA 0,05% (Lonza), a
37°C, em atmosfera de 5% de COg, por trés minutos; adicdo de meio
com SFB e centrifugacdo por cinco minutos a 1.500 x g.

O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e as células
homogeneizadas em tampéo de blogueio (PBS 1x (Lonza), 5% de SFB
(Gibco) e 1% soro AB humano (Lonza)), no qual permaneceram
incubadas por 20 a 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, 0s
tubos com a suspenséo celular foram centrifugados por cinco minutos a
1.500 x g; o sobrenadante descartado; e as células homogeneizadas em
100 pL de Citofix (BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization
Solution Kit, BD), com o qual permaneceram incubadas por 20 minutos
a temperatura ambiente. Adicionamos 100 pL de Perm/Wash 1X (BD)
por tubo e centrifugamos por mais cinco minutos a 1.500 x g. O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado, as células homogeneizadas
em 50 L da solucdo de anticorpo primario, 4G2, diluido na ordem de
1:200 em Perm/Wash 1X, e incubadas por 30 minutos, a 37°C.

Apbs a incubacdo, adicionamos mais 150 uL de Perm/Wash 1X
por tubo e centrifugamos por cinco minutos, a 1.500 x g. O
sobrenadante foi cuidadosamente retirado, as células levemente
homogeneizadas em 50 pL de Alexa Fluor® 488 rabbit anti-mouse 1gG
(Invitrogen) diluido na ordem de 1:600 em Perm/Wash 1X, e incubadas
por 30 minutos a 37°C. Mais 150 pL de Perm/Wash 1X foram
adicionados aos tubos e estes foram e centrifugados por cinco minutos a
1.500 x g. O sobrenadante novamente foi descartado e as células
levemente homogeneizadas em 200 pL de Perm/Wash para lavagem. As
células foram novamente centrifugadas nas mesmas condicdes, e
realizamos mais duas lavagens com PBS 1X, intercaladas de
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centrifugacdo. Por fim, as células foram homogeneizadas em 200 pl de
PBS 1X e imediatamente analisadas utilizando equipamento
FACSVerse™ (BD). A analise dos dados foi feita pelo software FlowJo.

3.12 CERTIFICADO DE QUALIDADE EM BIOSSEGURANCA

A pesquisa em regime de contencdo, com microrganismos
geneticamente modificados do Grupo I, no Laboratério de
Imunobiologia esta regulamentada através do Certificado de Qualidade
em Biosseguranca da UFSC, expedido pela Comissdo Técnica Nacional
em Biosseguranca (nimero 101/99).

3.13 MEIOS E SOLUCOES

Cloroférmio: Alcool Isoamilico: 24 volumes de cloroférmio e 1
volume de élcool isoamilico.

DMEM/CMC: mistura de 1:1 de: carboximetilcelulose 3,2 %
(CMC, Sigma), e meio DMEM/F12 2x contendo 1% de
penicilina/estreptomicina e 10% de SFB. As porcentagens de soro e
antibidtico estdo em relacdo ao volume final.

DMEM/F12 1X: Contetdo de um saché de Dulbecco's Modified
Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12, 1,2g de bicarbonato de sédio,
agua ultrapura em gsp 1L. Filtrado em 0,22um e pH ajustado para 7,2 —
7,4.

Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico: 25 volumes de fenol, 24
volumes de cloroférmio e 1 volume de alcool isoamilico.

Leibovitz's L-15: Conteldo de um saché de Leibovitz's L-15, e
agua ultrapura em gsp 1L. Filtrado em 0,22um e pH ajustado para 7,6.

Meio LB: 10g de triptona, 5g de extrato de levedura, 10g de
NaCl e agua destilada em quantidade suficiente para completar 1L (pH
7,0).

Meio LB-4gar: 10g de triptona, 5g de extrato de levedura, 10g
de NaCl, 15g de agar e agua destilada em quantidade suficiente para
completar 1L (pH 7,0).

Meio TB: 47g de meio Terrific Broth (Invitrogen), 4mL de
glicerol e agua destilada em quantidade suficiente para completar 1L.

Meio TB-agar: 47g de meio Terrific Broth (Invitrogen), 4mL de
glicerol, 15 de agar e agua destilada em quantidade suficiente para
completar 1L.

PBS 1x: 1 volume PBS 10x e 9 volumes de &gua ultrapura.
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PBS 10x: 80g de cloreto de sodio, 2g de cloreto de potassio,
14,4g de fosfato dissddico, 2,4g de fosfato de potassio monobasico,
agua ultrapura em gsp 1L. pH ajustado para 7,4.

Tampédo de lise: 2 mL hidroxido de sddio, 16 mL de 4gua
ultrapura e 2 mL SDS 10%.

Tampdo de neutralizagdo: 30 mL de acetato de potassio 5M,
5,75 mL de &cido acético glacial e 14,25 mL agua ultrapura autoclavada.

Tampédo GET: 23 mL de glicose 20%, 10 mL de EDTA 0,5M e
pH 8, 13 mL de Tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto (Tris-
HCI) 1M e pH 7.4 e 4gua ultrapura em gsp completar 500 mL.
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4 RESULTADOS
4.1 REGIOES CONSERVADAS NA PROTEINA “E”

Através do alinhamento de sequéncias da proteina E dos quatro
sorotipos virais (Apéndice A), nds identificamos duas regibes bem
conservadas entre os sorotipos. A primeira delas corresponde ao
peptideo de fusdo do virus, em azul no Apéndice A e Figura 8. A
segunda regido (destacada em vermelho no Apéndice A e Figura 8) foi
denominada Ezso-270, € corresponde a um peptideo de 21 aminoacidos
(residuos 250 a 270 da proteina E), bem conservados em DENV-1, 2 e
3, e parcialmente conservados em DENV-4. Ezs0-270 encontra-se exposto
na forma trimérica da proteina, como pode ser observado na Figura 8b.

l“lSlLZTO

Figura 8 - Regides conservadas da proteina do envelope dos DENV. Um dos
mondmeros (da estrutura dimérica, PDB: 1TGS) esta representado em “a”. Em
verde a proteina E, onde esta destacado em azul o peptideo de fusdo e em
vermelho, e no detalhe, Ezso270. A posicdo de cada um dos peptideos na
estrutura trimérica (PDB: 10K8) estd demonstrada em “b”” nas mesmas cores.

Uma vez que a sequéncia dos DENV apresenta consideraveis
variagdes, inclusive em isolados do mesmo sorotipo, nds procuramos
avaliar, nesse mesmo contexto, um ndmero maior de genomas, que
melhor representaria a variabilidade dos virus na natureza. Para tal, 480
genomas de DENV disponiveis no GenBank (120 de cada sorotipo),
foram aleatoriamente sorteados e as suas sequéncias proteicas alinhadas.
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Em seguida, um programa escrito na linguagem Perl foi utilizado para
calcular o aminoacido ou gap mais presente em cada posicdo do
alinhamento, e a frequéncia do mesmo (dados ndo mostrados). Os
aminoacidos mais frequentes, ou mais conservados, para cada posi¢cdo
apareceram em no maximo 478 sequéncias (dados ndo mostrados). Em
E2s0-270, 16 dos 21 aminoacidos apresentaram o nivel maximo de
conservacgao, como demonstrado no Quadro 5.

Quadro 5 — Frequéncia dos amino4cidos de peptideos altamente conservados
de E em 480 sequéncias da poliproteina viral

Peptideo ;ﬁf&?ﬁa Aminoacido | Frequéncia Peptideo ;‘;:;ﬁ':eﬁa Aminoacido | Frequéncia
376 v 478 529 v 478
377 D 478 530 v 358
378 R 473 531 v 473
379 G 478 532 L 478
380 W 473 533 G 478
381 G 473 534 s 478
382 N 478 535 Q 473
Peptideo 383 G 478 536 E 478
de Fusdo 384 C 478 537 G 478
385 G 478 538 A 478
386 L 478 E250-270 539 M 478
387 F 478 540 H 478
338 G 478 541 T 358
389 K 478 542 A 478
390 G 473 543 L 478
391 G 240 544 T 366
545 G 478
546 A 478
547 T 478
548 E 478
549 I 358

Usando o ambiente estatistico R, os dados de frequéncia foram
plotados em graficos de acordo com valores relativos estabelecidos de
zero a um. A partir deles constatamos que as regides do peptideo de
fuséo e Ezso-270 estdo realmente entre as mais conservadas no contexto da
proteina E, como demonstrado pelos picos destacados na Figura 9a.
Além disso, esses peptideos sdo também conservados se comparados a
poliproteina como um todo, mesmo com E apresentando um perfil de
conservacao global menos pronunciado em relagdo a algumas proteinas
ndo estruturais (Figura 9b).
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Figura 9 — Perfil de conservagdo dos aminoéacidos nos DENV. A frequéncia de
cada aminoacido por posi¢do esta expressa em valores relativos, onde zero (0)
representa nenhuma identidade ou um gap, e um (1) representa cem por cento
de identidade. Em “a” estdo representados os 495 aminoacidos que compde a
proteina E (posicéo 281 a 776 no alinhamento), em “b” estdo representados
todos os aminoacidos da poliproteina. Setas em azul indicam o0s picos
correspondentes ao peptideo de fusdo, e em vermelho, 0s picos de ezs0-270.

4.2 OS MUTANTES DE Ez2s50-270

De posse da estrutura da proteina E (PDB: 1TG8 e 10K8),
pudemos analisar o contexto em que se encontra Ezsgz70 € desenhar
alteracdes que modificassem a interacdo deste com outras proteinas, mas
ndo alterassem drasticamente sua estrutura. Foram escolhidas 14
diferentes modificacbes com base nas propriedades fisico-quimicas de
cada aminoacido ou conjunto de aminoacidos. Essas modificacfes
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encontram-se representadas na Figura 10. Analisando a distribuicdo de
cargas em Eazso270, pudemos verificar dois padrdes distintos, um de
aminoacidos carregados negativamente (Figura 10a, em vermelho) e um
de aminoéacidos hidrofébicos (Figura 10a, em azul). Os residuos com
acessibilidade maior que 50% estdo sublinhados na figura 10a. A partir
dessas andlises foram inicialmente desenhados 2 grupos de mutacdes.

AN NN
a LYY Y | 4
5 & e
Original: s ae AERE g @

VVVLESOEGAMHTALTGATEL

b
Mutante A: vijvics fcz
Mutante B: VVVILCESOBGAMHTATLTEA
Mutante C: VVVLGSOGAMHTALTGA
Mutante D: VVVLGSQE rarfca
Mutante E: XI\';LGSlE TALTGATE I
Mutante F: LcsQEGAMHALGATET
L
Mutante G: T
Mutante H: VVVLGS TGATEI
Mutante I: vvvLGsQEGAMHTANNCHEEE
Mutante J: B clorcaMHTALTGATET
d
Mutante L: SEE TEL
Mutante M: GRO G
Mutante N: GSOE
Mutante O: clich G

Figura 10 — Sequéncia dos mutantes de Easp.270. A sequéncia do peptideo
original (a), e mutantes dos grupos 1 (b), 2 (c) e 3 (d) estdo mostradas. Em “a”
aminodacidos carregados negativamente estdo em vermelho, e hidrofébicos com
cadeias laterais expostas em azul; aqueles com acessibilidade maior que 50%
estdo sublinhados; os nimeros sobre as letras representam a frequéncia de cada
residuo nas 480 sequéncias analisadas (ver Quadro 5); sobre os nimeros
encontra-se representada a estrutura secundaria da regido de acordo com o PDB:
1TG8. Em “b”, “c” e “d” os residuos mutados estdo destacados em vermelho.
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O primeiro grupo de mutantes visou modificar a carga dessa
regido da proteina (Figura 10b). Nesse contexto, o mutante A remove
todas as cargas e cadeias laterais polares substituindo os aminoacidos
indicados por alaninas. O mutante B remove somente glutamatos
negativamente carregados (E243 e E255), enquanto o mutante C muda
esses dois glutamatos por aminoacidos carregados positivamente. O
mutante D remove as cadeias laterais hidrofébicas de Ezso.270, 0 mutante
E transforma esses residuos hidrofébicos em residuos polares enquanto
0 mutante F deixa essa regido apolar carregada.

O segundo grupo foi desenhado para modificar o peptideo mais
radicalmente, alterando a estrutura secundaria da regido (Figura 10c).
Assim sendo, 0 mutante G elimina todas as cadeias laterais do peptideo
e 0 mutante H remove as cadeias laterais dos aminoécidos que formam
uma pequena alfa-hélice central. O mutante | foi desenhado para alterar
as caracteristicas do loop na regido C-terminal, e 0 mutante J remove as
cadeias laterais hidrof6bicas presentes na regido amino-terminal de Ezso-
270.

Um terceiro grupo de mutantes foi desenhado a partir do
alinhamento da sequéncia aminoacidica de E2s0-270 do DENV1-BR/90
com outros flavivirus, como demonstrado no Apéndice B. Identificamos
a conservacdo de oito dos 21 aminoacidos de Ezso270 entre esses
flavivirus (V250, L253, G254, Q256, G258, A263, L264 e G266), que
sdo também muito conservados entre 0s DENV (como demonstrado no
quadro 5). A maior identidade com DENV1-BR/90 foi observada entre
as cepas de JEV e WNV, e menor com TBEV. Partindo desses dados, o
mutante L é uma construcdo onde esses oito aminoacidos sdo
substituidos por alaninas (Figura 10d). O mutante M substitui os demais
aminoacidos por alaninas, mantendo 0s oito conservados. E nos
mutantes N e O, a sequéncia de E2s0-270 do DENV1-BR/90 é substituida
pela sequéncia do mesmo peptideo em WNV e TBEV, respectivamente.
A construcdo dos mutantes M e N seguiu 0 mesmo principio, isto &,
substituir os treze aminoécidos variantes entre os flavivirus, com a
diferenca de que o mutante N carrega uma sequéncia ja existente na
natureza ¢ “evolutivamente testada”.

A predicdo do efeito das mutacdes de cada aminoacido
pontualmente, pelo software SDM/Mordred, demonstra que algumas
substituicdes podem ser altamente desestabilizantes, e causar alteracGes
na acessibilidade ao solvente e formacdo de pontes de hidrogénio
(Apéndice C). As alteraces globais na estrutura secundaria da proteina
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e estabilidade etc., ndo puderam ser aferidas, uma vez que o software
considera somente mutagdes pontuais.

Ap6s o desenho dos mutantes, estes foram sintetizados em
genes sintéticos como demonstrado no item 3.3.1, e utilizados em duas
etapas de clonagens. Na primeira etapa de clonagens foi realizada a
digestéo dos insertos do Plasmideo 1 e do vetor Plasmideo 2 (Figura 11)
para posterior ligacdo. A presenga do gene de interesse foi verificada por
PCR (exemplo na Figura 12).

100bp

1,5% Agarose 3% Agarose

Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose do produto das restri¢coes de Aatll e
Sphl. Em “a” eletroforese do plasmideo 2. Em “b” eletroforese do plasmideo 1,
contendo mutagdes de J (1 e 2), L (3 e 4) e M (5 e 6). Os nimeros impares
indicam os plasmideos fechados, os pares indicam o produto das restrigdes.
PPM: Padrdo de peso molecular para DNA.

S o MutM Mut) MutN
&S C+ A 1 L

1,5% Agarose

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose: PCR das col6nias transformadas
com plasmideos resultantes da primeira clonagem. As células transformadas
com plasmideos contendo a sequéncia dos mutantes M, J e N foram testadas
quanto a presenca do gene de interesse. Amplicon esperado: 2.759 pb. PPM:
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Padrdo de peso molecular para DNA; Bco: branco, mix de PCR sem DNA; C+:

controle positivo, pUC-simple “knock-out” sem inserto.

As amostras positivas na PCR tiveram suas sequéncias
confirmadas por sequenciamento parcial (resultados ndo mostrados)
para 11 dos genes mutantes (todos, exceto aqueles contendo os mutantes
E, G e H). Todos os 11 foram utilizados na segunda etapa de clonagens.
Nessa etapa os plasmideos contendo as mutagdes foram inicialmente
digeridos, como demonstrado na Figura 13, e ligados no vetor
pBACDV1. A presenca do gene de interesse verificada por PCR (Figura
14), e entdo foram encaminhados para sequenciamento parcial e

completo.

21,2Kbp
11,5kbp

0,5% Agarose

2% Agarose

Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose do produto das restri¢des de Pvul,
Notl ¢ Mlul. Em “a” eletroforese de pPBACDVI1. Em “b” eletroforese dos
plasmideos resultantes da primeira clonagem, contendo mutagdes de A (1 e 2),
D@Bed4),F(Beb),l(7e8),J(9ell)elL (11 e 12). Os nimeros impares
indicam os plasmideos fechados, os pares indicam o produto das restricdes. A
restricdo com as trés enzimas gera fragmentos de 152, 896, 1.662 e 2.635 pb,
sendo esse Ultimo o gene de interesse. PPM: Padrdo de peso molecular para

DNA.
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PPMC+ Bco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 2324 25 26

300bp

Agarose 2%

Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose: PCR das colbnias transformadas
com pBACMut. Nas canaletas o produto de PCR das colbnias transformadas
com pBACMutF (1, 16-26), pBACMutD (2), pPBACMut] (3 e 4), pBACMutl
(5-15). PPM: Padrédo de peso molecular para DNA; Bco: branco, mix de PCR
sem DNA; C+: controle positivo pBACDV1. Amplicon esperado iniciadores
Mut: 318 pb.

Os pBAC contendo genes dos mutantes B, C, M, N e O apesar
de positivos na PCR, apresentaram um problema no sequenciamento
parcial, com qualidade inferior & necessaria para a definicdo das
sequéncias; e pBACMutl no sequenciamento completo. Os demais
foram parcial e completamente sequenciados. No entanto foram
encontradas mutacfes espdrias nas sequéncias de pBACMUtA,
pBACMutD, pBACMutF, em regifes nao relacionadas as clonagens e
em pBACMutL na sequéncia do envelope. Assim sendo, ao final deste,
somente pPBACMutJ pdde ser utilizado para as reagdes de transcrigdo in
vitro (Figura 15b) e transfec¢do em células.
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PPM 1 2 3 1 2 PPM

10kb

12kb

0,8% Agarose 0,8% Agarose livre de RNases

Figura 15 — Eletroforeses do produto de restricdo e transcrigdo in vitro de
pBACDV1 e pBACMutJ. Em “a” a eletroforese pPBACMut]J nao digerido (1), e
pBACMut] e pPBACDV1 digeridos com Swal (2 e 3 respectivamente). Em “b” a
eletroforese do RNA purificado, produzido a partir da transcri¢cdo de pBACDV1
(1) e pBACMutJ (2). PPM: padrédo de peso molecular de DNA (a) e RNA (b).

4.3 0 MUTANTE J

O mutante J faz parte do segundo grupo de mutagdes proposto,
e, como demonstrado na Figura 10c, consiste da remocdo de cadeias
laterais hidrofébicas através da substituicdo de trés valinas (V), uma
leucina (L) e uma serina (S), por alaninas (A) na regido amino-terminal
de Easo270 (V250A, V251A, V252A, L253A e S255A). Pelo menos
quatro desses aminoacidos sdo altamente conservados entre os DENV,
como demonstrado no Quadro 5. Apesar das substitui¢cdes das valinas e
leucina terem sido preditas como desestabilizantes, e S255A como
estabilizante (Apéndice C, ver J1, J2, J3, J4 e J6), essas mutacdes ndo
parecem afetar substancialmente o dobramento da proteina, como pode
ser observado na modelagem de E da Figura 16b
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Ejs0.270 Mutante J

Figura 16 — Modelagem da proteina E contendo o Mutante J. Um dos
monomeros da estrutura dimérica (PDB: 1TGS) estd representado em “a”, no
detalhe a regido de Ejso-270. ESSa mesma estrutura (PDB: 1TG8) foi utilizada
para a modelagem de E contendo o mutante J, como pode ser observado em “b”,
no detalhe a regido de Ezso.270 mutada, onde as setas indicam a posi¢do dos

residuos mutados em vBACMutJ.

4.4 ENSAIOS COM vBACMutJ

4.4.1 Ensaios em células de linhagem humana

Apbs a transcricdo de pBACMutJ e transfecgdo em células de
linhagem humana (Huh-7.5), a replicacdo e o espalhamento do virus
resultante, vVBACMutJ, foram avaliados por PCR quantitativo em tempo
real, titulagdo, citometria de fluxo e IFI.

A replicacdo dos clones nas células transfectadas foi avaliada
inicialmente pela expressdo relativa (a0 Mock) do RNA viral. Os dados
de gPCR revelaram uma queda no nivel de expressdo do RNA viral, nas
células transfectadas com vBACMutJ, principalmente apds 120 horas da
transfeccdo. O contrario foi encontrado para as células transformadas
com VBACDV1 (Figura 17a). E a mesma tendéncia foi observada no
sobrenadante das células (Figura 17b).

A partir de uma diluicdo de 10 vezes, ndo foi observada a
formacdo de placas de lise na titulagdo dos sobrenadantes de células
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transfectadas com RNA de vBACMutJ em nenhum dos tempos testados
(Figura 17c). J4 a titulagdo dos sobrenadantes das células transfectadas
com o BAC original, revelou um aumento de mais de 200 vezes na
guantidade de unidades formadoras de placas, entre os tempos de 24 e
72 horas pos-transfec¢do, seguido de uma queda entre 72 e 120 horas
(Figura 17c).

Huh-7.5 Sobrenadante Huh-7.5
107 10%

108+

109 k ]

1044 10% 4

1074 102
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1004 T T T 10°- T
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[
Sobrenadante Huh7.5
108
Il vBACDV1
1044 vBACMutJ
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Figura 17 — Avaliacdo da curva de replicacdo viral por RTg-PCR e titulagdo. A
expressdo relativa do RNA viral foi avaliada por RTq-PCR nas células (a) e
sobrenadante (b) ap6s 24, 72 e 120 horas de transfeccdo (Lipofectin) com
VvBACDV1 (barras em preto) e vBACMutJ (barras em cinza). A titulacéo viral
no sobrenadante das células transfectadas foi aferida pelo método de detecgédo
de placas de lise (). Em “a” e “b” dados representativos de dois experimentos
de transfeccdo independentes, um usando Lipofectin e outro por eletroporacéo,
realizado no ICC-Fiocruz.

Células transfectadas com ambos os RNAs foram submetidas a
marcacao intracelular e citometria de fluxo. Surpreendentemente, as
células transfectadas com RNA de vVBACMutJ ndo expressaram proteina
E apds 120 horas da transfeccdo, como demonstrado na Figura 18f, ou
ainda, esta ndo pode ser diferenciada do ruido presente no Mock. Em
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contrapartida, a proteina estava presente em 25,8% das células
transfectadas com vBACDV1 (Figura 18g).

[
. |0.013 7.5e-3 . |038 0.025
" A 107 4
10
=
& .
10 4
2 | 102
0 §
100 375e-3 99.6 5.66e-3
0 T T ; T T [E8 i T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 107 10° 10° 107 0 10? 10* a0* 107
R <PerCP-A> PerCP-A <PerCP-As: PerCP-A
SM SM NI 2
N® Eventos: 56.279 N° Eventos: 53.347 N" Eventos: 52.985
d e
395 0.086 . |0-072 0013
10° 10% 4
10° 10
2 =
10% 4 10
102 4 104
03 04
603 01 Je9s 0012
B T T T e
o 10? 10° 10 10° 0 10° 100 10 10°
<PerCP-A=: PerCP-A <PerCP-A=; PerCP-A
DV1-BR/90 Mock
N° Eventos: 34.839 N° Eventos: 53.800
100 4
. 0.1 0.023 . 258 0.045 ‘ B veAchu
(] @ wveAcDVL
804 | W ovi-8R/50
10¢ 4 10 4 W Mock
& 60
> E E
] ] S
10 10 =
40
107 107 4 a 2
04 0
999 0.017, 742 0.03
T T T o L T T " [ T
0 10? 10° 10* 108 10? 10° 10 108 105
<PerCP-A=' PerCP-A <PerCP-A=' PerCP-A
VBACMut) VBACDV1
N° Eventos: 52.717 N Eventos: 56.338

Figura 18 — Expressdo da proteina E nas células transfectadas. De “a” a “‘e” os
pardmetros de compensacdo. Em “a” o perfil das células Huh-7.5 ndo infectadas
e ndo marcadas (SM-sem marcagdo), quanto ao tamanho e granulosidade; o
quadro em rosa delimita o perfil das células avaliadas nas demais analises. Em
“b”, “c” e “d” estdo mostradas a expressdo de E nos controles: células sem
marcacao (b), ndo infectadas e marcadas somente com anticorpo secundario (c);
e controle positivo (d, células marcadas, infectadas com virus DENV-1 sorotipo
BR/90). Em “e”, “f” e “g” a expressdo de E em células Huh-7.5 apds 120 horas
da transfeccdo (Lipofectin) sem RNA e com RNA de vBACMutJ e vBACDV1,
respectivamente. A expressdo de E nos diferentes tratamentos, junto ao controle
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positivo, é demonstrada no histograma (h). Marcacdo: anticorpo primério
murinho 4G2, anti proteina E dos Flavivirus (1:200); anticorpo secundario
Alexa Fluor® 488 rabbit anti-mouse 1gG (1:600). Dados de um experimento
paralelo ao representado na Figura 17.

A expressao da proteina do Envelope e espalhamento viral em
células transfectadas com RNA de vBACDV1 e vBACMut) foram
avaliados também por imunofluorescéncia indireta, como demonstrado
na Figura 19. Observamos nesse caso gque expressao de E se da de forma
disseminada ap6s 120 horas de transfeccdo com vBACDV1 (Figura
19b). No mesmo periodo, poucas células expressando E foram
detectadas na transfeccdo com VvBACMut). Nesse caso, foram
encontrados poucos campos com células positivas, e a expressao ndo foi
disseminada (Figura 19c). No entanto, alguns achados como “ilhas de
infeccdo” (Figura 19d) foram observados ocasionalmente neste
tratamento (na ordem de 0-1 por pogo). Resultados muito semelhantes
aos da transfeccdo com Lipofectin (representados na Figura 19),
inclusive quanto aos achados ocasionais, foram obtidos na transfeccdo
por eletroporacdo, seguida de IFI com anticorpo primario anti-NS3, em
um experimento independente, realizado em colabora¢do com a Dra.
Daisy Maria Strottmann, no ICC-Fiocruz.



86

DAPI 4G2 + Alexa Fluor 488 Sobreposi¢do

Mock

vBACDV1

vBACMutJ

vBACMutJ
achados
ocasionais

Figura 19 — Espalhamento do virus em células transfectadas com vBACDV1 e
vBACMutJ. A expressdo da proteina E e o espalhamento viral foram avaliados
por IFI das células Huh-7.5 transfectadas com Lipofectin, sem RNA (a, mock), e
com RNA de vBACDV1 (b) e vBACMut) (c). Os achados ocasionais da
transfeccdo com vBACMutJ estdo representados em d. O corante fluorescente
DAPI foi utilizado como marcador nuclear (primeira coluna). Na segunda
coluna, a deteccdo das células marcadas com anticorpo primario murino 4G2,
anti-E de Flavivirus (1:100), e anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 rabbit
anti-mouse 1gG (1:500). A sobreposicdo das imagens da primeira e segunda
coluna pode ser observada na terceira. As imagens foram capturadas no
aumento de 400 wvezes, e sdo representativas de dois experimentos
independentes.

4.4.2 Ensaios em células de inseto

A fim de avaliar se o fen6tipo apresentado em células humanas
se repetia em células de linhagem de inseto, a replicacdo e o
espalhamento de VvBACDV1 e vBACMut), foram avaliados no
sobrenadante de células C6/36 transfectadas. A mensuracdo da
expressdo relativa do RNA viral for feita também por RTg-PCR. Nesse
ensaio observamos que a expressaio de VBACDV1 aumenta
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gradativamente entre 24 e 120 horas, como demonstrado na Figura 20.
Ja a expressdo de VBACMut) s6 aumenta nas 120 horas apos a
transfeccdo e, mesmo assim, é cerca de 400 vezes menor do que aquela
observada para VBACDV1 no mesmo periodo (Figura 20). Nesse
experimento, o tempo de oito horas foi usado para avaliar o nivel de
RNA “basal”, proveniente diretamente da transfec¢éo.

Sobrenadante C6/36

Il vBACDV1

10° vBACMutJ
104.
1074
1024
I I
100 L N . T
& 5 SO

Figura 20 — Avaliagdo da curva de replicacdo viral no sobrenadante de células
C6/36. A expressao relativa do RNA viral foi avaliada por RTg-PCR no
sobrenadante das células transfectadas apés 8, 24, 72 e 120 horas de transfec¢do
(Lipofectin) com vBACDV1 (barras em preto) e vVBACMutJ (barras em cinza).

Expressdo Relativa

O espalhamento do virus nessas células foi avaliado por IFI,
através do mesmo protocolo utilizado para Huh-7.5. Da mesma forma
que nas células humanas, na transfeccdo com RNA de vBACDV1 néds
observamos uma grande quantidade de células expressando a proteina E
apés 120 horas, e estas células estavam disseminadas por todo poco, de
acordo com o padrédo apresentado na Figura 21a. Por outro lado, poucas
células expressando E foram observadas apds 120 horas de transfeccdo
com RNA de vBACMut) (Figura 21c). Além disso, essas células
positivas ndo eram encontradas em todos os campos (aumento de 400
vezes), e apresentavam-se de forma isolada, entre células negativas. No
entanto, achados ocasionais como “ilhas” (Figura 21d), sugerindo a
disseminacdo viral, também foram encontrados (na ordem de trés por

P0co).
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DAPI 4G2 + Alexa Flior 488 Sobreposi¢do

- ---
- ---
- ---
vBACMut)
achados
ocasionais

Figura 21 — Espalhamento do virus em células C6/36 transfectadas. A
expressdo da proteina E e o espalhamento viral foram avaliados por IFI das
células C6/36 transfectadas com Lipofectin, sem RNA (a, mock), e com RNA de
VvBACDV1 (b) e vBACMut] (c). Em “c” as setas indicam células expressando
E. Os achados ocasionais da transfeccdo com vBACMutJ estdo representados
em d. O corante fluorescente DAPI foi utilizado como marcador nuclear
(primeira coluna). Na segunda coluna, a detec¢do das células marcadas com
anticorpo primario murino 4G2, anti-E de Flavivirus (1:100), e anticorpo
secundario Alexa Fluor® 488 rabbit anti-mouse 1gG (1:500). A sobreposicao
das imagens da primeira e segunda coluna pode ser observada na terceira. As
imagens foram capturadas no aumento de 400 vezes.
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5 DISCUSSAO

Os virus de genoma RNA apresentam uma ampla variabilidade
genética, devido a alta taxa de mutacdo intrinseca associada & RARP.
Apesar das muta¢Oes ocorrerem de forma randémica, a variabilidade é
desigual ao longo do genoma, uma vez que, as mutacGes que resultam
em efeitos deletérios sobre a aptidao (fitness) sdo restritas. Nesse caso 0
agente seletor, que pode ser a resposta imune do hospedeiro, imp&e um
filtro a variagdo genética da populacdo viral, eliminando algumas
variantes do pool genético e fixando outras. A adaptacéo viral é, por sua
vez, contra-atacada pela adaptagdo do hospedeiro, que é contra-atacada
pela adaptacdo viral novamente. Essas interacGes hospedeiro-virus
ocorrem de forma ciclica, e exemplificam um conflito genético cléssico
tipo Rainha Vermelha, com ambas as partes evoluindo rapidamente para
desviar ou restaurar o status quo (DAUGHERTY; MALIK, 2012;
DRAKE; HOLLAND, 1999).No caso dos virus de RNA, o genoma é
marcado por regibes permissivas para multiplas mutacbes, que
possibilitam a evasdo da resposta imune do hospedeiro via variagdo
antigénica, e locais criticos para estrutura e fungcdo viral que
permanecem conservados (DRAKE; HOLLAND, 1999; KHAN et al.,
2008). Essas regiGes conservadas tém sido agora extensivamente
estudadas, em virus como HIV, Influenza e DENV, como possiveis
alvos  vacinais, para 0 desenvolvimento de anticorpos
multineutralizantes, inibidores e antivirais.

Pertencentes ao grupo dos virus de RNA, os DENV, tiveram
sua taxa de mutagdes na natureza estimada entre 10 a 107 substituicdes
por posi¢do, por ano, dependendo do sorotipo viral (HOLMES;
TWIDDY, 2003). Entre os sorotipos a mutabilidade também ¢ alta,
dando origem a populagdes de sequéncia genémica altamente similar,
mas ndo idénticas, conhecidas como quase-espécies (KUROSU, 2011).

Ainda que a variagdo gendmica seja tdo expressiva, Nossos
dados demonstraram que mesmo a proteina do Envelope, principal alvo
do sistema imune, mantem regides bem conservadas em sua sequéncia,
principalmente o peptideo de fusdo e Ezso-270 (Figuras 13 e 14; Quadro 5;
e Apéndice A). E que alguns dos residuos sdo inclusive altamente
conservados em outros flavivirus (Apéndice B). Corroborando nossos
achados, Khan et al. (2008), descreveram 44 peptideos de nove
aminoacidos altamente conservados na sequéncia da poliproteina dos
diferentes sorotipos virais e, dentre estes, os Unicos encontrados em E
foram o peptideo de fusdo e parte de Ezso-270 (residuos 252-260).
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No entanto, apesar de mutacdes nesses dois peptideos nédo
serem comumente observadas, uma analise aleatéria de Vvarias
sequéncias dos sorotipos virais (resultados ndo mostrados) demonstrou
que Vvarios isolados apresentam mutacGes nessa regido ao nivel de
nucleotideos. Estes dados tomados em conjunto, podem sugerir que as
mutacOes nessa regido, que levem a uma substituicdo dos residuos, sdo
negativamente selecionadas, pois implicam em uma perda de fung&o ou
desestruturacdo da proteina. Essa sugestdo pdde ser em parte confirmada
em estudos envolvendo mutacdes no peptideo de fusdo (CHRISTIAN et
al., 2013; HUANG et al., 2010; SULTANA et al., 2009).

No caso de E2sp-270 N0ssos resultados sugerem que a substituigdo
simultanea dos residuos 250-253 e 255 por alaninas (VBACMutJ) tem
impacto significativo na replicacdo e espalhamento do virus em células
humanas (Figuras 17, 18 e 19), e de inseto (Figuras 20 e 21). Outro
estudo, envolvendo a construcao de clones infecciosos com mutagdes de
ponto em E, demonstrou que a substituicdo V251A por si s6, leva a
restricgdo moderada da replicacdo viral (aproximadamente 100 vezes),
em células C6/36 e Vero; e a reducdo de 25% na deteccdo de E na
imunofluorescéncia de células C6/36 e BHK-21 transfectadas
(KROSCHEWSKI; SAGRIPANTI; DAVIDSON, 2009). No entanto,
diferentemente de nosso VBACMutJ, nesse estudo o virus mutante pode
ser recuperado e utilizado em testes de infectividade, nos quais foi
recuperado em quantidades cerca de 10 e 100 vezes menores que 0 Virus
ndo mutado, no sobrenadante de células C6/36 e Vero, respectivamente.

Envolvendo outra regido de E2so-270, 0 grupo de Butrapet et al.
(2011) relatou, num estudo visando mutagBes pontuais Unicas em
residuos da regido da dobradica de E, que a substituicdo de G266 ou
1270 por triptofano afetou a replicacdo viral em células de mamiferos e
mosquitos, e que a substituicdo 1270W levou também a reducdo da
fuséo.

O trabalho de Christian et al.(2013), publicado durante o
desenvolvimento deste, avaliou pelo menos uma mutacdo de ponto
isolada em cada um dos aminoécidos de E, identificando residuos
criticos na infectividade viral, mas que ndo afetariam a expressdo e
dobramento de E, a montagem do virion ou o brotamento. Nesse
contexto, a mutacao dos residuos M258, H259, A265 diminuiu muito ou
praticamente extinguiu a replicacdo viral. Nesse caso, a sugestdo foi que
0s aminodacidos estariam envolvidos na interagdo tipo “trava” entre as
proteinas E e M (interagindo diretamente com V2, H7 e W19 de M), de
forma a manter as proteinas juntas nos virions maduros, e desencadear a
dissociacdo no endossomo. Nas condicdes de baixo pH, a protonacgdo de
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H259, assim como de H7 da proteina M, desfaz a interacéo tipo trava,
liberando os dimeros (KOSTYUCHENKO et al., 2013; ZHANG et al.,
2013). Os autores sugerem também, que alguns dos residuos envolvidos
nessa “trava” perdem seus contatos quando da dissociacdo dos dimeros,
e formam novos contatos no trimero que seriam fundamentais nos
estagios tardios da fusdo. Em particular, M258 forma, em conjunto com
outros residuos de E-DII, uma regido hidrofdébica que interage com F400
da regido stem de E, permitindo que esta regido aproxime-se aos
componentes dos monémeros no trimero (KLEIN; CHOI; HARRISON,
2013).

Embora esses trabalhos contribuam para elucidagdo do papel
dos residuos de Ezso-270 individualmente na infectividade viral, eles ndo
consideram a possibilidade de maltiplas mutagfes, como as projetadas
em nosso trabalho, que podem ter efeito aditivo e sinérgico. Mesmo que
ndo tenha sido possivel recuperar o virus mutante para avaliacdo da
infectividade em outras passagens, a disseminacdo reduzida de
vBACMutJ em células transfectadas de humanos e insetos (Figura 19c e
21c, respectivamente), sugere uma reducdo da infectividade viral. No
entanto, ensaios adicionais serdo necessarios para determinar qual o
efeito dessas mutagdes nas diversas etapas do ciclo viral.

A modelagem da proteina E contendo as mutagBes de
vBACMutJ, demonstrou que a principio elas ndo afetam o dobramento
dos mondmeros da forma dimérica, mas uma vez que, a maioria dessas
mutaces foi predita como desestabilizante (Apéndice C), a avaliagdo da
forma como sdo montadas, e se sdo montadas, as particulas virais seria
necessaria. Além disso, a formacdo das “ilhas” de infecg¢do precisa ser
investigada, e o sequenciamento da progénie viral aferido a cada
passagem, para identificacdo de possiveis reversdes. Por fim, a partir da
elucidacdo do mecanismo pelo qual as mutacGes de vBACMutJ afetam
o ciclo viral, repetiremos 0s ensaios para 0s demais mutantes aqui
propostos, sob a perspectiva de determinar o papel de global de Ezso-270
na infectividade viral.
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6 CONCLUSAO

1. Ezs0-270 pode ser considerado o segundo peptideo mais bem
conservado da proteina E dos DENV. Além disso, varios de seus
residuos sdo conservados em outros flavivirus.

2. vVBACMutJ apresentou replicacdo e disseminagéo reduzidas,
em células transfectadas de humanos e insetos, sugerindo que mutagdes
nessa sequéncia tém implicagBes importantes na infectividade viral.
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APENDICE A - Alinhamento das sequéncias da proteina E dos quatro

ARWZI164.1|DV1
BRD42413.1|DV2
ARCSS2T75.1|DV3
BRCT7228.1|DV4

ARWZ316€4.1|DV1
BRD42413.1|DV2
ARCSS275.1|DV3
BRCT7228.1|DV4

ARWZ3164_1|DV1
BrD42414.1|DWV2
ARCS55275.11DV3
BRCT7233.1|DV4

ARWZ31E4.1|DV1
BrD42414.1|DWV2
ARCS55275.1|DV3
BRCT7233.1|DV4
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sorotipos de DENV.
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APENDICE B - Alinhamento da sequéncia aminoacidica da proteina E
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CRAELOES .1 |TEEW
ATHZTSEE.1 | JEV
ABZ1QE73.1 |
ARMEQJZET .2 |01
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CRASLDES.1 | TEEV
ATMZTSEE.1 | JEV
ABZ1JE73 .1 W
ARMEJZET.Z | DV

ARMATEES L |YEV
CRAS4DES. 1 |TEEV
ADM27283.1 | JEV
ABZ1OET3 .1 | W
ARMEJZET.Z |0V
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CRAELOES .1 |TEEW
ADMITIEE .1 | JEV
ABZ1JE73 .1 W
ARMEQJZET .2 |01
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ABZ1JE73 .1 W
ARMEJZET.Z | DV

ARMATEES L |YEV
CRAS4DES .1 |TEEVW
ADM27283.1 | JEV
ABZ1OET3 .1 | W
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ARMATEES L |YEV
CRAS4DES .1 |TEEVW
ADM27283.1 | JEV
ABZ1QE73.1 |
ARMEJZET.Z |0V
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APENDICE C
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