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RESUMO 

 

A dengue constitui um grande problema de saúde pública nas regiões tropicais e 
subtropicais do globo. Apesar dos grandes avanços na biologia do vírus da dengue 
(DENV), muitos aspectos da patogênese permanecem desconhecidos. A ausência 
de um modelo animal adequado, que mimetize o espectro da infecção pelo DENV, 
institui uma das principais dificuldades no estudo da dengue. Múltiplas linhas de 
evidências indicam que a gravidade da doença é, provavelmente, determinada pela 
interação entre fatores virais e do hospedeiro. Alguns determinantes genéticos de 
virulência intrínseca do DENV no hospedeiro foram identificados, no entanto, 
nenhuma correlação conclusiva entre genótipo viral, transmissibilidade do vírus e 
patogenicidade foi estabelecida. Neste estudo, foi utilizado um painel de DENV tipo 
1 (DENV-1) recombinante para investigar o papel de determinantes genéticos de 
virulência previamente identificados em duas cepas altamente neurovirulentos 
(FGA/NA D1D e FGA/NA P6). A replicação e capacidade de produção de partículas 
virais infecciosas foram avaliadas in vivo (modelo de camundongos 
imunocompetentes), in vitro (linhagens celulares humanas e de insetos) e ex vivo 
(células dendríticas derivadas de monócitos humanos, mdDCs). Os resultados 
demonstraram que a associação das mutações na proteína de envelope (E) e no 
domínio helicase da proteína NS3 (NS3hel) apresentam um efeito sinérgico na 
modulação do fitness viral in vitro e in vivo, aumentando a síntese de RNA, a carga 
viral, a robustez da resposta imune e mortalidade dos animais. No entanto, os vírus 
contendo apenas as mutações na proteína NS3 (NS3435 e NS3480) foram capazes de 
se replicar eficientemente no SNC de camundongos, de causar encefalite e altas 
taxas de mortalidade, o que sugere que essas mutações desempenham um papel 
importante na modulação da replicação viral in vivo. As mutações NS3435 e NS3480 
aumentam também o fitness viral em mdDCs, aumentando a síntese de RNA e a 
carga viral. Além disso, foi demonstrado que as mutações no domínio helicase não 
afetam significativamente a atividades de protease e NTPase da NS3 in vitro. Apesar 
do elevado nível de replicação do RNA viral, a infecção pelo DENV foi capaz de 
reduzir a produção de IFN tipo I em mdDCs após estímulo dos receptores do tipo 
Toll (TLR). Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a presença de 
uma única mutação no genoma do DENV aumenta o fitness viral in vivo, in vitro e ex 
vivo e é suficiente para modular a resposta imunológica do hospedeiro e promover 
uma infecção produtiva. Dadas as limitações atuais para a compreensão das bases 
moleculares da patogênese da dengue, estes resultados podem contribuir para 
fornecer subsídios sobre as interações vírus/hospedeiro e novas informações sobre 
os mecanismos da biologia básica da dengue. 

 

Palavras-chave : Vírus da dengue (DENV), proteína não estrutural 3 (NS3), proteína 
de envolpe (E), clone infeccioso do DENV, replicon subgenômico do DENV, modelo 
murino, célula dendrítica (DC) 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Dengue constitutes a significant public health problem in tropical and subtropical 
regions of the world. Despite major advances in dengue virus (DENV) biology, many 
aspects of dengue pathogenesis remain largely unknown. The absence of a suitable 
animal model, mimicking the full spectrum of DENV infections, is one of the main 
difficulties in studying dengue disease. Multiple lines of evidence indicate that 
disease severity is probably determined by the interplay of viral and host factors. 
Some viral genetic determinants of the intrinsic virulence of DENV in the host have 
been identified; nevertheless, no conclusive evidence of a correlation between viral 
genotype and virus transmissibility and pathogenicity has been obtained. In this 
study, we used a panel of recombinant DENV type 1 (DENV-1) to investigate the role 
of genetic determinants of virulence previously identified in two highly neurovirulent 
strains (FGA/NA d1d e FGA/NA P6). The replication and viral production capacity of 
the recombinant viruses were assessed in vivo (immunocompetent mice model), in 
vitro (human and insect cells lines) and ex vivo (dendritic cells derived from human 
monocytes, mdDCs). Our results demonstrated that paired mutations in the envelope 
protein (E) and in the helicase domain of the NS3 (NS3hel) protein have a synergistic 
effect enhancing viral fitness both in vitro and in vivo by increasing RNA synthesis 
and viral load, the strength of the immune response and animal mortality. However, 
the virus carrying mutations only at the NS3 protein (NS3435 and NS3480) was able to 
replicate efficiently in the CNS of mice and to cause encephalitis and high mortality 
rates, suggesting that these mutations play an important role on the viral fitness 
modulation in vivo. These mutations also enhanced viral fitness in mdDCs by 
increasing RNA synthesis and viral load. Additionally, it has been demonstrated that 
the mutations NS3435 and NS3480 in the helicase domain do not significantly affect the 
protease and NTPase activities of NS3 in vitro. Despite the high level of RNA 
replication, DENV reduces the ability of mdDCs to produce type I IFN triggered by 
Toll-like receptor (TLR) signaling. The results presented herein show that a single 
mutation in DENV genome enhances viral fitness in vivo, in vitro and ex vivo and is 
enough to subvert the host immune response and establish a productive infection. 
Given current limitations to our understanding of the molecular basis of dengue 
pathogenesis, these results could contribute to provide insights into virus/host 
interactions and new information about the mechanisms of basic dengue biology. 

 

Keywords : Dengue virus (DENV), non-structural protein 3 (NS3), envelope protein 
(E), DENV infectious clone, DENV subgenomic replicons, murine model, dendritic 
cells (DC) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Emergência do vírus da dengue 

 

O vírus da dengue (DENV) constitui um dos patógenos humanos mais 

importantes dentre os vírus classificados como arbovírus. O ciclo de transmissão do 

DENV na Ásia e na África Ocidental inclui dois ciclos: o enzoótico, entre primatas 

não-humanos e mosquitos arbóreos do gênero Aedes, e o urbano 

(endêmico/epidêmico), entre mosquitos periurbanos A. aegypti e A. albopictus e 

primatas humanos. Nas demais regiões tropicais e subtropicais do mundo se 

observa apenas o ciclo urbano (VASILAKIS; WEAVER, 2008).  

A origem do DENV tem sido objeto de discussão durante décadas. Vasilakis 

et al., 2011, descrevem em sua revisão que análises filogenéticas entre os DENV de 

transmissão silvática e urbana sugerem fortemente que os sorotipos 

endêmicos/epidêmicos do DENV emergiram de forma independente de seus 

ancestrais, os DENV silvestres, tornando-se evolutivamente e ecologicamente 

distintos. Embora a transmissão silvática do DENV se mantenha independente nas 

florestas do oeste da África e sudeste da Ásia, existe claras evidências que os vírus 

silváticos circulantes sejam hábeis a infectar e causar doença em humanos, com 

apresentação clínica indistinguível dos vírus endêmicos (ROBIN et al., 1980; 

CARDOSA, et al., 2009; FRANCO et al., 2011).   

A primeira epidemia ocasionada pelo DENV foi evidenciada na África do Sul 

em Durban nos anos de 1926 e 1927, com mais de 40.000 pessoas acometidas, e 

foi atribuída ao sorotipo 1 do DENV (DENV-1) em um estudo retrospectivo 

(KOKERNOT; SMITHBURNK; WEINBRENM, 1956). Durante a IIª Guerra Mundial, 

uma série de distúrbios ecológicos e sociais no mundo contribuiu para a dispersão 

do mosquito vetor e do DENV do leste da África para a Ásia, oeste da Índia e, 

posteriormente, para as Américas. Neste mesmo período, Sabin e Schlesinger 

(1945) na tentativa de obter uma vacina viva atenuada contra o DENV, através de 

passagens seriadas em cérebro de camundongos neonatos, acabaram por realizar o 

primeiro isolamento do vírus, identificando o sorotipo DENV-1 (cepa Hawaii) e, 

posteriormente, o sorotipo DENV-2 (cepa New Guinea) (SABIN, 1952; HOTTA, 

1952). Os sorotipos DENV-3 e DENV-4 foram identificados no ano de 1957, durante 
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a epidemia de dengue em Manila, Filipinas (HAMMOM et al., 1960). Desde então, o 

processo de mutações e substituições nucleotídicas no genoma dos DENV tem 

contribuído para a variabilidade genotípica que se observa atualmente. Análises 

filogenéticas atuais (NOGUEIRA et al., 2008; WEAVER; VASILAKIS, 2009), 

baseadas na sequência completa da proteína E agrupam as linhagens dos sorotipos 

do DENV em diferentes genótipos:  

  - As cepas de DENV-1 estão agrupadas em cinco genótipos distintos: (i) 

genótipo I, representa as cepas identificadas no sudeste Asiático, China e África 

Oriental; (ii) genótipo II, representa as cepas identificadas na Tailândia em 1950 e 

1960; (iii) genótipo III, representa as cepas silvestres identificadas na Malásia; (iv) 

genótipo IV , representa as cepas identificadas nas Ilhas do Pacífico Ocidental e 

Austrália e (v) o genótipo V representa todas as cepas circulantes nas Américas, no 

oeste da África e algumas cepas coletadas na Ásia. 

- As cepas de DENV-2 também estão agrupadas em 5 genótipos distintos: (i) 

genótipo asíático I, representa as cepas identificadas na Malásia e na Tailândia, e o 

genótipo asiático II, representa as cepas do Vietnã, China, Taiwan, Sri Lanka e 

Filipinas; (ii) genótipo cosmopolita, representa as cepas de vasta distribuição 

geográfica, incluindo as cepas identificadas na Austrália, na África Oriental e 

Ocidental, nas Ilhas do Pacífico e no Oceano Índico, no subcontinente indiano e no 

Oriente Médio; (iii) genótipo americano, representa cepas da América Latina, do 

Caribe, do subcontinente indiano e das Ilhas do Pacífico, circulantes nas décadas de 

50 e 60; (iv) genótipo asiático/americano, representa as cepas identificadas na 

Tailândia e Vietnã, bem como, as cepas circulantes nas Américas nos últimos 20 

anos e (v) o genótipo silvestre que representa cepas identificadas em seres 

humanos, mosquitos florestais ou animais sentinelas no oeste da África e sudeste da 

Ásia.  

- As cepas de DENV-3 estão agrupadas em quatro genótipos distintos: (i) o genótipo 

I representa as cepas da Indonésia, Malásia, Filipinas e isolados recentes das ilhas 

do Pacífico Sul; (ii) genótipo II, representa as cepas da Tailândia, Vietnã e 

Bangladesh; (iii) genótipo III, representa as cepas do Sri Lanka, Índia, África e 

Samoa; (iv) genótipo  IV que representa as cepas de Porto Rico, América Latina e 

América Central e o (v) genótipo V, representa as cepas que circularam até a 

década de 80 na Ásia e foram re-introduzidos na América do Sul após o ano 2000.   
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- As cepas de DENV-4 estão agrupadas em quatro distintos genótipos: (i) genótipo I, 

representa as cepas da Tailândia, Filipinas, Sri Lanka, e  cepas importadas do 

sudeste asiático para o Japão; (ii) genótipo II, representa as cepas da Indonésia, 

Malásia, Tahiti, Caribe e das Américas (iii) genótipo III, representa as cepas 

circulantesna Tailândia que são distintas de outros isolados tailandeses e o (iv) 

genótipo IV que representa as cepas silvestres da Malásia. 

A pressão seletiva e as altas taxas de erro da polimerase viral (10-3 a 10-

5/nucelotídeos/ciclo) contribuem para a variabilidade genética observada entre os 

DENV, modulando a capacidade infectiva e replicativa desses vírus tanto no 

mosquito vetor quanto no hospedeiro vertebrado. Aliado a isso, as mudanças 

climáticas do mundo atual favorecem a dispersão e proliferação do mosquito vetor, 

aumentando o número de indivíduos vivendo em áreas de risco para infecção pelo 

DENV. A introdução de casos autóctones de dengue na Flórida/EUA em 2009 (CDC, 

2010) e na Europa (LA RUCHE et al, 2012; SCHMIDT-CHANASIT et al., 2010) 

durante o verão de 2010 evidencia a existência do risco potencial de iniciação de um 

ciclo de transmissão em áreas naïve, através da introdução de cepas de DENV em 

locais onde o mosquito vetor do gênero Aedes se faz presente, podendo 

estabelecer, dessa forma, o desenvolvimento de novas epidemias. 

 

1.2  A dengue: situação atual 

 

A dengue é uma doença infecciosa, não contagiosa, cujo agente etiológico, o 

DENV, é transmitido ao hospedeiro humano através da picada de mosquitos fêmea 

do gênero Aedes. 

Atualmente, a dengue constitui um grave problema de saúde pública de 

expansão mundial; endêmica em mais de 100 países da África, das Américas 

Central e do Sul, do Mediterrâneo Oriental, do sudeste da Ásia e do Pacífico 

Ocidental (CDC, 2012) (Figura 1) coloca em risco de infecção quase um terço da 

população humana mundial. A distribuição global da doença é um claro reflexo da 

circulação do principal mosquito vetor do gênero Aedes nas regiões tropicais e 

subtropicais do globo. Todos os quatro sorotipos do vírus da dengue (DENV-1, 2, 3 e 

4) são prevalentes nestas regiões, sendo responsáveis pela infecção de cerca de 80 

milhões de indivíduos anualmente com aproximadamente 25 mil mortes notificadas.  
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Figura 1 -  Mapa da distribuição global dos casos de dengue . As regiões em azul 
representam áreas de risco de transmissão contínua, tal como definido pelo Centro de Controle 
e Prevenção de Doenças (CDC) (última atualização: outubro de 2012). Marcadores vermelhos 
indicam os países ou locais com notificação de casos de dengue. A falta de marcadores não 
significa que nenhuma transmissão esteja ocorrendo nas áreas demarcadas, particularmente 
em áreas onde o vírus da dengue tem circulação endêmica. Fonte: CDC, 2012 
(http://www.healthmap.org/dengue/index.php). 

 

As últimas três décadas do século XX foram de fundamental importância na 

definição da atual situação da dengue nas Américas. Após um período de 

erradicação, o DENV-1, genótipo do sudeste asiático, foi introduzido nas Américas 

em 1981 (KOURI et al., 1983; RICO-HESSE, 1990), ocasionando uma grande 

epidemia em Cuba, associado com significativo aumento na gravidade da doença 

(GUZMÁN, 2012). Subsequente à epidemia de 1981, período caracterizado pelo 

surgimento das formas hemorrágicas da doença e co-circulação de diferentes 

sorotipos (DENV-1, 2 e 4), outras epidemias foram reportadas nas Américas. 

No Brasil, a primeira epidemia de dengue foi registrada em 1986, ocasionada 

pelo DENV-1. A introdução do DENV-2 entre os anos de 1990 e 1991 causou a 

primeira epidemia de FHD, com 462 casos de FHD, dos quais, oito evoluíram para o 

óbito (PAHO, 1992). Desde então, o número de casos de dengue vem crescendo de 

forma alarmante no Brasil. No período de 1990 a 2011, 6.642.936 casos de dengue 

foram notificados, com mais de 431.194 casos registrados apenas no primeiro 

semestre de 2012 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011; CARNEIRO et al., 2012).  Neste 
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período, a região Sudeste apresentou o maior número de casos (182.895 casos; 

42,4%), seguida da região Nordeste (168.935 casos; 39,2%), Centro-Oeste (43.228 

casos; 10,0%); Norte (31.927 casos; 7,4%), e Sul (4.209 casos; 1,0%). 

Nas últimas décadas tem se observado uma diminuição dos intervalos entre 

as epidemias, variando de um a três anos, normalmente associado à introdução de 

um novo sorotipo e aumento do número de casos das formas graves da doença 

(Figura 1.1).   

 
Figura 1.1 – Número de casos de dengue reportados n o Brasil entre os 
anos de 1990 e 2011. A. Casos de dengue confirmados. A circulação dos 
sorotipos do DENV está indicada. B. Casos graves de dengue confirmados. 
Os casos graves correspondem ao somatório dos casos confirmados com 
classificação final de febre hemorrágica da dengue (FHD) e dengue com 
complicações (DCC) (Dados obtidos do Ministério da Saúde, 2012).  

 

A grande incidência de infecção pelo DENV demonstra que medidas de 

controle devem ser tomadas imediatamente para a solução desse grave problema 

de saúde pública de importância mundial. Grandes esforços têm sido realizados na 

tentativa de desenvolver métodos eficazes de profilaxia, imunoprofilaxia e terapias 

antivirais eficazes no combate a dengue. Baseado nestas premissas, uma série de 
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vacinas candidatas estão sendo desenvolvidas e, dentre elas, pode-se elencar as 

vacinas de vírus vivo atenuado, vírus inativado ou não vivo, proteína recombinante, 

vacinas de DNA e vacinas quiméricas recombinantes provenientes de clones 

infecciosos de cDNA (GUIRAKHOO et al. 2002;  HUANG et al., 2003). No entanto, o 

desenvolvimento de uma vacina eficaz esbarra em algumas limitações, tais como: (i) 

a necessidade de uma vacina tetravalente que imunize simultaneamente o indivíduo 

contra todos os sorotipos do DENV, a fim de reduzir o risco de uma exacerbação da 

infecção por fenômenos imunológicos, fenômeno também observado em infecções 

sequenciais com outros sorotipos do DENV (HALSTEAD; NIMMANNITYA; COHEN, 

1970); (ii) o fenômeno da interferência viral entre diferentes sorotipos que compõem 

a mistura da vacina final (HALSTEAD; O’ROURKE, 1977; MALAVIGE et al., 2004; 

WHITEHEAD et al., 2007); (iii) a recombinação intra-genotípica (HOLMES; 

WOROBEY; RAMBAUT, 1999) e a (iv) falta de um modelo animal capaz de refletir 

as formas clínicas graves da doença em humanos (ZOMPI; HARRIS, 2012). 

Várias das abordagens citadas acima para o desenvolvimento eficaz de uma 

vacina contra a dengue têm demonstrado eficácia protetora em modelos de infecção 

do DENV, mas pouco tem sido mostrado quanto à segurança e a imunogenecidade 

em estudos de fase clínica inicial. A vacina tetravalente de vírus vivo quimérico 

atenuado (ChimeriVax, Sanofi Pasteur), proveniente do clone infeccioso de febre 

amarela (YFV do inglês, Yellow Fever Virus) 17D vacinal combinado com as 

proteínas estruturais dos quatro sorotipos do DENV (denominada de CYD-TDV), 

apresentou resultados promissores em estudos pré-clínicos in vitro e in vivo, 

induzindo estimulação controlada em células dendríticas humanas (DC) e 

significante resposta imunológica em macacos (GUY et al., 2011). Os dados do 

desafio clínico de fase 2b da vacina CYD-TDV realizado em 4.002 crianças 

tailandesas foram publicados recentemente (SABCHAREON et al., 2012). Após três 

doses, a vacina candidata apresentou 70% de eficácia contra os DENV-1, 3 e 4. No 

entanto, não foi capaz de conferir uma resposta imune protetora contra o DENV-2 

circulante na Ásia (dominância do genótipo viral asiático 1), diminuindo a eficácia 

geral da vacina. Os mecanismos envolvidos precisam ainda ser determinados, mas 

os autores especulam que a ineficácia da vacina tetravalente poderia ser atribuída  

ao maior fitness viral do  DENV-2 circulante em relação ao DENV-2 do genótipo 

americano/asiático, genótipo selecionado para a confecção da CYD-TDV (cepa 
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PUO-218). As cepas dos genótipos asiático 1 e americano/asiático apresentam 73 

diferenças de aminoácidos localizadas nas proteínas E, NS1, NS3, NS2A, NS4B e 

NS5 que podem estar implicadas no aumento dos níveis de viremia em humanos 

(VU et al., 2010).  

O avanço nos estudos de caracterização estrutural de proteínas dos flavivírus 

tem possibilitado a identificação de um número crescente de potenciais alvos para 

estratégias antivirais, incluindo as proteínas virais de envelope, capsídeo, 

polimerase, helicase e protease, bem como, proteínas celulares-alvo envolvidas em 

importantes processos durante o ciclo viral. Além dessas, Xie et al., (2011) 

demonstraram que a proteína NS4B apesar de não apresentar atividade enzimática 

também constitui um importante alvo para terapia antiviral. Dentre as etapas do ciclo 

viral que poderiam sofrer intervenção, podemos destacar a ligação ao receptor 

(ALEN et al., 2009), internalização da partícula viral na célula hospedeira (LEE et al., 

2008),  mudanças conformacionais na proteína E, fusão com a membrana do 

endossomo, capeamento do RNA viral (DONG; ZHANG; SHI, 2008), clivagem da 

poliproteína viral (CHANPRAPAPH et al., 2005; YIN et al., 2006), replicação (KIAT et 

al., 2006)  e morfogênese viral (COURAGEOT et al., 2000). Além disso, a infecção 

pelo DENV promove um grande número de respostas nas células e tecido do 

hospedeiro que exibem um potencial efeito inibitório na proliferação viral (CHU; 

YANG, 2007). Anticorpos monoclonais (LOK et al., 2008; OLIPHANT et al., 2005) e 

técnicas envolvendo o uso de replicons subgenômicos do DENV e RNA de 

interferência (iRNA) (NG et al., 2007) constituem importantes ferramentas para a 

investigação de alvos capazes de inibir a replicação viral ou a interação de 

proteínas-chave envolvidas em etapas críticas do ciclo viral, podendo representar 

uma interessante estratégia na terapêutica da dengue. 

 No entanto, para o sucesso da implementação futura de terapias antivirais 

contra o DENV torna-se fundamental o uso de métodos de diagnóstico rápidos e 

eficazes para determinação da infecção, pois nos estágios iniciais a doença é 

frequentemente confundida com outras doenças tropicais, o que pode levar ao 

tratamento inadequado. Acredita-se que o desenvolvimento de uma droga eficaz e 

segura contra o DENV, se administrada no curso inicial da infecção, não deva 

apenas reduzir os riscos de desenvolvimento de formas graves, mas também 

minimizar a possibilidade de potenciais eventos epidêmicos.  



31 

 

 

Uma alternativa para controle/prevenção da doença consiste na adoção de 

metodologias eficazes para o combate ao mosquito vetor. No entanto trata-se de 

uma estratégia pouco factível, visto que o mosquito vetor do gênero Aedes está 

completamente adaptado e prospera eficientemente em ambientes urbanos e 

periurbanos. Nos próximos anos, se aprovado pelos comitês de biossegurança e 

ética, um novo tipo de A. aegypti transgênico estéril (linhagem OX513A) poderá ser 

liberado no meio ambiente e utilizado como controle biológico (BARGIELOWSKI et 

al., 2011). Uma nova abordagem para o controle biológico de doenças transmitidas 

por mosquitos utilizando a bactéria endossimbiótica Wolbachia pipientis, foi 

recentemente proposta. Moreira et al. (2009) demonstraram que a transfecção de 

Wolbachia em mosquitos A. aegypti e Anopheles é capaz de inibir a replicação do 

DENV, do vírus da febre Chikungunya e do parasita da malária de aves Plasmodium 

gallinaceum em seus respectivos hospedeiros. No entanto, o mesmo efeito não foi 

observado em A. albopictus, que naturalmente é infectado por Wolbachia (LU; BIAN; 

PAN, 2012). Dessa forma, estudos adicionais serão necessários para melhor 

compreender os mecanismos pelo qual a bactéria medeia a interferência viral e 

disseminação do mosquito vetor, para uma futura utilização de Wolbachia como 

estratégia de controle da transmissão de flavivírus. 

Existem ainda diversas lacunas relacionadas à biologia viral e os mecanismos 

envolvidos na patogênese da doença; um melhor entendimento sobre as interações 

entre vetor, vírus e hospedeiro humano poderá auxiliar no desenvolvimento de 

medidas mais efetivas para o monitoramento e controle da dengue. 

 

1.3 O agente etiológico 

 

O DENV pertence ao grupo dos arbovírus que inclui obrigatoriamente, vetores 

artrópodes em seu ciclo de vida. Como a maioria dos arbovírus, o DENV utiliza no 

seu ciclo de transmissão insetos como vetores e vertebrados como hospedeiros 

(FLINT et al., 2004). DENV está classificado como um importante membro do gênero 

Flavivírus dentro da família Flaviviridae. A família Flaviviridae, família de pequenos 

vírus RNA envelopados, é composta por 58 vírus, alguns de grande importância 

médica e veterinária, agrupados em três gêneros: Hepacivirus (vírus protótipo: vírus 

da hepatite C (HCV), Pestivirus (vírus protótipo: vírus da diarréia viral bovina (BVD) e 
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Flavivírus (vírus protótipo: YFV). Além desses, dois grupos de vírus (GB vírus A e 

GB vírus B), têm sido reconhecidos como “vírus não atribuídos” da família 

Flaviviridae, devido à similaridade genética e organização genômica (ICTV, 2011). 

 

1.4 Estrutura e organização do genoma 

 

Os vírus pertencentes ao gênero Flavivirus apresentam um genoma de 

organização relativamente simples, composto por uma fita simples de RNA de 

polaridade positiva de aproximadamente 11 Kb que codifica uma única fase de 

leitura aberta (ORF do inglês, open read frame) e dirige a síntese de uma 

poliproteína precursora de aproximadamente 3.400 aminoácidos. A poliproteína viral 

é processada co- e pós-traducionalmente por proteases da célula hospedeira 

(signalases/cisteína proteinases e furina) e uma protease codificada pelo próprio 

vírus (serina proteinase) para gerar as proteínas estruturais C (proteína de 

capsídeo), prM (precursora da proteína M) e E (proteína de envelope) e as proteínas 

não estruturais (NS) NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5 (Figura 1.2) 

(LINDENBACH; RICE, 2003). O correto processamento dessas proteínas é 

essencial para a replicação viral e montagem do vírion infeccioso, que é composto 

pelas proteínas estruturais C, M e E e por uma única molécula de RNA infeccioso 

(CHAMBERS et al., 1990; RICE, 1996).  
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Figura 1.2 -  Organização esquemática do genoma e da poliproteína  viral.  O 
RNA viral de fita positiva (aproximadamente 11 Kb) apresenta duas regiões não 
traduzidas 5’ e 3’, envolvidas na replicação e tradução do genoma, sendo que a 
região 5’ apresenta uma estrutura em cap. O RNA viral é traduzido em uma 
única poliproteína que é processada por proteases viral e da célula hospedeira 
(indicada pelas setas). Adaptado de Perera e Kuhn (2008).   

 

As proteínas estruturais estão envolvidas principalmente na entrada e 

montagem da partícula viral e as proteínas NS estão envolvidas na replicação, 

montagem da partícula viral (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007), rearranjo das 

membranas internas, recrutamento e subversão de fatores celulares (BOWIE; 

UNTERHOLZNER, 2008) que contribuem para promover o processo replicativo e a 

evasão da resposta imunológica (ALCARAZ-ESTRADA; YOCUPICIO-MONROY; 

DEL ANGEL, 2010).  Até o momento apenas a estrutura cristalográfica das proteínas 

C (MA et al., 2004), prM (LI et al., 2008) E (MODIS et al., 2004), NS3 (LUO et al., 

2008) e NS5 (EGLOFF et al., 2002; YAP et al., 2007) dos DENV foram resolvidas 

(Figura 1.3). 
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Figura 1.3 -  Proteínas codificadas pelo genoma do DENV . As caixas vermelhas e azuis 
representam proteínas estruturais e não estruturais, respectivamente. As proteínas estruturais 
formam o vírion e a maioria das proteínas não estruturais são requeridas para a replicação e 
morfogênese viral, outras propriedades conhecidas estão indicadas. As estruturas das 
proteínas C, prM, E, NS3 e NS5 estão depositados no banco de dados de proteínas (PDB) sob 
os seguintes identificadores: 1R6R, 3C5X, 1OKE, 2VBC, 2P1D, 2J7U, respectivamente.  

 

1.4.1 Proteínas estruturais 

 

A partícula viral madura apresenta estrutura esférica de aproximadamente 50 

nm e é composta pelas proteínas M, por dímeros da proteína E e por um capsídeo 

ribonucleotídeo icosaédrico associado à membrana lipídica derivada da célula 

hospedeira. A disposição das proteínas de superfície na partícula viral imatura é 

distinta daquela observada na partícula viral matura, que é composta por 60 trímeros 

assimétricos de heterodímeros da prM-E enquanto a partícula viral matura é 

composta por 90 dímeros da proteína E que estão associados com a proteína M na 

proporção 1:1 (Figura 1.4) (ZHANG et al., 2003). A formação da proteína M através 

da clivagem dos 91 resíduos de aminoácidos N-terminal da proteína precursora prM, 

pela protease tipo furina da célula hospedeira, constitui um evento crucial na fase 

final de morfogênese do vírion. A eficiência deste evento resulta na organização da 

estrutura de superfície do vírion e no consequente aumento da infectividade do vírus 

(ZHANG et al., 2003). 
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A proteína C, com peso molecular de 12 kDa, apresenta caráter altamente 

básico devido a presença de 26 resíduos de arginina ou lisina e apenas 3 resíduos 

carregados negativamente. Múltiplas cópias desta proteína associam-se ao RNA 

viral para formação do nucleocapsídeo, provavelmente pela interação com resíduos 

básicos não estruturados concentrados nas extremidades N e C-terminal da 

proteína. Além desse, a proteína C possui um domínio central composto por 21 

resíduos de aminoácidos hidrofóbicos que interagem com a bicamada lipídica 

derivada da célula hospedeira e são requeridos para a maturação e montagem da 

partícula viral (MARKOFF; FALGOUT; CHANG, 1997; JONES et al., 2003). As 

proteínas E e M também encontram-se ancoradas à membrana viral através da 

interação com os domímios transmembrânicos presentes na porção C-terminal das 

proteínas. 

A glicoproteína E é o principal componente antigênico do virion, conferindo 

resposta imune protetora por elicitar a produção de anticorpos neutralizantes, além 

de interagir com os receptores de superfície da célula hospedeira, determinando o 

tropismo e mediando os processos de adsorção, penetração e fusão da partícula 

viral com a membrana da célula hospedeira (CHAMBERS et al., 1990). Evidências 

indicam que a proteína E desempenha um papel na patogenicidade de diversos 

flavivírus não apenas pela definição do tropismo celular como também por modular a 

internalização do virion na célula hospedeira (GOLLINS; PORTERFIELD, 1986; 

REY, 2003; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).   

 O ectodomínio da proteína E apresenta três domínios de estrutura bem 

definida (I a III) que foram resolvidos por cristalografia de raios-X (REY et al., 1995; 

MODIS et al., 2004). O domínio III é o principal domínio antigênico da proteína, 

interage com o receptor da célula hospedeira e participa de todos os eventos que 

envolvem a proteína E. O domínio II está envolvido na dimerização da proteína e 

contém em sua extremidade distal um peptídeo de fusão composto por 12 

aminoácidos hidrofóbicos altamente conservados (resíduos 98 a 100) (ALLISON et 

al., 2001). Estes dois domínios estão ligados através do domínio N-terminal I, 

estruturalmente organizado na porção central da proteína. As mudanças estruturais 

no complexo E que ocorrem durante o curso da maturação do virion e fusão 

envolvem a rotação dos três domínios. Os 100 resíduos de aminoácidos da região 

C-terminal da proteína E (resíduos 395-495) que compõem a região tronco (do 
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inglês, stem-region) estão ausentes na estrutura cristalográfica da proteína, mas 

presentes em mapas de densidade utilizando crio-microscopia eletrônica (ZHANG et 

al., 2003; KLEIN, CHOI, HARRISON, 2013). A porção anterior da stem-region 

consiste de duas helices H1 (resíduos 401-413) e H2 (resíduos 431-449), 

conectadas por uma sequência de resíduos de aminoácido altamente conservada 

(CS). A região transmembrana da stem-region é constituída por um par de estruturas 

antiparalelas em coiled-coils, T1 (resíduos 450-471) e T2 (resíduos 473-496) 

(ALLISON et al, 1999). Essa região possibilita a ancoragem da proteína E na 

bicamada lipídica derivada da célula hospedeira, além de desempenhar um papel 

crucial na trimerização da proteína E ativada por baixo pH, durante o processo de 

fusão com a célula hospedeira (Figura 1.4). 

 

 
Figura 1.4  – Representação esquemática da partícula dos flavivír us  durante o processo 
de maturação e fusão da partícula viral . A. Esquerda: virion imaturo; direita: virion maduro. 
sE indica a forma solúvel da proteína E, sem a região denominada de âncora-haste. A 
redução do pH no endossomo ocasiona uma mudança conformacional na proteína E do víron 
maduro, exponso o peptídeo de fusão presente no domínio II e ocasionando o rearranjo do 
dímero da proteína E em monoômeros. Em seguida, o peptídeo de fusão insere-se na 
camada de hidrocarbonetos da membrana da célula hospedeira, promovendo a fusão entre 
as membranas com consequente liberação do nucleocapsídeo no citoplasma da célula 
hospedira. B. Vista lateral de um homodímero da proteína E. Os domínios I, II e III e o 
peptídeo de fusão (PF) estão representados nas cores vermelho, amarelo, azul e laranja, 
respectivamente. A haste está representada em roxo, a âncora transmembrana em verde e a 
membrana viral em cinza. Adaptado de Kiermayr; Stiasny; Heinz (2009), Alen; Schols (2012) 
e Heinz; Stiasny (2012).  

 

A glicoproteína prM é uma proteína de aproximadamente 18 kDa que facilita o 

enovelamento das proteína E e regula o seu estado oligomérico para impedir a 

exposição prematura do peptídeo de fusão durante o transporte da partícula viral 
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imatura pelo ambiente ácido (~5.8-6.0) da rede do trans-Golgi. Recentemente a 

estrutura atômica da prM fusionada ao ectodomínio da proteína E foi resolvida em 

pH 5.5 e 7.0 e nenhuma diferença estrutural significativa foi observada entre os 

diferentes tratamentos, indicando que o pH não afeta a estrutura terciária da 

proteína (LI et al., 2008). Durante o processo de maturação da partícula viral, a 

proteína prM é clivada por proteases tipo furina da célula hospedeira, liberando a 

porção N-terminal da prM (91 resíduos de aminoácidos) e mantendo apenas o 

ectodomínio C-terminal (resíduos 92 a 130) e a região transmembrana (resíduos 131 

a 166) da proteína M no virion. Funções biológicas não têm sido atribuídas à 

proteína M, no entanto, alguns estudos demonstram que o ectodomínio intraluminal 

desta proteína apresenta propriedades proapoptóticas em células Neuro 2a e 

HepG2 (CATTEAU et al. 2003) e é capaz de induzir a produção de anticorpos 

neutralizantes (KUHN et al., 2002; DEJNIRATTISAI et al., 2010).  

 

1.4.2 Proteínas não estruturais 

 

A primeira proteína NS a ser produzida durante a tradução policistrônica do 

RNA viral é a proteína NS1. A glicoproteína NS1 de aproximadamente 48 kDa é 

essencial para a viabilidade viral. Durante a infecção da célula hospedeira, a NS1 é 

encontrada associada ao retículo endoplasmático (RE), onde desempenha seu 

papel na replicação do vírus, ou pode ser externalizada para a superfície celular sob 

a forma hexamérica (FLAMAND et al., 1999), onde pode desencadear vias de 

sinalização específicas e contribuir para a patogenia da infecção (CHATURVEDI et 

al., 2005). O papel da proteína NS1 na replicação viral e sua correlação com a 

gravidade da doença não está completamente elucidada. No entanto, alguns 

estudos sugerem o envolvimento da NS1 na formação do complexo imune pela 

ativação do complemento (AVIRUTNAN et al, 2006), na indução da produção de 

auto-anticorpos que interagem com proteínas de matriz do hospedeiro, induzindo 

disfunção plaquetária (FALCONAR, 1997; SUN et al., 2007), na citólise de células 

endoteliais mediada pelo sistema do complemento associado a anticorpos (LIN et al 

2003) e no aumento da infecção viral in vitro e in vivo (ALCON-LEPODER et al., 

2005). Além disso, estudos de imunolocalização por criofratura e imunofluorescência 

confocal em células C6/36 e Vero identificaram a associação da NS1 com dsRNA 
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(MACKENZIE; JONES; YOUNG, 1996), sugerindo potencial papel na replicação. A 

inibição do primeiro sítio de glicosilação da NS1 (Asn 130) ou de ambos os sítios 

(Asn130 e Asn208) é capaz de reduzir a replicação do RNA do DENV e o seu 

crescimento em cultura de células (TAJIMA; TAKASAKI; KURANE, 2008), bem 

como, diminuir a neurovirulência do YFV em modelo murino (MUYLAERT et al., 

1996). Altos níveis da proteína NS1 e de anticorpos dirigidos contra a proteína são 

detectados no plasma de paciente durante a fase de inicial da doença (LIBRATY et 

al., 2002) e, por esta razão, constituem um bom marcador de diagnóstico precoce 

(LIMA et al. 2010). 

As pequenas proteínas hidrofóbicas dos flavivírus (NS2A, NS4A, NS4B) 

permanecem ainda pouco caracterizadas. Estudos sugerem que a proteína NS2A 

(22 kDa) é necessária para a montagem de novas partículas virais. Mutações na 

proteína NS2A do YFV e Kunjin vírus (KUNV) interferem na montagem e secreção 

da partícula viral pela célula hospedeira (LIU; CHEN; KHROMYKH, 2003; 

KUMMERER; RICE, 2002). Além disso, a proteína interage com a região não 

traduzida do genoma viral (UTR do inglês, untranslated region) e serve como ponte 

para a interação das proteínas NS5 e NS3 (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).  

A proteína NS4A de aproximadamente 16 kDa é uma proteína associada a 

membrana do RE composta uma região N-teminal citosólica e quatro hélices 

transmembrana. Essa proteína co-localiza com o RNA viral e com as proteínas NS1, 

NS3 e NS5, sugerindo que a NS4A constitui um local de ancoragem para o 

complexo de replicação (LINDENBACH; THIEL; RICE et al., 2007; WESTAWAY et 

al., 2003) além de induzir autofagia, protegendo a célula de apoptose e aumentando 

a replicação viral (MCLEAN et al., 2011). 

A NS4B é uma pequena proteína (27 kDa) altamente hidrofóbica com cinco 

domínios transmembrana Durante a tradução localiza-se na região perinuclear da 

célula hospedeira, no entanto, há fortes evidências que a NS4B pode ser 

translocada para o núcleo das células infectadas (WESTAWAY et al., 1997). 

Estudos sugerem que a NS4B desempenha importante papel na replicação e 

patogênese dos flavivírus (PUIG-BASAGOITI et al., 2007; WICKER et al., 2012), 

interagindo com componentes do complexo de replicação e dsRNA viral (MILLER; 

SPARACIO; BARTENSCHLAGER, 2006). Umareddy et al. 2006, demonstraram que 

a associação da NS4B com a NS3 estimula a atividade helicase da NS3 in vitro, por 
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auxiliar na dissociação da NS3 da simples fita de RNA. Neste mesmo trabalho, 

demonstraram que a interação física entre a NS4B e NS3 do DENV-4 é desfeita pela 

presença de uma única mutação na posição 101 da NS4B (P101L). Também tem 

sido relatado o envolvimento desta proteína na inibição da cascata de sinalização a 

nível nuclear da fosforilação de STAT (MUNÕZ-JORDÁN et al. 2003; MORRISON et 

al., 2012). 

Estudos recentes demonstram que a replicação viral e a expressão de 

proteínas virais hidrofóbicas, tais como a NS2A, NS4A e NS4B, implicadas na 

regulação da sinalização da resposta ao estresse, induzido pelo acúmulo de 

proteínas mal enoveladas no RE (unfolded protein response - UPR), podem inibir a 

via de sinalização JAK-STAT em resposta ao interferon alfa (IFN-α) e beneficiar a 

replicação (AMBROSE; MACKENZIE, 2011). 

A pequena proteína NS2B (14 kDa) é uma proteína integral de membrana que 

apresenta três domínios hidrofóbicos que flanqueam uma região hidrofílica 

conservada, composta por 47 resíduos de aminoácidos (FALGOUT et al., 1991). O 

peptídeo central hidrofílico se intercala no domínio protease da NS3, formando um 

complexo estável, necessário para a eficiente atividade catalítica da proteína 

(ERBEL et al., 2006). Diversas estratégias foram realizadas para demonstrar a 

atividade da proteína NS2B como cofator da atividade protease da NS3. Mais 

recentemente, Leung et al. (2001) demonstraram que a sequência de resíduos de 

aminoácidos entre o cofator, região hidrofílica da NS2B, e a região N-terminal da 

proteína NS3 poderia ser substituído por um linker flexível de Gly4-Ser-Gly4 para 

expressão funcional do complexo NS2BNS3 em E. coli. Em contraste, a expressão 

da proteína NS3 sem o cofator exibe agregação inespecífica e baixa solubilidade 

além de apresentar baixa atividade proteolítica in vitro. Essa metodologia tem sido 

utilizada por diversos grupos em uma variedade de estudos bioquímicos, 

mutagênicos e estruturais para avaliar a especificidade a substratos e determinar o 

perfil de potenciais inibidores de protease dos flavivírus (LI et al.; 2005; GOUVEA et 

al., 2007; ASSENBERG et al., 2009; XU et al., 2012).  

A proteína NS3 (69 kDa) é a segunda maior proteína dos flavivírus e também 

a segunda mais conservada entre os membros deste gênero e desempenha um 

papel essencial no processamento da poliproteína e replicação do RNA viral. A NS3 

é uma proteína multifuncional composta por um domínio serino protease 
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quimotripsina-like na porção N-terminal, um domínio RNA trifosfatase envolvida com 

o processo de capeamento do RNA viral e um domínio RNA helicase com atividade 

nucleosídeo trifosfatase (NTPase), ambos na porção C-terminal da proteína 

(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Além das atividades enzimáticas, a proteína 

NS3 tem sido implicada na formação do envelope viral (YAMSHCHIKOV;COMPANS, 

1995) e montagem da partícula viral (LIU; CHEN; KHROMYKH, 2003). Durante a 

infecção na célula hospedeira, a NS3 encontra-se associada às membranas 

intracelulares, associação que ocorre provavelmente via interação com a proteína 

transmembrana NS2B, que atua como co-fator enzimático da protease viral (LEUNG 

et al., 2001; LUO et al., 2010). 

O domínio RNA helicase/NTPase da NS3 (aproximadamente 450 

aminoácidos) apresenta significante homologia com membros da subfamília DExH-

box de RNA helicases (assim denominada pela sequência consenso do motivo II, 

também conhecido como motivo Walker B) da superfamília 2 das helicase (SF2) 

(CHOW; SEAH; CHAN 1993; KADARÉ; HAENNI, 1997). A proteína apresenta sete 

motivos conservados (I, Ia, II, III, IV, V e VI) organizados em um arranjo 

tridimensional no cerne da proteína que contribuem, durante a replicação viral, para 

a ligação e hidrólise de ATP, bem como, para a ligação e separação da dupla fita de 

RNA (dsRNA) na direção 3’→5’ (Figura 1.5) (XU et al., 2005). As proteínas da família 

DExH geralmente atuam como translocases dependente de ATP e requerem uma 

região de simples fita de DNA ou RNA para promover o deslocamento das fitas 

pareadas e, eventualmente, de proteínas associadas (STEIMER; KLOSTERMEIER, 

2012). Ao contrário de outros membros da SF2, a NS3 é composta por três 

domínios: dois domínios globulares RecA-like; domínios 1 (resíduos 181-326) e 2 

(resíduos 327-481), característico da família das helicase, e um terceiro domínio α 

hélice (resíduos 482-618) (Figura 1.5). O domínio 3, embora não apresente motivos 

canônicos, medeia importantes interações com o substrato de RNA, proteínas virais 

e da célula hospedeira. Como referido, o sítio de acesso ao RNA na fenda da 

proteína está localizado entre a α-hélice 2 do domínio II, o β-harpin saliente do 

domínio II e a α-hélice hélice 6 do domínio III (XU et al, 2005). Embora estudos 

recentes tenham revelado detalhes sobre mudanças conformacionais da proteína na 

presença e ausência de substratos e a determinação de alguns potenciais alvos de 

interação (NOBLE et al, 2012; YIN et al., 2006; DENG et al., 2012), pouco se 
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conhece sobre os mecanismos fisiológicos  envolvidos na replicação e montagem da 

partícula viral. 

 

 
Figura 1.5 - Representação da arquitetura e motivos  conservados da proteína NS3 DExH 
helicase dos flavivírus . A. Organização da poliproteína viral; destaque para os sete motivos 
conservados do domínio helicase.  B. Motivos conservados da proteína. Os sete motivos 
medeiam a ligação e a hidrólise de ATP e ligação ao RNA, necessários para o ciclo de 
atividade helicase. C. Estrutura cristal do complexo NS3 helicase de HCV e DNA fita simples 
(GU; RICE, 2010). Em B e C os domínios I, II e III da proteína estão representados nas cores 
rosa, roxo e azul, respectivamente. Adaptado de Rocak; Linder (2004). 

 
 

A região N-terminal da proteína NS3 (entre os resíduos 160 e 185) é 

partilhada por duas atividades enzimáticas distintas, a protease e helicase/NTPase 

(LI, 1999). Conforme mencionado anteriormente, a atividade catalítica de protease 

da NS3 requer a formação de um complexo não covalente com o segmento 

hidrofílico central (47 resíduos) do cofator NS2B (FALGOUT et al., 1991). A serino 

protease viral é responsável por clivagens em cis e em trans da poliproteína viral nas 

junções NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, e NS4B/NS5 (GORBALENYA et al., 

1989). Clivagens adicionais internas nas proteínas C, NS2A, NS4A e na própria NS3 

estão descritas na literatura (VALLE; FALGOUT, 1998). A protease do DENV 
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apresenta uma tríade catalítica composta pelos aminoácidos His51, Asp75 e Ser135 

(CHAMBERS et al., 1990) e tem preferência por substratos contendo aminoácidos 

básicos (Arg ou Lys) nas posições P1 e P2, seguidos por aminoácidos de cadeia 

lateral pequena (Gly, Ser, or Ala) na posição P1’ (WESTAWAY et al., 2003). A 

protease cliva no sítio P2P1↓P1′.  

A NS3 helicase dos flavivírus também exibe atividade de RNA trifosfatase 

(RTPase) que catalisa a clivagem do γ-β fosfato do RNA 5’ trifosforilado, que 

constitui a primeira das três reações enzimáticas de capeamento do RNA viral. 

Estudos sugerem que a RTPase requer o motivo Walker B do núcleo catalítico 

helicase/NTPase para a hidrólise da ligação fosfodiéster (BENARROCH et al., 2004)  

A proteína NS5 é uma proteína de 105 kDa com atividade de RNA 

guanililtransferase, metiltransferase (MTAse) e RNA polimerase dependente de RNA 

(RdRp), requeridas para o capeamento e síntese do genoma viral, respectivamente. 

A proteína NS5 apresenta resíduos de aminoácidos altamente conservados (320 a 

368) implicados na interação com a proteína NS3 e com proteínas importinas e 

exportinas (JOHANSSON et al., 2001; PRYOR et al., 2007). No entanto, o papel da 

NS5 no núcleo é ainda desconhecido.  

Alguns estudos utilizando metodologias high-throughput têm sugerido uma 

série de possíveis interações entre proteínas da célula hospedeira e as proteínas 

NS5 e NS3, evidenciando o papel destas proteínas na replicação e maturação viral, 

na interação com proteínas de tráfico intracelular de vesículas, na evasão da 

resposta imune e interferência na homeostase celular em benefício da replicação do 

genoma viral (LE BRETON et al., 2011; AMIT et al., 2009; MORRISON et al., 2012). 

 

1.4.3 Ciclo de replicação viral 

 

No hospedeiro humano o DENV pode infectar produtivamente uma grande 

variedade de células, tais como monócitos, macrófagos, linfócitos B e T, células 

dendríticas (DCs), células endoteliais, hepatócitos e células neuronais, além de uma 

numerosa quantidade de linhagens celulares utilizadas para propagação viral.  

As DCs imaturas e as células de Langerhans (LCs), residentes na epiderme, 

apresentam moléculas de superfície celular que são reconhecidas pela proteína E 

do DENV, tal como a molécula não integrina captadora da molécula de adesão 
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intercelular 3 específica de DC (do inglês dendritic cell-specific intracellular adhesion 

molecule-3-grabbing non-integrin, DC-SING), e constituem alvos potencias para a 

infecção inicial no hospedeiro humano (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; LOZACH 

et al., 2005). Além desses, outros possíveis receptores em células de mamíferos 

foram descritos, como heparan sulfato, proteínas de choque térmico 70 (heat shock 

protein 70, HSP70) e 90 (heat shock protein 90, HSP90), GRP78/BiP, CD14, 

receptor de 37/67 kDa de alta afinidade pela laminina, receptor de manose, L-SIGN 

(CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; ALEN; SCHOLS, 2012) 

A interação da glicoproteína E do DENV com o receptor da célula hospedeira 

favorece a internalização da partícula viral por endocitose mediada por receptores. A 

acidificação dos endossomos induz uma mudança conformacional irreversível na 

proteína E, resultando na fusão de membranas endossomais e virais, seguida pela 

libertação do nucleocapsídeo no citoplasma. Logo após ter sido liberado no 

citoplasma, o nucleocapsídeo é desmontado e o RNA viral é imediatamente 

traduzido em uma poliproteína de aproximadamente 3.400 aminoácidos.  

O genoma infeccioso do DENV carrega em sua extremidade 5’ uma estrutura 

em cap que garante a estabilidade e eficiência da tradução. O processo de tradução 

ocorre via reconhecimento da estrutura em cap (5′ m7GpppG) do RNA viral pelo 

fator celular eIF4E, o qual recruta os mesmos fatores celulares envolvidos na 

formação do complexo ribossomal e iniciação da tradução dos mRNA (PARANJAPE; 

HARRIS, 2010). Adicionalmente, a estrutura conservada em harpin na região do 

capsídeo (cHP) direciona a seleção do sítio de iniciação da tradução em células 

humanas e de mosquito, aumentando a eficiência da iniciação da tradução do RNA 

viral (CLYDE; HARRIS, 2006).  

As reações enzimáticas envolvidas nos processos de replicação e tradução 

do genoma viral são catalisadas pelas proteínas multifuncionais multidomínios NS3 

e NS5  em associação com as outras proteínas virais NS, importantes para o 

ancoramento do complexo replicativo (CR). Fatores celulares interagem com os 

elementos do RNA dos flavivírus para regular a tradução e a replicação e, assim, 

determinar a extensão da infectividade na célula hospedeira. Alguns desses fatores 

foram recentemente identificados em células de mamíferos e de insetos, tal como o 

fator de iniciação eucariótica 1A (eIF1A), a proteína de ligação ao trato polipirimidina 

(PTB), proteína de ligação Y-box 1 (YB-1), as ribonucleoproteínas nucleares 
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heterogêneas (hnRNP A1, hnRNP A2/B1 and hnRNP Q), o autoantígeno (La), 

calreticulina e o antígeno intracelular da célula T 1 (TIA-1) e a proteína relacionada 

(TIAR) (PARANJAPE; HARRIS, 2010; ALCARAZ-ESTRADA; YOCUPICIO-

MONROY; DEL ANGEL, 2010). A interação esquemática desses fatores com as 

estruturas conservadas dos RNAs dos flavivírus e com as proteínas NS3 e NS5 

estão representadas na figura 1.6. Embora os fatores mencionados estejam 

envolvidos em uma série de processos celulares, tais como splicing, transcrição, 

tráfego de RNA e tradução, o papel dessas proteínas no ciclo de vida do vírus não 

está completamente caracterizado. 

 

 
Figura 1.6 - Interação das proteínas virais e da cé lula 
hospedeira com as regiões não traduzidas do genoma (do 
inglês, untranslated region - UTRs) dos DENVs . Os fatores 
em azul têm papel demonstrado ou postulado na síntese de 
RNA. Os fatores em vermelho apresentam papel definido ou 
hipotético na regulação da tradução. Os fatores marcados em 
verde interagem com a 3’UTR da fita negativa, causando a 
inibição da tradução (a) Proteínas virais e da célula hospedeira 
que interagem com a região 5’UTR dos DENVs. A NS5 interage 
com o stem-loop A (SLA) da 5’UTR e com a NS3. La interage 
com a 5’UTR e com as proteínas NS3 e NS5. (b) Proteínas 
virais e da célula hospedeira que interagem com a região 
3’UTR dos DENVs. YB-1 associa-se com o loop 3’SL. eEF1A 
provavelmente interage com as protuberâncias da região 3’ SL. 
PABP interage com a região a montante do 3’SL. La, hnRNPs 
A1, A2/B1 e Q ligam-se a regiões não determinadas da 3’UTR 
dos DENVs. Adaptado de Paranjape; Harris (2010). 
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A replicação do RNA dos flavivírus é iniciada na região 3' UTR do genoma 

pelo mecanismo de replicação semiconservativa assimétrica, com a dupla fita 

intermediária contendo o RNA molde e o RNA genômico nascente (CLEAVES; 

RYAN; SCHLESINGER, 1981). A síntese do RNA é um ponto crítico para a 

propagação viral e a dinâmica interação entre elementos cis, principalmente as 

sequências regulatórias localizadas nas regiões 3’ e 5’ UTR, elementos em trans, 

constituído por fatores virais e da célula hospedeira, e um microambiente vesicular 

localizado no RE garantem o sucesso da replicação viral. Diferentemente dos outros 

vírus de RNA de polaridade positiva, a ciclização do genoma dos flavivírus é 

mediada pelas sequências conservadas de ciclização (CS), SLA e região AUG 

upstream (UAR), localizadas nas regiões 5’ e 3’ UTRs do genoma viral, sem a 

necessidade de proteínas acessórias. O uso de sistemas de replicons subgenômicos 

do DENV e mutações sítio dirigidas nas regiões CS, UAR e SLA demonstram que a 

ciclização do RNA é importante para a replicação, mas não é requerida para o 

processo de tradução do genoma viral (LODEIRO; FILOMATORI; GAMARNIK, 2009; 

ALVAREZ et al., 2005).  

A partícula viral é montada nas membranas do RE, quando novas proteínas e 

o RNA genômico, recentemente sintetizado, são originados no lúmen do RE. No 

complexo de Golgi (CG), ocorre a N-glicosilação de resíduos de aminoácidos das 

proteínas E (posições 67 e 153), prM (posições 7, 31 e 52) e NS1 (posições 130 e 

207), a clivagem dos peptídeos pr e M, a dissociação do heterotrímero e a 

conversão da partícula viral imatura em partícula viral infecciosa madura 

(RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). As partículas infecciosas e 

subvirais resultantes são liberadas da célula hospedeira por exocitose, tornando-se 

aptas a interagir com uma nova célula hospedeira (MUKHOPADHYAY et al., 2005). 

A replicação, a tradução e a montagem da partícula viral ocorrem em 

associação com as membranas do RE, em microambientes vesiculares. Todos os 

componentes requeridos para os processos de síntese e montagem da partícula 

viral são recrutados para estes compartimentos, tornando o processo mais eficiente. 

A eficiência dos processos de adsorção, desnudamento, replicação, tradução e 

exocitose é determinante para a infectividade do vírus. Os flavivírus utilizam uma 

série de mecanismos para facilitar a competência viral, incluindo as estruturas 
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especializadas nas regiões 3’ e 5’ UTR e o mecanismo de compartimentalização do 

CR, que desempenham um papel essencial na tradução/replicação e proteção do 

RNA viral contra a degradação por RNA exonucleases endógenas.  

 

1.4.4 Proteína multifuncional NS3  

 

A síntese da poliproteína dos flavivírus e o processamento desta proteína 

precursora são completados nas membranas do RE da célula hospedeira. O 

processo de clivagem da poliproteína viral em 10 proteínas funcionais inclui a 

combinação de proteases celulares (signalases e furinas) e o complexo 

heterodimérico codificado pelo vírus (NS2B/NS3). A acurácia deste processo é de 

fundamental importância para replicação e produção de partículas virais na célula 

hospedeira.  

A NS3 apresenta várias atividades catalíticas em uma única cadeia 

polipeptídica. O motivo funcional desse arranjo estrutural e a interrelação entre as 

atividades catalíticas dos domínios individuais de helicase não estão completamente 

entendidos. Alguns estudos demonstraram que a porção total da proteína NS3 

recombinante (619 resíduos de aminoácidos), com ou sem o domínio cofator da 

NS2B, exibem maior atividade catalítica de RNA helicase in vitro (~ 30 vezes maior) 

quando comparado com o domínio helicase C-terminal truncado da NS3 (441 

aminoácidos), indicando que o domínio protease pode influenciar nas atividades 

enzimáticas de helicase da proteína (WU et al., 2005; LUO et al., 2008). Luo et al., 

2008 sugerem que resíduos básicos presentes na superfície do domínio protease da 

NS3 (NS3pro) poderiam modular a atividade de RNA helicase por aumentar a 

afinidade por nucleotídeos e participar da ligação ao RNA. Os domínios helicase e 

protease estão conectados por um linker flexível de 20 resíduos de aminoácidos 

localizados entre as posições 160 e 180 da NS3. Essa região apresenta um papel 

importante na associação entre os dois domínios da proteína (LI et al., 1999). 

Mutações que alteram a flexibilidade desta região têm sido implicadas com 

alterações de funcionalidade da proteína (LUO et al., 2010). 

A proteína NS3 juntamente com a proteína NS5 apresenta papel crucial no 

ciclo replicativo viral. Essas proteínas interagem entre si e com outras proteínas 

virais e da célula hospedeira para formar o complexo replicativo viral (Figura 1.7) 
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(CHAMBERS; MONATH, 2003). Alguns estudos descrevem que a interação da 

proteína NS3 com outras proteínas virais pode favorecer as atividades enzimáticas 

da proteína. Yon et al (2005) demonstraram que a interação NS3/NS5 estimula a 

atividade NTPase e RTPase da NS3 in vitro. A região de interação com o domínio 

RdRp da proteína NS5 mapeia nos subdomínios 2 e 3 do domínio helicase da 

proteína NS3 (JOHANSSON et al., 2001). Umareddy et al. (2006) demonstraram que 

a proteína NS4B é capaz de dissociar a NS3 do RNA simples fita e 

consequentemente aumentar a atividade helicase in vitro. Esses dados suportam a 

ideia de que o complexo heterodimérico NS3/NS5 e NS3/NS4B é uma unidade 

funcional envolvida na dissociação da dupla fita de RNA durante a replicação viral.  

 

 

Figura 1.7 - Modelo do ciclo replicativo do complex o de replicação dos 
flavivírus (RC). Passo 1: Durante a tradução in cis das proteínas NS do 
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genoma de RNA, assume-se que a NS3 liga-se ao produto N-terminal da NS5 
enquanto os outros produtos clivados (NS1, NS2A e NS4A) movem-se para 
os sítios indicados. Passo 2:  A montagem do RC inicia na porção 3’UTR 
através da ligação da NS2A, provavelmente no stem loop conservado ao qual 
também se ligam a NS3 e a NS5. O complexo permanece ligado ao RNA fita 
positiva e é transportado para o sítio de replicação na membrana do RE pela 
afinidade dos resíduos hidrofóbicos da NS2A interagirem com a proteína 
transmembrana NS4B (mostrada na forma de dímero). As porções hidrofílicas 
da NS4B interagem com o domínio dimérico da NS1 no lúmen do RE. Passo 
3: Após a formação do RC (NS1, NS3, NS5, NS2A e NS4A) o domíno RdRp 
da NS5 liga ao RNA molde circularizado via interações com as CS localizadas 
próximas ao aos stem loops das regiões 5’ e 3’UTR. Passo 4:  O RC começa 
a transcrever o RNA polaridade(+) positiva em RNA polaridade negativa (-). A 
RF (forma replicativa) é formado após a finalização da transcrição por 
pareamento de bases da nova cadeia de RNA (-) e o RNA molde (+). Passo 
5:  O RF liberado se religa ao RC para servir como molde. Passo 6: A forma 
replicativa intermediária (RI) é formada assim que que o RC inicia a síntese 
de RNA (+) pela replicação semiconservativa e assimétrica. O RNA molde 
move-se pelo RC enquanto o RNA (+) nascente desloca o RNA (+) 
preexistente. Passo 7:  O RNA (+) deslocado é o cap (m7GpppN) é 
adicionado pela atividade enzimática da NS3 (RNA trifosfatase) e NS5 
(guanilil transferase e metil transferase), possivelmente enquanto ainda 
associado ao RC. O RF livre é reciclado através do RC associado as 
membranas (na infecção tardia ocorre dentro das vesículas induzidas pela 
infecção viral). Passo 8: O RNA capeado é montado montado para formar o 
vírion ou ligado ao ribossomo e então todo o ciclo pode ser repetido). 
Adaptado de Chambers; Monath, 2003. 

 

Apesar da interação entre as proteínas virais NS1, NS2B, NS4B, NS5 com 

NS3 ser descrita (KAPOOR et al., 1995; WESTAWAY;MACKENZIE; KHROMYKH, 

2003; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007), apenas o complexo NS2B/NS3 dos 

flavivírus foi caracterizado estruturalmente (ERBEL et al, 2006; ASSENBERG et al., 

2009). A resolução tridimensional da estrutura da NS3 do DENV-4 a 3.15Å e 

determinação de seu envelope por espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS) 

sugere que a NS3 é uma molécula estendida com o domínio protease espacialmente 

orientada ao topo dos domínios I e II do domínio helicase (LUO et al., 2008). A 

análise estrutural do complexo NS2BNS3 mostra que os resíduos 51 a 57 da NS2B 

dos flavivírus são importantes para estabilização da estrutura do cerne do domínio 

protease (ERBEL et al., 2006). Outra região de significativa importância, descrita por 

estudos de mutagênese sítio dirigida, compreende os resíduos 67 a 80 do co-fator 

NS2B (NIYOMRATTANAKIT et al., 2004); essa região forma uma estrutura em β-

harpin que insere-se entre as β10 e β14 da NS3pro e desempenha um importante 

papel na ativação estrutural da protease do DENV (LUO et al., 2008; NOBLE et al., 

2012). Além disso, a estrutura tridimensional da NS2BNS3 dos flavivírus 

complexada a substratos sintéticos de RNA ou DNA possibilitou a identificação do 
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sítio de ligação aos ácidos nucleicos. O domínio de ligação está situado entre a alfa-

hélice 2 do domínio II, o β-harpin que emerge do domínio II e a alfa-hélice do 

domínio III, localizado a 30 Å do sítio de ligação ao ATP. No entanto, essa interação 

não é determinada pela sequência de base específica (LUO et al., 2008). Ensaios 

bioquímicos in vitro demonstraram que uma região de cadeia simples no substrato 

de RNA ou cadeia dupla no DNA é requerida para a ótima atividade helicase dos 

flavivírus (TACKETT et al., 2005) e que mutações no motivo 184RKRK da NS3 

impedem a ligação da proteína com o substrato (YON et al., 2005). Os dados 

sugerem que a presença do motivo carregado (184RKRK) na NS3hel desempenha 

um papel essencial no reconhecimento da região de fita simples do substrato, antes 

de mover-se ao longo da cadeia de ácido nucléico e desestabilizar a forquilha de 

ss/dsRNA ou ss/dsDNA.  

Estudos recentes evidenciaram que as proteínas da família DExH-box além 

de utilizarem a energia derivada dos nucleotídeos trifosfatados (NTP) para promover 

a abertura do duplex de RNA podem também utilizar esta energia para dissociar os 

complexos RNA-proteína, atuando como translocase (DING; PYLE 2012). Esta 

propriedade foi recentemente demonstrada em membros da família Flaviviridae 

(APPLEBY et al., 2011). Gu e Rice (2010) demonstraram que a desestabilização da 

fita simples de DNA (ssDNA) e da fita dupla de DNA (dsDNA) é primeiramente 

mediada pelo movimento da proteína NS3 de HCV, indicando que esta proteína 

pode atuar como uma ssDNA ou ssRNA translocase. 

A trans clivagem in vivo pelo complexo NS2BNS3 é limitada exclusivamente 

as proteínas NS localizadas no lado citosólico da membrana do RE (LINDENBACH; 

THIEL; RICE, 2007). Atualmente há uma série de evidências de que o complexo 

NS2BNS3 dos flavivírus pode catalisar a clivagem de proteínas do hospedeiro que 

contém a sequência de clivagem clássica, tal como IPS-1 (do inglês, Interferon-beta 

promoter stimulator) (LOO et al., 2006), TRIF (do inglês, TIR-domain-containing 

adaptor-inducing interferon-β) (LI et al., 2005) e STING (do inglês, stimulator of the 

interferon gene) (AGUIRRE et al., 2012) e desenvolver um mecanismo de evasão da 

resposta imunológica. 

Interessantemente, estudos recentes têm demonstrado o envolvimento da 

proteína NS3 dos flavivírus na morfogênese viral, via mecanismos que são 

independentes da atividade catalítica da proteína (PIJLMAN; KONDRATIEVA; 
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KHROMYKH, 2006; CARPP; GALLER; BONALDO, 2011). Além disso, as 

propriedades biológicas da proteína NS3 e a capacidade de elicitar resposta 

imunológica celular em macacos rhesus indianos (MLADINICH et al., 2012) e em 

primatas humanos infectados com o DENV (DUANGCHINDA et al., 2010) faz desta 

proteína um bom alvo para terapias antivirais e desenvolvimento de vacinas 

(WICHAPONG et al., 2010; FRIMAYANTI et al., 2011).  

Alguns estudos demonstram que durante a infecção viral em células humanas 

a resposta das células T, CD4+ e CD8+ é dirigida principalmente ao reconhecimento 

de epítopos da proteína NS3 do DENV presente na superfície das células infectadas 

via o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (ROTHMAN, 2011) (Figura 

1.8). O mapeamento de epítopos reativos do DENV em células CD4+ e CD8+ 

sugere que juntamente com a proteína E (368 epítopos), a proteína NS3 (103 

epítopos) constitui um dos maiores alvos da resposta imune contra o vírus 

(VAUGHAN et al., 2010). A caracterização de epítopos de reatividade distinta pode 

auxiliar no entendimento sobre os mecanismos envolvidos na imunidade protetora 

ou patológica e também para o desenvolvimento de vacinas.  

 

 
Figura 1.8 – Alvos da resposta dos linfócitos T fre nte a infecção 
pelo DENV. A. Estrutura esquemática da poliproteína do DENV. A 
localização dos epítopos definidos que são reconhecidos pelas 
células T humanas estão indicados pelas setas. B. Sequência de 
três epítopos da proteína NS3 dos DENV-1-4 que são reconhecidos 
pelas células T. A localização do epítopo, reconhecimento pelas 
células T CD4+, CD8+ estão indicados.  Adaptado de Rothman 
(2011). 
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A proteina NS3 localiza-se exclusivamente dentro das células infectadas, mas 

devido a lise celular ocasionada por efeito citopático viral (CPE) ou lise celular 

imunomediada pode tornar essas proteínas acessíveis a ligação de receptores das 

células B. Anticorpos monoclonais neutralizantes contra  epítpos específicos da 

proteína NS3 do DENV-2 tem sido caracterizado e utilizado para imunizar 

eficientemente camundongos da linhagem BALB/c (TIAN et al., 2013).  

 

1.5  A doença e a resposta imunológica frente à inf ecção pelo DENV 

 

A infecção por qualquer um dos quatro sorotipos do DENV pode resultar em 

um espectro de doença que varia desde uma febre indiferenciada à hemorragias  

potencialmente fatais. Embora a maioria dos casos de infecção pelo DENV seja 

assintomática ou resulte em formas mais brandas da doença, denominada de febre 

clássica da dengue (FD), um grande número de pacientes (cerca de 1% dos casos) 

apresenta manifestações clínicas mais severas que podem resultar na febre 

hemorrágica da dengue (FHD) e síndrome do choque da dengue (SCD) (ROTHMAN; 

ENNIS, 1999; KUNO, 2003). A FD é uma doença febril aguda com duração de 3 a 7 

dias, geralmente acompanhada por cefaléia e mialgias debilitantes e, muitas vezes, 

por exantema maculopapular. Interessantemente, essas características deram 

origem ao nome de "febre quebra-ossos" adotado até a década de 1900 (RIGAU-

PÉREZ, 1998), quando a etiologia da dengue foi evidenciada por Ashuburn e Craig 

em 1907. A FHD representa a manifestação clínica grave da infecção pelo DENV. 

Os sintomas observados no curso inicial da infecção assemelham-se aos da DF, 

entretanto, a doença caracteriza-se por hemorragias diversas (que incluem 

petéquias, púrpuras e equimoses), trombocitopenia e extravasamento de plasma, 

que é atribuído ao aumento da permeabilidade vascular e manifestado por valores 

elevados de hematócrito, hipoproteinemia ou efusão no interior das cavidades 

serosas (ROTHMAN, 1999; MALAVIGE et al., 2004).  

O extravasamento de plasma observado em pacientes infectados com o 

DENV é mediado principalmente pela exacerbada produção de citocinas e 

quimiocinas que causam danos nas células endoteliais. Diversos desses mediadores 

celulares têm sido associados com a severidade da doença, especialmente em 
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pacientes com FHD/SCD. Citocinas, tal como o fator de necrose tumoral α (TNF-α), 

podem desempenhar um papel na patogênese durante o curso da infecção do 

DENV, causando disfunção das células endoteliais (MANGADA et al., 2002; DE-

OLIVEIRA-PINTO et al., 2012) e em DCs derivadas de monócitos humanos (mdDCs) 

(SILVEIRA et al., 2011). Interferon tipo I e II (IFN-α, IFN-β, and IFN-γ) também 

desempenham um papel crítico na resposta do hospedeiro contra o DENV através 

da indução de uma série de genes com funções antivirais que podem afetar vários 

aspectos do ciclo do vírus. No entanto, enquanto algumas respostas à IFN são 

protetoras, outras podem exercer efeitos na gravidade da doença no hospedeiro 

humano (LONG et al., 2009). Além disso, uma modulação negativa do IFN tipo I 

poderia, por exemplo, causar o aumento da viremia associada com a gravidade da 

doença. De acordo com Chaturvedi et al. (1999), os níveis séricos de TNF-α. IL-2, 

IL-6 e IFN-γ encontram-se elevados nos três primeiros dias da doença, enquanto 

que os níveis de IL-10, IL-5 e IL-4 tendem a subir mais tardiamente.  Bozza et al. 

(2008) avaliaram o padrão de citocinas presente no plasma de pacientes com 

diferentes apresentações clínicas de dengue e verificaram que IL-1β, IFN-γ, IL-4, IL-

6, IL-13, IL-7 e GM-CSF eram significativamente mais expressos em pacientes com 

manifestações severas (FHD/SCC) do que naqueles que apresentavam as formas 

mais brandas da doença. No entanto, não existe ainda um consenso sobre as 

citocinas predominantemente produzidas em casos de FD e em casos graves de 

FHD (MALAVIGE et al., 2004; KING et al., 2000). Um maior número de estudos 

epidemiológicos envolvendo pacientes com graus distintos de severidade da doença 

são necessários para que se possa supor uma correlação entre nível de citocinas e 

quimiocinas com gravidade da infecção e, assim, talvez poder utilizar esses 

mediadores celulares como biomarcadores.  

Em casos leves a moderados, os sinais e sintomas da infecção pelo DENV 

desaparecem logo após o cessar da febre. No entanto, quando o quadro é mais 

grave pode haver falência de órgãos e comprometimento do sistema circulatório, 

podendo progredir rapidamente para o SCD (GUBLER, 1998). Nenhuma das 

características citadas acima é suficientemente específica para o diagnóstico clínico 

preciso da dengue. Portanto, o suporte laboratorial é de fundamental importância 

para a detecção de anticorpos IgM ou do vírus no soro de pacientes durante a fase 

aguda da doença. Comumente as técnicas de ELISA (do inglês, Enzyme-Linked 
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Immunosorbent Assay), RT-PCR ou isolamento viral são empregadas. Além desses, 

o kit para detecção de proteína NS1 circulante no soro de pacientes está disponível 

comercialmente e pode ser utilizado para o diagnóstico precoce de infecção pelo 

DENV. A proteína NS1 é altamente conservada e o aumento dos níveis de NS1 

solúvel no soro de pacientes infectados com o DENV correlaciona-se com os níveis 

de viremia e gravidade da doença, podendo ser utilizado como preditor de FHD 

(LIBRATY et al., 2002). 

Recentemente a Organização Mundial de Saúde (OMS) reviu o esquema de 

classificação da doença, adicionando eventos antes considerados raros na infecção 

pelo DENV, tais como complicações cardíacas, hepáticas e neurológicas, descritas 

com relativa frequência nos casos de FD e FHD (OEHLER; LE HÉNAFF; 

GHAWCHE, 2012). O número de casos de dengue com complicações (DCC) tem 

aumentado significativamente nos últimos anos, especialmente no Brasil (Figura 

1.9). Dentre as complicações observadas, as manifestações neurológicas têm 

apresentado considerável relevância nos casos de  infecção pelo DENV (prevalência 

de 0,5% a 6,2% dos casos de dengue) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012; OEHLER; 

LE HÉNAFF; GHAWCHE, 2012). As complicações neurológicas ocasionadas pela 

infecção de qualquer um dos sorotipos do DENV incluem encefalite, encefalomielite 

disseminada aguda, mielite transversa, neurite e síndrome de Guillain. A 

fisiopatologia da dengue neurológica pode decorrer tanto da infecção direta do vírus 

no tecido nervoso quanto da exacerbada resposta imune, estabelecida durante a 

infecção (CHIEN et al. 2008; DOMINGUES et al. 2008; VARATHARAJ, 2010). 

Embora o DENV não seja, geralmente, considerado neuroinvasivo, há uma série de 

evidências que indicam que, tal como outros membros do gênero Flavivirus 

(meningomielo-encefalite, Chikungunya, vírus da encefalite japonesa (JEV, do inglês 

japanese encephalitis virus), vírus do oeste do Nilo (WNV, do inglês West Nile virus), 

o DENV pode causar encefalite por invasão direta no sistema nervoso central (SNC). 

A identificação de RNA e de antígeno viral no SNC de casos fatais de dengue 

(MIAGOSTOVICH et al., 1997; SOARES et al., 2010; RAMOS et al., 1998), bem 

como, a identificação de anticorpos intratecal no líquido cefalorraquidiano (LCR) 

(MISRA et al., 2006; ARAÚJO et al., 2012) suportam esta ideia. Numerosos fatores 

têm sido associados com a gravidade da doença, incluindo a cepa do vírus 

infectante e o estado imunológico do hospedeiro (KYLE; HARRIS, 2008; RICO-
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HESSE et al., 1997; MANGADA; IGARASHI, 1998; LEITMEYER et al., 1999, 

DUARTE DOS SANTOS et al., 2000). Mas apesar dos recentes avanços no 

conhecimento da biologia molecular do DENV, a contribuição de cada fator 

envolvido no desenvolvimento das formas graves da doença permanece 

indeterminada, principalmente pela falta de um modelo animal que reflita a doença 

de forma similar ao homem. 

 

 
Figura 1.9 –  Número de casos graves de dengue reportados no Bras il entre os anos de 
1999 e 2011. As barras em rosa indicam o número de casos de dengue com complicações. A 
linha azul indica o número de óbitos em decorrência de complicações da doença. (Dados 
obtidos do Ministério da Saúde, 2012). 

 

Primatas não humanos podem sustentar a replicação do DENV e desenvolver 

uma resposta imune relevante, porém não constituem bons modelos de infecção por 

não manifestarem sintomas da doença (SCHERER et al., 1978). Durante a última 

década, grandes avanços têm sido feitos quanto ao desenvolvimento de novas 

linhagens de camundongos, na tentativa de reproduzir o sistema imunológico 

humano. Embora os modelos de infecção do DENV in vivo apresentem algumas 

limitações, como o fato da infecção pelo DENV não reproduzir completamente os 

sinais clínicos observados em humanos, (COLE; WISSEMAN 1969; MCMINN, 1997; 

YAUCH; SHRESTA 2008), estes modelos de infecção apresentam valor científico, 

principalmente, por possibilitar o entendimento da complexidade da doença, além de 

constituir importantes ferramentas para o estudo de desenvolvimento de vacinas e 

antivirais.  
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Devido à falta de um modelo animal adequado para se estudar a 

imunopatologia da dengue, a maioria dos estudos têm sido realizados utilizando 

amostras de indivíduos naturalmente infectados e culturas primárias de células 

humanas. Em uma infecção natural, o principal alvo da infecção são os monócitos 

do sangue e os macrófagos teciduais (SCOTT et al., 1980). No entanto, as DCs 

mielóides que residem na epiderme e derme são as células do sistema imune inato 

que inicialmente interagem com o DENV após a picada do mosquito infectado (WU 

et al., 2000). As DCs possuem um papel crítico na interação entre a resposta imune 

inata e adaptativa, fagocitando antígenos e apresentando-os para linfócitos, sendo 

capazes de induzir tolerância ou potentes respostas imunes adaptativas. A 

capacidade das DCs em montar a resposta imune adaptativa durante a infecção viral 

é mediada em grande parte pela sua maturação e estado de ativação, tal como 

determinado pela expressão superficial de moléculas de HLA, as moléculas co-

estimuladoras, e produção de citocinas. Esta propriedade faz com que as DCs sejam 

alvo de interesse para a investigação de fatores produzidos durante a infecção pelo 

DENV, possibilitando estudos de caracterização genética, indução da resposta 

imunológica e caracterização de marcadores moleculares que podem ser 

correlacionados com o risco de desenvolvimento de formas mais graves da doença 

(LIBRATY et al., 2001; REIS et al., 2007). 

 

1.6  Marcadores moleculares de virulência 

 

A complexidade da patogenia da dengue está atrelada a uma série de fatores 

que envolvem principalmente o perfil genético, co-morbidades pré-existentes, 

resposta imunológica do hospedeiro à infecção, hiperendemicidade e fatores virais 

(WHITEHORN; SIMMONS, 2011). Atualmente, o grande desafio consiste em 

entender como esses fatores conspiram para ocasionar a variabilidade de 

características associada à doença da dengue. 

Duas teorias principais, as quais não são mutuamente excludentes, são 

frequentemente citadas para explicar a base da patogênese da FHD/SCD; uma 

consiste na exacerbação da resposta imune dependente de anticorpos (do  inglês, 

antibody-dependent enhancement – ADE) e a outra na virulência intrínseca do vírus. 

A teoria de ADE preconiza o aumento da gravidade da doença mediada por 
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anticorpos heterólogos pré-existentes contra o DENV, os quais são capazes de 

reconhecer o vírus infectante, porém incapazes de neutralizá-lo. Desta forma, a 

internalização do vírus seria facilitada pelo reconhecimento da porção Fc da 

imunoglobulina por receptores celulares presentes na membrana biológica de 

leucócitos, especialmente macrófagos. Esta teoria inicialmente proposta por 

Halstead em 1970 é confirmada por dados laboratoriais e epidemiológicos 

(HALSTEAD, 1988). No entanto, o fenômeno de ADE não explica a associação de 

casos graves da doença e óbitos decorrentes de infecções primárias. A hipótese que 

determinantes virais desempenham um papel na virulência do DENV foi 

primeiramente proposta por Barnes e Rosen (1974) durante uma epidemia 

ocasionada pelo DENV-2 na ilha de Niue, no sul do oceano Pacífico. A epidemia, 

associada com casos primários de infecção pelo DENV, foi caracterizada por alta 

incidência de manifestações hemorrágicas da doença e altas taxas de mortalidade. 

Estudos epidemiológicos e clínicos mais recentes corroboram fortemente o papel de 

fatores virais associados com a patogênese da dengue (COLOGNA; ARMSTRONG; 

RICO-HESSE, 2005; TUISKUNEN et al., 2011b). 

O DENV está completamente adaptado para se replicar em seres humanos e 

mantém uma estreita relação com o hospedeiro vertebrado e o mosquito vetor. A 

pressão seletiva exercida sobre estes vírus de genoma RNA (especialmente 

polaridade positiva) e as altas taxas de erro da RdRp viral contribuem para aumentar 

a variabilidade genética e, assim, culminar na seleção de cepas mais virulentas com 

maior potencial epidêmico ou ainda selecionar cepas naturalmente atenuadas. A 

expressão fenotípica desses determinantes virais pode impactar na virulência 

através da modulação das propriedades biológicas do vírus, como tropismo celular 

(capacidade de ligação do vírus a receptores celulares), eficiência de replicação e a 

transmissibilidade. 

Diversos trabalhos postulam que a presença de uma única substituição de 

aminoácido no genoma dos flavivírus pode alterar a patogenicidade do vírus in vivo 

e in vitro. Grant et al. (2011) demonstraram que a alteração de aminoácido (Phe 

para Leu) na posição 52 da proteína NS4B é capaz de abolir completamente a 

patogenicidade do DENV-2 (cepa D2Y98P) em camundongos. Interessantemente, a 

alteração do aminoácido Leu52Phe na proteína NS4B do DENV-2 (cepa TSV01) é 

capaz de causar neurovirulência em camundongos AG129, associada ao aumento 
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da síntese de RNA viral. Liu et al., (2006) evidenciaram que uma única alteração de 

aminoácido na posição 30 da proteína NS2A (Ala/Pro) do WNV é capaz de reduzir 

drasticamente o efeito da NS2B na inibição da via de sinalização de IFN-α e β, 

reduzindo deste modo, a virulência em modelo murino. Rodrigues-Roche et al. 

(2011) identificaram em um estudo filogenético de evolução das cepas DENV-2 

circulantes nas Américas uma mudança na proteína NS1 (Thr164Ser) do DENV-2, 

correlacionada com o rápido aumento da gravidade da doença. Os autores 

hipotetizam que esta mutação conservada teria sido adquirida durante a epidemia de 

FHD no ano de 1997 em Santiago de Cuba e estaria correlacionada com o aumento 

do fitness viral. 

 Além das proteínas NS, alguns trabalhos descrevem que diferenças na 

sequência de aminoácidos da proteína E poderia, por exemplo, explicar a baixa 

patogenicidade da cepa do genótipo americano do DENV-2 (cepa PR152), circulante 

nas Américas antes dos primeiros relatos de DHF, comparada com as cepas 

Asiáticas (PIO-312 e D80-100) (PRYOR et al., 2001; COLOGNA; ARMSTRONG; 

RICO-RESSE, 2005). Leitmeyer et al., (1999) propuseram que o aminoácido 390 na 

glicoproteína E poderia ser um importante determinante para o desenvolvimento de 

DHF. Sánchez e Ruiz (1996) demonstraram que alterações nesta posição 

(Asp390His), identificada em um isolado clínico de DENV-2 (cepa 200787) no 

México, estava associada com aumento da virulência e tropismo celular em 

camundongos imunocompetentes. Pryor et al. (2001) utilizaram um clone infeccioso 

de DENV-2 e identificaram que uma única mutação na posição 390 da proteína E 

era responsável pelo menor poder infectivo das cepas Americanas (E390, Asp) em 

macrófagos e DCs humanas quando comparada com as cepas Asiáticas (E390, 

Asn). 

Trabalhos recentes têm utilizado isolados clínicos do DENV para estudos de 

caracterização biológica in vitro e in vivo e correlacionar os efeitos observados com 

a patogenicidade em humanos. Tuiskunen et al. (2011) demonstraram que isolados 

de DENV-1 provenientes de pacientes com SCD infectam mais eficientemente 

camundongos BALB/c e apresentam tropismo distinto quando comparado com 

isolados de DENV-1 provenientes de pacientes com FD ou FHD. A caracterização 

genômica desses isolados clínicos permitiu a identificação de seis substituições de 

aminoácidos nas proteínas E, M, NS1, NS3 e NS5, presentes unicamente no isolado 
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de DENV-1 proveniente de um caso de SCD, que poderiam explicar o caráter 

neurotrópico do vírus, ruptura da barreira hematoencefálica e habilidade replicativa 

em células do SNC de camundongos. Nogueira (2008) realizou um estudo de 

caracterização biológica e genética de diferentes isolados de DENV-3 em contextos 

epidêmicos distintos provenientes de diferentes regiões do Brasil e Paraguai, dos 

quais alguns casos foram associados com relatos de encefalite em pacientes com 

sorologia positiva para dengue. Este trabalho permitiu a identificação de mutações 

no genoma viral (C, E, NS1, NS2B, NS3, NS4A e NS5), possivelmente associadas 

com as diferenças fenotípicas in vitro e in vivo observadas entre os diferentes 

isolados clínicos. 

O DENV tem sido associado a casos esporádicos de encefalite desde a 

década de 60 (SARKAR et al., 1969) e, mais recentemente, um número crescente 

de casos de infecção pelo DENV tem sido associado com desordens neurológicas, 

especialmente no Brasil e na Ásia (SUMARMO et al., 1978; PATEY et al., 1993; 

MIAGOSTOVICH et al., 1997; SOLOMON et al., 2000; DOMINGUES et al., 2008; 

JACKSON et al., 2008). No entanto, até o momento nenhum marcador molecular de 

virulência foi atribuído diretamente a este evento em humanos. Dessa forma, com o 

objetivo de estudar a neuropatologia da dengue, Desprès et al. (1998) 

desenvolveram um modelo para selecionar variantes do DENV-1 altamente 

neurovirulentas (FGA/NA d1d e FGA/NA a5c), por meio de seis passagens 

sucessiva da cepa FGA/89 (isolado clínico de DF na Guiana Francesa em 1989) em 

cérebro de camundongos suíços neonatos e em células de inseto AP61 (Aedes 

pseudocutellaris). Os determinantes genéticos implicados na aquisição de um 

fenótipo de neurovirulência foram mapeados na proteina E e no domínio helicase da 

proteína NS3 (DUARTE DOS SANTOS et al., 2000). Posteriormente, com o intuito 

de confirmar o papel dessas mutações na aquisição de um fenótipo neurovirulento 

em camundongos nós realizamos experimentos similares para adaptar o vírus 

FGA/89 através de passagem seriada em cérebro de camundongos suíços 

neonatos, excluindo a etapa de infecção em cultura celular. Após a terceira 

passagem, identificamos o aparecimento de mutações que se mantiveram até a 

sexta passagem do vírus no SNC de camundongos, dando origem a cepa 

neurovirulenta FGA/NA P6. Interessantemente, a nova variante neuroadaptada 

apresentou substituições de aminoácidos que, embora não idênticas àquelas 
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previamente identificadas nas variantes FGA/NA d1d e FGA/NA a5c, mapeavam nos 

mesmos domínios das proteínas E e NS3 (Tabela 1.1 e Figura 1.10) e eram 

potencialmente responsáveis pela aquisição de um fenótipo neurovirulento em 

camundongos neonatos.  

As mutações na proteína E (E402 e E405) localizam fora do ectodomínio da 

proteína e encontram-se na primeira estrutura α-hélice (H1pred) que antecede a 

região transmembrana da porção C-terminal da E. Como mencionado anteriormente, 

esta região parece estar envolvida na formação do homotrímero da proteína E 

durante o processo de entrada do vírus na célula hospedeira, na interação com a 

proteína prM e outros domínios da proteína E, bem como, na formação de partículas 

virais e retenção intracelular (LIN et al., 2011). As mutações nas posições NS3209, 

NS3435 e NS3480 mapeiam nos domínios I e II do domínio helicase da proteína NS3 

(NS3hel)  (XU et al., 2005). A porção C-terminal desta proteína (resíduos de 

aminoácidos 169-619) codifica para um domínio multifuncional de 

helicase/NTPase/RTPase e executa diversas atividades catalíticas afins, tais como 

hidrólise de (poli)nucleotídeos e de nucleotídeos trifosfatados (NTP), envolvidas na 

separação das cadeias de RNA nascentes e desenovelamento de estruturas 

secundárias na região 3’UTR, auxiliando na iniciação da replicação do RNA viral na 

célula hospedeira. Além disso, a NS3 5’ RNA trifosfatase está envolvida, juntamente 

com a proteína NS5, no processo de capeamento do RNA viral (MATUSAN et al., 

2001). 
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Figura 1.10 – Localização das mutações nas proteína s E e NS3 no contexto do genoma 
do DENV. (A) Representação do alinhamento da sequência de aminoácidos da região C-
terminal da proteína E do vBACDV1 (aminoácidos 333 a 495), mostrando as regiões preditas 
H1pred e H2pred da haste e os domínios TM1 e TM2 da âncora transmembrana. As setas 
vermelhas indicam a posição das mutações em estudo. (B) Representação diagramática do 
domínio helicase da proteína NS3 do DENV. A modelagem molecular foi baseada na estrutura 
cristalográfica de alta resolução do domínio helicase da proteína NS3 do vírus DENV-2 (XU et 
al., 2005). As mutações nas posições NS3209, NS3480 e NS3435 estão identificadas na cor 
amarela. As cores rosa, azul e marrom representam os domínos I, II e III, respectivamente. 

 

Tabela 1.1  - Painel das mutações dos DENV neuroadaptados e dos DENV provenientes dos clones 
infecciosos de cDNA, contendo o subconjunto de mutações selecionadas nas proteínas 
E e/ou NS3. 
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As mutações em estudo conferem ao DENV-1 maior habilidade replicativa e 

maior produção de progênie viral no SNC de camundongos, com consequente 

aumento da resposta imunológica, danos no SNC e mortalidade dos animais 

(BORDIGNON, STROTTMANN et al., 2007; BORBA et al., 2012). Bordignon et al. 

(2008) avaliaram o perfil da expressão gênica no tecido nervoso de camundongos 

suíços infectados com o vírus parental FGA/89 e a variante neurovirulenta FGA/NA 

a5c e verificaram a modulação na expressão de 148 genes envolvidos na via de 

sinalização por IFN, processamento e apresentação de antígenos, ativação do 

complemento e via tipo-ubiqutinação. Esses resultados sugerem que a magnitude da 

modulação da expressão gênica frente à infecção pelo DENV está diretamente 

relacionada com os fatores virais e pode culminar no desenvolvimento de doença 

neurológica em modelo murino. No presente trabalho, nós combinamos as técnicas 

de genética reversa, ensaios moleculares e bioquímicos para avaliar o papel das 

mutações pontuais nas proteínas E e NS3 do DENV-1, selecionadas nos dois 

estudos independentes de neuroadaptação do DENV-1 FGA/89 (DESPRÉS et al. 

1998; BORDIGNON, STROTTMANN et al., 2007), na modulação do fitness viral in 

vivo, in vitro e ex vixo.  

Muito se tem avançado na caracterização molecular dos genomas virais de 

dengue, porém, os dados de correlação genoma X gravidade da doença são 

insuficientes para se relacionar determinadas substituições de aminoácidos 

presentes em diferentes cepas do DENV com o fenótipo viral e ou aspectos clínicos. 

Considerando as lacunas relacionadas a alguns aspectos da patogêse da dengue,  

estudos sobre a interação flavivírus-hospedeiro deverão contribuir para a 

identificação de biomarcadores de virulência assim como a modulação de genes  do 

hospedeiro em resposta a infecção.  
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

Atualmente, o DENV é considerado o patógeno viral humano transmitido por 

mosquitos mais importante em termos de distribuição geográfica e incidência de 

infecção em humanos, sendo responsável pelas mais altas taxas de morbidade e 

mortalidade entre os membros do gênero Flavivirus. Embora a dengue constitua um 

dos principais problemas de saúde pública no mundo, o combate a essa doença 

depende apenas do controle do mosquito vetor e da disponibilidade de serviços de 

diagnóstico nas áreas de transmissão, já que não existem drogas antivirais 

disponíveis e nem uma vacina licenciada segura e efetiva contra a infecção pelo 

vírus da dengue. 

 Diversas cepas virais dos sorotipos 1, 2, 3 e 4 estão circulando de forma 

disseminada e hiperendêmica nas Américas, o que aumenta o risco do 

desenvolvimento de formas mais graves da doença, seja pelo risco de infecções 

sucessivas seja pelo potencial surgimento de cepas mais virulentas. As novas 

apresentações clínicas da dengue com envolvimento neurológico e visceral, 

recentemente classificadas como DCC, além da FHD/SCD, trazem novos 

questionamentos sobre a patogênese da infecção e representam novos desafios 

para o entendimento dessa complexa patologia. Apesar do crescente número de 

indivíduos infectados e o grande número de mortes notificadas a cada ano em 

decorrência da infecção pelo DENV, o entendimento das bases moleculares 

envolvidas nessa grave patologia são ainda pouco compreendidos.  

A falta de um modelo animal que reflita as formas graves da doença humana 

é um obstáculo para se estudar alguns aspectos da patogênese da dengue. Embora 

com limitações, o modelo murino apresenta-se como uma alternativa para o estudo 

de determinantes virais implicados na patofisiologia da dengue e para o 

entendimento da dinâmica interação entre vírus e hospedeiro. Além disso, as células 

dendríticas derivadas de monócitos humanos (mdDCs) tem se apresentado como 

um interessante modelo para a elucidação de alguns mecanismos importantes no 

processo de infecção pelo DENV, uma vez que no hospedeiro humano, após a 

picada do mosquito vetor do gênero Aedes, estas células constituem um dos 

primeiros alvos de infecção pelo DENV-1.  
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A caracterização de determinantes genéticos de neurovirulência em 

camundongos tem sido investigada em nosso laboratório há alguns anos. 

Recentemente, as mutações identificadas nas proteínas E e NS3 das variantes 

neuroadaptadas FGA/NA P6 e FGA/NA d1d foram inseridas em um clone infeccioso 

de DENV-1 para definir o envolvimento de cada uma destas substituições de 

aminoácidos na aquisição do fenótipo de neurovirulência (BORBA; STROTTMANN, 

et al., 2012). A caracterização desses determinantes genéticos poderia elucidar 

mecanismos envolvidos na patogênese da dengue, contribuir para o entendimento 

das interações entre vírus e hospedeiro e, eventualmente, permitir a identificação de 

alvos potenciais para o delineamento futuro de estratégias antivirais. Deste modo, o 

objetivo geral deste trabalho foi definir o papel de cada uma das substituições de 

aminoácidos identificadas em importantes domínios das proteínas E e NS3 do  

DENV-1 na modulação do fitness viral in vivo, in vitro e ex vivo. 

Os objetivos específicos deste trabalho foram:  

- Realizar a caracterização biológica dos vírus recombinantes provenientes dos 

clones infecciosos de DENV-1, contendo as mutações de interesse, in vivo, 

utilizando-se camundongos Swiss recém-nascidos, in vitro, utilizando-se linhagens 

celulares e ex vivo, em células dendríticas derivadas de monócitos humanos 

(mdDC); 

- Analisar a modulação da expressão de alguns genes do hospedeiro em resposta a 

infecção pelos DENV-1 recombinantes; 

- Gerar e caracterizar replicons subgenômicos do DENV-1 a partir dos clones 

infecciosos pBACDV1, pBACDV1-NS3209, pBACDV1-NS3435 e pBACDV1-NS3480; 

- Avaliar a habilidade replicativa dos replicons subgenômicos do DENV-1 em cultura 

de células; 

- Gerar e caracterizar os clones quiméricos infecciosos do YFV/DENV-1, contendo 

as mutações de interesse nas posições E402 e E405. 

- Realizar a caracterização biológica in vitro dos  vírus quiméricos recombinantes 

contendo as mutações de interesse nas posições E402 e E405. 

- Expressar o domínio helicase da proteína NS3 do DENV-1 cepa FGA/89 e a 

proteína NS3 fusionada ao co-fator NS2B dos DENV-1 FGA/89, FGA/NA d1d e 

FGA/NA P6 em sistema procarioto; 

- Gerar e caracterizar mutantes da proteína NS2BNS3. 
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- Avaliar e comparar a atividade funcional de protease, ATPase e helicase das 

proteínas recombinantes. 

- Produzir e caracterizar hibridomas secretores de anticorpos monoclonais (mAbs) 

específicos contra a proteína NS3 helicase do vírus DEN-1. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Soluções, tampões e meios de cultura 

 

• PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4.7H20, 1,5 mM, KH2PO4; 

• STE: 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH 8,0); 

• TBE: 89 mM Tris-base, 89 mM ácido bórico, 2 mM EDTA (pH 8,0); 

• TBS: 100 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl (pH 8,0); 

• Azul de coomassie : 0.1% azul de coomassie R-250, 45% metanol, 10% ácido 

acético; 

• Solução de descoloração de géis corados com azul de  comassie : 4% metanol, 

7.5% ácido acético; 

• Solução de eletroforese SDS-PAGE 1X : 25 mM Tris-base, 192 mM Glicina, 0,1% 

SDS 10%; 

• Solução de Ponceau S 1% : 0.5% Ponceau S, 1% ácido acético; 

• Solução Transferência de western blotting: 25 mM Tris-base, 192 mM Glicina, 

20% Metanol; 

• Solução de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico : 25 volumes de fenol (pH 7.0, 

saturado com 10mM Tris-base), 24 volumes de clorofórmio, 1 volume de álcool 

isoamílico; 

• Solução de clorofórmio:álcool isoamílico : 24 volumes de clorofórmio, 1 volume 

de álcool isoamílico; 

• Solução 2,5mM dNTPs : mistura de 2,5 mM de cada desoxirribonucleotídeo 

trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 

• Tampão de amostra para DNA 10X : 25% ficoll (tipo 400), 0,25% azul de 

bromofenol, 0.25% xileno cianol FF; 

• Tampão de amostra para géis de proteínas 4X : 40 mM Tris-HCl pH 6.8, 1% SDS 

10%, 2.5% β-mercaptoetanol, 6% Glicerol, 0.005% azul de bromofenol; 

• Tampão da fosfatase alcalina  (AP-BUFFER): 100 mM Tris HCl,100 mM NaCl, 5 

mM MgCl2 (pH 9,5); 

• Tampão carbonato: 19,1 mM Na2CO3 e 40,8 mM NaHCO3 (pH 9,6); 

• Meio SOC : 2% bactotriptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 

10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glicose; 
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• Meio LB  (Meio de cultura “Luria-Bertani Broth” para E. coli): 10 g/L bactotriptona, 5 

g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl; 

• Meio LB sólido:  10 g/L bactotriptona, 5 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl, 15 g/L 

ágar; 

• Meio TB ( Terrific broth): 11,8 g/L bactotriptona, 23,6 g/L extrato de levedura, 9,4 

g/L K2HPO4 e 2,2 g/L KH2PO4; 

• Meio TB sólido: 11,8 g/L bactotriptona, 23,6 g/L extrato de levedura, 9,4 g/L 

K2HPO4, 2,2 g/L KH2PO4 e 15 g/L ágar; 

• Tampão de lise/sonicação: 50 mM Tris-HCl e 300 mM NaCl; 

• Tampão de lavagem: 50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl e 10 mM Imidazol; 

• Tampão de eluição I: 50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl e 150 mM Imidazol; 

• Tampão de eluição II: 50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl e 300 mM Imidazol. 

 

3.2 Cepas virais 

 

DEN1 FGA/89 (número de acesso no GenBank AF226687) 

FGA/NA d1d (número de acesso no GenBank AF226686) 

FGA/NA P6 (número de acesso no GenBank EF122231) 

DEN1 BR/90 (número de acesso no GenBank AF226685) 

DEN2 Jamaica (número de acessono GenBank M20558) 

DEN3 BR/02-290 (número de acesso no GenBank EF629369) 

DEN4 ThD4-0087-77 (número de acesso no GenBank AY618991) 

 

3.3 Células 

 

3.3.1 Linhagens celulares eucarióticas 

 

Células de linhagem C6/36 de mosquito Aedes albopictus foram propagadas 

a 28°C em meio Leibovitz´s L15 suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 

25 µg/mL de gentamicina e 0.26% de triptose.  

Células de neuroblastoma murino (Neuro 2a) foram propagadas a 37°C em 

atmosfera de 5% de CO
2
 em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO) 
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suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 1x solução de aminoácido não-

essencial (GIBCO) e 25 µg/mL de gentamicina (GIBCO).  

Células de hepatoma humano (Huh7.5) foram propagadas a 37°C em 

atmosfera de 5% de CO
2
 em Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-

12 (DMEM/F12) (GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 25 

µg/mL de gentamicina (GIBCO).  

As células mielômicas da linhagem Ag8xP3653 foram propagadas em meio 

RPMI
 
1640 (Cultilab, Campinas, SP - BR) suplementado com 20% de soro fetal 

bovino, 1 mM de piruvato de sódio, 2 mM de L-glutamina, estreptomicina, 25 µg/mL 

de gentamicina, 50 UI/µg/mL penicilina/estreptomicina, 1,25 µg/mL de anfotericina B 

(GIBCO, Grand Island, NY. USA), em estufa a 37°C em  atmosfera de  5% de CO
2
.  

 

3.3.2 Cultura de células primárias humanas  

 

Células dendríticas derivadas de monócitos humanos (mdDCs) foram geradas 

a partir de  sangue periférico de voluntários saudáveis, de acordo com o protocolo 

descrito por Silveira et al. (2011). Primeiramente, as células mononucleares foram 

separadas por centrifugação em gradiente de densidade com o meio de separação 

de linfócitos (Lonza, Walkersville, MD). Em seguida, a população de células CD14 

positivas foi purificada por imuno-classificação magnética (Miltenyi Biotec, Auburn, 

CA), utilizando beads metálicas revestidas com anticorpos contra CD14. As células 

CD14 positivas foram cultivadas durante 6 a 7 dias em meio RPMI 1640 contendo 

100 ng/ml de interleucina-4 (IL-4) e 50 ng/ml fator estimulador de colônias de 

granulócitos/monócitos (GM-CSF; PeproTech, Rocky Hill, NJ), 10% de soro fetal 

bovino (FBS), 100 UI/ml de penicilina, estreptomicina 100 ug/ml, e 2mM L-glutamina 

(GIBCO-BRL, Grand Island, NY), realizando troca de meio após o 3° ou 4° dia de 

cultivo. Após 6 ou 7 dias, a cultura foi avaliada por citometria de fluxo (FACS Calibur, 

Benton Dickson, BD), utilizando como critério de pureza o valor de 80% em relação 

ao CD1a, CD11c, CD11b, CD209, e HLA-DR e menos do que 5% em relação ao 

CD14, conforme descrito por Silveira et al. (2011). 
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3.3.3 Linhagem de células bacterianas de Escherichia coli (E. coli) 

 

- XL1-Blue  (Stratagene) – genótipo: endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac 

glnV44 F'[ ::Tn10 proAB+ lacIq∆(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+). 

- TOP10 (Invitrogen) – genótipo: F-mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 

∆lacΧ74 recA1 araD139 ∆(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG λ. 

- DH5α (Invitrogen) – genótipo: F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 

nupG Φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK
- mK

+), λ–  

- Rosetta 2(DE3)  (Novagen) – genótipo: F-ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) 

pRARE2 (CamR). 

- Rosetta-gami 2 (DE3)  (Novagen) - genótipo: (ara-leu)7697 ∆lacX74 ∆phoA 

PvuII phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) F′[lac+ lacIq pro]gor522::Tn10 

trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR). 

 

3.4 Animais de experimentação 

 

Camundongos da linhagem suíço (Mus muscullus). Todo o manejo dos 

animais infectados com o DENV-1 foi realizado em câmara de segurança nível 2. 

Durante o período de realização dos experimentos, os animais foram mantidos em 

gaiolas isoladas com filtros de ar, comida e água ad libitum e ciclo claro-escuro de 

12 horas. Todos os procedimentos que provocavam dor foram realizados sob efeito 

de anestésicos. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical ou em 

câmara de CO2. 

 

3.5 Declaração de ética 

 

O procedimento para coleta e obtenção de mdDCs humana foi precedido pelo 

consentimento informado do voluntário e obteve a aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa da FIOCRUZ (número da aprovação 514/09). 

Os procedimentos de manipulação de organismos genéticamente modificados 

(OGM) estão de acordo com as normas de biossegurança determinadas pela 

Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio, 2006). 
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Os experimentos com animais foram aprovados pelo comitê de ética em 

experimentação animal da Universidade Federal do Paraná (CEP/UFPR 

23075.002948/2007-14) e pela comissão de ética no uso de animais da Fundação 

Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ LW-51/11) e estão de acordo com os princípios 

éticos estabelecidos pelo colégio brasileiro de experimentação animal (COBEA, 

2008) e requisitos estabelecidos no guia para o cuidado e uso de animais 

experimentais (Conselho Canadense sobre Cuidados Animal - CCAC, 1993).  

 

3.6 Estudo da virulência dos DENV-1 recombinantes 

 

3.6.1 Produção dos DENV-1 recombinantes  

 

3.6.1.1 Obtenção de estoques virais 

 

A fim de obter um estoque viral de trabalho, os DENV-1 recombinantes de 

passagem 1 (P1) em células C6/36, gerados por Borba (2010), foram utilizados para 

infecção em células de linhagem C6/36 em uma multiplicidade de infecção (MOI) de 

0.01. O título viral foi determinado pela técnica de imunodetecção por foco em 

células C6/36, descrito no item 3.6.1.2. O inóculo viral, diluído em meio L15 

suplementado sem soro fetal bovino (SFB, foi incubado com cultura de células C6/36 

com 60% de confluência em garrafa T150 (TPP) durante 1h a 28°C. Em seguida, o 

inoculo foi substituído por meio L15 suplementado, contendo 5% de SFB. As 

infecções foram acompanhadas por 5 a 7 dias. As culturas celulares foram 

recuperadas por raspagem, transferidas para tubos e centrifugadas a 480 xg, por 10 

min., a 4°C em centrífuga Sorvall Super T21. Os sed imentos de células foram 

separados dos sobrenadantes. O sobrenadante das culturas infectadas com os 

DENV-1 recombinantes (vBACDV1, vBAC-E402, vBAC-E405, vBAC-NS3209, vBAC-

NS3435, vBAC-NS3480, vBAC-E402/NS3480, vBAC-E405/NS3435,  e vBAC-

E402/NS3209/NS3480) e mock (controle negativo da infecção) foram utilizados para 

purificação e concentração viral em gradiente de sacarose, descrito no item 3.6.1.3. 

O sobrenadante das culturas infectadas com os vírus vBACDV1, vBAC-NS3435 e 

vBAC-NS3480 foi estocado –70°C, titulado por imunodetecção de foco em células 

C6/36 (item 3.6.1.2) e utilizado para os estudos de infecção em mdDCs humanas.  
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3.6.1.2 Titulação viral por imunodetecção por foco em células C6/36  

 

A técnica de titulação viral por imunodeteção por foco foi utilizada para 

quantificação de partículas virais a partir do sobrenadante de culturas celulares, 

gradiente de vírus purificado ou sobrenadante do homogeneizado de tecido cerebral 

de camundongos infectados com os DENV-1 recombinantes. Para tanto, células 

C6/36 foram semeadas em placas de 24 poços para conter 1.0 x105 células/poço e 

infectadas com diluições seriadas (1:10 em meio L-15 sem SFB) dos DENV-1. O 

inóculo (400 µL/poço) foi incubado, em duplicata, com as células por 1h em estufa 

BOD a 27ºC e, em seguida, substituído por uma mistura de meio de cultura L-15 

completo suplementado com 10% de SFB e carboximetilcelulose (CMC) 3,2%. As 

culturas de células foram então incubadas em estufa a 27ºC por 7 dias. Para a 

revelação dos focos de infecção, as células foram lavadas com PBS para completa 

remoção do CMC, fixadas em paraformaldeído 3% por 20 min. à temperatura 

ambiente, permeabilizadas com triton 0,5% por 4 min. a temperatura ambiente, 

lavadas com PBS e incubadas com anticorpo monoclonal 4G2 (Flavivírus 

específico), na diluição 1:200 em PBS, por 1h em estufa a 37 ºC. Em seguida, as 

células foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo anti-IgG de camundongo 

conjugado com fosfatase alcalina (AP) (Sigma), em estufa a 37ºC por 30 min. 

Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e reveladas após a adição do 

substrato insolúvel para AP  (BCIP e NBT - Promega) diluídos em tampão para 

fosfatase alcalina. O título viral foi expresso em unidades formadoras de foco por mL 

(ffu/mL).  

 

3.6.1.3 Purificação viral em gradiente de sacarose  

 

Os DENV-1 recombinantes foram concentrados e purificados a partir do 

sobrenadante das culturas de células C6/36 infectadas. Os vírus foram precipitados 

com 7% de polietileno glicol (PEG P.M. 8.000) e 2,3% NaCl sob agitação leve e 

constante, por 16 horas a 4ºC. Após este período, os sedimentos contendo as 

partículas virais foram obtidos por centrifugação a 10.000 rpm por 30 min. a 4 ºC e 

ressuspensos em 3 mL de tampão TNE (50 mM Tris (pH7.5), 100 mM NaCl, 1 mM 

EDTA) e adicionados sobre gradientes descontínuos de sacarose 60% e 30% 
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(preparada no mesmo tampão). O material foi centrifugado em ultracentrífuga 

(Hitachi) a 39.000 rpm por 2 a 3 horas. Após a ultracentrifugação, as bandas 

contendo os vírus concentrados eram visualizadas com o auxílio de um anteparo 

escuro e  coletadas com pipetas Pasteur, aliquotadas e armazenados em freezer – 

70 ºC. A quantificação das partículas virais nos sobrenadantes precipitados e 

purificados foi avaliada através da técnica de titulação viral por imunodetecção de 

foco. 

 

3.6.2   Cinética de infecção dos DENV-1 recombinant es in vivo 

 

Os vírus recombinantes purificados por gradiente de sacarose foram 

utilizados para inoculação via intracerebral (i.c.) (GOULD; CLEGG, 1985) em 

camundongos suíços neonatos (até 48 h após o nascimento). A dose viral 

estabelecida para inoculação com os vírus recombinantes foi de 102,75 ffu diluídos 

em 40 µL de meio L15/animal (BORBA; STROTTMANN et al., 2012). Além da 

determinação do número de partículas virais infecciosas presentes no inóculo viral, a 

equivalência genômica (GE)  foi determinada para cada inóculo através da técnica 

de transcrição reversa e PCR quantitativo em tempo real (RT/qPCR), descrito no 

item 3.6.2.1.1 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os animais foram 

acompanhados por 21 dias para verificação de morbidade e mortalidade. Oito dias 

após infecção (dpi), três animais de cada grupo eram sacrificados por anóxia, 

utilizando CO2, para a coleta do tecido cerebral. Os tecidos cerebrais do pool de três 

animais foram homogeneizados e utilizados para a extração do RNA total (30 mg), 

utilizando o kit comercial RNAeasy mini kit (QIAGEN), de acordo com as instruções 

do fabricante. O RNA foi recuperado em 60 µL de tampão de eluição fornecido pelo 

kit e mantido a –70ºC. Além disso, uma porção do homogeneizado foi utilizado para 

preparação de uma suspensão 10%. Essa suspensão foi utilizada para 

determinação da progênie viral presente no SNC de camundongo infectados com os 

DENV-1 recombinantes, por imunodetecção de foco em células C6/36.  

Da mesma forma, outros grupos de animais foram inoculados de acordo com 

os procedimentos descritos acima para realização de uma cinética de infecção com 

os DENV-1 recombinantes parental vBACDV1 e o vírus triplo mutante vBAC-
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E402/NS3209/NS3480, contendo as mutações identificadas na variante neurovirulenta 

do DENV-1 cepa FGA/NA P6 (E402Leu/NS3209Ile/NS3480Ser). O cérebro de três 

animais de cada grupo foi coletado e processado individualmente, conforme descrito 

acima, 6, 8 e 10 dpi para análise da infectividade viral. Além do SNC nós avaliamos 

a habilidade dos DENV-1 recombinantes replicarem-se em células da medula 

espinhal dos animais infectados via i.c. Para tanto, a medula espinhal de cada 

animal foi retirada e utilizada para extração do RNA total, utilizando o kit comercial 

RNAeasy mini kit (QIAGEN). 

 

3.6.2.1 Quantificação do RNA viral por RT/qPCR  

 

3.6.2.1.1 Determinação da equivalência genômica (GE )  

 

Para determinação da GE do inóculo viral, uma quantidade conhecida de 

RNA viral não relacionado (50 ng de RNA do vírus da influenza H1N1) foi misturado 

aos 140 uL do inóculo dos DENV-1 recombinantes, contendo 102,75 ffu, e utilizado 

para purificação do RNA viral. Em seguida, 250 ng do RNA viral total foram 

utilizadas para amplificação por RT/qPCR do RNA do DENV-1, utilizando as 

concentração recomendadas de MultiScribe Enzyme plus RNase inhibitor e TaqMan 

Universal RT-PCR Master Mix (Applied Biosystems),  400 nM dos oligonucleotídeos 

específicos para DENV-1 (DENV-1F: 5’-GCTGATGCTGGTGACACCAT- 3’ e DENV-

1R: 5’-TCGACGAAGTCTCTGTTGCCTAT) e 300 nM da sonda específica para 

DENV-1 (5’-CCCACGCATCGCATGGCCAT- 3’),  de acordo com o protocolo descrito 

por Poersch et al. (2005). A mesma quantidade de RNA foi utilizada para 

amplificação do RNA do vírus H1N1 a partir dos oligonucleotídeos e sonda 

específica para o vírus H1N1, de acordo com o protocolo descrito por Raboni et al., 

2011.  

As reações de RT/qPCR foram realizadas em sistema de detecção ABI 

PRISM 7500 (Applied Biosystem) sob as seguintes condições de temperatura: 1 

ciclo de 48ºC por 30 min. e 1 ciclo de 95ºC por 10 min., seguidos de 40 ciclos de 

95ºC por 15 seg. e 60ºC por 1 min. Os dados da amplificação do RNA do vírus 

H1N1, obtidos por RT/qPCR, foram utilizados para normalização dos dados de 

amplificação do RNA do DENV-1. 
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3.6.2.1.2 Análise da replicação dos DENV-1 recombin antes nos tecidos de 

camundongos infectados 

 

O RNA viral presente no SNC e medula espinhal de camundongos infectados 

com os DENV-1 recombinantes e controles foi quantificado em uma reação de 

RT/qPCR, utilizando o protocolo descrito por Poersch et al. (2005) com 

oligonucleotídeos e sonda para detecção do RNA do DENV-1 e a concentração 

recomendada de MultiScribe Enzyme plus RNase Inhibitor e TaqMan Universal RT-

PCR Master Mix (Applied Biosystems).  

Os dados da amplificação do RNA viral por RT/qPCR foram normalizados 

utilizando o gene de expressão constitutiva gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase de 

Mus musculus (murGAPDH). Para tanto, 4 ug do RNA extraído dos tecidos de cada 

camundongo infectado com os DENV-1 recombinantes e controles foi submetido a 

uma reação de transcrição reversa (cDNA), utilizando o kit Impron II Reverse 

Trasnscriptase (Promega), seguindo recomendações do fabricante, e 200 µM do 

oligonucleotídeo iniciador randon primer (Invitrogen). A reação foi incubada a 42ºC 

por 1 h. Após o término da reação, as amostras foram diluídas para concentração 

final de 2 ng/µL com água livre de RNases e utilizado na reação de qPCR contendo 

250 nM dos oligonucleotídeos iniciadores específicos de murGAPDH (MurGAPDH-F 

5’- CGACTTCAACAGCAACTCCCACTC- 3’ e MurGAPDH-R 5`- 

CACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTC- 3’ ) e SYBR Green Master Mix (Applied 

Biosystems) conforme recomendações do fabricante, e submetidas às seguintes 

condições de temperatura: 50ºC por 2 min., 96ºC por 10 min., seguidos de 40 ciclos 

de 96ºC for 15 seg. e 62ºC por 30 seg. A curva de dissociação foi utilizada para 

verificação da especificidade do produto. 

 

3.6.2.1.3 Análise do padrão da expressão gênica no sistema nervoso central 

de camundongos infectados com vírus recombinantes e  controles por PCR em 

tempo real 

 

Dados anteriores do grupo (BORDIGNON et al., 2008; BORBA, 2010) 

revelaram o perfil da expressão gênica de vias diferencialmente expressas durante a 

infecção do SNC de camundongos com cepas neurovirulentas do DENV-1. Com o 
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intuito de analisar e comparar o perfil da expressão gênica, por RT/qPCR, no tecido 

cerebral de camundongos individuais infectados com os DENV-1 recombinantes 

(pBACDV1 e pBAC-E402/NS3209/NS3480) foram escolhidos alguns genes 

representantes de vias previamente identificadas: IFN-β (interferon beta), Usp18 

(protease 18 específica de ubiquitina) e Ccl5 (ligante de quimiocina 5 – motivo C-C). 

Para tanto, o RNA total foi extraído do SNC de cada camundongo utilizando-se o kit 

comercial RNeasy Mini Kit (QIAGEN). 4 ug desse material foi utilizado para converter 

os mRNA em cDNA, utilizando o kit Impron II Reverse Trasnscriptase (Promega), 

seguindo recomendações do fabricante, e 10 µM do oligonucleotídeo iniciador oligo-

dT (Invitrogen). A reação foi incubada por 2 h a 42°C. 10 ng do cDNA resultante foi 

utilizado para amplificação dos genes por qPCR, utilizando-se o método SYBR 

Green Master Mix (Applied Biosystems), de acordo com as instruções do fabricante, 

e 250 mM de cada par de oligonucleotídeos específicos para cada gene: Usp18 

(Usp18-F 5’-CTGCCAACCGAGGAAGAC-3’ e Usp18-R 5’-

CAATCACGGCAAAGAGTTCATAGT-3’), Ccl5 (Ccl5-F 5’- 

GTGCCCACGTCAAGGAGTATTTCT-3’ e Ccl5-R 5’-

TGGCGGTTCCTTCGAGTGACAA-3’) e IFN-β (IFNβ - F 5’-

CGCTGCGTTCCTGCTGTG-3’ e IFNβ - R 5’-GATCTTGAAGTCCGCCCTGTAG-3’), 

descritos por BORDIGNON et al., (2008). Nesse protocolo foram utilizadas as 

seguintes condições de temperatura: 50ºC por 2 min., 96ºC por 10 min., seguidos de 

40 ciclos de 96ºC for 15 seg. e 60ºC por 30 seg. e extensão a 72ºC por 1 min., em 

um ABI PRISM 7500 Detection System (Applied Biosystem). Curvas de dissociação 

foram utilizadas para verificar a especificidade do produto. O gene GAPDH murino 

(murGAPDH) foi utilizado para normalizar os resultados de cada um dos genes 

testados. 

 

3.6.3 Cinética de infecção dos DENV-1 recombinantes  in vitro  

 

3.6.3.1 Infecção em linhagens celulares 

 

As células Huh7.5 (4x105 células/poço) e C6/36 (2x105 células/poço) foram 

infectadas com o mock e os vírus recombinantes (vBACDV1, vBAC-E402, vBAC-E405, 

vBAC-NS3209, vBAC-NS3435, vBAC-NS3480, vBAC-405/NS3435, vBAC-E402/NS3209, 
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vBAC-E402/NS3480 e vBAC-E402/NS3209/NS3480). Uma MOI de 5 foi utilizada para 

infecção em Huh7.5 durante 1 h a 37°C sob atmosfera  de 5% de CO2 e uma MOI de 

1 foi utilizada para infectar células C6/36 pela incubação por 1 h a 28°C. Após este 

período o inóculo viral das células Huh7.5 e C6/36 foi substituído por meio 

DMEM/F12 e L15 suplementados, respectivamente.  As células foram recolhidas 24, 

48 e 72 hpi e analisadas por citometria de fluxo (item 3.6.5.1.1) em FACS Canto II 

system (Becton & Dickinson, San Jose, CA - BD).  

 

3.6.3.1.1 Determinação do número de células infecta das com os DENV-1 

recombinantes por citometria de fluxo 

 

O número de células positivas para a infecção pelos DENV-1 recombinantes 

foi determinado pela técnica de citometria de fluxo. Após o período determinado de 

cada condição de infecção, as células foram lavadas em PBS e os receptores de 

região Fc presentes na superfície celular bloqueados pela incubação em tampão de 

bloqueio (5% de SFB e 1% de soro humano tipo AB (Lonza) por 20 min. à TA. Em 

seguida, as células foram fixadas e permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm (BD) por 

20 min. à TA. Após este períodos as células foram centrifugadas a 500xg por 1 min. 

e incubadas com anticorpos monoclonais 4G2 (Flavivirus específico) por 30 min. a 

37°C. As células foram lavadas com tampão Perm/Wash  (BD), centrifugadas e 

incubadas por 30 min a 37°C com anticorpo secundári o anti-camundongo conjugado 

com ficoeritrina (PE) (eBioscience). Posteriormente, as mdDCs foram lavadas duas 

vezes com tampão Perm/Wash, recuperadas em PBS e analizadas utilizando o 

equipamento FACS CantoII (BD). 

 

3.6.3.2 Infecção em células primárias humanas 

 

As células mdDCs humanas de seis doadores voluntários saudáveis, obtidas 

de acordo com o protocolo descrito no item 3.3.2, foram utilizadas para avaliar a 

capacidade infectiva dos DENV-1 recombinantes (pBACDV1, pBACDV1-NS3435 e 

pBACDV1-NS3480). As culturas de células foram infectadas por 2 h com mock ou 

com os DENV-1 recombinantes em uma MOI de 5. Após a remoção do inóculo, as 

células foram lavadas com meio RPMI e transferidas para uma placa de 24 poços e 
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cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO 2. As mdDCs e o sobrenadante da 

cultura celular foram  recuperados em 2, 8, 24 e 48 hpi. As células foram utilizadas 

tanto para extração do RNA total utilizando o RNeasy mini kit (Qiagen), de acordo 

com as recomendações do fabricante, e determinação do RNA viral e mRNA de 

genes de resposta imune por RT/qPCR quanto para determinação do número de 

mdDCs infectadas por citometria de fluxo, conforme descrito no item 3.6.3.1.1. O 

sobrenadante de cada cultura celular, mantido a -70°C, foi utilizado para 

quantificação dos títulos virais pelo ensaio de imunodetecção por foco em células 

C6/36 (item 3.6.1.2) e quantificação de citocinas por Cytometric Bead Array (CBA) 

(BD) por ensaio imunoenzimático em formato ELISA (pbl). 

 
3.6.3.2.1 Determinação de citocinas  

 

Para quantificação do IFN-β no sobrenadante das culturas de mdDCs 

infectadas com mock e com os DENV-1 recombinantes utilizamos o kit de ELISA 

sandwich VeriKine Human IFN-β (pbl), seguindo as instruções do fabricante. A 

absorbância a 450 nm foi determinada em espectrofotômetro Synergy H1 hibrid 

Reader (BioTek) após a reação enzimática e adição do substrato, seguida pela 

adição de tampão de parada. A densidade ótica (DO) das amostras e da curva 

padrão foi utilizada para determinar o título de IFN-β nas amostras. 

A técnica de CBA foi utilizada para quantificação de IFN alfa (IFN-α) no 

sobrenadante das culturas de mdDCs de acordo com as instruções do fabricante. A 

técnica baseia-se na ligação imunológica entre a proteína solúvel e anticorpos 

específicos contra a proteína, ligados a esferas fluorescentes. Desta forma, o 

sobrenadante foi incubado à temperatura ambiente (TA) por 3 h, lavadas e 

recuperadas em tampão específico e analisadas pela técnica de citometria de fluxo 

em FACS Canto (BD). Os dados foram analisados utilizando-se o programa FlowJo 

7.2.5 (Tree Star, Ashland, OR). 

 

3.6.3.2.2 Análise da replicação viral e do padrão d a expressão de genes da 

resposta imune por RT/qPCR em células mdDCs  

 

O RNA das 24 culturas de mdDCs infectadas com o mock e com os DENV-1 

recombinantes em cada tempo da cinética (2, 8, 24 e 48 h) foi extraído utilizando-se 
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o kit QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen), de acordo com as recomendações do 

fabricante e eluído com 60 µL de água livre de nuclease fornecida no kit. A taxa de 

replicação viral foi determinada por RT/qPCR. Os RNAs (4 ug) foram convertidos em 

cDNA, utilizando-se o kit Impron II reverse trasnscriptase (Promega) e 200 µM do 

oligonucleotídeo iniciador random primer (Invitrogen) sob incubação a 42ºC por 1 h. 

Duzentos ng de cDNA foram utilizados para amplificação por qPCR utilizando 4 µM 

de oligonucleotídeos iniciadores específicos para cada um dos genes alvo TLR3 

(CNTLRF- 5’GTGCCGTCTATTGCCACACACTT3’ e CNTLRR- 

5’TGGTGGAGGATGCACACAGCAT3'), TLR7 (CNTLR7F- 

5’TGGCACCTCTCATGCTCTGCTC3’ e CNTLR7R- 

5’ACCATCTAGCCCCAAGGAGTTTGG3’), IFN-β (CNIFNbF – 

5’CATCAACTATAAGCAGCTCCA3’) e IFN-α (CNIFNAp_huF- 

5’TGCAGGAGGTGAGGGTGGGA3’ e CNIFNAp_huR- 

5’CTCCCAGGCACAAGGGCTGT 3’) ou para amplificação do gene da proteína NS3 

viral (CN10-F 5’ACCCGGCACATCTGGATC3’ e NS3pro-R 

5’GTTTCTTTTCTTAAACACCTC 3’) e SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) 

conforme instruções do fabricante. Para a amplificação do material genético do vírus 

as seguintes condições de temperatura foram utilizadas: 50ºC por 2 min., 96ºC por 

10 min., seguidos de 40 ciclos de 96ºC por 15 seg. e 60ºC por 30 seg., em um 

sistema de detecção ABI PRISM 7500 Detection System (Applied Biosystem). Os 

genes alvos de resposta imune foram amplificados sob as seguintes temperaturas: 

50ºC por 2 min., 96ºC por 10 min., seguidos de 40 ciclos de 96ºC por 15 seg., 58ºC 

por 30 seg. e 72 ºC por 1 min. Curvas de dissociação foram utilizadas para verificar 

a especificidade do produto. O gene de expressão constitutiva 18S (18S-F 5’ 

CACGGCCGGTACAGTGAAAC 3’ e 18S-R 5’  CCCGTCGGCATGTATTAGCT 3’) foi 

incluído nas análises para normalização dos dados (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 

3.6.3.2.3 Sequenciamento nucleotídico  

 

Para determinar a sequência nucleotídica completa dos DENV-1 

recombinantes 48 hpi em mdDCs, o RNA viral, extraído do sedimento celular com o 

kit QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen), foi convertido em cópia complementar de 

DNA (cDNA) utilizando o kit Improm II Reverse Transcriptase (Promega) e o 
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oligonucleotídeo iniciador random primer (100 pmol/µL – Invitrogen), seguindo as 

especificações do kit. Os cDNAs foram utilizados como molde para amplificação por 

PCR de seis fragmentos que cobriam o genoma inteiro do vírus, utilizando 

oligonucleotídeos iniciadores específicos para DENV-1 (Quadro 3.1) e o kit 

comercial long range PCR (Qiagen), seguindo instruções do fabricante. As reações 

foram submetidas ao seguinte ciclo de temperatura: 93ºC por 5 min., 40 ciclos de 

93ºC por 30 seg., 52ºC por 30 seg. e 68ºC por 4 min. Alíquotas de 10% da reação de 

PCR foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo 0,5 

µg/mL de brometo de etídio. Para a purificação, os amplicons foram excisados de 

géis de agarose e purificados utilizando o kit comercial QIAquick gel extraction kit 

(QIAgen), seguindo instruções do fabricante e recuperados em 30 a 60 µL de 

tampão EB fornecido no kit.  

 

 
Quadro 3.1 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizad os para amplificação por PCR do genoma 
completo dos DENV-1. 

 

Os fragmentos e os oligonucleotídeos iniciadores específicos foram enviados 

para sequenciamento na empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul). As sequências 

nucleotídicas foram analisadas através do pacote de programas e do software 

CLUSTALW do programa Bioedit (Invitrogen). 

 

3.7 Ensaio de ligação viral a receptors celulares d e superfície  
 
 

Para determinar o papel das mutações nas posições E402 e E405 dos DENV-1 

na modulação da habilidade de ligação a células hospedeira nós realizamos ensaios 

de binding em células Neuro 2a. Primeiramente, os vírus presentes no  

sobrenadante das culturas de células C6/36 infectadas com os DENV-1 
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recombinantes vBACDV1, vBAC-E402, vBAC-E405 foram concentrados em filtros 

Amicon contendo membrana seletiva de 100K e utilizados para os ensaios de 

ligação a célula hospedeira. Para os ensaios, 2x105 células Neuro 2a foram 

cultivadas em câmaras de vidro do tipo LabTek (Nunc) e cultivadas em estufa a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2 por 24 h. Após este período, as células lavadas com 

PBS gelado e incubadas com os DENV-1 recombinantes a uma MOI de 100 em 

meio Opti-Men, durante 1h a 4C°. As células eram en tão lavadas três vezes com 

PBS gelado para remoção dos vírus não adsorvidos e então lisadas para extração 

do RNA total utilizando o kit QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen), seguindo o 

protocolo do fabricante. O número de partículas virais ligadas as células Neuro 2a foi 

determinado por RT/qPCR em três experimentos independentes, conforme descrito 

no item 3.6.2.1.2. 

 

3.8 Construção de genomas infecciosos para o estudo  das mutações nas 

proteínas E e NS3 do DENV-1  

 

3.8.1 Clones quiméricos recombinantes de YF/DEN-1 

  

3.8.1.1 Amplificação dos fragmentos contendo as mut ações de interesse na 

proteína E 

 

A amplificação das mutações em estudo, localizadas nas proteínas de 

envelope (Tabela 1.1, item 1.5), foi realizada pela reação em cadeia da polimerase 

(PCR - do inglês, polymerase chain reaction) de fusão, utilizando como molde o 

genoma viral do clone infeccioso pACYF/DEN-1. A amplificação dos fragmentos 

consistiu em duas reações: na primeira reação eram amplificados dois fragmentos 

(fragm A e fragm B) para cada mutação, e na segunda, também chamada PCR de 

fusão, era feita a fusão dos dois fragmentos (fragm fusão) por complementariedade 

das sequências dos oligonucleotídeos iniciadores de polaridade negativa do fragm A 

e positiva do fragm B, que continham a mutação (Quadro 3.2). Os oligonucleotídeos 

iniciadores complementares de polaridade negativa do fragm A e positiva do fragm B 

foram desenhados para conter, além da mutação de interesse, uma mutação 

silenciosa que modificava a sequência de um sítio de enzima de restrição, o que 
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facilitava a triagem de possíveis clones nas etapas posteriores. Os oligonucleotídeos 

para substituição do códon referente a posição E405 foram desenhados para conter a 

sequência da enzima BstBI. A mutação E402 já está localizada na sequência do sítio 

da enzima BstBI, também podendo, portanto, ser utilizado na triagem dos clones. As 

reações de PCR foram realizadas utilizando o kit comercial Long range (Qiagen), 

seguindo instruções do fabricante. A amplificação dos fragm A e B foi submetida aos 

seguintes ciclos: 95ºC por 3 min., 35 ciclos de 95ºC por 15 seg., 52ºC por 30 seg. e 

68ºC por 2 min. e 30 seg., enquanto a amplificação do PCR de fusão foi submetida a 

95ºC por 3 min., 35 ciclos de 95ºC por 15 seg., 55ºC por 30 seg. e 68ºC por 3 min. e 

30 seg. Alíquotas de 10% das reações de PCR foram visualizadas por eletroforese 

em gel de agarose 0,8% contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio. 

 

 
Quadro 3.2 – Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para ampli ficação dos fragmentos 
contendo as mutações de interesse para clonagem em vetor pACYF/DENV-1. O nucleotídeo 
destacado em letra minúscula refere-se ao sítio mutado na posição de interesse.  

 

3.8.1.2 Minipreparação do genoma infeccioso pBACDV1  

 

O genoma infeccioso quimérico pACYF/DEN-1 (MATEU et al., 2007) foi 

construído em um cromossomo artificial de bacteriófago PI, vetor de baixa cópia, e 

contém os genes da região prM-E do DENV-1 cepa VeMir95 (isolado venezuelano 

do genótipo V – número de acesso no GenBank AF425635) no genoma do vírus da 

febre amarela (YFV - do inglês, yellow fever virus) 17D (número de acesso no 

GenBank K02749), a sequência do promotor da SP6 RNA polimerase (SP6 prom) e 

o sítio de restrição XhoI, imediatamente após o término do genoma viral. O vetor 

possui marcador de seleção para o antibiótico ampicilina 

Para a purificação do DNA plasmidial, bactérias DH5α transformadas com o 

genoma infeccioso pACYF/DEN-1 eram crescidas em 20 mL de meio Terrific Broth 
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(TB) líquido suplementado com 20 µg/mL de ampicilina e cultivados a 30ºC por 16 h 

sob agitação constante. As culturas crescidas em meio líquido eram sedimentadas 

por uma breve centrifugação para minipreparação dos plasmídeos com o kit Wizard 

Plus SV Minipreps kit (Promega), de acordo com protocolo descrito pelo fabricante. 

Os DNAs eram recuperados em 50 µL de água livre de nucleases fornecida no kit. 

 

3.8.1.3 Clonagem e seleção dos clones recombinantes  dos pACYF/DEN-1 

 

O genoma infeccioso pACYF/DEN-1 e os fragmentos de PCR purificados 

foram tratados com as enzimas de restrição NarI 10 U/µL (Promega) e NsiI 10 U/µL 

(Biolabs), de acordo com os tampões e condições descritas pelo fabricante das 

enzimas. A substituição dos fragmentos liberados do genoma infeccioso 

pACYF/DEN-1  foi realizada pela ligação dos respectivos fragmentos mutados, 

seguindo o protocolo da enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs ou USB), para 

um volume final de reação de 15 µL. As reações foram incubadas a 16ºC por 16 h. 

As quantidades de DNA necessárias para as reações de ligação entre o vetor 

pACYF/DEN-1 e os insertos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose e 

quantificados utilizando espectrofotômetro (Nanovue – GE). A proporção de 3:1 

(inserto:vetor) foi utilizada, partindo de 50 ng de vetor. Após o período de incubação, 

as reações de ligações foram purificadas pela técnica de fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico. Dessa forma, para um volume final de 50 µL adicionou-se 12 µL 1M 

NaCl, 1 µL SDS10%, 2 µL 0.5M EDTA e 1 µL de glicogênio de ostra (10 mg/mL) em 

cada tubo. As amostras foram extraídas com fenol/clorofórmio/álcool isoamílico 

(25:24:1) e clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1). A fração aquosa, contendo os 

ácidos nucléicos foi precipitada com 3 volumes de etanol absoluto, a –20°C por 16 h. 

Após este período, o material foi centrifugado a 16.000xg por 20 min. a 4°C, lavado 

com etanol 70% e centrifugado novamente por 10 min. O DNA foi recuperado em 

5µL de água ultrapura e utilizado para transformar bactérias eletrocompetentes 

DH5α (Invitrogen).  

Para a transformação bacteriana com o DNA recombinante, as células 

bacterianas foram descongeladas em banho de gelo (1 tubo com 100µL para cada 

transformação) e todo o volume das ligações foi adicionado diretamente nos tubos 

contendo as bactérias competentes. A mistura foi então submetida à eletroporação a 



82 

 

 

2,5 Kv, 25 µF e 200 Ω. Em seguida, 900 µL de meio SOC foram adicionados e os 

tubos incubados por 1 h a 37ºC sob agitação constante para a recuperação das 

células transformadas. Após este período, alíquotas de 50 µL e 100 µL das bactérias 

transformadas foram semeadas em placas contendo meio TB sólido suplementado 

com 20µg/mL de ampicilina e incubadas a 30ºC por 16 h. As possíveis colônias 

recombinantes foram transferidas para uma nova placa numerada contendo o 

mesmo meio descrito acima, para a identificação de cada eventual clone e 

incubadas a 30ºC por 16 h.  

Os clones recombinantes foram triados pela técnica de PCR de colônia. Cada 

colônia era passada da placa mãe, com auxílio de um palito de dente estéril, para 

um tubo eppendorf (identificado com o número correspondente). Em seguida, 10 µL 

de água ultrapura era adicionada a cada tubo e esse incubado a 98ºC por 5 min. Os 

tubos eram então centrifugados a 16.000xg por 30 seg. e o sobrenadante (1 µL) 

utilizado como molde para a reação de PCR, utilizando o kit Taq DNA Polimerase (5 

U/µL, Invitrogen). Os oligonucleotídeos D1DomB de polaridade positiva (5’- 

ACGGGATCCGTGATGTGCACAGGCTCATTT-3’) e YF13 de polaridade negativa 

(5’-CTCTTCAACTGATGTTCCAAT-3’) foram utilizados para amplificação das 

regiões mutadas. As reações foram submetidas a um ciclo a 94ºC por 3 min. e a 35 

ciclos a 94ºC por 30 seg., 52ºC por 30 seg. e 72ºC por 1 min. Alíquotas das 

amostras de DNA amplificadas (1:10) foram analisadas por eletroforese em gel de 

agarose 0,8% contendo 0.5 µg/mL de brometo de etídio. 

Os clones que apresentaram amplificação positiva por PCR foram inoculadas 

em 20 mL de meio TB líquido suplementado com 20 µg/mL de ampicilina e crescidos 

a 30ºC por 16 horas sob agitação constante. As culturas foram utilizadas para 

purificação do DNA plasmidial, como já descrito anteriormente no item 3.8.1.2. A 

sequência nucleotídica dos clones recombinantes foram confirmadas por 

sequenciamento pela empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul), utilizando os 

oligonucleotídeos D1DomB de polaridade positiva (sequência referida acima) e D1 

DomB de polaridade negativa (5’-TGCGGTACCGCTGCTTCCTTTCTTGAACCA-3’). 
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3.8.1.4 Geração dos vírus quiméricos recombinantes 

 

3.8.1.4.1 Transcrição e transfecção dos RNAs recomb inantes 

 

Os DNAs plasmidiais recombinantes foram linearizadas pela digestão com a 

enzima de restrição XhoI 20 U/µL (Biolabs), de acordo com os tampões e condições 

descritas pelo fabricante das enzimas. A reação foi incubada a 37°C por 16 h. A 

purificação da digestão foi feita pela técnica de extração de ácidos nucleicos por 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico, conforme descrito no item 3.8.1.3, utilizando-se 

reagentes livres de nucleases. O DNA foi recuperado em 5 µL de água livre de 

nucleases e utilizado como molde para a reação de transcrição in vitro, utilizando o 

kit comercial SP6/T7 transcription (Roche). A reação foi composta por 2,5 µL do 

DNA linearizado e purificado, 1 µL de tampão de reação 10x, 1 µL de ATP 75mM, 1 

µL de CTP 75mM, 1 µL de UTP 75mM, 0,5 µL de GTP 75mM, 1 µL de 40mM RNA 

cap structure analog m7G(5')ppp(5')G (Biolabs), 1 µL de SP6 RNA polimerase e água 

livre de nucleases para um volume final de 10 µL. Após a incubação a 37°C por 3 h, 

alíquotas de 5% da reação de transcrição foram visualizadas por eletroforese em gel 

de agarose 0,8% contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio, livres de nucleases.  

O RNA viral recombinante foi utilizado para transfectar células C6/36 (1 µg de 

RNA para 1.105 células), semeadas no dia anterior em placas de cultivo celular de 

24 poços, utilizando-se o método de transfecção por lipossomos. Para  transfecção 

das células, primeiramente a mistura de 2,5 ug de lipofectina (Invitrogen) e meio 

Opti-MEM (Gibco/Invitrogen) na proporção de 1:8 foi incubada a temperatura 

ambiente por 30 minutos. A seguir a essa mistura foi adicionado meio Opti-MEM 

(proporção de 1:1) contendo o RNA viral transcrito in vitro ou meio sem RNA (mock) 

e a esta mais meio Opti-MEM (proporção 1:6) foi adicionado. As células foram 

lavadas uma vez com 1 mL de Opti-MEM. O meio das células era então removido e 

substituído pela mistura contendo lipofectina, RNA e meio e as células incubadas a 

28°C por 3 h. Após este período o meio foi removido  e substituído por meio L-15 

(Gibco/Invitrogen) suplementado. As placas foram novamente incubadas a 28°C e 

em diferentes pontos pós-transfecção (48, 72, 96 e 120 h) os sobrenadantes foram 

recolhidos e armazenados a -70°C para posterior  aç ão viral (item 3.6.2). O tapete 
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celular foi fixado com uma mistura de metanol acetona (1:1) e mantidos a -20°C até 

o seu processamento para imunofluorescência. 

 

3.8.1.5 Detecção de proteínas virais pela técnica d e imunofluorescência  

 
Para análise da transfecção dos vírus quiméricos recombinantes por 

imunofluorescência, as células C6/36 que haviam sido fixadas após a cinética de 

transfecção, foram incubadas a 37°C por 45 min. com  anticorpos policlonais anti-

YFV (diluídos 1:100 em PBS), os quais foram produzidos em nosso laboratório, para 

a verificação da expressão de proteínas virais. Em seguida, as células foram lavadas 

três vezes com PBS e incubadas por mais 45 minutos a 37ºC com anticorpo 

secundário anti-camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

(Sigma-Aldrich) diluído 1:200, contendo 0,3% (v/v) de 10 mg/mL azul de Evans. As 

células foram lavadas cinco vezes com PBS e após estarem secas foi adicionada 

solução de PBS/glicerol 10%. As imagens das imunofluorescências foram captadas 

com um microscópio Nikon Eclipse TE300 (Nikon, Tokyo, Japão) acoplado a uma 

câmera CoolSNAPTMProcf (Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). A visualização 

e edição das imagens foi realizada com auxílio do software Image-Pro PLUS 

v.4.5.1.29 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). 

 

3.8.1.6 Análise comparativa da infecção dos vírus r ecombinantes quiméricos 

em células de inseto C6/36   

 
Os vírus recombinantes quiméricos YF/DEN-1, YF/DEN-1-E402 e YF/DEN-1-

E405 e foram recuperados do sobrenadante da cultura celular de células C6/36 

transfectadas com os RNAs recombinantes quiméricos, titulados em células C6/36 e 

utilizados para análise do efeito citopático (CPE) em cultura celular (5x105
 células 

C6/36) em uma MOI de 0,01. O mock foi igualmente processado. Para tanto, os 

vírus foram diluídos em meio L15 sem soro e utilizados para infecção em células 

C6/36 durante 1 h a 28ºC. Em seguida, o inóculo viral era substituído por meio L15 

suplementado e as infecções acompanhadas por até 7 dpi. Durante este período as 

células eram visualizadas diariamente em microscópio óptico invertido (Nikon 

Eclipse TE300) para observação e identificação do aparecimento de eCPE. Após 7 

dpi os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados a -70°C para posterior 
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titulação, conforme descrito no item 3.6.1.2 O tapete celular foi fixado em solução 

metanol acetona (proporção 1:1) e mantidos a -20°C até o seu processamento para 

imunofluorescência. 

 

3.8.2  Construção de replicons subgenômicos do DENV -1 

 

Os replicons subgenômicos do DENV-1 foram gerados a partir dos clones 

infecciosos pBACDV-1 (Figura 3.1) contendo as mutações de interesse na proteína 

NS3 (BORBA et al., 2012). Para tanto, a porção 5’ do genoma dos clones 

infecciosos de DENV-1 foram substituídas pelo fragmento amplificado por PCR a 

partir do replicon subgenômico de DENV-1 #76eGFP (Figura 3.1). Após a 

amplificação por PCR, utilizando os oligonucleotídeos iniciadores D1USA 

(GCGGCCGCTAATACGACTCACTACGACTCACTATAGAGTTG) e D18 (5’ 

CCTTGGGCCAAAATTCC 3’) o fragmento resultante de 592 pb foi digerido com as 

endonucleases de restrição NotI e MluI e clonado em pBACDV-1, pBACDV1-NS3209, 

pBACDV1-NS3435 e pBACDV1-NS3480, previamente digeridos com as mesmas 

endonucleases de restrição, a enzima T4 DNA ligase (Biolabs), seguindo as 

recomendações do fabricante. Para a reação de ligação utilizou-se a relação de 3:1 

(inserto:vetor), a partir de 50 ng de plasmídeo previamente digerido. As reações de 

ligação foram utilizadas para transformar células bacterianas da cepa TOP10. Dessa 

forma, o volume total da ligação foi misturado com as células quimicamente 

competentes da linhagem TOP10 (Invitrogen) de E. coli e incubado em banho de 

gelo por 30 min. Em seguida, as bactérias foram transformadas com o DNA 

recombinante através do choque térmico a 42ºC por 40 seg. e recuperadas pela 

adição de 600 µL de meio SOC e incubação a 37ºC, sob agitação constante por 1 h. 

Após este período, alíquotas de 100 µL e 200 µL das bactérias transformadas foram 

semeadas em placas contendo meio TB sólido suplementado com 15 µg/mL de 

cloranfenicol e incubadas a 30ºC por 16 h. Os clones foram triados por PCR de 

colônia, conforme descrito no item 3.8.1.3, e  o sucesso da estratégia de clonagem 

foi avaliado pelo sequenciamento nucleotídico realizado pela empresa Macrogen 

(Seul, Coréia do Sul). O DNA plasmidial de cada clone infeccioso foi utilizado como 

molde para a amplificação por PCR de fragmentos que compreendiam o genoma 

completo do RNA subgenômico do vírus, utilizando o kit comercial long range PCR 
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(Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante, e oligonucleotídeos específicos 

descritos no item 3.6.5.2.3, exceto pelo produto de PCR 1 que foi amplificado com a 

utilização dos primers D1+ (5’ 

GCGGCCGCTAATACGACTCACTATAGAGTTGTTAGTCTACGTGG 3’) e CN13- (5’ 

GAAGAACCTCTCTGGATG 3’). As reações foram submetidas ao seguinte ciclo de 

temperatura: 93ºC por 5 min., 40 ciclos de 93ºC por 30 seg., 52ºC por 30 seg. e 

68ºC por 4 min. A identidade desses fragmentos foi determinada por 

sequenciamento nucleotídico pela empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul), 

utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos (Quadro 3.2 item 3.6.5.2.3). 

 

 
Figura 3.1 – Representação esquemática dos clones d e DENV-1. A. mapa do genoma infeccioso 
pBACDV1. B. mapa do replicons subgenômico do DENV-1 contendo o gene repórter GFP 
(RepBACDV1 #76eGFP).  

 

3.8.2.1 Transcrição e transfecção dos RNAs subgenôm icos recombinantes 

em cultura de células 

 

Os DNAs plasmidiais recombinantes foram linearizadas pela digestão com a 

enzima de restrição Swa I 10 U/µL (Biolabs), de acordo com os tampões e condições 

descritas pelo fabricante das enzimas. A reação foi incubada a 25°C por 16 h. A 

purificação da digestão foi feita pela técnica de extração de ácidos nucléicos por 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico, conforme descrito no item 3.8.1.3, utilizando-se 

reagentes livres de nucleases. O DNA foi recuperado em 5 µL de água livre de 

nucleases e 0,8 ug do DNA linearizado foi utilizado como molde para a reação de 

transcrição in vitro, utilizando o kit comercial MEGAscript® T7 High Yeld Transcription 

Kit (Ambion) e 40mM RNA cap structure analog m7G(5')ppp(5')G (Biolabs). Após a 
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incubação da reação a 37°C por 3 h, esta foi tratad a com 2 U de DNAse turbo 

(Ambion) por 15 min. a 37°C. Em seguida, o RNA tran scrito foi purificado com o 

RNeasy mini kit (Qiagen), de acordo com as recomendações do fabricante, 

visualizado em gel de agarose e quantificado em fluorímetro Qubit (Invitrogen), 

utilizando o kit Quant-it RNA assay (Invitrogen). 

Os RNAs foram utilizados para transfectar células C6/36 pelo método de 

lipofectina, conforme descrito no item 3.8.1.4.1, ou por eletroporação utilizando a 

tecnologia nucleofactor (Lonza) e o kit Amaxa cell line nucleofactor kit L (Lonza), de 

acordo com as recomendações do fabricante. As mdDCs foram transfectadas com 

os RNAs recombinantes subgenômicos ou com o mock utilizando o kit otimizado 

para transfecção de DCs Amaxa human dendritic cell nucleofactor (Lonza) e o 

protocolo U-002, de acordo com as recomendações. Após as transfecções as 

células foram cultivadas conforme descrição nos itens 3.3.1. 

As mdDCs e o sobrenadante da cultura celular foram  recuperados em 8, 24 e 

48 hpi. As células foram utilizadas tanto para obtenção do RNA total, utilizando o 

RNAeasy mini kit (Qiagen) de acordo com as recomendações do fabricante, quanto 

para análise da ativação celular e quantificação da porcentagem de células 

infectadas, por citometria de fluxo. 

 

3.9 Produção de anticorpos monoclonais  

 

3.9.1 Obtenção da proteína recombinante NS3 helicas e do DENV-1 

 

O RNA do DENV-1 cepa FGA89 extraído a partir de células C6/36 infetadas, 

utilizando o kit para extração viral (Qiagen), foi utilizado como molde para 

amplificação por RT-PCR da seqüência correspondente ao domínio helicase da 

proteína NS3 (NS3hel), aminoácidos 169-619, utilizando oligonucleotídeos 

específicos, contendo os sítios de clivagem das enzimas de restrição BamHI e 

HindIII (D1NS3hBam5’ CGGGATCCAAAGCATCACAAGAAGGGCCCCTACCA e 

D1NS3hHind3’ GGGGAAGCTTTCTTCTTCCTGCTGCAAACTC – a sequência 

sublinhada corresponde ao sítio de clivagem da enzima de restrição BamHI e 

HindIII, respectivamente. As reações foram realizadas utilizando-se o kit long range 

PCR (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante e submetidas a um ciclo 
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de temperatura de: 94°C por 2 min; 35 ciclos de 94° C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 

68°C por 1 min. e 30 seg. Os amplicons resultantes foram purificados com o kit hiqh 

pure PCR (Roche), ressuspensos em 50 µL de água ultrapura e  digeridos com as 

enzimas de restrição BamHI (20 U/µL - New England Biolabs) e Hind III (20 U/µL 

Biolabs), de acordo com as especificações do fabricante.  Os produtos foram 

purificados com o kit RNAeasy mini Kit (QIAGEN) e clonados no plasmídeo pET28 

(Novagen), previamente digerido com as mesmas endonucleases de restrição, 

utilizando a enzima T4 DNA ligase (Biolabs ou USB), seguindo as recomendações 

do fabricante. Para a reação de ligação utilizou-se a relação de 3:1 (inserto:vetor), a 

partir de 50 ng de plasmídeo previamente digerido. O produto da reação de ligação 

foi transformado em bactérias da linhagem TOP10 cálcio competente (Invitrogen), 

conforme descrito no item 3.8.2. Os potenciais clones recombinantes foram triados 

por PCR de colônia (item 3.8.1.3), utilizando os oligonucleotídeos específicos citados 

acima. O DNA plasmidial dos possíveis clones recombinantes foi avaliado pela 

técnica de sequenciamento nucleotídico pela empresa Macrogen, utilizando os 

oligonucleotídeos do vetor T7 promoter e T7 terminator.  

As proteínas recombinantes foram expressas em bactérias E. coli cepa 

Rossetta 2 (DE3) (Novagen) ou cepa Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen). A partir de 

uma cultura saturada de E. coli Rossetta (DE3)-pET28aNS3hel FGA/89 uma diluição 

1:50 em 1 L de volume final de meio LB suplementado com os antibióticos 

correspondentes, sulfato de canamicina (25 µg/mL) e cloranfenicol (34 µg/mL)  até 

uma DO600nm de 0.6. As condições de indução  para a expressão da proteína 

recombinante na cepa Rossetta 2 (DE3) consistiu em incubar a cultura com  0,4 mM 

de IPTG (Promega) a 18°C por 16 h, já a condição pa ra a expressão da proteína 

recombinante na cepa Rosetta-gami 2 (DE3) consistiu em incubar a cultura com 0,4 

mM de IPTG (Promega) a 30°C por 5 h. 

 Após o período de indução, as céluas foram centrigugadas a 10.000xg e o 

sedimento celular ressuspenso em solução de lise (50 mM TrisHCl, pH 7.5, 0,3 M 

NaCl). As células foram lisadas por dois ciclos de congelamento (-70ºC) e 

descongelamento seguido de sonicação (3 x 20 seg. com pausa de 30 seg.). O 

lisado foi clarificado por centrifugação de 30 min, 12.000xg a 4°C. O sobrenadante 

foi purificado por afinidade da cauda de histidinas, co-expressa com a proteína 

recombinante (6xHis), ao metal catiônico divalente (Ni2+) (Qiagen). Após incubação 
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de 20 min. a 4ºC, a resina foi lavada 2X com tampão de lavagem (50 mM TrisHCl, 

pH 7.5, 0,3 M NaCl, 10 mM imidazol) e as proteínas eluídas utilizando tampões de 

eluição A (50 mM TrisHCl, pH 7.5, 0,3 M NaCl, 150 mM) e B (50 mM TrisHCl, pH 7.5, 

0,3 M NaCl, 150 mM, 300 mM imidazol). As proteínas foram estocadas a -20° até 

sua utilização. A concentração das proteínas recombinantes foi calculada com base 

na sua absorbância registrada em fluorímetro Qubit (Invitrogen), utilizando o kit 

Qubit™ Protein Assay (Invitrogen), e seu coeficiente de extinção molar (E= 68,330 

M-1cm-1). 

 

3.9.2 Procedimento de imunização 

 

Para a geração de anticorpos monoclonais específicos contra a proteína 

NS3hel do DENV, o antígeno recombinante NS3hel do DENV-1, cuja produção está 

descrita no item 3.8.2, foi utilizado para a imunização de quatro camundongos 

isogênicos da linhagem Balb/c, com aproximadamente 6 semanas de idade. Os 

animais foram imunizados com 5 doses do antígeno recombinante administradas por 

diferentes vias de inoculação: intraperitonial (I.P.), subcutânea (S.C.) e intravenosa 

(I.V.). O intervalo entre as imunizações foi de 7 dias. A primeira imunização consistiu 

na inoculação via I.P. de 50 ug/dose/animal da proteína NS3 helicase misturada com 

adjuvante incompleto de Freund na proporção de 1:1. Sete dias após a primeira 

inoculação, uma nova dose de 50 ug/animal do antígeno recombinante misturado ao 

adjuvante alugel (1:1) foi administrada via S.C. Posteriormente, duas inoculações 

adicionais foram realizadas seguindo o mesmo protocolo descrito. A última 

imunização foi determinada pela inoculação de 20 ng de proteína via I.V., na 

ausência de adjuvante.  

Torna-se importante ressaltar que antes das imunizações, o soro dos animais 

(pré-imunização) foi avaliado em ensaios imunoenzimáticos do tipo ELISA (do 

inglês, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e western blotting para verificar a 

ausência de anticorpos inespecíficos no reconhecimento da proteína NS3 do DENV. 

Da mesma forma, três dias após a última imunização, amostras de sangue total 

foram coletadas via caudal e centrifugadas por 5 min. a 3000 rpm para obtenção dos 

soros (pós-imunização) e avaliação da soroconversão dos animais através de 

ensaios imunoenzimáticos.  
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3.9.3  Processamento das células para fusão 

 

Após a confirmação da soroconversão dos animais, os mesmos foram 

anestesiados via I.P. com solução de anestésico e sedativo cloridrato de quetamina 

e cloridrato de xilazina (Vetaset) na concentração de 100 mg/kg-1 de ketamina, 

1mg/kg-1 de xilazina, administrado em um volume de 0,1 mL/10 g de peso animal. 

Após sinais visíveis de anestesia constatados por reflexo óculo motor e reação ao 

pinçamento das patas posteriores realizou-se o procedimento de punção cardíaca 

para a retirada do soro pós-imune (aproximadamente 1 mL/animal). Após esse 

procedimento, e ainda sob o efeito da solução anestésico-sedativa, os animais foram 

sacrificados em câmara de CO2 e o baço retirado, de forma asséptica, através de 

incisão cirúrgica. O baço de cada animal foi macerado com o auxílio de lâminas 

estéreis de ponta fosca em placa de petri contendo cerca de 10 mL de meio RPMI 

1640 sem SFB (Gibco). A suspensão de células resultante foi filtrada em ponteiras 

preenchidas com filtro de nylon. O material filtrado foi transferido para tubo cônico 

contendo 30 mL de meio RPMI sem soro e centrifugado a 1.500 rpm por 10 min. a 

4°C. As células foram ressuspendidas em 5 mL de sol ução de lise de hemácias (168 

mM de cloreto de amônio gelado) e incubadas por 5 min. em banho de gelo. Em 

seguida, adicionou-se 45 mL de meio RPMI 1640 sem SFB e centrifugou-se a 1.500 

rpm por 10 min. a 4°C. Esse procedimento foi realiz ado duas vezes para assegurar a 

retirada do cloreto de amônio da suspensão de linfócitos. A contagem celular foi 

realizada em câmara de NeuBauer. 

Os linfócitos murinos e as células mielômicas da linhagem Ag8xP3653, 

previamente crescidas em garrafas de cultivo de 75 cm2 (Nunc, Roskilde, Denmark) 

contendo meio RPMI suplementado, foram misturados na proporção de 5 células de 

mieloma  para 1 esplenócito. As células foram centrifugadas por 10 min. a 1.500 rpm 

a 4°C e os sedimentos celulares recuperados lentame nte com a adição do agente 

fusogênico PEG (50% v/v em meio RPMI sem SFB:polietilenoglicol) por exatos 6 

min., conforme descrito por Earley e Osterling (1985). Em seguida, as células foram 

centrifugadas para retirada do PEG, recuperadas em meio RPMI suplementado e 

plaqueadas em placas de 96 orifícios de fundo chato (Nunc) na concentração de 2.5 

x 105 células/orifício. As células híbridas foram mantidas por 24 h em meio RPMI 

suplementado, conforme descrito no item 3.3.1. Após esse período, a seleção das 
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células híbridas foi realizada pela adição da droga seletiva HAT (0,1 mM 

hipoxantina, 0,0004 mM aminopterina e 0,016 mM timidina) (Sigma, St. Louis, MO, 

USA) ao meio RPMI suplementado. A troca de meio contendo HAT foi realizada a 

cada 48 h durante 12 dias. Após esse período, o meio foi substituído por meio RPMI 

suplementado com HT (0,1 mM hipoxantina e 0,016 mM timidina) (Sigma) e esse 

procedimento realizado por mais 4 dias, até a retirada completa da droga utilizada 

para a seleção dos clones. Finalmente, a triagem dos hibridomas foi realizada no 

momento em que a cultura celular atingiu cerca de 80% de confluência. 

 

3.9.4 Triagem dos hibridomas secretores de anticorp os contra a NS3 helicase 

do DENV 

 

A triagem dos hibridomas secretores de anticorpos contra a proteína NS3 

helicase foi realizada através das técnicas de ELISA e imunofluorescência indireta 

(IFI).  

Para a triagem utilizando a técnica de ELISA, placas de 96 poços de fundo 

chato (Nunc) foram sensibilizadas com 0,02 ug do antígeno recombinante NS3 

helicase em tampão carbonato por 16 h a 4°C. Após o  período de incubação, as 

placas foram lavadas 6 vezes com 200 uL de PBS contendo 0,05% Tween e 

armazenadas a -20°C até o momento da utilização. O teste foi realizado pela 

incubação de 100 µL do sobrenadante da cultura de células híbridas com os 

antígenos recombinantes NS3 helicase adsorvidos nas placas de 96 poços a 37ºC 

por 30 min. Como controles negativos da reação foi utilizado meio RPMI, o mesmo 

utilizado para manutenção dos hibridomas, e tampão de diluição de amostras (PBS, 

0.05% Tween 20 com 5% de leite em pó desnatado (Molico - Nestlé). Como controle 

positivo da reação foi utilizado soro de animais imunizados com a proteína NS3 

helicase diluído em tampão de diluição de amostras (1:250). Após 6 lavagens, as 

placas foram incubadas a 37°C por 30 min. com antic orpo anti-IgG de camundongo 

conjugado com a enzima HRP (horse radish peroxidase), diluído em tampão de 

amostra. As placas foram então lavadas 6 vezes e, em seguida, adicionado 100 µL 

do substrato da enzima (H2O2) e o cromógeno Tetrametilbenzidina (TMB – KPL, 

Gaithersburg, MD, USA) para a revelação da reação. Após um período de 10 min. à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi interrompida com a adição de 
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100µL de ácido sulfúrico (2M H2SO4). A densidade ótica de cada poço foi 

determinada em filtro de absorbância de 450 nm em leitor automático. Densidades 

óticas acima de 0,300 foram assumidas como positivas.  

Os hibridomas secretores de anticorpos positivos pela técnica de ELISA foram 

confirmados pela técnica de IFI em culturas de células C6/36 infectadas com o 

DENV-1 cepa FGA/89. Para tanto, 1.0 x 105 células C6/36/orifício foram plaqueadas 

em placas de 96 orifícios de fundo chato (Nunc) contendo meio L15 suplementado, 

conforme descrito no item 3.3.1, e infectadas com o vírus FGA/89 a uma MOI de 1 

durante 72 h a 28°C. Após a incubação, as células f oram lavadas com tampão PBS 

e fixadas/permeabilizadas com 100 µL de uma solução 1:1 de metanol:acetona 

(Merck) gelada. As placas foram mantidas a -20ºC até o momento da sua utilização.  

Para o teste de IFI, 100 µL do sobrenadante proveniente da cultura celular 

híbrida foi incubado por 30 min. a 37°C com células  C6/36 fixadas não infectadas 

(mock) e infectadas com o DENV. Em seguida, as células foram lavadas três vezes 

com PBS à temperatura ambiente e incubadas com anticorpos secundários anti-IgG 

de camundongo conjugado com FITC (Sigma) por 30 min. a 37ºC. Finalmente, as 

células foram lavadas com PBS e 50 µL de PBS 10% glicerol foi adicionado sobre as 

células para observação em microscópio óptico de fluorescência (Eclipse E600, 

Nikon). 

 

3.9.5 Testes de estabilidade e clonagem dos hibrido mas 

 

Os hibridomas que apresentaram reação positiva nas técnicas de triagens 

descritas acima foram submetidos a dois ciclos sucessivos de congelamento e 

crescimento celular, para avaliação da estabilidade clonal. Aproximadamente 1.0 x 

106 células foram congeladas em uma ampola contendo 500 µL de meio de 

congelamento (7.5% de dimetilsulfóxido (DMSO – Sigma) e 92.5% de SFB). As 

células foram submetidas ao congelamento lento (20ºC/2 h seguido pelo 

congelamento a -70ºC/2 h) e estocadas em Ni2+ líquido. As células foram 

descongeladas rapidamente a 37°C e imediatamente ce ntrifugadas a 2.500 rpm por 

5 min. O sedimento celular foi ressuspenso em meio RPMI suplementado e cultivado 

em placas de cultivo celular de 6 poços (Nunc). Após um período breve de 

crescimento celular, as células foram retriadas e os poços positivos sub-clonados 
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por diluição limitante em placas de 96 poços. A diluição limitante é importante passo 

requerido para a obtenção de anticorpos monoclonais, reduzindo, assim, o risco de 

poli-especificidade e o crescimento de células não secretoras, em detrimento dos 

hibridomas secretores de anticorpos (YOKOYAMA et al., 2006). Para tanto, 100 µL 

da suspensão de células híbridas (cerca de 50 células) foi adicionado na primeira 

coluna de uma placa de 96 orifícios e 50 µL da suspensão celular foi distribuída 

seriadamente (diluição 1:2 em meio RPMI suplementado) até a última coluna da 

placa. As placas foram mantidas em estufa de CO2 por 2 h a 37°C para permitir 

adesão das células à placa e, em seguida, observadas em microscópio ótico 

invertido para identificação dos poços contendo apenas uma única célula. Após sete 

dias de cultivo, o sobrenadante das culturas de células híbridas expandidas foi triado 

para a secreção de anticorpos contra a proteína NS3 helicase do DENV e utilizados 

para a isotipagem, visando confirmar a natureza clonal dos hibridomas. A isotipagem 

foi realizada utilizando o kit SBA ClonotypingTM HRP System (Southern Biotech), 

baseado em ensaio em formato do tipo ELISA,  seguindo o protocolo do fabricante. 

Após a confirmação da natureza clonal de alguns hibridomas, os mAb gerados foram 

testado contra os quatro sorotipos do DENV através da técnica de IFI, descrita 

acima. 

 

3.10 Clonagem, expressão e purificação da proteína recombinante quimérica 

NS2B47NS3 do DENV-1  

 

3.10.1 Amplificação dos fragmentos de DNA através d as técnicas de Reação 

da Transcriptase Reversa (RT) e reação em cadeia da  polimerase (PCR) 

 

O RNA do DENV-1 foi extraído a partir de células de inseto C6/36 infetadas 

com as cepas de baixa passagem (P2) do DENV-1 FGA/89 parental e suas 

variantes neuroadaptadas FGA/NA d1d (435Mut) e FGA/NA P6 (209/480Mut), 

utilizando o kit comercial para extração viral (Qiagen). O RNA viral obtido foi 

convertido em cDNA através de amplificação enzimática utilizando-se o kit Improm II 

reverse trasnscriptase (Promega) e 250 uM oligonucleotídeos iniciadores 

randômicos (Random primer - Invitrogen), de acordo com as instruções do 

fabricante. A síntese do cDNA foi realizada a 42ºC por 1 h.  
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Para clonagem da proteína NS3 inteira fusionada ao co-fator NS2B do DENV-

1 (NS2BNS3) utilizamos uma estratégia similar a descrita por LEUNG et al. (2001). A 

estratégia consistiu em amplificar e fusionar através de um linker de quatro glicinas, 

uma serina e outras quatro glicinas os fragmentos correspondente aos 619 resíduos 

de aminoácidos que compõem a proteína NS3 e 47 resíduos de aminoácidos do 

domínio hidrofílico central da proteína NS2B (NS2B47), o qual atua como co-fator 

enzimático do domíno protease da NS3. Para tanto, o fragmento correspondente aos 

resíduos de aminoácidos 1 ao 619 da proteína NS3 foram amplificados a partir do 

cDNA viral usando os oligonucleotídeos NS3FLink de polaridade positiva 

5’GGGGGCGGAGGTAGTGGTGGAGGCGGGTCAGGAGTGTTATGGGACACACCC

3’ (a sequência que codifica para o linker de Gly4-Ser-Gly4 está identificada em 

itálico) e NS3FLStop de polaridade negativa 

5’GGGGAAGCTTTTATCTTCTTCCTGCTGCAAACTC3’ (a sequência sublinhada 

corresponde ao sítio de clivagem da enzima de restrição HindIII e em itálico a 

sequência codificadora de um stop codon). O fragmento hidrofílico correspondente 

aos resíduos de aminoácidos 49 ao 95 da proteína NS2B foram amplificados a partir 

do cDNA viral utilizando-se os os oligonucleotídeos 2BCo de polaridade positiva 5’ 

CGGGATCCGCCGATTTATCACTGGAGAAAGCGGC 3’ (a sequência sublinhada 

corresponde ao sítio de clivagem da enzima de restrição BamHI) e  2BCOgly de 

polaridade negativa 5’ 

CCCGCCTCCACCACTACCTCCGCCCCCGAGTGTGTCATCCCTCTCTTCATC 3’ 

(em itálico a sequência que codifica para o linker de Gly4-Ser-Gly4), utilizando o kit 

long range PCR (Qiagen). Os amplicons resultantes, correspondentes às regiões 

genômicas determinadas, foram purificados com kit Hiqh Pure PCR (Roche), 

seguindo o protocolo do fabricante, ressuspensos em 50 µL de água ultrapura. 

Esses amplicons foram submetidos a uma segunda amplificação para obtenção de 

um fragmento de PCR fusionado (NS2B47NS3) através da complementariedade das 

sequências criada pelos oligonucleotídeos iniciadores de polaridade positiva 

(NS3FLink) do fragmento da NS3 e negativa do fragmento da NS2B (2BCOgly). Os 

fragmentos gerados foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%, 

excisados do gel e purificados com o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), de 

acordo com o protocolo do fabricante, ressuspensos em 50 µL de água ultrapura e 

quantificados em espectrofotômetro (NanoVue – GE Healthcare). 
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3.10.2  Clonagem dos fragmentos amplificados por PC R em vetor pET28a 

 

Os amplicons obtidos por PCR de fusão (NS2B47NS3), bem como o vetor  

pET-28a foram digeridos com as enzimas de restrição BamHI 20 U/µL (Biolabs) e 

Hind III 20 U/µL (Biolabs), de acordo as condições prescritas pelo fabricante, e em 

seguida, purificados com o QIAquick gel extraction kit (Qiagen), de acordo com o 

protocolo do fabricante, ressuspensos em 50 µL de água ultrapura e quantificados 

em espectrofotômetro (NanoVue – GE Healthcare). Os fragmentos foram clonados 

utilizando a enzima T4 DNA ligase (Biolabs), seguindo as recomendações do 

fabricante. Para a reação de ligação utilizou-se a relação de 3:1 (inserto:vetor), a 

partir de 50 ng de plasmídeo previamente digerido. As reações foram incubadas a 

16ºC por 16 h. Posteriormente, o volume total da ligação foi misturado com as 

células quimicamente competentes de E. coli da linhagem TOP10 cálcio competente 

(Invitrogen), conforme descrito no item 3.8.2 e semeadas em placas contendo meio 

LB sólido suplementado com 25 µg/mL de kanamicina e incubadas a 30ºC por 16 h. 

As Bactérias E. coli Top10 recombinantesforam triadas por PCR de colônia para 

identificação de clones positivos. Os possíveis clones foram sequenciados pela 

empresa sul-coreana Macrogen, utilizando os oligonucleotídeos T7 promoter e 

terminator, cuja sequência encontra-se presente no vetor pET-28a, e 

oligonucleotídeos específicos do genoma do DENV-1 (CN14 5’ 

GGAAATGACATTGCCAACTG 3’ e CN10 5’ ACCCGGCACATCTGGATC 3’)  para a 

confirmação da correta inserção do fragmento de interesse no vetor e verificação de 

eventuais mutações indesejadas. 

 

3.10.3 Teste de expressão da proteína recombinante NS2B47NS3 do DENV-1 

em sistema procarioto 

 

O DNA plamidial do clone recombinantes NS2B47NS3209/480Mut (FGA/NAP6) foi 

utilizado para transformar bactérias E. coli de linhagem BL21pLys (Novagen), 

Rosetta 2 (DE3) (Novagen) e Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen)  cálcio competentes, 

conforme protocolo descrito no item 3.8.2. Os clones positivos foram estocados em 

glicerol 25% v/v, num volume total de 1 mL, a –70°C . 
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As bactérias da linhagem  BL21pLys e Rosetta 2 (DE3) carregam plasmídeos 

que conferem resistência ao antibiótico cloranfenicol (34 ug/mL) e a bactéria da 

linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) carrega plamídeos que conferem resistência aos 

antibióticos cloranfenicol (34 ug/mL), estreptomicina (50 ug/mL) e tetraciclina (12,5 

ug/mL) além da resistência a canamicina (25 ug/mL), conferida pelo vetor pET28a.   

A partir de estoques em glicerol das bactérias BL21pLys, Rosetta 2 (DE3) e 

Rosetta-gami 2 (DE3) contendo os plasmídeos recombinantes, um pré-inóculo em 2 

mL de meio líquido, contendo os antibióticos correspondentes, foi incubado a 30°C 

por 16 h, sob agitação constante. No dia seguinte, a partir da cultura saturada de E. 

coli, contendo os plasmídeos recombinantes, uma diluição de 1:10 em volume final 

de 20 mL de meio LB suplementado com os antibióticos correspondentes foi 

incubada à  30ºC, sob agitação constante, até a obtenção de uma OD600 de 0,6. Em 

seguida, a expressão das proteínas recombinantes foi induzida pela adição de 0,4 

mM de IPTG e uma cinética de expressão foi realizada sob diferentes condições de 

temperatura e tempo de indução. O controle negativo (não induzido) cresceu sob as 

mesmas condições, mas sem a presença de IPTG. Para testes de solubilidade o 

sedimento celular foi ressuspenso em 400 uL de tampão de lise (50 mM Tris-HCl pH 

7,5 e 300 mM NaCl), seguido por dois ciclos de congelamento e descongelamento 

em banho de gelo seco e etanol e lise celular por ultrasom (3 pulsos de 20 seg., 

potência 6) (Ultrasonic Homogeneizer 4710 Series – Cole Parmer). O lisado celular 

foi centrifugado a 10.000xg por 20 min. a 4°C e, em  seguida, o sobrenadante (fração 

solúvel) e o sedimento (fração insolúvel) foram analisados por eletroforese em gel 

SDS-PAGE 13%. Para tanto, 25 µL de tampão de amostra 4X para SDS/PAGE 

foram adicionados aos 75 µL do sedimento celular ressuspenso em PBS e aos 75 µL 

do sobrenadante do lisado bacteriano. As amostras foram desnaturadas a 95°C por 

5 min., aplicadas (15 µL) em gel SDS/PAGE 13% e visualizadas pela coloração 

direta com comassie blue ou gel code blue stain (Pierce). A identidade das proteínas 

recombinantes foi analisada pela técnica de western blotting, utilizando anticorpos 

policlonais anti-histidina (Sigma) ou anticorpos monoclonais anti-NS3 helicase do 

DENV, obtidos neste trabalho. 
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3.10.4 Geração de mutantes da proteína recombinante  NS2B47NS3 

 

A fim de avaliar o papel das mutações individuais Val209Ile e Leu480Ser nas 

atividades enzimáticas da proteína NS3 e excluir possíveis contaminações com 

proteínas bacterianas que pudessem, eventualmente, interferir nos ensaios de 

atividade helicase, ATPase e protease, os resíduos de aminoácidos nas posições 

NS3209 e NS3480 e os motivos Walker A (posição NS3200) do domínio helicase da 

proteína quimérica NS2B47NS3, bem como, o resíduo na posição NS3135 

(aminoácido que participa da tríade catalítica do domínio catalítico de protease) 

foram modificados em uma reação de mutagênese sítio dirigida utilizando o Kit Quik-

Change Site Directed (Stratagene), utilizando oligonucleotídeos mutagênicos 

específicos (Quadro 3.3). Para as reações mutagênicas de PCR, o DNA plasmidial 

contendo o gene que codifica para a proteína quimérica NS2B47NS3 do vírus 

FGA/89 e FGA/NA P6 (contém as mutações ValNS3-209Ile e Leu480Ser) foi utilizado 

como molde para a síntese de novos DNAs plasmidiais, contendo as mutações de 

interesse. Para reação, foram utilizados 5 µL de 10x tampão de reação comercial, 50 

ng do DNA plasmidial, 125 ng de cada oligonucleotídeo, 1 µL da mistura de dNTPs 

(Stratagene), 1 µL da enzima Pfu turbo DNA polimerase (2.5 U/µL, Stratagene) e 

água ultra-pura para um volume final de 50 µL. A reação foi submetida a um ciclo de 

temperatura que consistiu em: 95ºC por 30 seg., seguidos de 16 ciclos a 95ºC por 30 

seg., 55ºC por 1 min. e a 68ºC por 7 min. Em seguida, o volume total da reação foi 

submetido ao tratamento com 1µL da endonuclease DpnI (20 U/µL, New England 

Biolabs) e incubada a 37ºC por 1 h. A DpnI tem especificidade por  DNA metilado, 

que ocorre em DNA extraído de algumas linhagens de E. coli. Assim, a DpnI é 

utilizada para digerir o DNA molde, selecionando o DNA recentimente sintetizado 

contendo a mutação de interesse. Após o tratamento com a enzima, 5 µL da reação 

foram usados para transformar a linhagem bacteriana quimicamente competente 

XL1-blue (Stratagene), conforme descrito no item 3.8.2. Os prováveis clones foram 

selecionados por PCR de colônia, conforme descrito no item 3.8.1.3 e confirmados 

através de sequenciamento nucleotídico. Os plasmídeos contendo as mutações de 

interesse situadas na proteína quimérica NS2B47NS3 (Ser135Ala, Lys200Ala, Val209Ile, 

Leu480Ser), foram transformados em E. coli cepa Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen) e 
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utilizados para a expressão e purificação da proteína recombinante, conforme 

descrito no item 3.10.3. 

 

  
Quadro 3.3 – Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para reaçã o de mutagênese sítio 
dirigida.  A sequência destacada refere-se ao códon mutado na posição de interesse.  

 

Após a determinação do melhor método para a expressão das proteínas 

recombinantes na forma solúvel, as células quimicamente competentes E. coli cepa 

Rosetta-gami 2 (DE3) transformadas com o plasmídio pET28a contendo a sequência 

que codifica para a proteína quimérica NS2B47NS3 do DENV-1 cepa FGA/89 e seus 

respectivos mutantes NS2B47NS3135Mut, NS2B47NS3200Mut, NS2B47NS3209Mut, 

NS2B47NS3435Mut, NS2B47NS3480Mut e NS2B47NS3209/480Mut foram utilizadas para 

expressão induzida das proteínas heterólogas em volumes de cultura 

proporcionalmente maiores (2.000 mL). 

 

3.10.5  Purificação das proteínas heterólogas expre ssas em sistema procarioto 

 

As proteínas recombinantes presentes na fração solúvel do lisado celular 

foram purificadas em por cromatografia de afinidade em coluna de Ni-IDA (ácido 

iminodiacético) agarose (GE), utilizando o sistema de FPLC Äkta (GE). A purificação 

em coluna de níquel tornou-se possível pela presença de hexa-Histidina (6xHis) co-

expressa na região N-terminal das proteínas recombinantes utilizadas neste estudo. 

Para tanto, o sobrenadante do lisado celular, obtido através do método descrito no 

item 3.9.1, foi filtrado a 0.22 µm e purificado por passagem através de coluna de Ni-

NTA agarose, pré-equilibrada com 5 volumes de tampão de lise (50 mM Tris-HCL pH 

7,5, 300 mM NaCl e 20 mM de imidazol), seguida por lavagem com 6% de tampão B 

(50 mM Tris-HCL pH 8,0, 300 mM NaCl e 500 mM de imidazol). A proteína foi eluída 

com 40% de tampão B, aproximadamente 100 mM de imidazol. Todos os tampões 
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foram filtrados e desgaseificados antes da utilização. A proteína foi eluída em um 

fluxo de 0,5 mL/min. em frações de 0,5 mL. O cromatograma foi determinado pela 

medição da absorvância de UV a 280nm.  

 

3.11 Ensaios de atividade enzimática 

 

3.11.1 Protease 

 

Os ensaios funcionais de atividade protease foram realizados em colaboração 

com o grupo do Dr. Luiz Juliano Neto da Universidade Federal de São Paulo 

(UNIFESP). Os substratos peptídicos correspondentes ao sítio de clivagem nativo da 

poliproteína do DENV-2 e um peptídeo contendo três resíduos de aminoácidos 

básicos em sequência foram previamente sintetizados (GOUVEA et al., 2006) 

(Quadro 3.5) com supressão intramolecular de fluorescência (FRET) e utilizados 

neste estudo. Os peptídeos contendo N-(2,4-dinitrofenil)-etilenodiamina (EDDnp) 

ligado ao resíduo de aminoáciodo glutamina foram dissolvidos em DMSO e as 

concentrações determinadas pelas leituras das absorbâncias em 365 nm em 

espectrofotômetro modelo U-3210 (Hitachi, Japão). O valor de absorbância foi 

convertido à concentração molar empregando o coeficiente de extinção molar do 

grupo Dnp (E=17.300 M-1cm-1)  

A hidrólise de concentrações crescentes de substrato fluorogênico foi 

monitorada após a incubação da enzima por 5 minutos a 37°C em tampão 20 mM 

Tris, 10 mM NaCl e 20% glicerol (pH 9,0), utilizando espectrofluorímetro HITACHI F-

2500 ajustado com fendas de excitação e emissão 10 e 20 e comprimentos de onda 

para 320 nm e 420 nm. As constantes cinéticas foram determinadas a partir das 

velocidades iniciais de hidrólise (<5% da hidrólise total), utilizando a equação 

descrita por Michaelis & Mentem com o auxílio do programa GraFit (Erithacus 

Software, Horley, Surrey, U.K.). O efeito de filtro interno foi corrigido usando uma 

equação empírica de acordo com Araujo et al. (2000). Os parâmetros de hidrólise 

Km, Kcat Kcat/Km de três determinações independentes foram realizados. 
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3.11.2 ATPase  

 

A atividade ATPase das proteínas recombinantes NS3hel e NS2B47NS3 do 

vírus FGA/89 e as variantes da proteína NS2B47NS3 foi avaliada através do método 

colorimétrico de liberação de fosfato inorgânico (Pi), utilizando o kit de atividade 

ATPase (Innova Biosciences). As proteínas purificadas foram incubadas em placa 

de 96 poços e o teste realizado de acordo com as descrições do fabricante. 

Diferentes concentrações de ATP e diferentes condições de tempo foram utilizadas 

para a determinação das condições ótimas da reação. Todas as reações foram 

incubadas a 28ºC e a absorbância determinada a 650 nm. A curva padrão de Pi foi 

utilizada para determinar a quantidade de Pi liberado durante as reações de 

ATPase. 

 

3.11.2.1 Preparação do substrato de RNA dupla fita   

 

Para a obtenção dos substratos dupla fita, 10 pmol do oligonucleotídeo RNA 

R3’ (5’AGCACCGUAAAGACGC3’) foi misturado em uma relação molar de 1:1 com o 

oligonucleotídeo complementar (5’GCGUCUUUACGGUGCUUAAAACA 

AAACAAAACAAAACAAAA3’), em condições de alta salinidade (0,5 M NaCl) e 

aquecidos a 70°C por 10 min. Em seguida, os substra tos foram re-naturados 

lentamente em temperatura ambiente. Os ácidos nucléicos foram foi purificado em 

coluna Sephadex G25 (GE Healthcare).  

 

3.11.3 Helicase 

 

3.11.3.1 Preparação dos substrato de DNA e RNA dupl a fita  

 

Para a obtenção dos substratos dupla fita, 10 pmol do oligonucleotídeo DNA 

d18mer (5’GTTATGTACCTACTAAAC3’) ou RNA R3’ (5’AGCACCGUAAAGACGC3’) 

foram marcados radioativamente com T4 polinucleotídeo kinase (USB) e (γ-32P) ATP 

(3000 Ci/mmol) e incubados por 30 minutos a 37°. Os  oligonucleotídeos marcados 

foram misturados em uma relação molar de 1:3 com os oligonucleotídeos 

complementares não marcados DNA d66mer 
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(5’AGGATGTATGTTTAGTAGGTACATAACTATCTATTGATACAGACCTAAAACAAA

AAATTTTCCGAG3’) e RNA RF 

(5’GCGUCUUUACGGUGCUUAAAACAAAACAAAACAAAACAAAA3’), 

respectivamente, em condições de alta salinidade (0,5 M NaCl) e aquecidos a 95°C 

(DNA) ou 70°C (RNA) por 10 min. Em seguida, os subs tratos foram re-naturados 

lentamente em temperatura ambiente. O ATP não incorporado foi removido com 

Sephadex G25 (GE Healthcare). O ATP radioativo incorporado foi determinado em 

contador de cintilação líquida.  

 

3.11.3.2 Reação enzimática 

 

A atividade helicase foi realizada em diferentes concentrações de proteínas 

NS2B47NS3 em 25 mM TrisHCl pH 7,5, 5 mM ATP, 2 mM MgCl2, 10% glicerol, 0,1 

mg/ml BSA e 25 nM de substrato dupla fita (DNA ou RNA) marcado radioativamente. 

As reações foram incubadas a distintos tempos à 37°C  e interrompidas pela adição 

da solução de terminação (3% Fycoll, 1% SDS, 0,02% BPB, 20 mM EDTA). 

Alíquotas foram analisadas por eletroforeses em gel de poliacrilamida não 

desnaturante (PAGE) 12%.  



102 

 

 

4. RESULTADOS  

 

 

4.1 Caracterização in vivo e in vitro dos DENV recombinantes  

 

Para se estudar o papel das substituições de aminoácidos nas proteínas E e 

NS3 do DENV-1,  os vírus recombinantes contendo as mutações individuais ou em 

conjunto, provenientes dos clones infeciosos do DENV-1 cepa BR/90 (não adaptado 

em camundongo) (DUARTE DOS SANTOS et al., 2002) gerados por BORBA (2010) 

(Figura 4.1), foram utilizados para caracterização biológica tanto in vivo, em modelo 

de neurovirulência murino, in vitro, em linhagens celulares humana e de inseto 

(BORBA, STROTTMANN et al., 2012), e ex vivo, em cultura de células primárias 

humanas derivadas de células da linhagem hematopoiética. 

Os vírus recombinantes contendo as mutações de interesse (vBACDV1, 

vBACDV1-E402, vBACDV1-E405, vBACDV1-NS3209, vBACDV1-NS3435, vBACDV1-

NS3480, vBACDV1-NS3209/480, vBACDV1- E405NS3435 e vBACDV1- E402NS3209/480) 

foram propagados em células de inseto C6/36 para obtenção de estoques virais de 

trabalho. O estoque viral foi gerado a partir do sobrenadante recolhido da passagem 

1 (P1), obtida após a transfecção do RNA viral recombinante em células C6/36. 

Todas as infecções foram realizadas em MOI de 0,01 e o título viral determinado por 

imunodetecção de foco. 

 
Figura 4.1  – Representação esquemática do genoma dos clones infe cciosos recombinantes.  As 
linhas tracejadas indicam os sítios das endonucleases de restrição utilizadas para inserção dos 
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fragmentos contendo as mutações no pBACDV1. As estrelas vermelhas indicam a localização de 
cada mutação (BORBA; STROTTMANN et al., 2012). 

 

4.1.1  Avaliação do RNA e progênie viral no sistema nervo so central (SNC) e 

medula espinhal de camundongos neonatos infectados com os DENV-1 

recombinantes 

 

Primeiramente, para avaliar a habilidade dos DENV-1 recombinantes 

estabelcer uma infecção produtiva no  cérebro de camundongos neonatos, foi 

realizada uma cinética de infecção dos vBACDV1 e vBAC-E402NS3209NS3480  no SNC 

de camundongos, utilizando a dose viral de 1,0.102,75ffu, previamente estabelecida 

por Borba (2010). A cada ponto da cinética, o cérebro de três camundongos, de três 

experimentos independentes, foi recolhido e processado individualmente para 

quantificação da progênie viral pela técnica de imunodetecção por foco em células 

C6/36; o restante dos animais foi acompanhado por mais 13 dias para análise das 

taxas de morbidade e mortalidade. A determinação dos títulos virais demonstrou 

maior habilidade do vírus triplo mutante produzir partículas virais infecciosas no 

tecido cerebral de camundongos em comparação ao vírus parental (vBACDV-1), 

consistente com a frequência de encefalite e mortalidade dos animais infectados 

com o vBAC-E402NS3209NS3480 (BORBA; STROTTMANN et al., 2012). 

A modulação de genes do hospedeiro em resposta a infecção com os DENV-1 

recombinantes também foi avaliada, uma vez que a evolução para as formas graves 

da dengue no hospedeiro humano é dependente de dois aspectos principais: a 

virulência do microorganismo e a resposta do hospedeiro contra o agente infeccioso 

e o equilíbrio entre estes dois aspectos define o surgimento ou não da doença. 

Dados anteriores do grupo (BORDIGNON et al., 2008) revelaram que genes 

relacionados a resposta imune inata eram diferencialmente expressos durante a 

infecção do SNC de camundongos com cepas neurovirulentas. Baseado nestes 

resultados, três genes representativos das vias de ubiquitinação de proteínas 

(Usp18 – ubiquitin specific protease 18), quimiocinas (Ccl5 – ligante de quimiocina 5 

– motivo C-C) e interferon beta (IFN-β) foram selecionamos para avaliar o padrão da 

expressão gênica no SNC de camundongos infectados com os DENV-1 

recombinantes vBACDV1 e e vBAC-E402NS3209NS3480. Conforme demonstrado na 

figura 4.2, a carga viral dos DENV-1 recombinantes no SNC de camunongos 



104 

 

 

correlaciona-se com os níveis de expressão dos três genes representativos da 

resposta imune inata (USP18, CCL5 e IFN-β) e taxa de mortalidade dos animais. 

Estes resultados corroboram os achados anteriores de Bordignon et al. (2008), 

demonstrando que variantes neurovirulentas do DENV-1 modulam positivamente 

genes da resposta imune inata em relação ao vírus parental não patogênico. A 

exacerbação da resposta imune correlaciona-se com as altas taxas de replicação 

viral e mortalidade dos animais infectados com o vírus contendo as mutações E402, 

NS3209 e NS3480.  

 Em um estudo prévio, demonstramos que o pico de replicação viral no SNC de 

camundongos infectados via i.c. com o DENV-1 FGA/89 e suas variantes 

neuroadaptadas (FGA/NA P6 e FGA/NA a5c) ocorria 9 dpi (BORDIGNON, 

STROTTMANN et al., 2007). Com base nesses resultados e de acordo com os 

dados da cinética de infecção dos DENV-1 vBACDV1 e vBAC-E402NS3209NS3480, 

todo o estudo de caracterização biológica in vivo dos DENV-1 recombinantes foi 

realizado a partir do pool de cérebros de camunongos 8 dpi, período que antecede o 

aparecimento dos sinais de doença e morte dos animais.  

Inicialmente, demonstramos que os DENV-1 recombinantes contendo as 

mutações E402 e E405 não diferiam do vírus parental vBACDV1 quanto a virulência 

em camundongos neonatos. Em contraste, os vírus contendo apenas as mutações 

NS3480 e NS3435 eram capazes de causar doença neurológica nos animais. E os 

vírus contendo a combinação dessas mutações (E402/NS3480, E405/NS3435 ou 

E402/NS3209/NS3480) eram mais neurovirulentos que os vírus contendo apenas as 

mutações na proteína NS3 (NS3435 e NS3480) (BORBA; STROTTMANN et al., 2012). 

Dessa forma, a fim de correlacionar o fenótipo observado com a habilidade dos 

DENV-1 recombinantes produzirem partículas virais infecciosas e RNA viral no SNC 

de camundongos neonatos, a dose de 1.0x102,75ffu dos DENV-1 recombinantes foi 

administrada via i.c. em grupos de animais 48 h após o nascimento. Visando a 

normalização da dose de inoculação foi determinado o equivalente de genomas 

virais (GE) em relação ao ffu/mL para todos os DENV recombinantes (Figura 4.3). 
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Figura 4.2 - Cinética de infecção  no SNC de camundongos individuais 
infectados com mock e com os DENV-1 recombinantes v BACDV1 e 
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vBAC-E 402/NS3209/NS3480. (A) Quantificação da progênie viral na suspensão 
10% do SNC de camundongos individuais por imunodetecção de foco em 
células C6/36. (B) Quantificação dos níveis de expressão gênica de genes 
da resposta imune inata no SNC de camundongos individuais por RT/qPCR. 
Os dados obtidos por RT/qPCR foram normalizados pelos níveis de 
expressão do gene GAPDH murino. #1, #2 e #3 representam cada animal 
individual coletado nos tempos determinados (6, 8, e 10 dpi). 

 

 
Figura 4.3 -  Determinação da taxa de RNA genômico 
equivalente (GE) a dose de 562 ffu/C6/36 dos DENV-1  
recombinantes.  Os dados obtidos por RT/qPCR foram 
normalizados de acordo com os níveis de RNA controle não 
relacionado (RNA de vírus influenza H1N1). Nenhuma diferença 
estatística foi observada entre os RNAs GE de três análises 
independentes utilizando-se o teste One-Way ANOVA, seguido 
pela correção de Bonferroni.  

 

Após inoculação dos DENV-1 recombinantes e mock via i.c., os grupos de 

animais infectados foram observados por um período de 21 dias para análises de 

morbidade e mortalidade (dados não mostrados – vide BORBA, STROTTMANN et 

al., 2012 – Figura 4, Anexo 1). Oito dias após a inoculação, o cérebro de três 

camundongos, de três experimentos independentes, foi recolhido após eutanásia 

dos animais e utilizado para quantificação da progênie viral pela técnica de 

imunodetecção por foco em células C6/36 e quantificação do RNA viral por 

RT/qPCR.  

A determinação da progênie viral no pool de tecido cerebral de três 

camundongos infectados com o painel dos DENV-1 recombinantes (Figura 4.4) 

demonstra que os vírus vBAC-E405/NS3435, vBAC-E402/NS3480 e vBAC-
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E402/NS3209/NS3480 apresentam maior habilidade infectiva, consistente com o maior 

título viral, elevada taxa de replicação e sinais de encefalite observados nos animais 

infectados nestes animais. É importante ressaltar que embora os vírus contendo as 

mutações NS3435 e NS3480 não difiram quanto à capacidade de produção de 

partículas virais infecciosas, estes apresentam níveis de RNA viral mais elevados 

quando comparados com os vírus parental e vBAC-E402, vBAC-E405, vBAC-NS3209 e 

vBAC-E402/NS3209, os quais não causam doença nos animais. Esses resultados 

evidenciam que as substituições LeuNS3435Ser e LeuNS3480Ser conferem maior 

habilidade replicativa ao DENV-1. 

  

 
Figura 4.4 – Detecção dos DENV-1 recombinantes no c érebro de camunongos 8 dpi. A.  
Quantificação da progênie viral no SNC de camundongos infectados.  O número de partículas 
virais infecciosas presentes na suspensão 10% do pool de três cérebros de camundongos 
infectados foi determinado por imunodetecção de foco em células C6/36. B. O RNA viral foi 
quantificado por RT/qPCR e normalizado de acordo com os níveis de mRNA do gene 
constitutivo GAPDH murino. Os dados de três experimentos independentes foram analisados 
pelo teste One-Way ANOVA, seguido pela correção de Bonferroni. * p < 0.05, ** p < 0.01 e *** 
p < 0.001.  

 

Adicionalmente, nós utilizamos as variantes virais que apresentaram os 

fenótipos mais informativos (vBACDV1 e  vBAC-E402/NS3209/NS3480) para avaliar a 

habilidade desses DENV-1 recombinantes disseminarem-se do SNC de 

camundongos neonatos para outros tecidos celulares, tal como a medula espinhal. A 

análise dos dados (Figura 4.5) evidencia a presença de RNA viral apenas na medula 

espinhal dos animais infectados com o vírus triplo mutante. Os níveis de detecção 

da técnica de RT/qPCR nos permitiu identificar o RNA do vírus vBAC-
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E402/NS3209/NS3480 8 e 10 dpi, período em que os sinais de doença e mortalidade 

dos animais são aparentes.  

 

 
Figura 4.5 -  Detecção de RNA viral na medula espinhal 
de animais inoculados via i.c. com mock e com os 
DENV-1 recombinantes vBACDV1 e vBAC-
E402/NS3209/NS3480. Quantificação por RT/qPCR dos níveis 
de RNA viral na medula espinhal de camundongos 
individuais durante a cinética de infecção (6, 8 e 10 dpi). Os 
dados de três experimentos independentes foram 
normalizados pelos níveis de expressão do gene GAPDH 
murino e analisados pelo teste One-Way ANOVA, seguido 
pela correção de Bonferroni. *** p < 0.001.  

 

 

4.1.2  Cinética de infecção in vitro 

 

Com o objetivo de avaliar o papel de cada uma das mutações inseridas no 

clone infeccioso isoladamente ou em combinação na modulação do fitness viral in 

vitro, nós realizamos uma cinética de infecção em linhagens celulares humanas 

(Huh7.5) e de inseto (C6/36) (Figura 4.6). As células Huh7.5, infectadas com uma 

MOI de 5, e as células C6/36, infectadas com uma MOI de 1, foram analisadas 24, 

48 e 72 hpi por citometria de fluxo. O resultado de três experimentos independentes 

demonstrou que o número de células positivas para a proteína E do vírus era 

significativamente mais alto nas células Huh7.5 e C6/36 infectadas com os vírus 

contendo a combinação de mutações nas proteínas E e NS3 (vBAC-E402/NS3480 e 
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vBAC-E402/NS3209/NS3480) quando comparado com o vírus parental (vBACDV1) ou 

simples mutantes, demonstrando o sinergismo destas mutações para a modulação 

do fitness viral também in vitro. 

 

 
Figura 4.6 - Cinética de infecção dos DENV-1 em cél ulas C6/36 e 
Huh7.5. (A) Detecção de antígeno viral em células Huh 7.5 
infectadas. (B) Detecção de antígeno viral em células C6/36. As 
células foram marcadas com anticorpos monoclonais 4G2 que 
reconhecem a proteína E de flavivírus e anticorpos anti-
camundongo conjugado com ficoeritrina (PE - do inglês, 
phycoerythrin) e  analisadas em equipamento FACSCalibur (BD). As 
porcentagens de infecção foram obtidas pela análise dos dados de 
citometria, provenientes de  três experimentos diferentes, utilizando-
se o programa FlowJo 2.2.8. As diferenças estatísticas foram 
obtidas utilizando-se o teste two-way ANOVA, seguido pela 
correção de Bonferroni.  * p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001. A 
barra de significância representa a diferença estatística observada 
apenas entre os vírus simples, duplo e triplo mutantes que 
compartilham as mesmas mutações. 
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4.1.2.1 Análise comparativa do efeito citopático produzido pelos vírus 

recombinantes em culturas de células 

 

O DENV-1 BR/90 induz naturalmente efeito citopático (CPE) em células de 

inseto, caracterizado pela formação de sincício (DESPRÈS; FRENKIEL; DEUBEL, 

1993). O clone infeccioso de DENV-1 pBACDV1 deriva do genoma viral da cepa 

BR/90; e os vírus recombiantes provenientes deste clone de cDNA mantêm as 

mesmas propriedades biológicas que a cepa selvagem em cultura de células 

(BORBA, 2010). Estudos prévios mostraram que os DENV-1 recombinantes 

contendo mutações nas posições E402 e E405 apresentavam alteração no fenótipo de 

fusão em cultura de células de inseto (C6/36). Desta forma, visando analisar a 

influência das mutações na possível alteração do fenótipo em culturas de células 

humanas, infecções com todos os DENV-1 recombinantes foram realizadas em 

paralelo e acompanhadas para a identificação de CPE. 

Na figura 4.7 pode-se observar que os vírus vBAC-E405, vBAC-E405/NS3435, 

vBAC-E402, vBAC-E402NS3209 vBAC-E402NS3480 e vBAC-E402NS3209NS3480 não 

produzem CPE, característico do vírus BR/90 (DESPRÈS; FRENKIEL; DEUBEL, 

1993), em células Huh7.5 72 hpi. Interessantemente, os DENV-1 FGA/NA P6 e 

FGA/NA d1d, os quais contém naturalmente as mutações em estudo,  não são 

capazes de produzir CPE em células humanas ou de inseto, apresentando um perfil 

de infecção visual indistinguível do mock.   
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Figura 4.7 – Análise do CPE induzido pela infecção dos DENV-1 recombinantes em 
células Huh 7.5 72 hpi. As células foram infectadas com os DENV-1 recombinantes e mock 
em uma MOI de 5. As alterações na morfologia celular foram fotografadas 72 hpi em um 
microscópio óptico NIKON ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-ProR Plus versão 
4.5 com aumento de 400x. 

 

4.1.2.2 Ensaios de ligação dos DENV-1 recombinantes com a c élula 

hospedeira 

 

Nós demonstramos previamente por imunohistoquímica que as principais 

células alvo no SNC de camundongos para a infecção pelos DENV-1 neurodaptados 

e recombinantes eram os neurônios corticais e hipocampais (BORDIGNON, 

STROTTMANN et al., 2007; BORBA, 2010; BORBA, STROTTMANN et al., 2012). O 

fato das mutações E402 e E405 apareceram de forma sistemática no mesmo domínio 

da proteína E durante o processo de neuroadaptação do DENV-1, sugere fortemente 

que esta região apresenta um papel relevante no ciclo replicativo do vírus. Desta 

forma, para avaliarmos a habilidade dos DENV-1 recombinantes (vBACDV1, vBAC-

E402 e vBAC-E405) interagirem com os receptores de células Neuro 2a, nós 

realizamos ensaios de ligação in vitro (Figura 4.8). Nenhuma diferença significativa 

foi observada na capacidade de ligação aos receptores das células Neuro 2a. De 

acordo com os resultados e com a sua localização na proteína, as mutações nas 
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posições E402 e E405 parecem não ter efeito na modulação do processo de adsorção 

viral ou determinação do tropismo celular.  

 

 
Figura 4.8 - Ensaio de ligação dos DENV-1 
recombinantes em células Neuro 2a. Os dados 
obtidos por RT/qPCR foram analisados pelo teste 
one-way ANOVA seguido pelo teste de comparação 
múltipla de Dunn's. Os valores foram expressos pelos 
valores de média ± o desvio padrão de três 
experimentos independentes. * p < 0.05. 

 
 

4.2 Utilização de clones infecciosos quiméricos dos YFV  e DENV para o 

estudo das mutações E 402 e E405  

 

Os resultados de caracterização biológica in vitro dos DENV-1 recombinantes 

demonstraram o envolvimento das mutações E402 e E405, localizadas na região α-

hélice H1pred da proteína E, na inibição do CPE em cultura de células de inseto 

(BORBA, 2010) e de mamífero. Com o intuito de confirmar o papel dessas mutações 

na inibição do CPE, as substituições de aminoácidos PheE402/Leu e ThrE405/Ile 

foram inseridas no contexto genético do clone infeccioso quimérico do YFV e DENV-

1 (pAC-YF/DEN-1).  

O clone infeccioso quimérico pAC-YF/DEN-1, desenvolvido por Mateu et al. 

(2007), apresenta as proteínas prM e E do DENV-1 (cepa da Venezuela – VeMir95) 

e as demais proteínas do vírus da febre amarela (cepa 17D). Os flavivírus 

quiméricos resultantes desta construção são capazes de ocasionar extensivo CPE 

em células Vero (Mateu et al., 2007) e em células de inseto C6/36. A região prM-E 
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dos DENV-1 FGA/89 e vBACDV1 (BR/90) e do vPAC-YF/DENV-1 (VeMir95) diferem 

quanto a composição de aminoácidos (Figura 4.9).  

 

 
Figura 4.9 – Alinhamento de aminoácidos da região p rM-E dos vírus quiméricos de 
YF/DENV-1 (MATEU et al., 2007) (vPAC-YF/DENV-1, vPA C-YF/DEN-1-E402 e vPACYF/DEN-
1-E405) e DENV-1, cepas BR/90 (número de acesso GenBank A F226685) e FGA/89 (número 
de acesso GenBank AF226687).  As mutações em estudo nas posições E402 e E405 estão 
destacadas nas cores azul e vermelho, respectivamente. 
 

4.2.1  Inserção de mutações na proteína E do clone infecc ioso quimérico de 

YF/DENV-1 

 

A estratégia utilizada para inserção das substituições PheE402/Leu e 

ThrE405/Ile no clone infeccioso  pAC-YF/DEN-1, descrita no item 3.8.1.1, foi baseada 

nas técnicas clássicas de biologia molecular, utilizando PCR de fusão e 

endonucleases de restrição (Figura 4.10). Por ser imprescindível a ausência de 

mutações aleatórias, os putativos clones pAC-YF/DENV-E402 e pPAC-YF/DENV-E405 

(Figura 4.10) foram selecionados para confirmação de sua sequência nucleotídica 

por sequenciamento de DNA. 
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Figura 4.10 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% d as amplificações e clonagem dos 
fragmentos mutados.  1Kb+ – marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). (A) amplificação 
dos fragmentos A e B contendo as mutações E402 e E405. (B) Fragmentos de fusão (F) e pAC- 
YF/DENV-1 após a digestão com endonucleases de restrição. 1 e 4 fragmento F após digestão com 
NSiI, 2 e 5 Fragmento F após digestão sequencial com as enzimas NSiI e NarI. 3 fragmento F não 
digerido. 6 pAC-YF/DEN-1 não digerido. 7 pAC-YF/DEN-1 após digestão sequencial com as enzimas 
NSiI e NarI. (C) PCR de colônia. A identificação 1 a 22 corresponde ao número de cada colônia 
testada.  (D) purificação do DNA plasmidial. 
 

4.2.2 Geração dos vírus quiméricos YF/DEN recombinantes 

 

4.2.2.1 Preparação do DNA dos clones e transcrição in vitro 

 

A etapa subsequente à geração dos clones contendo as mutações de 

interesse consistiu na obtenção dos vírus quiméricos recombinantes. Para tal, o 

DNA plasmidial dos clones pAC YF/DENV-1, pAC YF/DENV- E402 e pAC YF/DENV- 

E405, contendo a correta sequência dos fragmentos clonados, foram linearizadas pela 

digestão com a enzima de restrição XhoI. O sítio de reconhecimento desta 

endonuclease de restrição está localizado imediatamente após a região 3’UTR do 

genoma do YFV. O DNA linearizado foi visualizado em gel de agarose 0,8% (Figura 

4.12) e, em seguida, purificado pela extração com fenol e precipitação com etanol 

(item 3.8.1.4.1). O material purificado foi utilizado como molde para a reação de 

transcrição in vitro do RNA viral, utilizando o kit SP6/T7 Transcription (Roche), com 

adição de uma estrutura em cap (m7G(5')ppp(5')G) (Biolabs). Após a reação de 

transcrição, o RNA resultante foi observado em gel de agarose 0,8% livre de 

RNAses, para análise de sua integridade (Figura 4.11), e quantificados em 

fluorímetro Qubit (Invitrogen). 
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Figura 4.11 – Preparação do material para transfecção do RNA 
viral em linhagem celular.   Eletroforese em gel de agarose 0,8%. 
(A) Linearização dos clones pAC YF/DENV-1, pAC YF/DENV- E402 e 
pAC YF/DENV- E405 com a endonuclease de restrição XhoI. (B) 
RNAs resultantes das reações de transcrição in vitro. 1Kb+ – 
marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). RL – marcador 
de peso molecular 0.5-12Kb (Invitrogen). 

 
 
 
4.2.2.2 Transfecção dos RNAs recombinantes infecciosos quim éricos 

(YF/DEN) em células de inseto C6/36  

 

Os RNAs recombinantes transcritos (Figura 4.11) foram utilizados para 

transfecção em células de inseto C6/36 pelo método de lipofectina. A cultura foi 

mantida a temperatura adequada em estufa BOD e analisada nos tempos de 72, 96 

e 120 horas pós transfecção (hpt) (Figura 4.12). As partículas virais infecciosas 

presentes no sobrenadante das culturas celulares foram quantificadas pela técnica 

de imunodetecção por foco em células C6/36, apresentando títulos de 4,7.104 ffu/mL 

(vAC YF/DENV-1), 4,5.104 ffu/mL (vPAC YF/DENV- E402) e 5.104 ffu/mL (vAC 

YF/DENV- E405).  
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Figura 4.12 – Análise da cinética de transfecção do  RNA dos vírus quiméricos 
recombinantes pela técnica de imunofluorescência.  As culturas de células C6/36 foram 
fixadas e submetidas à incubação com anticorpos policlonais contra o YFV, seguida da 
incubação com anticorpos anti-camundongo conjugado com isocianato de fluoresceína (FITC - 
do inglês, fluorescein isothiocyanate). As fotos foram feitas em microscópio óptico NIKON 
ECLIPSE E600, utilizando o software Image-ProR Plus versão 4.5. Aumento de 400X. 

 

4.2.2.3 Análise comparativa do efeito citopático produzido pelos vírus 

recombinantes quiméricos em culturas de células de inseto  

 

Os vírus recombinantes quiméricos gerados a partir da transfecção do RNA 

viral em células C6/36 foram utilizados para infectar células de inseto com MOI de 

0,01. A MOI baixa foi utilizada a fim de garantir a integridade genética dos vírus e 

prevenir o acúmulo de partículas defectivas interferentes. A figura 4.13 mostra o 

padrão de infecção dos vírus quiméricos recombinantes vAC YF/DENV-1, vAC 

YF/DENV-E402 e vAC YF/DENV-E405. Todos os vírus recombinantes foram capazes 

de infectar eficientemente células de inseto da linhagem C6/36, como evidenciado 

pela síntese de proteínas virais 7 dpi.  

Os vírus quiméricos recombinantes YF/DENV-1 não diferem quanto à 

produção de progênie viral identificadas no sobrenadante de células C6/36 

infectadas com MOI de 0,01. Os títulos observados na P1 em células C6/36 foram 

de 6,2.104 ffu/mL para o vírus parental (YF/DENV-1) e de 1,9.104 ffu/mL e 6,2.104 

ffu/mL para os vírus mutados YF/DENV-1/E402 e YF/DENV-1/E405, respectivamente. 
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Para avaliar a estabilidade do fenótipo dos vírus quiméricos recombinantes, 

mais uma passagem em células de inseto (P2) foi realizada a partir dos vírus 

quiméricos presentes no sobrenadante da Passagem 1 (P1) (Figura 4.13). Da 

mesma forma, as infecções foram acompanhadas até 7 dpi, confirmando a ausência 

de CPE em células C6/36 infectadas com os vírus YF/DENV-1/E402 e YF/DENV-

1/E405. 

 

 

Figura 4.13  – Efeito das mutações E 402 e E405 na modulação fenotípica dos vírus 
quiméricos recombinantes YF/DENV-1 em células C6/36  7 dpi.  As fotos em campo claro 
foram feitas em aumento de 400X. As culturas celulares foram marcadas com  anticorpos 
policlonais contra o YFV e anti-camundongo conjugado com FITC. As fotos da reação de 
imunofluorescência foram feitas em aumento de 200X em microscópio óptico NIKON ECLIPSE 
E600, utilizando-se o software Image-ProR Plus versão 4.5. 

 

Após a segunda passagem em células C6/36, o RNA dos clones quiméricos 

recombinantes foi extraído a partir do preciptado das células infectadas, utilizando kit 

comercial. Os RNAs foram convertidos em cDNA na presença de random primer e 

este utilizado como molde para a amplificação por PCR de fragmentos que 

compreendiam a região prM-E dos vírus recombinantes (Figura 4.14). Todos os 

fragmentos foram purificados e sequenciados.  
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Figura 4.14 – Perfil eletroforético em gel de agaro se 
0,8% das amplificações por PCR da região prM-E 
dos vírus quiméricos recombinantes vPAC-
YF/DENV-1 da P2 em células C6/36 . A numeração 1 
corresponde aos fragmentos amplificados com os 
oligonucleotídeos DomB+ e YF13- e a numeração 2 
corresponde aos fragmentos amplificados com os 
oligonucleotídeos DomB- e YF31+. 1Kb+ – marcador 
de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). 

 

A ausência de  mutações aleatórias na região prME do genoma dos vírus 

quiméricos recombinantes nos permite assegurar o papel das substituições de 

aminoácidos PheE402Leu e ThrE405Ile na modulação do CPE  em cultura de células.  

 

4.3 Produção de insumos para o estudo das mutações na proteína NS3 do 

DENV-1 

 

4.3.1 Produção e caracterização de anticorpos monoc lonais contra a proteína 

NS3 helicase do DENV 

 

Os procedimentos para produção de anticorpos monoclonais (mAbs)  contra a 

proteína NS3 do DENV foram baseados no protocolo modificado de produção de 

mAbs utilizando células híbridas (MAZZAROTO et al., 2009), descrito primeiramente 

por Kohler e Milstein em 1975 e por Oi et al. em 1984.  

 

4.3.1.1 Obtenção da proteína recombinante NS3 helic ase (NS3hel) do DENV-1 

 

A proteína NS3hel do DENV-1 cepa FGA/89 foi expressa eficientemente em E. 

coli cepa Rosetta 2 (DE3) e purificada da fração solúvel por cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados em resina de sefarose. Ao final do 
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processo obteve-se uma proteína de massa molecular de 54 kDa (Figura 4.15), com 

um rendimento protéico de aproximadamente 5 mg de proteína por litro de cultivo 

celular.  

 
Figura 4.15 - Análise da expressão e 
purificação da proteína NS3 hel recombinante do 
DENV-1 por SDS -PAGE, realizada sob 
condições desnaturantes em gel de 
poliacrilamida 13%.  As proteínas foram 
visualizadas por meio da coloração com 
Coomassie brilliant blue. BM. Padrão de massa 
molecular BenchMark (Invitrogen). NI. Extrato não-
induzido. Ind.  Extrato induzido com IPTG 0,4mM. 
L1- L2.  Fração do lavado da coluna. E1-E2. 
Frações eluídas com tampão contendo 150mM de 
Imidazol. E3. Fração eluída com tampão contendo 
300mM de Imidazol.  

 
 
4.3.1.2 Imunização de camundongos 

 

Para a obtenção de anticorpos monoclonais anti-NS3hel, quatro camundongos 

da linhagem BALB/c foram imunizados com cinco doses da proteína recombinante 

por diferentes vias de inoculação, conforme descrito no item 3.9.2.  

Os soros dos animais selecionados para imunização com a proteína 

recombinante foram analisados antes de ser iniciado o protocolo de imunização e 

não apresentaram reatividade com a proteína NS3hel do DENV-1 em ensaios de 

western blotting, com a proteína imobilizada em membrana de nitrocelulose, e 

ensaio imunoenzimático com a proteína imobilizada em placas de ELISA (0,02 ug de 

proteína/poço). Desta forma, foi possível evidenciar a ausência de anticorpos 

inespecíficos contra a proteína NS3 recombinante. Após quatro imunizações, o soro 

de cada animal foi avaliado para a presença de anticorpos policlonais contra a 

proteína alvo pelas técnicas de western blotting e ELISA. Todos os soros dos 
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camundongos foram reativos com o domínio helicase da proteína NS3hel do DENV-1, 

imobilizado em membrana de nitrocelulose (Figura 4.16) e em placas de ELISA 

(dados não mostrados). Finalmente, mais uma dose de reforço da proteína, sem 

presença de adjuvante, foi administrada via veia caudal. 

 

 
Figura 4.16 - Análise da produção de anticorpos 
policlonais em soro de camundongos BALB/c 
imunizados com a proteína NS3 hel do DENV por 
ensaio de w estern blotting. A proteína alvo (NS3hel do 
DENV-1), imobilizada em membrana de nitrocelulose, 
foi reagida com a mistura dos soros dos animais pré-
imunização (Mix pré-imune ), com o soro dos animais 
individuais pós-imunização (1, 2, 3 e 4) e mistura dos 
soros pós-imunização (Mix imune ) com a proteína 
NS3hel recombinante purificada. Co indica o controle da 
reação, proteína NS3hel  reagida com soro policlonal 
contra o DENV. BM. Padrão de massa molecular  

 
 

4.3.1.3 Obtenção de hibridomas secretores de antico rpos anti-NS3 hel do 

DENV 

 

Após confirmação da soroconversão contra a proteína recombinante NS3hel 

do DENV, os esplenócitos dos animais foram fusionados com células mielômicas da 

linhagem Ag8XP3653 para produção de células híbridas imortais secretores de 

anticorpos. Durante o processo de fusão, 1.760 poços contendo 2,5.105 células 

foram gerados, dos quais 1.634 (92,8% do total de poços) apresentaram expansão  

clonal após a seleção em meio HAT e foram submetidos à triagem pela técnica de 

ELISA. As placas de ELISA foram sensibilizadas com 0,02 ug da proteína purificada 

NS3hel. Dos hibridomas testados, 180 (11% do total de poços) apresentaram D.O. 
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acima de 0,3 e foram considerados positivos. Dentre os clones secretores de 

anticorpos anti-NS3, 44 foram selecionados para análise de estabilidade por ciclos 

de congelamento e descongelamento, os demais 136 foram armazenados em 

nitrogênio líquido, após expansão em cultivo, para análise futura. Dos 44 hibridomas 

selecionados, apenas 9 clones (20,4%) permaneceram estáveis para a secreção de 

anticorpos anti-NS3hel. Todos os hibridomas selecionados (83, 64, 471, 540, 572, 

954, 1281, 1402 e 1722) foram positivos nos testes de ELISA, western blotting e IFI 

(dados não mostrados). Os 9 clones selecionados foram submetidos à diluição 

limitante, gerando 15 subclones positivos pelo teste de ELISA. Estes clones foram 

então submetidos à isotipagem, conforme descrito no item 3.9.5. Dos clones 

isotipados, 7 (83-7C, 234-8E, 358-8E, 1281-1D, 1281-2D, 1402-7B e 1722-1B) foram 

identificados como monoclonais e todos foram classificados como anticorpos 

isotípicos de cadeia pesada da classe IgG1 e cadeia leve do tipo Kappa.  

A especificidade dos subclones 1281-2D, 1402-7B e 1722-1B foi avaliada por 

IFI em células C6/36 infectadas com 1MOI dos DENV-1 cepas FGA/89, DENV-2- 

cepa Jamaica, DENV-3 cepa BR/290 e DENV-4 cepa ThD4-0087-77 (Figura 4.17). 

Os resultados mostram claramente que os mAbs testados reagem de maneira 

específica com a proteína NS3 nativa do DENV-1. No entanto, apresentaram 

especificidade distinta quando desafiados com a proteína nativa de outros sorotipos 

do DENV (2, 3 e 4), sugerindo o reconhecimento de epítopos distintos.  Através da 

análise das sequências conservadas do domínio helicase da proteína NS3 dos 

quatro sorotipos do DENV pode-se supor alguns epítopos lineares candidatos para o 

reconhecimento específicos pelos mAbs desenvolvidos neste trabalho (Figura 4.18). 
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Figura 4.17 Análise da reatividade dos mAbs anti-NS 3hel por imunofluorescência em 
células C6/36 infectadas com os DENV1-4.  As células foram incubadas primeiramente com 
os diferentes mAbs anti-NS3hel (diluição 1:100) e, em seguida, com o anticorpo secundário anti-
IgG de camundongo conjugado com FITC. Mock = controle negativo, células não infectadas.  A 
= 200X.  

 

 
Figura 4.18 – Alinhamento de aminoácidos do domínio  helicase dos DENV. DENV-1, cepa 
FGA/89 (número de acesso no GenBank AF226687), DENV-2, cepa Jamaica (GenBank 
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número de acesso M20558), DENV-3, cepa BR/290 (GenBank número de acesso EF629369) e 
DEN4, cepa ThD4_0087_77 (número de acesso GenBank AY618991). 

 
 

O hibridoma 1402-7B que secreta mAbs que reconhecem apenas o sorotipo 

DENV-1 e o hibridoma 1722-1B que secreta mAbs que reconhecem os 3 sorotipos 

do DENV (1, 2 e 3)  foram expandidos por cultivo celular. O sobrenadante de cada 

cultura foi precipitado e, em seguida, purificado por cromatografia de afinidade em 

coluna G-sepharose. Os anticorpos foram quantificados e titulados por 

immunoblotting. A reatividade dos mAbs purificados com a proteína NS3 do DENV-1 

cepa BR/90 foi avaliada por IFI e western blotting em células C6/36 infectadas com o 

vírus e com o mock (Figura 4.19). 

 

 
 

Figura 4.19  – Análise da reatividade dos mAbs 1402 -7B e 1722-1B contra a proteína do 
DENV-1 cepa BR/90. A. Western blotting. B. Imunofluorescência indireta. As membranas de 
nitrocelulose imobilizadas com as proteínas presentes no lisado celular de C6/36 infectadas 
com o vírus DEN-1 BR/90 e mock e as células fixadas em lâmina de vidro foram incubadas 
primeiramente com os mAbs anti-NS3hel 1402-7B e 1722-1b e, em seguida, com o anticorpo 
secundário anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina ou FITC. As fotos foram 
feitas em microscópio NIKON ECLIPSE E600 (Nikon, Inc., Melville, NY) com o software Image-
Pro Plus versão 4.5 (MediaCybernetics, Bethesda MD).  

 

Os anticorpos anti-NS3 foram produzidos, principalmente, para utilização em 

ensaios de expressão da proteína NS3 durante a replicação in vitro, utilizando o 

sistema subgenômico de replicon do DENV-1, abordado a seguir. Além disso, os 

mAbs 1402-7B e 1722-1B foram utilizados para padronização do protocolo de 

imunoprecipitação da proteína NS3 durante a infecção do DENV-1 em células C6/36 

e Huh7.5 (dados não mostrados). Estudos posteriores utilizando estes protocolos 

serão realizados para co-imunoprecipitar e identificar por espectrometria de massas 
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parceiros moleculares da proteína NS3, durante a replicação do DENV em células 

de cultura primária humana.  

 

4.3.2  Utilização da tecnologia de replicons subgen ômicos de DENV-1  

 

Com o intuito de caracterizar o papel das mutações na proteína NS3 na 

modulação das habilidades replicativas do DENV-1 em um sistema subgenômico de 

replicação, nós avaliamos, primeiramente, a funcionalidade dos replicons 

subgenômicos do DENV-1 contendo os marcadores moleculares GFP (RepBACDV1 

#76-GFP) e renilla luciferase (Luc) (RepBACDV1 #79-Luc), previamente construídos 

por SUZUKI et al. (2007). O RNA subgenômico obtido por transcrição in vitro, 

utilizando como molde a sequência de DNA dos clones RepBACDV1 #76-GFP e 

RepBACDV1 #79-Luc (Figura 4.20) foram transfectados pelo método de lipofectina 

em células C6/36 (1 ug de RNA purificado em 1.105 células).  

 

 
Figura 4.20 –  Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos cl ones subgenômicos do 
DENV-1 contendo os genes repórteres GFP e renilla l uciferase.  RNAs resultantes das 
transcrições in vitro (B) dos clones RepBACDV1 #76-GFP, RepBACDV1 #79-Luc e pBACDV1-
NS3435 linearizados com endonuclease de restrição SwaI (A). 1Kb+ – marcador de peso 
molecular 1Kb plus (Invitrogen). RL – marcador de peso molecular 0.5-10 Kb RNA (Invitrogen).  

 

A expressão de proteínas virais e a síntese de RNA viral nas células C6/36 

transfectadas com os RNAs subgenômicos foram avaliadas até 120 hpt pelas 

técnicas de imunofluorescência, utilizando anticorpos monoclonais contra a proteína 

NS3, e RT/qPCR, utilizando primers para a detecção do gene da proteína NS3. O 

RNA proveniente do clone infeccioso pBACDV1-NS3435 foi transcrito in vitro e 

utilizado como controle do método de transfecção. No entanto, os replicons 
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subgenômicos do DENV-1 contendo os genes repórteres GFP e renilla luciferase 

foram incapazes de se replicar e sintetizar proteínas virais na célula hospedeira 

(Figura 4.21). 

 

 
Figura 4.21 - Cinética de transfecção dos RNAs subg enômicos do DENV-1 em células de 
inseto C6/36 . As culturas de células foram fixadas e submetidas à incubação com anticorpos 
monoclonais contra a proteína NS3hel 1402-1B, seguida da incubação com anticorpos anti-
camundongo conjugado com FITC. As fotos foram feitas em microscópio óptico NIKON 
ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-ProR Plus versão 4.5. Aumento de 200X. Mock 
= controle da transfecção sem RNA viral. 

 

Toda a sequência nucleotídica dos clones subgenômicos RepBACDV1 #76 – 

GFP e RepBACDV1 #79 – Luc foi determinada por sequenciamento e não foi 

detectada a presença de mutações ou deleções que pudessem explicar a 

incapacidade de replicação in vitro. A estratégia de inserção dos genes repórteres, 

controlados por um sítio de entrada interna ao ribossomo (do inglês, internal 

ribosome entry site – IRES), na região variável da 3’UTR do genoma do DENV-1 

pode ter contribuído para a ineficiência de replicação observada in vitro. Dessa 

forma, como a estratégia descrita falhou para a obtenção de um replicon do DENV-1 

viável e a tecnologia de replicons subgenômicos apresenta-se como uma 

interessante ferramenta para o estudo de marcadores moleculares de virulência e, 

futuramente, para estudos de triagem de compostos antivirais. Decidimos delinear 
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outra estratégia, descrita a seguir, para a obtenção de replicons do DENV-1 

funcionais. 

 

4.3.2.1 Construção de replicons subgenômicos do DEN V-1  

 

Os replicons subgenômicos do DENV-1 foram gerados a partir dos clones 

infecciosos pBACDV-1 contendo as mutações de interesse na proteína NS3 

(BORBA, STROTTMANN et al., 2012). O genoma infeccioso pBACDV1 (SUZUKI et 

al., 2007) foi construído em um cromossomo artificial de bactéria (BAC), vetor de 

cópia única, e contém o genoma completo do DENV-1 cepa BR/90, a sequência do 

promotor da T7 RNA polimerase (T7 prom), a sequência da ribozima do vírus da 

hepatite delta (HDV-RZ), o sítio de terminação da T7 RNA polimerase (T7 term) e o 

sítio de restrição SwaI, imediatamente após o término do genoma viral. Borba (2010) 

utilizou o DNA do clone infeccioso pBACDV1 para a geração de clones infecciosos 

recombinantes contendo cada uma das mutações identificadas nas cepas variantes 

neurovirulentas do DENV-1 FGA/NA d1d e FGA/NA P6 (Tabela 1.1).  

Para obtenção dos clones subgenômicos do DENV-1 (pRepBACDV1, 

pRepBAC-NS3209, pRepBAC-NS3435, pRepBAC-NS3480) a porção 5’ do genoma dos 

clones infecciosos de DENV-1 foram substituídas pelo fragmento amplificado por 

PCR a partir do replicon subgenômico de DEN-1 #76-GFP (Figura 4.22). Este 

fragmento continha o sítio de iniciação do promotor T7 a montante da 5’UTR do 

vírus mais 93 nucleotídeos da porção N-terminal do capsídeo, seguida por 78 

nucleotídeos da porção C-terminal da proteína E e 62 nucleotídeos das proteínas 

NS1 do DENV. As porções das proteínas estruturais C e E foram mantidas, pois são 

requeridas para o ancoramento da poliproteína viral nas membranas do RE, 

possibilitando, a tradução e o processamento da poliproteína viral. A estratégia de 

clonagem utilizada para construção dos replicons subgenômicos do DENV-1 está 

esquematizada na figura 4.22. Os possíveis clones recombinantes foram triados por 

PCR de colônia e o sucesso da estratégia de clonagem foi avaliado pelo 

sequenciamento nucleotídico. Nenhuma mutação espúria foi observada no genoma 

dos clones obtidos. 
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Figura 4.22 - Esquema da estratégia de clonagem par a obtenção dos replicons 
subgenômicos de DENV-1, contendo as mutações de int eresse na proteína NS3. O 
replicon subgenômico não funcional do DENV-1 (RepBACDV1 #76 – GFP) foi utilizado como 
molde para amplificação da porção 5’ do clone. O fragmento foi digerido com as enzimas de 
restrição NotI e MluI, gerando um fragmento de 472 pb o qual foi utilizado para substituir a 
porção 5’ dos clones pBACDV-1, pBACDV1-NS3209, pBACDV1-NS3435 e pBACDV1-NS3480, 
previamente digeridos com as mesmas endonucleases de restrição, e gerar os replicons 
subgenômicos RepBACDV-1, RepBACDV1-NS3209, RepBACDV1-NS3435 e RepBACDV1-
NS3480, sem a presença do gene repórter. 1Kb+ – marcador de peso molecular 1Kb plus 
(Invitrogen). 
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4.3.2.2 Transfecção dos RNAs recombinantes sugenômi cos do DENV-1 em 

cultura de células  

 

Os RNAs recombinantes foram transcritos a partir do DNA molde dos clones 

subgenômicos do DENV-1 linearizado com a endonuclease de restrição SwaI 

(Figura 4.23), utilizando o kit de transcrição in vitro T7 MEGAscript (Ambion) em 

presença de cap. Os transcritos purificados (Figura 4.23) foram utilizados para 

transfecção lipídica em células de inseto C6/36. A concentração de 1ug do RNA viral 

subgenômico foi utilizada para a transfectar 1.105 células C6/36 e avaliar a 

capacidade replicativa do sistema. A expressão de proteínas NS3 do DENV em 

células C6/36 foi avaliada 120 hpi pela técnica de imunofluorescência indireta. 

Conforme mostrado na figura 4.24, a nova estratégia para a obtenção de replicons 

subgenômicos do DENV-1 foi eficiente, culminando na expressão de proteínas 

virais. 

Os RepBACDV1, RepBAC-NS3209, RepBAC-NS3435 e RepBAC-NS3480 foram 

inteiramente sequenciados, confirmando a identidade da sequência nucleotídica dos 

clones subgenômicos do DENV-1. 

  

 
Figura 4.23 –  Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos cl ones 
subgenômicos do DENV-1. RNAs resultantes das transcrições in vitro (B) dos 
clones RepBACDV1, RepBACDV1-NS3209, RepBACDV1-NS3435 e RepBACDV1-
NS3480 linearizados com endonuclease de restrição SwaI (A). 1Kb+ – marcador de 
peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). RL – marcador de peso molecular 0.5-10Kb 
RNA (Invitrogen).  
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Figura 4.24 - Imunofluorescência em células C6/36 t ransfectadas com os RNAs 
subgenômico dos DENV-1 . As culturas de células foram fixadas 120 hpi e submetidas à 
incubação com anticorpos monoclonais contra a proteína NS3hel 1402-1B, seguida da 
incubação com anticorpos anti-camundongo conjugado com FITC. As fotos foram feitas em 
microscópio óptico NIKON ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-ProR Plus versão 
4.5. Aumento de 200X. Mock = controle da transfecção sem RNA viral. 

  

 Com o intuito de aperfeiçoar a eficiência da transfecção dos RNA 

subgenômicos do DENV, o método de transfecção de RNA por eletroporação, 

utilizando a tecnologia nucleofactor (Lonza), foi avaliado. Essa metodologia foi 

utilizada para transfectar os RNAs subgenômicos do RepBACDV-1 em células 

C6/36. A fim de compararmos a eficiência dos métodos de transfecção, utilizamos a 

mesma quantidade de RNA (1 ug) determinada para a transfecção lipídica do RNA 

subgenômico do DENV-1. A expressão de proteínas virais nas células 24 hpi foi 

avaliada por citometria de fluxo em FACSCanto II (BD), utilizando anticorpos 

monoclonais contra a proteína NS3. A transfecção do RNA subgenômico do DENV-1 

por eletroporação mostrou-se mais eficiente que o método de transfecção lipídica, 

resultando na positividade de aproximadamente 30% de células C6/36 24 hpt 

(Figura 4.25). 
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Figura 4.25 - Análise da transfecção do RNA subgenô mico do 
RepBACDV1 em cultura de células C6/36 por citometri a de fluxo. As 
células foram marcadas com anticorpos monoclonais 1722-1B que reconhecem 
a proteína NS3 do DENV e anticorpos anti-camundongo conjugado com PE. A. 
Análise por citometria de fluxo da porcentagem de células C6/36 positivas para 
a presença da proteína NS3 de DENV 24 hpt com mock ou RNA viral 
subgenômico do DENV-1. A porcentagem de células positivas está 
representada para cada condição. 

 

4.4  Caracterização da infecção dos DENV-1 recombinantes  em culturas 

primárias de células humanas  

 

Os resultados de caracterização biológica dos DENV-1 recombinantes em 

modelo murino e em linhagens celulares humanas demonstram que a presença de 

uma serina nas posições NS3435 e NS3480 conferem ao vírus maior habilidade 

replicativa, aumentando substancialmente o fitness viral nestes modelos de estudo. 

Os dados sugerem que essas mutações constituem os maiores determinantes 

genéticos de virulência do DENV-1. Desta forma, decidimos avaliar o papel das 

mutações na proteína NS3 na modulação do fitness viral em um modelo de infecção 

mais próximo ao que ocorre na natureza, utilizando células dendríticas derivadas de 

monócitos humanos (mdDCs).  

A escolha do modelo experimental de infecção deve-se ao fato de que 

durante o ciclo natural do vírus, as DCs (células de Langerhans e DCs residentes da 

derme) representam os primeiros alvos da infecção pelos DENV após a picada do 

mosquito vetor  (WU et al., 2000; NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003). Além disso, as 

DCs constituem uma das mais eficientes células apresentadoras de antígenos (do 

inglês, Antigen Presentations Cells – APCs) e podem desempenhar um papel na 

patogênese da dengue (DEJNIRATTISAI et al. 2008; WHITEHORN et al., 2011).  
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Para os estudos de caracterização biológica ex vivo dos DENV-1 

recombinantes, nós utilizamos mdDCs provenientes de seis doadores saudáveis. As 

mdDCs foram obtidas a partir do sangue periférico humano, utilizando o protocolo 

previamente estabelecido em nosso laboratório (SILVEIRA et al., 2011). A análise da 

expressão dos marcadores de superfície das seis culturas de mdDCs, avaliada por 

citometria de fluxo, demonstrou que mais de 90% das células em cultura eram 

negativas para CD14 e positivas para os demais marcadores testados (CD11b, 

CD11c, CD209 e HLA-DR) (dados não mostrados), confirmando a diferenciação dos 

monócitos em DCs e a pureza das culturas. Uma vez comprovada a natureza das 

mdDCs, as culturas foram infectadas com mock e os vírus recombinantes vBACDV1, 

vBACDV1-NS3435 e vBACDV1-NS3480 em uma MOI de 5. A porcentagem de mdDCs 

positivas para a infecção viral foi avaliada por citometria de fluxo 8h, 24h e 48 hpi 

(figura 4.26). As  taxas de replicação viral e produção de partículas virais infecciosas 

foram quantificadas pelas técnicas de RT/qPCR e imunodetecção por foco em 

células C6/36 (figura 4.26). 

Como demonstrado na figura 4.26, os vírus contendo as mutações NS3435 e 

NS3480 infectam mais eficientemente mdDCs e são capazes de sintetizar um número 

significativamente maior de moléculas de RNA viral e partículas virais infecciosas,  

comparado com o vírus parental (vBACDV1). Os mais altos níveis de infecção dos 

DENV-1 recombinantes foram evidenciados 48 hpi. É importante ressaltar que todas 

as células positivas para DENV eram também positivas para CD11c, demonstrando 

que as células infectadas eram realmente mdDCs. 
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Figura 4.26 – Análise da cinética de infecção dos D ENV-1 
recombinantes em mdDCs. A. Co-marcação de mdDCs analisada por 
citometria de fluxo 8, 24 e 48 hpi. As mdDCs foram marcadas com 
anticorpos anti-CD11c conjugado com FITC e os DENV foram marcados 
com anticorpo monoclonal 4G2 anti-flavivírus, seguido pela marcação com 
anticorpo anti-camundongo conjugado com ficoeritrina (PE). B. 
Quantificação por RT/qPCR dos níveis de RNA viral em mdDCs nos 
tempos de 2, 8, 24 e 48 hpi. Os dados obtidos foram normalizados pelos 
níveis de expressão do gene 18S humano. C. Quantificação da progênie 
viral em sobrenadante de culturas de mdDCs por imunodetecção de foco 
em células C6/36 nos tempos de 8, 24 e 48 hpi. Os dados de seis 
experimentos independentes foram analisados pelo teste Two-Way 
ANOVA seguido pela correção de Bonferroni. Os valores estão expressos 
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pela média ± o desvio padrão de seis experimentos independentes. * p < 
0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001. 

Nós avaliamos por citometria de fluxo a expressão de marcadores de ativação 

de superfície CD40, CD80 e HDLA-DR nas mdDCs infectadas com o mock e com os 

DENV-1 recombinates. Os dados de seis experimentos independentes 

demonstraram que não havia expressão diferencial de marcadores de ativação entre 

as mdDCs infectadas com o mock ou com os DENV-1 recombinantes 8 hpi. No 

entanto, nos tempos seguintes pode-se detectar um aumento no número de células 

expressando esses marcadores de ativação, principalmente 48 hpi; com nível de 

significância maior em mdDCs estimuladas com os DENV-1 mutantes (Figura 4.27). 
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Figura 4.27 – Perfil da expressão de marcadores mol eculares de 
ativação em mdDCs infectadas com mock vBACDV1, vBAC -NS3435 e 
vBAC-NS3 480. As células foram analisadas por citometria de fluxo 
utilizando-se o equipamento FACSCanto II (BD). A. Porcentagem de 
células positivas para dupla marcação (CD11c+/CD40+). B. Porcentagem 
de células positivas para dupla marcação (CD11c+/CD80+). C. 
Intensidade média de fluorescência (do inglês, mean of fluorescence 
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intensity - MFI) de células positivas para dupla marcação (CD11c+/HLA-
DR+).Os dados foram analisados pelo teste Two-Way ANOVA, seguido 
pela correção de Bonferroni. Os valores estão expressos pela média ± o 
desvio padrão de seis experimentos independentes. * p < 0.05, ** p < 0.01 
e *** p < 0.001. 

 

Com a finalidade de determinar a modulação da expressão gênica das 

mdDCs em resposta a infecção pelos DENV-1 recombinantes, culturas de mdDcs de 

dez voluntários saudáveis foram infectadas com os vírus vBACDV1, vBAC-NS3435 e 

vBACDV1480 a uma MOI de 5 e processadas para análise por microarranjos de DNA 

de alta densidade. A análise dos microarranjos revelou uma regulação positiva de 

genes estimulados por interferons (ISGs) e padrão de reconhecimento a patógenos 

(PRRs) nas células infectadas com os vírus mutantes em comparação ao vírus 

parental. Com intuito de validar os resultados observados nos microarranjos, nós 

avaliamos, primeiramente, os níveis de expressão gênica dos receptores do tipo Toll 

(do inglês, toll-like receptor - TLR)  3 e 7 durante a cinética de infecção dos DENV-1 

recombinantes em mdDCs, pois a expressão de ambos os genes apresentava-se 

positivamente modulada em células infectadas com os DENV-1 recombinantes 

mutantes. Os resultados obtidos por RT/qPCR demonstraram modulação diferencial 

significativa dos genes de TLR3/TLR7 em mdDCs infectadas com os vírus vBAC-

NS3435 e vBAC-NS3480 24 hpi comparado com o vírus parental (Figura 4.28), 

validando os resultados obtidos pela técnica de microarranjo de cDNA.  

 

 
Figura 4.28 – Expressão dos genes TLR3 e TLR7 em mdDCs infectadas  com os vírus 
vBACDV1, vBAC-NS3 435, vBAC-NS3 480 durante a cinética de infecção (hpi).  Os dados obtidos 
pela amplificação por qPCR dos genes TLR3 (A) e TLR7 (B) foram normalizados pelos níveis de 
expressão do gene 18S humano de três culturas de mdDCs e analisados pelo teste Two-Way 
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ANOVA, seguido pela correção de Bonferroni. Os valores representam a média ± o desvio padrão. * p 
< 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001. 
 

De acordo com os resultados mostrados nas figuras 4.27 e 4.28 pode-se 

notar que os níveis de replicação dos DENV-1 recombinantes aumentam a 

expressão dos genes TLR3/7 em mdDCs. Dessa forma, para determinar a potencial 

contribuição da dose viral de infecção para o aumento da expressão de receptores 

do tipo Toll e produção de IFN-I (α/β), as mdDCs foram infectadas com doses mais 

altas do vBACDV1 (50 MOI) e os níveis de infectividade e replicação (Figura 4.29), 

bem como, a indução de IFN- α/β (Figura 4.30) foram avaliadas e comparadas com 

a infecção dos DENV-1 recombinantes a uma MOI de 5.  
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Figura 4.29 – Análise da infectividade dos DENV-1 r ecombinantes em 
mdDCs a diferentes MOIs. As mdDCs foram infectadas com os DENV-1 
recombinantes vBACDV1, vBAC-NS3435 e vBAC-NS3480 a uma MOI de 5. 
Uma  MOI de 50 foi utilizada do DENV-1 parental (vBACDV1) e avaliadas 
para a expressão de CD11c na superfície celular e proteína viral por 
citometria de fluxo em 8, 24 e 48hpi (A), quantificação por RT/qPCR dos 
níveis de RNA viral em mdDCs 2, 8, 24 e 48 hpi (B) e quantificação da 
progênie viral no sobrenadante de mdDCs infectadas 8, 24 e 48 hpi, por 
imunodetecção de foco em células C6/36 (C). Os dados de quatro 
experimentos independentes foram analisados pelo teste Two-Way 
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ANOVA seguido pela correção de Bonferroni. Os valores estão expressos 
pela média ± o desvio padrão. * p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001. 

 

A análise por citometria de fluxo da cinética de infecção com diferentes doses 

do vBACDV1 demonstrou que a uma MOI de 50 o vBACDV1 infecta um número 

maior de mdDCs, evidenciado 48 hpi,  em relação a infecção com o mesmo vírus ou 

com os vírus mutantes a uma dose viral 10 vezes mais baixa (MOI de 5). No entanto, 

os dados de quantificação do RNA e progênie viral demonstram que a habilidade do 

vírus vBACDV1 replicar e formar partículas infecciosas em células mdDCs humanas, 

mesmo a altos títulos, é menor ou igual que a infecção com 5 MOI dos vBACNS3435 

ou vBACNS3480. Esse dado reforça o papel das substituições Leu/Ser no domínio 

helicase da proteína NS3 na modulação da replicação viral e produção de partículas 

virais infecciosas. É importante ressaltar a maior habilidade replicativa do vírus que 

contém a mutação NS3480, desde os tempos iniciais da cinética de infecção. 

Conforme mostrado na figura 4.30, a replicação dos DENV-1 recombinantes 

estimula a expressão de TLR3/7 em mdDCs 24 hpi, com maior significância nas 

células infectadas com os vírus mutantes. No entanto, o aumento da modulação 

gênica dos TLR3/7 não foi capaz de induzir a expressão diferencial de IFN-α e IFN-β 

durante a cinética de infecção com os DENV-1 recombinantes. Baixos níveis de 

expressão dessas proteínas foram detectados no sobrenadante das culturas de 

mdDCs infectadas com os todos os DENV-1 recombinantes 8 e 24 hpi; um sutil 

aumento na expressão dos IFN-α/β foi evidenciado 48 hpi. Uma vez que a replicação 

dos DENV-1 recombinantes estimula a produção de TLRs em mdDCs, a baixa 

expressão de IFN-α/β nestas células sugere o envolvimento de um mecanismo viral 

para modular a via de sinalização de IFN-I em mdDCs e beneficiar a infecção viral. 
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Figura 4.30 – Análise da expressão de genes de resp osta imune e produção de IFN tipo I em 
mdDCs infectadas com diferentes MOIs dos DENV-1 rec ombinantes.  Representação gráfica dos 
dados obtidos pela amplificação por RT/qPCR dos genes TLR3 (A), TLR7 (B) e quantificação de IFN-
α por CBA (C) e IFN-β por ELISA pan-específico (D) de seis culturas de mdDCs humanas infectadas 
com 5 MOI dos vírus vBACDV1, vBAC-NS3435, vBAC-NS3435 e 50 MOI do vBACDV1 nos tempos 
indicados. Os dados foram analisados pelo teste Two-Way ANOVA, seguido pela correção de 
Bonferroni. Os valores representam a média ± o desvio padrão de seis experimentos independentes. 
* p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001. 
   

É importante ressaltar que a sequência nucleotídica completa dos DENV-1 

recombinantes após a infecção em mdDcs foi determinada por sequenciamento 

nucleotídico e nenhuma mutação espúria foi identificada. Dessa forma, podemos 

assegurar que as propriedades virais observadas neste estudo decorrem apenas 

das mutações em estudo.  

 

4.4.1 Caracterização da replicação  dos RNAs subgenômicos  dos DENV-1 

recombinantes em culturas primárias de células huma nas 

 

Visando confirmar a influência das mutações NS3209, NS3435 e NS3480 na 

modulação da replicação viral, nós utilizamos a tecnologia de replicons 
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subgenômicos do DENV-1 para comparar a eficiência de replicação dos RNAs 

subgenômicos mutantes (RepBAC-NS3209, RepBAC-NS3435 e RepBAC-NS3480)  em 

mdDCs em relação ao RNA subgenômico do vírus parental (RepBACDV1). O papel 

da mutação NS3209 na modulação da habilidade replicativa do DENV-1 em mdDCs 

não foi avaliada no presente estudo. No entanto, os ensaios in vivo e in vitro 

demonstraram que essa mutação isoladamente parece não desempenhar um papel 

importante na habilidade infectiva do DENV-1 recombinante. Desta forma, para 

determinarmos o papel da mutação NS3209 na replicação do DENV-1 em modelo ex 

vivo, esta mutação foi incluída nos estudos de caracterização da replicação do RNA 

viral em mdDCs, utilizando o sistema de replicons subgenômicos. A replicação dos 

RNAs virais subgenômicos (Figura 4.31) e a expressão de marcadores moleculares 

de ativação (CD40 e CD80) (Figura 4.32) foram avaliadas nos tempos de 8, 24 e 48 

h após eletroporação (hpt) em mdDCs (1,0x105 células). A quantidade de RNA a ser 

eletroporada na célula hospedeira foi determinada previamente em uma cinética de 

transfecção. A baixa concentração de input de RNA (350 ng ) foi utilizada a fim de 

evitar o acúmulo de RNA exógeno na célula hospedeira, o que poderia ativar as 

mdDCs e mascarar o efeito da replicação do RNA viral subgenômico. 

 

 

Figura 4.31 -  Análise da cinética de transfecção d os DENV-1 
recombinantes em mdDCs. O RNA viral foi quantificado em 
mdDCs 8, 24 e 48 hpt por RT/qPCR. Os dados de três 
experimentos independentes foram normalizados pelos níveis de 
expressão do gene 18S humano e analisados pelo teste Two-Way 
ANOVA seguido pela correção de Bonferroni. Os valores estão 
expressos pela média ± o desvio padrão. * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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Figura 4.32 - Perfil da expressão de marcadores mol eculares de ativação em mdDCs 
tranfectadas com os RNAs subgenômicos do DENV-1 Rep BACDV1, RepBAC-NS3 209, RepBAC-
NS3435 e RepBAC-NS3 480. As células foram analisadas utilizando-se o FACS Canto II (BD). A. 
Porcentagem de células positivas para dupla marcação CD11c+/CD40+. B. Porcentagem de células 
positivas para dupla marcação CD11c+/CD80+. Os dados de três experimentos independentes foram 
analisados pelo teste Two-Way ANOVA, seguido pela correção de Bonferroni. Os valores estão 
expressos pela média ± o desvio padrão de quatro experimentos independentes.  

 

Os dados demonstram que os replicons do DENV-1 contendo as mutações 

NS3435 e NS3480 apresentam maior habilidade replicativa em mdDCs humanas 

quando comparado com o RNA viral subgenômico parental ou com o que contém a 

mutação na NS3209, corroborando os dados de replicação do RNA viral em modelo 

murino e em mdDCs. No entanto, não se observou diferença significativa na 

ativação das células transfectadas com os distintos RNAs subgenômicos e mock.  

Os baixos níveis de detecção de RNA durante a cinética de transfecção 

podem refletir a baixa eficiência de replicação dos RNAs subgenômicos do DENV-1 

em decorrência da ausência das proteínas estruturais, conforme demonstrado por 

Leardkamolkarn et al., (2012), ou baixa taxa de replicação devido ao baixo número 

de cópias de RNA utilizados para transfectar as mdDCs.  

Para assegurar que o fenótipo observado era decorrente apenas das 

mutações em estudo, o material genético dos RepBACDV1, RepBAC-NS3209, 

RepBAC-NS3435 e RepBAC-NS3480, obtido a partir do sedimento celular de mdDCs 

48 hpt, foi completamente sequenciado. Nenhuma substituição de aminoácido, além 

das mutações de interesse, foi observada.  

  

4.5 Estudos de caracterização funcional da proteína  NS3 do DENV-1 

 

Conforme demonstrado, as mutações presentes na proteína NS3 do DENV-1 

aumentam significativamente a habilidade dos vírus replicarem in vivo, in vitro e ex 
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vivo. Para se verificar uma possível correlação entre o aumento da habilidade 

replicativa dos DENV-1 recombinantes e modulação das atividades catalíticas da 

proteína NS3, nós realizamos a expressão funcional do domínio helicase ou da 

porção total da proteína NS3 fusionada ao domínio co-fator da proteína NS2B do 

DENV-1 e investigamos in vitro o papel de cada uma das mutações na modulação 

das propriedades enzimáticas da proteína recombinante.  

 

4.5.1 Obtenção de proteínas recombinantes NS2B 47NS3 do DENV-1  

 

4.5.1.1 Clonagem e expressão da proteína NS3 do vírus DEN-1  em sistema 

procarioto ( E. coli) 

 

Para a expressão funcional da proteína NS3 dos vírus DEN-1 cepa FGA/89 

(parental), FGA/NA d1d (mutação NS3435) e FGA/NA P6 (mutações NS3209 e NS3480) 

utilizamos uma estratégia similar a descrita por LEUNG et al. (2001), na qual o co-

fator, formado por aproximadamente 47 aminoácidos do domínio hidrofóbico central 

da proteína NS2B, é ligado ao domínio protease da proteína NS3 via um “linker” 

constituído de quatro glicinas, uma serina e outras quatro glicinas. Para tanto, o RNA 

dos DENV-1 foi convertido em uma cópia complementar de DNA (cDNA) e utilizado 

para a amplificação dos fragmentos de DNA correspondentes a proteína NS3 e ao 

domínio do co-fator da NS2B (Figura 4.34). Os fragmentos resultantes foram 

utilizados para amplificar por PCR um fragmento correspondente a construção 

NS2B47 Gly4-Ser-Gly4 NS3 (Figura 4.33). Os fragmentos NS2B47 G4-S-G4 NS3 

foram clonados em vetor pET-28a. Os clones recombinantes (Figura 4.34) foram 

sequenciados, pela empresa Coreana Macrogen, para a confirmação da correta 

inserção do fragmento de interesse no vetor e verificação do possível aparecimento 

de mutações indesejáveis. 
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Figura 4.33 - Perfil eletroforético em gel de agaro se 0,8% da amplificação dos genes 
correspondentes ao domínio do co-fator NS2B e da pr oteína NS3 dos DENV-1 (FGA/89, 
FGA/NA d1d (435Mut) e FGA/NA P6 (209/480Mut).  M. Marcador de peso molecular 1 kb plus 
(Invitrogen); A. 1. Fragmento de DNA correspondente ao co-fator NS2B. 2. Fragmento de DNA 
correspondente a proteína NS3. B. Fragmento de DNA fusionado, correspondente ao gene NS2B47 

G4-S-G4 NS3 da proteína quimérica dos DENV-1. C. Produto purificado das digestão dos fragmentos 
de PCR e vetor pET-28a com enzimas de restrição BamHI e Hind III. D. DNA plasmidial contendo o 
gene NS2B47NS3  dos DENV-1 (NS2B47NS3 FGA/89, NS2B47NS3435 e NS2B47NS3209/480). 
 

Após a confirmação da sequência correta dos clones, uma cinética de 

expressão da proteína quimérica NS2B47NS3209/480Mut em bactérias E. coli Rosetta-

gami 2 (DE3) foi realizada para avaliar a expressão da proteína na forma solúvel. 

Após a indução da expressão da proteína sob diferentes condições de tempo e 

temperatura, a cultura bacteriana foi sedimentada, lisada e as frações do 

sobrenadante e sedimento celular foram submetidas à eletroforese em gel SDS-

PAGE 13%, para avaliação da solubilidade da proteína recombinante. A identidade 

da amostra foi determinada pela técnica de western blotting, utilizando anticorpos 

anti-histidina ou anticorpos monoclonais anti-NS3 helicase (1402-7B) (Figura. 4.35). 

A proteína quimérica NS2B47NS3209/480Mut apresentou massa molecular esperada de 

aproximadamente 79 kDa e a solubilidade da proteína recombinante confirmada, 

apresentando melhor resultado sob as condições de indução de 0,4 mM IPTG à 

30°C por 5 horas.  As mesmas condições foram utilizadas para a expressão das 

proteínas recombinantes NS2B47NS3 parental (FGA/89) e mutantes. 
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Figura 4.34 - Análise da expressão da proteína NS2B 47NS3209/480 recombinante em E. coli cepa 
Rosetta-gami 2 (DE3). A.  Cinética de indução da expressão da proteína com 0,4mM de IPTG. B. 
Cinética da expressão da proteína na forma solúvel, utilizando 0,4mM de IPTG. C. Cinética da 
expressão da proteína a 30ºC após a indução com 0,4mM de IPTG nos tempos determinados (3h, 4h, 
5h e 6h). NI extrato não induzido. Ind.  Extrato induzido. Snd.  Sobrenadante da cultura sonicada ¢. 
Extrato celular sonicado. As membranas de nitrocelulose foram reagidas com anticorpo monoclonal 
anti-histidina e anticorpo policlonal anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina (PA). 
 

4.5.1.2 Obtenção de mutantes da proteína quimérica NS2B 47NS3 
 

A fim de avaliar o papel das mutações individuais Val209Ile e Leu480Ser, 

identificadas na proteína NS3 do vírus FGA/NA P6, nas atividades enzimáticas das 

proteínas NS2B47NS3, utilizamos o clone NS2B47NS3 FGA/89 Cl. 21 como molde 

para a reação de PCR mutagênica (Stratagene), utilizando oligonucleotídeos 

mutagênicos específicos, contendo as substituições nucleotídicas que alteravam os 

resíduos Val209 e Leu480 da NS3. Da mesma forma, a fim de excluir possíveis 

contaminações com proteínas bacterianas que pudessem, eventualmente, interferir 

nos ensaios de atividade protease, ATPase e helicase das proteínas recombinantes, 

o motivo Walker A e a tríade catalítica da protease viral foram modificados por 

mutagênese sítio dirigida utilizando oligonucleotídeos mutagênicos específicos, 

contendo a sequência nucleotídicas que alteravam os resíduos Ser135/Ala e 

Lys200/Ala, e o clone NS2B47NS3209/480 Cl. 23 como molde. A localização das 

mutações em estudo está indicada na figura 4.35. Os plasmídeos contendo os 

genes com as mutações  de interesse (Figura 4.36) foram transformados em E. coli 

cepa Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen) e utilizados para a expressão, conforme 

descrito no item acima. As proteínas recombinantes foram purificadas em coluna de 

afinidade His Trap (GE) acoplada ao sistema de FPLC Äkta (GE). 

Alíquotas das frações purificadas das proteínas recombinantes foram 

submetidas à eletroforese em gel SDS-PAGE 13% e caracterizadas pela técnica de 

western blotting, utilizando anticorpos anti-histidina ou mAb contra a proteína NS3 
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helicase do DENV-1 (1722-1B) (Figura 4.37). As proteínas recombinantes 

NS2B47NS3 apresentaram massa molecular esperada, de aproximadamente 79 kDa. 

A concentração das proteínas foi determinada em fluorímetro Qubit (Invitrogen), 

utilizando o coeficiente de extinção molar (E= 109 M-1cm-1). 

 

 
Figura 4.35 - Localização das mutações em estudo no  domínio helicase da proteína NS3 . A. 
Representação esquemática do alinhamento da sequência de aminoácidos dos clones 
recombinantes das proteínas quimérica NS2B47NS3 FGA/89 e 135 Mut. Os resíduos de 
aminoácidos que compõem a tríade catalítica do domínio protease da NS3 do DENV-1 estão 
indicados nas cores verde, amarelo e vermelho. B. Representação esquemática do alinhamento 
da sequência de aminoácidos dos clones recombinantes (resíduos 166 a 480) contendo mutações 
no domínio helicase da  proteína. Os domínios conservados na superfamília 2 das helicases estão 
indicados pelas cores rosa (motivo I ou Walker A), amarelo (motivo Ia), verde (motivo II ou Walker 
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B), azul (motivo III), laranja (motivo IV), marron (motivo V) e roxo (motivo VI). As setas vermelhas 
indicam a posição das mutações em estudo.  

 

 
Figura 4.36 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% 
das minipreparações plasmidiais  de cada clone 
pET28a-NS2B 47NS3 confirmado por 
sequenciamento.  1Kb+ – marcador de peso 
molecular 1Kb plus (Invitrogen). FGA/89, indica o 
clone contendo a sequência do gene que codifica 
para a proteína  parental do DENV-1 cepa FGA/89. 
Os demais clones estão identificadas com o número 
que corresponde a posição da mutação em estudo. 

 

 
Figura 4.37 – Análise do painel de proteínas 
NS2B47NS3 recombinantes do DENV-1 purificadas. 
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A. Perfil das proteínas em SDS-PAGE corado com gel 
code blue stain. B. Western blotting em membrana de 
nitrocelulose reagida com anticorpo monoclonal anti-
histidina C-terminal e anticorpo policlonal anti-
camundongo conjugado com PA. C. Western blotting 
em membrana de nitrocelulose reagida com anticorpo 
monoclonal anti-NS3hel do DENV (1722-1B), seguida 
pela reação com anticorpo policlonal anti-camundongo 
conjugado com PA. FGA/89 indica a proteína parental. 
As demais proteínas mutantes estão identificadas com 
o número que corresponde a posição da mutação na 
proteína NS3. A seta vermelha indica o tamanho 
predito da proteína quimérica. 

 

4.5.2 Ensaio de atividade protease: análise funcion al da serina protease 

NS2B47NS3 recombinantes do DENV-1 

 

Tem sido demonstrado que mudanças conformacionais no domínio protease 

da NS3 afetam a atividade proteolítica da enzima, evidenciando alguns 

determinantes funcionais para a especificidade de ligação e catálise do substrato 

(SALAEMAE et al., 2010). A fim de avaliar se as mutações em estudo (NS3209, 

NS3435 e NS3480) no domínio helicase da proteína poderiam também exercer algum 

efeito sobre a capacidade proteolítica da enzima, nós determinamos, em 

colaboração com o grupo do Dr. Luiz Juliano Neto da Escola Paulista de Medicina, 

os parâmetros cinéticos Km, kcat  e kcat/Km da hidrólise do substrato sintético Abz-

AKRRS↓Q-EDDnp. Em um estudo anterior, este substrato apresentou alta  eficiência 

de clivagem pela proteína NS2BNS3pro do DENV-2 (GOUVÊA et al., 2007). 

As proteínas recombinantes quiméricas NS2B47NS3 do DENV-1 

apresentaram atividade hidrolítica similar quando avaliadas em presença de 

substrato peptídico com supressão intramolecular de fluorescência (FRET), que 

corresponde ao sítio de clivagem endógeno da poliproteína viral (Tabela 4.2 e Figura 

4.38). Para confirmar a especificidade de reconhecimento do peptídeo pelas 

proteínas recombinantes, nós avaliamos os parâmetros de hidrólise do peptídeo 

referência pela proteína NS2B47NS3135Mut, que contém uma mutação na tríade 

catalítica que a torna inativa. Além disso, as proteínas NS2B47NS3 recombinantes 

foram incapazes de hidrolisar o peptídeo Abz- HRRDKR↓SVAL-Q-EDDnp, peptídeo 

correspondente ao sítio de clivagem interno da proteína prM do DENV-1, 

reconhecido pela protease do tipo furina da célula hospedeira (IZIDORO et al., 

2010). Fato que demonstra especificidade das proteínas para o reconhecimento e 
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clivagem de peptídeos sintéticos in vitro. 

 

Tabela 4.2 -  Parâmetros cinéticos de hidrólise pela NS2B47NS3 recombinante do hexapeptídeo FRET 
sintético, baseado no sítio de clivagem natural do complexo da protease do DENV  

 
A seta indica o sítio de clivagem, previamente determinado por espectrômetria de massas MALDI TOF.  Condições de 
hidrólise: As proteases eram incubadas em tampão 20mM Tris (pH 9,0, 10mM NaCl e 20% glicerol) por 5 min. a 37°C e as 
reações eram iniciadas pela adição do substrato. Os dados da cinética de hidrólise resultam de três experimentos distintos, 
com taxa de erro menor que 5%.  
 

 

Figura 4.38 – Análise da eficiência proteolítica da s NS2B 47NS3 
do DENV-1. Os dados de Kcat/Km-mM.s-1 representados na 
tabela 1 foram plotados em forma gráfica para melor visualização 
do resultados. Os dados de três experimentos independentes 
foram analisados pelo teste One-Way ANOVA, seguido pela 
correção de Bonferroni. * p < 0.05  e *** p < 0.001. 

 

Adicionalmente, nós avaliamos a capacidade das proteínas processarem sete 

pequenos FRET substratos sintéticos correspondentes aos sítios nativos de 

clivagem da poliproteína do DENV-2 (GOUVÊA et al., 2007). No entanto, ao 

utilizarmos estes substratos não foi possível obter as constantes catalíticas, pois os 

valores de fluorescênia mensurados no espectrofluorímetro foram muito baixos, 

inviabilizando a quantificação dos parâmetros cinéticos de hidrólise. Desta forma, 

novos substratos com os sítios de clivagem específicos de DENV-1 (cepas FGA/89 e 

BR/90) foram sintetizados e serão utilizados em ensaios posteriores na presença e 
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ausência de potenciais inibidores de protease. 

 

4.5.3 Ensaio de atividade ATPase 

 

O domínio helicase recombinante da proteína NS3 dos flavivírus apresenta-se 

funcionalmente ativo in vitro (WANG et al., 2008). Alguns resultados controversos 

quanto ao papel da porção N-terminal da proteína NS3 (domínio protease) na 

modulação das atividades helicase e NTPase, têm sido evidenciados na literatura 

(GEBHARD et al, 2012; LUO et al., 2008). Para investigar a influência do domínio 

protease na atividade catalítica de ATPase da NS3 e garantir a confiabilidade dos 

resultados no estudo das mutações de interesse, nós comparamos a habilidade das 

duas variantes da proteína NS3 recombinante do DENV-1 FGA/89, NS3hel e 

NS2B47NS3, hidrolisar ATP in vitro. A atividade ATPase das proteínas 

recombinantes foi avaliada através do método colorimétrico de detecção de fosfato 

inorgânico (Pi) liberado a partir da hidrólise de ATP, utilizando o kit de atividade 

ATPase (Innova Biosciences), de acordo com as recomendações do fabricante, e 

com diferentes concentrações de proteína. A detecção de Pi foi mensurada em 

espectrofotômetro a 650 nm (Figura 4.39).  

 

 
Figura 4.39 – Atividade ATPase das proteínas recomb inantes NS3 hel  e NS2B47NS3 do 
DENV-1. A. Gel SDS-PAGE demonstrando a expressão e purificação das duas variantes da 
proteína NS3 do DENV-1 FGA/89. B. Atividade ATPase do domínio helicase (triângulo) e da 
proteína NS3 inteira (círculo). A hidrólise de ATP, determinada pela presença de fosfato 
inorgânico (Pi), foi mensurada a 28°C em presença d as concentrações de proteínas indicadas. 
Os dados representam a média de três determinações independentes. 
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Como demonstrado na figura 4.39 pode-se verificar que o domínio protease 

da NS3 confere maior atividade hidrolítica do substrato quando comparado com o 

domínio helicase isolado. Desta forma, o efeito das mutações nas posições NS3209, 

NS3435 e NS3480 na modulação da atividade catalítica de ATPase foi avaliado 

utilizando-se a proteína recombinante quimérica NS247NS3 . 

Primeiramente, a velocidade inicial de hidrólise de ATP pela proteína 

recombinante NS2B47NS3 do DENV-1 parental (FGA/89) foi mensurada em 

presença de 0,4 µM de proteína, 2,5 mM de MgCl2 e diferentes concentrações de 

ATP (0 – 1mM) (Figura 4.40 A). A variante NS2B47NS3 200Mut que apresenta uma 

mutação no domínio Walker A, que impede a hidrólise de ATP, foi utilizada como 

controle da reação. Além disso, avaliamos a capacidade da proteína NS2B47NS3 do 

DENV-1 hidrolisar ATP no curso do tempo (Figura 4.40 B).   

 

 
Figura 4.40 – Quantificação da hidrólise de ATP pel a proteína NS2B 47NS3.  A atividade 
ATPase das proteínas NS2B47NS3 FGA/89 e 200Mut (0,4 µM) foi mensurada utilizando-se o kit 
para detecção de fosfato inorgânico (Pi) por verde malaquita (Innova Biosciences®). A. 
Atividade ATPase das proteínas NS2B47NS3. A velocidade inicial de hidrólise de ATP foi 
deterninada a 28°C (10 min.) em presença das concen trações de ATP indicadas. B. 
Quantificação da hidrólise de ATP ao longo do tempo. O Pi liberado nos tempos indicados foi 
mensurado após a incubação da proteína a 28°C em ta mpão Tris HCl pH 7,5, contendo 0,5 mM 
de ATP e 2,5 mM de MgCl2. Os dados representam a média de três determinações 
independentes. 

 

De acordo com os resultados, determinamos as melhores condições para a 

hidrólise de ATP pela proteína recombinante NS2B47NS3 que deve ocorrer em 

tampão Tris pH 7,5 contendo 2,5 mM de MgCl2 e 0,5 mM de ATP e incubação  a 

28°C por 10 min. 

 Estudos estruturais demonstraram que a proteína NS3 dos flavivírus sofre 

mudanças conformacionais quando associada ao RNA. Têm sido demonstrado em 

ensaios in vitro que esta interação estimula a atividade catalítica de ATPase da 

proteína, sugerindo uma interação alostérica entre a proteína NS3 e o RNA (LUO et 
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al., 2008; GEBHARD et al., 2012). Os nossos resultados demonstram que 

concentrações equimolares de dsRNA  ou próximas a ela (0,5 µM a 1,5 µM) são 

capazes de estimular igualmente a atividade catalítica da proteína NS2B47NS3. No 

entanto, a saturação de RNA reduz a capacidade hidrolítica da proteína (Figura 

4.41).   

 

 

Figura 4.41 – Atividade hidrolítica de ATP pela 
proteína recombinante NS2B 47NS3 do DENV-1 
FGA/89 estimulada por dsRNA. A atividade catalítica 
de ATPase da proteína (0,5 µM) foi determinada a 
28°C em presença de 0,5 mM ATP-MgCl 2 e diferentes 
concentrações de dsRNA (0 a 3 µM). O gráfico 
representa os dados de quatro experimentos 
independentes. A análise estatística foi determinada 
pelo teste One-Way ANOVA, seguido pela correção de 
Bonferroni. * p < 0.05  e ** p < 0.01. 

 
A proteínas recombinantes NS2B47NS3 do vírus parental (FGA/89) e as 

variantes mutantes (209Mut, 435Mut, 480Mut, 209/480Mut, 200Mut e 135Mut) foram 

utilizadas para determinar comparativamente a atividade catalítica de ATPase 

estimulada por dsRNA overhang (Figura 4.42).  
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Figura 4.42 -  Análise comparativa da atividade ATP ase 
das variantes das proteínas recombinantes NS2B 47NS3 
do DENV-1. A atividade catalítica das proteínas foi 
determinada a 28°C em presença de 0,5 mM ATP-MgCl 2, 
0,5 µM de dsRNA e diferentes concentrações de proteína 
(300 mM e 500 mM). O gráfico representa os dados de 
quatro experimentos independentes. A análise estatística 
foi determinada pelo teste One-Way ANOVA, seguido pela 
correção de Bonferroni. As barras * p < 0.05 estão 
indicando apenas as diferenças observadas entre 
proteínas de mesma concentração. Todas as condições 
testadas diferem (*** p < 0.001) da proteína defectiva 
NS2B47NS3 200Mut. 

 
 

Os resultados indicam que as variantes da proteína NS2B47NS3 (435Mut, 

480Mut e 209/480Mut) do DENV-1 não diferem da proteína parental quanto a sua 

habilidade em hidrolisar ATP in vitro, evidenciado pelos valores similares de Pi, após 

incubação com o substrato. Apenas a proteína NS2B47NS3209Mut apresentou valores 

mais baixos em relação a proteína parental e 435Mut quando uma concentração de 

300 mM de proteína foi utilizada. No entanto, o aumento na concentração das 

proteínas resultou em um aumento proporcional dos níveis de Pi na solução, não 

havendo diferença estatística entre as proteínas recombinantes.  

 

4.5.4 Ensaio de atividade helicase 

 

A atividade helicase das proteínas recombinantes NS2B47NS3 foi testada em 

presença de 250 nM das proteínas recombinantes, 25 mM TrisHCl pH 7,5, 5 mM 

ATP, 5 mM MgCl2, 2mM DTT10% glicerol, 0,1 mg/ml BSA e 0,2 µM de substrato 
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dsRNA marcado radioativamente, o mesmo utilizado nos ensaios de atividade 

ATPase mencionados acima. As reações foram incubadas em tempos distintos à 

37°C e interrompidas pela adição da solução de term inação (3% Fycoll, 1% SDS, 

0,02% BPB, 20 mM EDTA). Alíquotas foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida não desnaturante (PAGE) 12%. A cinética de atividade helicase 

demonstrou que as proteínas recombinante NS2B47NS3 não foram capazes de 

promover a abertura in vitro da dupla fita de RNA sintético (Figura 4.43). As 

variações da reação, envolvendo diferentes concentrações de proteína, substrato, 

tempo e temperatura também não apresentaram resultados satisfatórios quanto a  

abertura da dsRNA.  

 

 
Figura 4.43 –  Cinética de atividade helicase das v ariantes da proteína NS2B 47NS3 do 
DENV-1 substrato dsRNA. Autoradiografia de eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE) 
nativo 12% dos produtos da reação helicase. Os tempos de incubação estão indicados pelos 
números: 5’ 10’ e 15’. Co indica o controle negativo da reação, sem presença de ATP e 
MgCl2. NT. substrato não tratado. F. substrato fervido.  

 

 Embora o DNA não seja o substrato natural das DExH RNA helicases, 

estudos demonstram que a proteína NS3 dos flavivírus é capaz de promover a 

abertura da dupla fita de DNA in vitro (APPLEBY et al., 2011). Assim, para assegurar 

que as condições experimentais eram adequadas para promoção da atividade 

catalítica de helicase in vitro,  nós utilizamos uma sonda de DNA contendo duas 

regiões simples fita em suas extremidades (Figura 4.44). Desta forma, foi possível 

verificar atividade catalítica de helicase de todas as proteínas NS2B47NS3 
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recombinantes utilizando o substrato de dsDNA, inclusive da proteína controle 

NS2B47NS3200Mut, o que pode sugerir a presença de contaminantes na fração 

purificada das proteínas recombinantes. A proteína NS2B47NS3200Mut é incapaz de 

hidrolisar ATP e, portanto, deve também ser incapaz de promover a abertura da 

dupla fita de ácidos nucleicos. 

 

 
Figura 4.44 – Cinética de atividade helicase das va riantes da proteína NS2B 47NS3 do 
DENV-1 substrato dsDNA. Autoradiografia de eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE) 
nativo 12% dos produtos da reação helicase. Os tempos de incubação estão indicados pelos 
números: 5’ 10’ e 15’. Co indica o controle negativo da reação, sem presença de ATP. NT. 
substrato não tratado. F. substrato fervido. 

 

Para excluir os potenciais contaminantes presentes nas amostras ds proteínas 

recombinantes, as proteínas NS2B47NS3 209/480Mut e 200Mut previamente 

purificadas por cromatografia de afinidade em resina de níquel foram submetidas a 

uma segunda etapa de purificação em cromatografia líquida de proteínas (FPLC - 

ÄKTA prime) em colunas pré-empacotadas com resina Mono-Q sefarose (GE), 

seguida pela purificação em coluna pré-empacotadas com heparina sefarose (GE) 

(Figura 4.45). Alíquotas das frações coletadas durante o processo de purificação das 

proteínas recombinantes foram submetidas à eletroforese em géis SDS-PAGE 13% 

e a identidade das amostras determinada pela técnica de western blotting, utilizando 
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anticorpos anti-histidina ou mAb contra a proteína NS3 helicase do DENV-1 (1402-

7B) 

 
Figura 4.45  – Análise da purificação das proteínas recombinantes NS2B47NS3209/480 e 
NS2B47NS3200 do DENV-1 por cromatografia de afinidade e troca-i ônica.   As reações de 
western blotting foram reagidas com anticorpo policlonal anti-histidina (purificações em resina de 
Ni2+ coluna Mono-Q) e anticorpo monoclonal anti-NS3 helicase 1402-7B (purificação em coluna 
heparina) e anticorpo secundário anti-mouse conjugado com fosfatase alcalina. A. Perfil da 
fração purificada das proteínas NS2B47NS3 após purificação resina de Ni2+. B. Perfil da 
purificação das proteínas NS2B47NS3 após purificação em coluna Mono-Q por FPLC C. Perfil da 
purificação das proteínas NS2B47NS3 após purificação em coluna de heparina por FPLC. BM. 
Padrão de peso molecular BenchMark (Invitrogen).  

 

Após as etapas de purificação sequencial as frações mais puras de cada 

proteína foram misturadas e concentradas em centricon de 50 kDa e visualizadas 

em gel SDS-PAGE 13% corados com gel code blue stain (Thermo) (Figura 4.46). 
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Figura 4.46 - Análise da purificação das 
proteínas recombinante NS2B 47NS3 do DENV-1 
por SDS -PAGE, realizada sob condições 
desnaturantes em gel de poliacrilamida 13%.  
As proteínas foram visualizadas por meio da 
coloração com gel code blue stain. 1. Perfil da 
purificação das proteínas NS2B47NS3209/480 e 
NS2B47NS3200 em resina de Ni2+, antes da 
purificação por troca-iônica 2. Perfil da purificação 
das proteínas NS2B47NS3 após purificação em 
coluna de heparina e concentração em centricon 
com cut off de 50 kDa. BM. Padrão de massa 
molecular BenchMark (Invitrogen).  

 

A análise do processo de purificação das proteínas NS2B47NS3 

recombinantes em gel SDS-PAGE evidencia a remoção da banda de 

aproximadamente 95 kDa. A concentração das proteínas purificadas foi determinada 

utilizando o método de quantificação de proteínas baseado na intensidade de 

fluorescência (Qubit - Invitrogen). As atividades catalíticas de ATPase e helicase das 

proteína NS247BNS3209/480Mut e NS247BNS3200Mut foram avaliadas in vitro. Resultados 

preliminares, mostraram que o método de purificação das proteínas foi eficiente para 

manter a atividade catalítica de ATPase da proteína NS2B47NS3209/480Mut e promover 

a atividade catalítica de helicase em substrato dsDNA. Como controle negativo dos 

ensaios catalíticos, utilizamos a proteína NS2B47NS3200Mut. A proteína não 

apresentou atividades catalíticas de ATPase e helicase, sugerindo que os métodos 

de purificação da proteína foram eficientes para eliminar possíveis contaminantes 

das amostras. Dessa forma, as purificações sequenciais das proteínas em resinas 

de níquel e heparina constituem um método eficiente para purificação das proteínas 

NS2B47NS3, as quais poderão ser utilizadas em estudos comparativos futuros de 
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determinação da atividade catalítica de helicase das proteínas recombinantes do 

DENV-1.  
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5  DISCUSSÃO 

 

Os mecanismos envolvidos na patogênese da dengue são ainda pouco 

compreendidos, principalmente pela ausência de um modelo animal que reflita os 

casos graves da doença; e todos os avanços no conhecimento desta complexa 

patologia têm sido obtidos através de estudos envolvendo pacientes infectados com 

o DENV ou pelo uso de modelos animais que reproduzem algumas das 

características relevantes da dengue. Essas investigações têm demonstrado que 

vários elementos da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro estão 

implicados na patogênese da dengue. Mais recentemente, outros fatores como 

polimorfismos genéticos de populações e fatores virais têm sido correlacionados 

com os distintos perfis de apresentação clínica da doença em humanos. A gravidade 

da doença é, portanto, resultado de uma complexa interação entre os determinantes 

virais e fatores genéticos e imunológicos do hospedeiro.  

É sabido que as cepas dos quato sorotipos do DENV variam em termos de 

patogenicidade e virulência no hospedeiro humano, no entanto, as bases 

moleculares para a ocorrência dessas diferenças fenotípicas são vagamente 

conhecidas. Alguns estudos demonstram que o surgimento de mutações 

espontâneas contribui para a emergência de cepas com maior habilidade infectiva e 

replicativa, que podem ocasionar mudanças no tropismo celular e culminar no 

desenvolvimento de formas graves da doença. Embora alguns possíveis 

determinantes genéticos de virulência do DENV tenham sido descritos, nenhuma 

evidência conclusiva de correlação entre genótipo viral, transmissibilidade e 

patogenicidade foi obtida até o momento. Visando melhor compreender a 

patogênese dessa doença, o nosso grupo tem se dedicado a identificação de 

alterações genéticas que possam estar relacionadas ao aumento da virulência do 

DENV em modelo murino. As variantes neuroadaptadas do DENV-1 cepa FGA/89, 

selecionadas em dois estudos independentes (DESPRÉS et al., 1998; BORDIGNON 

et al., 2007), apresentam propriedades biológicas definidas para o estudo de 

marcadores moleculares de virulência. As mutações identificadas no genoma dessas 

cepas de DENV-1 mapeiam em importantes domínios de duas proteínas virais, E e 

NS3, que apresentam funções estruturais e enzimáticas essenciais para a 

manutenção do ciclo viral. A identificação de assinaturas moleculares no genoma 
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viral ou a determinação de padrões transcricionais de genes do hospedeiro no curso 

da infecção podem constituir uma ferramenta para a identificação de biomarcadores, 

mas principalmente, possibilitar o entendimento de mecanismos moleculares e 

patofisiológicos do desenvolvimento de diferentes padrões da doença.  

Com o intuito de definir o papel funcional de mutações pontuais no genoma 

do DENV-1 (E402, E405, NS3209, NS3435 e NS3480) em modelo experimental de 

neurovirulência murino, in vitro e ex vivo, nós  utilizamos um painel de 10 DENV-1 

recombinantes obtidos a partir dos clones infecciosos de DENV-1 contendo cada 

uma das mutações isoladamente ou em conjunto, conforme esquema mostrado na 

figura 4.1, item 4.1 

 

Caracterização in vivo dos DENV-1 recombinantes 

 

A cinética de infecção in vivo demonstrou que o DENV-1 recombinante triplo 

mutante (vBAC-E402NS3209NS3480) infecta eficientemente células do SNC de 

camundongos neonatos, ocasionando severa encefalite e mortalidade dos animais 

em comparação a baixa eficiência de infecção e virulência do vírus parental 

vBACDV1. As mais altas taxas de progênie viral foram observadas no tecido 

cerebral de camundongos infectados com o DENV-1 triplo mutante em todos os 

pontos da cinética de infecção, demonstrando o papel destas mutações para o 

estabelecimento de uma infecção produtiva no SNC de camundongos.  

A habilidade infectiva do vírus triplo mutante (vBAC-E402NS3209NS3480), 

caracterizada pelas taxas de RNA e progênie viral presentes no SNC de 

camundongos 8 dpi, não difere das taxas de infecção e letalidade do vírus duplo 

mutante (vBAC-E402NS3480). A mutação NS3209, a qual foi co-selecionada com a 

NS3480 durante a adaptação do DENV-1 FGA/89 em camundongo, parece não ter 

efeito na virulência do DENV-1. Interessantemente, níveis semelhantes de RNA e 

progênie viral foram identificados no SNC de camundongos infectados com os vírus 

duplo mutantes (vBAC-E405NS3435  e vBAC-E402NS3480), no entanto, as taxas de 

mortalidade dos grupos de animais infectados com os vírus vBAC-E405NS3435  foram 

mais baixas (73%) em comparação a infecção com o vírus vBAC-E402NS3480 que 

ocasionou mortalidade de 100% dos animais durante o período de observação. 
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Os vírus simples mutantes vBAC-E402, vBAC-E405 e vBAC-NS3209 não exibem 

fenótipo neurovirulento. Em contraste, os DENV-1 recombinantes que contém 

apenas as mutações NS3435 e NS3480 apresentam fenótipo neurovirulento e exibem 

alteração na capacidade replicativa do DENV-1 no SNC de camundongos, o que 

sugere a importância dessas mutações, localizadas no subdomínio II do domínio 

helicase, na modulação do fitness viral in vivo. Tem sido reportado que uma única 

substituição de aminoácido (ThrNS3249Pro) no domínio helicase da proteína NS3 de 

uma cepa avirulenta do WNV é suficiente para ocasionar um fenótipo altamente 

virulento em corvos americanos, por aumentar as taxas de viremia e RNA viral 

(BRAULT et al., 2007). Esta região da proteína está envolvida na ligação de RNA e 

hidrólise de ATP e é requerida para dirigir a helicase viral ao longo do substrato de 

RNA (TUTEJA et al., 2004). Sampath et al. (2006) sugeriram, a partir de estudos 

mutagênicos da proteína recombinante NS3 do DENV-2, que resíduos de 

aminoácidos na superfície do domínio II da proteína NS3hel podem interagir com a 

dsRNA e modular as atividade catalíticas de ATPase, helicase e RTPase da 

proteína. O modelo proposto pelos autores sugere que o resíduo de aminoácido 

Ile365 (localizado no topo do domínio II da NS3) poderia atuar como “translocador”, 

desestabilizando as pontes de hidrogênio da forquilha de dsRNA e modular a 

atividade de helicase da proteína. As mutações NS3480 e NS3435 mapeiam na face 

côncava do domínio II e ambas poderiam alterar a capacidade de ligação ao 

substrato de RNA e, assim, modular as atividades catalíticas da NS3hel.  

Recentemente, Grant et al. (2011) identificaram um determinante crítico para 

a virulência do DENV-2 em camundongo AG129, localizado na posição 52 da 

proteína NS4B. A alteração do resíduo de aminoácido LeuNS4B52Phe em uma cepa 

de DENV-2 não virulenta era suficiente para aumentar a viremia em células de 

mamíferos, mas não em células de inseto, e ocasionar mortalidade de 80% dos 

animais. O aumento da viremia em células de mamífero era independente a 

habilidade da proteína inibir IFN-I. Os autores hipotetizam que a interação física 

entre as proteínas NS4B (localizada na face citoplasmática do RE)  e NS3, poderia 

ocorrer antes do processamento da poliproteína viral e que essa interação transiente 

poderia modular a replicação do DENV. 

Interessantemente, o domínio H1pred da proteína E, onde mapeiam as 

mutações E402 e E405, tem sido associado com a neurovirulência do DENV em 
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modelo murino. Chen et al., (1995) demonstraram que a substituição LysE406Glu, 

identificada no DENV-2 cepa NGC, era capaz de conferir ao vírus quimérico de 

DENV-4/DENV-3 um fenótipo neurovirulento em camundongos. Kawano et al. (1993) 

utilizando a tecnologia de clones infecciosos identificaram dois determinantes 

genéticos localizados na proteína E (Thr155Ile e Phe401Leu) potencialmente 

implicados na neurovirulência do DENV-4 em camundongos. As mutações isoladas 

na proteína E (E402 e E405) não exercem efeito sobre a virulência do DENV-1 

recombinante. No entanto, quando combinadas com as mutações NS3435 e NS3480 

ou NS3209/NS3480 aumentam consideravelmente a síntese de RNA e progênie viral 

no SNC de camundongos, evidenciando o efeito sinérgico dessas mutações para o 

aumento do fitness viral e aquisição de um fenótipo virulento em camundongos. 

Purdy e Chang (2005) demonstraram que mutações na α-hélice H1pred da proteína E 

(resíduos de aminoácidos 398, 401 e 412) estão envolvidas com a 

secreção/retenção de partículas virais não infecciosas em células CHO. Dessa 

forma, as mutações E402 e E405 poderiam também desempenhar um papel no 

aumento da secreção de partículas virais infecciosas por influenciar as interações 

intra e intermoleculares necessárias para a montagem e transporte das partículas 

virais pela via secretória da célula hospedeira. Por outro lado, as mutações na 

proteína E poderiam também através de interações intramoleculares facilitar o 

processo de trimerização, requerido para fusão da membrana viral com a membrana 

do endossomo, e consequentemente aumentar a liberação do nucleocapsídeo viral 

no citoplasma (STIASNY et al., 2005; MODIS et al., 2004). Assim, o aumento do 

input de RNA viral, juntamente com a maior eficiência de replicação conferida pelas 

mutações NS3435 e NS3480, poderia contribuir para o aumento da síntese de RNA na 

célula hospedeira. A presença dessas mutações poderiam aumentar a eficiência de 

replicação através da modulação das atividades catalíticas ou interação com outras 

proteínas do complexo replicativo. Tem sido descrito que a proteína NS3 de 

flavivírus desempenha um importante papel na morfogênese viral. Mais 

recentemente, Jiang e Luo (2012) demonstraram que mutações na proteína NS3 de 

HCV podem atuar sinergicamente para aumentar a eficiência de montagem de 

partículas virais infecciosas através de interações físicas com outras proteínas virais 

estruturais e não estruturais. Dessa forma, as mutações nas proteínas E e NS3 

poderiam atuar de forma sinérgica modulando os processos de liberação do RNA 
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viral na célula hospedeira, aumentando a eficiência de replicação, montagem e 

liberação da partícula viral no SNC de camundongos infectados com os DENV-1 

duplos e triplo mutantes 

 Além disso, nós evidenciamos que a combinação das mutações 

E402/NS3209/NS3480 altera significativamente a capacidade replicativa do DENV-1 

recombinante, possibilitando a disseminação do vírus para outros tecidos celulares, 

tal como a medula espinhal de camundongos. No entanto, o mecanismo envolvido 

com a infecção e replicação do DENV-1 recombinante em células da medula 

espinhal necessita ainda ser determinado. Alguns estudos sugerem que o DENV 

inoculado via i.c. pode disseminar-se para os neurônios da medula espinhal através 

do canal ependimário, por transmissão via espaço intersticial de células 

ependimárias ou diretamente pela infecção de neurônio a neurônio, através de 

vesículas pré e pós-sinápticas. Chaturvedi et al. (1991) utilizando um modelo murino 

de infecção demonstraram a habilidade do DENV “cruzar” a barreira 

hematoencefálica, provavelmente pela secreção de uma citocina que o autor 

denominou de fator citotóxico (CF), produzida durante a infecção viral. 

Recentemente, foi demonstrado que uma parcela significativa de pacientes com 

manifestações neurológicas da dengue apresentam vírus circulante ou IgM 

específica contra proteínas do DENV no líquor, indicando que o vírus pode cruzar 

ativamente a barreira hematoencefálica e replicar nos tecidos do sistema nervoso 

humano (DOMINGUES et al., 2008; PUCCIONI-SOHLER et al., 2009). 

A patologia provocada pela infecção do DENV é determinada pelo equilíbrio 

entre a resposta do hospedeiro frente à infecção e a capacidade do agente 

infeccioso escapar desta resposta imune e multiplicar-se no hospedeiro. Como parte 

desta interação dinâmica, os níveis da resposta do hospedeiro podem contribuir para 

a patofisiologia da doença. Foi demonstrado pela técnica de RT/qPCR que níveis 

elevados de replicação da variante vBAC-E402NS3209NS3480 induzem maior 

expressão de IFN-β, USP18 e Ccl5 em comparação com o vírus parental, 

consistente com os dados anteriores de primatas não humanos (SARIOL et al., 

2007) e culturas primárias de células humanas (WARKE et al., 2008). Os nossos 

dados corroboram os resultados de Bordignon (2008), demonstrando que cepas 

mais neurovirulentas possuem modulação de IRF (do inglês, interferon regulatory 

factors) mais expressiva em relação aos vírus não patogênicos. Durante este 



163 

 

 

estudo, Bordignon et al. (2008) evidenciaram que o gene Ube2l6, que codifica uma 

enzima conjugada a ubiquitina, estava regulado positivamente em animais 

infectados com o DENV-1 parental (FGA/89) e com a variante neuroadaptada 

(FGA/NA a5c) 8 dpi; com maiores níveis de significância nos animais infectados com 

o vírus neuroadaptado. Em um estudo recente, uma proteína celular humana com 

função semelhante (Ube21, enzima conjugadora a ubiquitina) foi indentificada nos 

ensaios de interação com as proteínas NS2B, NS4B e NS5 do DENV; e a utilização 

de siRNA para este gene foi capaz de inibir a replicação viral (KHADKA et al., 2011). 

A proteína Ube216 participa da mesma via de ubiquitinação que a USP18, 

importante para os mecanismos de resposta imune inata contra infecções virais.. Foi 

descrito que a proteína Usp18 é capaz de se ligar ao receptor IFNAR2 (do inglês, 

Interferon-alpha/beta receptor) e atuar na regulação negativa da via de IFN 

(MALAKHOVA, et al., 2006). Dessa forma, o aumento da expressão desse gene, 

induzida pela infecção com o vírus triplo mutante, parece resultar de uma tentativa 

da célula hospedeira conter a exacerbação da resposta imune no tecido cerebal de 

camundongos. No entanto, o aumento da expressão desse gene poderia favorecer a 

replicação viral no tecido cerebral dos camundongos infectados. O aumento da 

expressão gênica da quimiocina Ccl5 no tecido cerebral de animais infectados com o 

vírus triplo mutante pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento de 

encefalite nesses animais. As quimiocinas da família C-C e C-X-C atraem uma 

grande variedade de células, como monócitos/macrófagos, eosinófilos, células 

dendríticas, basófilos e linfócitos T e poderiam contribuir para o desenvolvimento de 

injúrias teciduais graves observadas no tecido cerebral dos animais infectados com 

as variantes neurovirulentas do DENV-1 (BORBA, 2010; STROTTMANN, 2008; 

BORDIGNON et al., 2008). 

 

Caracterização in vitro dos DENV-1 recombinantes 

 

A cinética de infecção dos DENV-1 recombinantes em células de linhagem 

humana e de inseto nos permitiu evidenciar o sinergismo entre as mutações nas 

proteínas E e NS3 para o estabelecimento de uma infecção mais produtiva. Embora 

a diferença no número de células infectadas com os DENV-1 vBAC-NS3435 e vBAC-

NS3480 não sejam significativas, os dados de quantificação por citometria de fluxo, 
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revelaram a tendência desses vírus infectarem um maior número de células Huh 7.5 

em relação ao vírus vBACDV1. A indução de CPE em células Huh7.5 pelos vírus 

vBACDV1, vBAC-NS3209, vBAC-NS3435 e vBAC-NS3480 podem ter exercido efeito 

sobre o número de células infectadas em relação aos vírus que não induzem CPE 

(vBAC-E402, vBAC-E405, vBAC-E402NS3480, vBAC-E405NS3435 vBAC-

E402NS3209NS3480). Desta forma, somente a quantificação direta da progênie viral e 

do RNA viral durante a cinética de infecção dos DENV-1 recombinantes em células 

C6/36 e Huh7.5 permitirá avaliar, de uma forma mais eficaz, o efeito das mutações 

na modulação do fitness viral in vitro.  

Como mencionado, os vírus recombinantes utilizados neste trabalho diferem 

quanto à sua habilidade de causar CPE em culturas de células de humano (Huh7.5) 

e de inseto (C6/36). Os vírus vBAC-NS3209, vBAC-NS3435 e vBAC-NS3480 mantém as 

mesmas características do vírus parental vBACDV1, induzindo fusão celular tipo-

sincício em células C6/36 e lise celular em células Huh7.5. No entanto, os vírus 

vBAC-E402 e vBAC-E405 não induzem a formação de CPE, semelhante ao vírus 

FGA/NA d1d e FGA/NA P6, de onde as mutações foram previamente identificadas. 

Interessantemente, os vírus contendo a combinação das mutações E e NS3 

(vBACE402NS3209, vBACE402NS3480, vBACE402NS3209NS3480 e vBACE405NS3435) 

apresentaram alteração no fenótipo de fusão em cultura celular; evidenciando, mais 

uma vez, o efeito sinérgico das mutações nas proteínas E e NS3 para modulação do 

fenótipo viral.  

Os resultados demonstraram que presença de uma única mutação (E402 e 

E405) na região N-terminal da H1pred da proteína E era suficiente para suprimir o CPE 

do DENV-1 recombinante em cultura de células. Com o intuito de confirmar o efeito 

dessas substituições de aminoácido no fenótipo viral, as mutações PheE402Leu e 

ThrE405Ile foram inseridas no contexto do clone infeccioso quimérico de YF/DEN-1; 

que contém o backbone do YFV atenuado e a região genômica equivalente as 

proteínas prM-E do DENV-1 genótipo V (MATEU et al., 2007). A região prME do 

clone pAC YF/DEN-1 apresenta 97,8% de similaridade aminoacídica com a região 

equivalente do DENV-1 cepa FGA/89 e 98,6% de similaridade com o DENV-1 cepa 

BR/90. A inserção das mutações E405 e E402 no contexto genético do vírus quimérico 

YF/DEN-1 nos permitiu confirmar o papel e a importância dessas mutações no 

processo de inibição do CPE em culturas de células. A inserção de mutações 
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pontuais de uma cepa viral (vBAC-E402 e vBAC-E405) no contexto do genoma de 

outra cepa distinta (YF/DENV) aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos, 

tendo em vista que, a estratégia utilizada nos possibilitou reproduzir in vitro o 

fenótipo de inibição do CPE. Nós especulamos que a substituição dos aminoácidos 

na região H1pred da proteína E do DENV poderia afetar o estado de transição do 

homodímero da proteína E para a forma de fusão (MODIS et al., 2004) ou influenciar 

na estrutura e distribuição desses elementos nas membranas do RE (ZHANG et al., 

2003). Lin et al., (2011) sugerem a importância do caráter hidrofóbico desta região 

da proteína E para manutenção da estrutura e função da α-hélice da H1pred. Os 

aminoácidos Leu e Ile apresentam alto valor empírico de hidrofobicidade e poderiam 

afetar a associação da stem region com a membrana e, dessa forma, interferir com a 

curvatura e dobramento da membrana lipídica durante a montagem da partícula viral 

no RE ou trimerização da proteína E, induzida por baixo pH.  

Os mecanismos pelos quais os flavivírus induzem alterações morfológicas 

específicas na célula hospedeira não está completamente elucidado. Porém, sabe-

se que no hospedeiro vertebrado, o CPE pode contribuir para a gravidade da 

doença; no caso da infecção pelo YFV o CPE pode ocasionar injúria hepática 

(PASTORINO et al., 2010). Tem sido reportado que a replicação viral pode causar 

extensivo rearranjo do citoesqueleto e membranas intracelulares e culminar no 

desenvolvimento de CPE em células de origem humanas, de primatas não 

humanos, de roedores e de insetos. Randolph e Stollar (1990) sugerem que a 

formação de fusão tipo-sincício em células de mosquitos infectadas com DENV pode 

ser iniciada por vírions recém-liberados, que se tornam engajados na fusão com a 

membrana plasmática de células vizinhas infectadas ou não. Durante a infecção dos 

flavivírus na célula hospedeira, o baixo pH do endossomo induz a exposição do 

peptídeo de fusão presente na proteína E, promovendo a liberação do 

nucleocapsídeo no citoplasma. A habilidade do vírus se fundir com a membrana do 

endossomo da célula hospedeira a médio pH parece ter um papel na infectividade 

dos flavivírus (GOLLINS; PORTERFIELD, 1986). Da mesma forma o pH parece ter 

efeito na formação de sincício durante a infecção viral na célula hospedeira.  

Análises imunohistológicas prévias do SNC de camundongos infectados com 

os DENV demonstram que os neurônios corticais e hipocampais são os principais 

alvos de infecção pelo DENV-1 (BORDIGNON, STROTTMANN et al., 2007; BORBA 



166 

 

 

(2010). Além disso, as células de neurônio primário (NP) e linhagens celulares de 

neurônio murino (Neuro 2a) suportam com eficiência a replicação do DENV 

(BORDIGNON, STROTTMANN et al., 2007). De acordo com esses resultados e com 

o intuito de avaliar o papel das mutações E402 e E405 na interação com receptores 

das células hospedeira, nós realizamos ensaios de ligação em células de linhagem 

murina Neuro 2a. Condizente com a localização, as mutações  E402 e E405 não 

modulam a afinidade do vírus aos receptores de superfície da célula hospedeira, 

apresentando a mesma capacidade de ligação que o vírus parental vBACDV1. 

Dessa forma, podemos sugerir que o mecanismo pelo qual as mutações na proteína 

E aumentam a virulência do DENV envolve os passos seguintes a adsorção viral, tal 

como fusão, morfogênese viral e liberação da partícula infecciosa. Allison et al. 

(1999) e Lin et al. (2011) demonstraram o envolvimento do domínio H1pred em dois 

importantes passos do ciclo de replicação viral: a entrada e montagem da partícula 

viral na célula hospedeira.  

Os resultados obtidos in vivo e in vitro sugerem que as mutações identificadas 

nas variantes neurovirulentas do DENV-1 podem afetar tanto a virulência no 

hospedeiro vertebrado, ocasionando severa encefalite em camundongos neonatos, 

quanto o fitness viral in vitro, aumentando a habilidade infectiva desses vírus em 

células humanas e de inseto. Gubler et al., (1978) demonstraram que cepas de 

DENV-2 menos virulentas nos hospedeiros humanos apresentam baixas taxas de 

transmissão em mosquitos vetores. Cologna, Armstrong e Rico-Hesse (2005) 

demonstraram que o aumento da viremia do DENV-2 (genótipo asiático) em 

hospedeiros humanos está associado com a maior eficiência de replicação em DCs 

residentes na epiderme e maior competência vetorial (infecção e disseminação) em 

mosquitos A. aegypti, quando comparado com o vírus avirulento de mesmo sorotipo. 

Dessa forma, estudos adicionais utilizando as variantes dos DENV-1 recombinantes 

serão realizados para avaliar o potencial efeito das mutações nas proteínas E e NS3 

na modulação da replicação e transmissibilidade dos DENV-1 recombinantes em 

mosquitos vetores do gênero Aedes.  
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Caracterização ex vivo dos DENV-1 para avaliação das mutações na 

proteína NS3 

 

 As DCs residentes na pele são os primeiros alvos do DENV durante a 

infecção natural e constituem um elemento chave no desenvolvimento da resposta 

imune adaptativa. Deste modo, as DCs representam um interessante modelo de 

estudo ex vivo na patogênese da dengue (DEJNIRATTISAI et al., 2008). Com base 

nos resultados de infecção in vivo, em que se observou um aumento na morbidade e 

mortalidade dos animais infectados com as variantes vBACNS3435 e vBACNS3480, 

decidimos avaliar o papel pontual destas mutações no perfil de replicação viral e 

resposta das mdDCs humanas em relação ao DENV-1 parental (vBACDV1).  

O pico de replicação dos DENV-1 recombinantes em mdDCs ocorre 48 hpi. A 

síntese de proteínas virais e liberação de novas partículas infecciosas acompanham 

a cinética de replicação. No entanto, a infecção dos vBAC-NS3435 e vBAC-NS3480 

em mdDCs é mais produtiva, no que se refere a replicação e produção de progênie 

viral, do que a infecção com o vírus parental vBACDV1 com MOI similar ou mais 

alto, evidenciando o papel dessas mutações na modulação da infectividade viral. A 

análise por citometria de fluxo mostrou regulação positiva dos marcadores de 

superfície CD40 e CD80 em mdDCs infectadas com os vírus mutantes em 

comparação a infecção com o mock e vBACDV1 e modulação significativa de HLA-

DR em todos os DENV-1 recombinantes quando comparado com o mock.  

Durante a infecção viral na célula hospedeira, os PRRs citosólicos ou 

associados a membranas são capazes de reconhecer os componentes virais 

(PAMPs) e disparar uma resposta antiviral. Os resultados obtidos neste trabalho 

demonstraram que a replicação dos DENV-1 em mdDCs estimula a expressão 

gênica de TLR3 e TLR7 24 hpi, com mais alta significância para os DENV-1 

contendo as substituições NS3435 e NS3480; em concordância com as maiores taxas 

de replicação. Essas moléculas constituem elementos chave da resposta imune e 

são capazes de disparar a via de sinalização que ativa a produção de IFN-I e 

citocinas pró-inflamatórias (TAKEUCHI; AKIRA, 2009). No entanto, em contraste 

com alguns trabalhos reportados na literatura (WANG et al., 2006; SUN et al., 2009), 

nós evidenciamos que os DENV-1 recombinantes vBAC-NS3435 e vBAC-NS3480 não 

induzem expressão diferencial de IFN-I (α/β) em células mdDCs, apesar dos altos 
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níveis de expressão dos genes de TLR3/7 detectados 24 hpi, comparados com o 

vírus parental. O aumento na expressão de proteínas de IFN-α em mdDCs foi 

detectado 24 e 48 hpi com os DENV-1 recombinantes em relação ao mock, não 

havendo diferença significativa entre os DENV-1 recombinantes. Os níveis de IFN-α 

no sobrenadante das culturas infectadas com os DENV-1 recombinantes não foram 

maiores que 1,2 ng/mL, em 48 hpi. O aumento significativo na expressão das 

proteínas de IFN-β em relação ao mock foi observado apenas 48 hpi, não havendo 

diferença significativa entre os DENV-1 recombinantes. Os níveis de IFN-β no 

sobrenadante das culturas infectadas com os DENV-1 recombinantes não foram 

maiores que 250 pg/mL, em 48 hpi. Tem sido reportado na literatura que os DENV 

são fracos indutores de IFN-I em cultura de mdDCs humanas (SUN et al., 2009; 

RODRIGUEZ-MADOZ et al., 2010a/2010b). Uma vez que os nossos estudos iniciais 

foram feitos com baixas MOIs, utilizamos uma MOI 10 vezes maior para investigar 

se a dose do DENV-1 poderia ter efeito sobre a produção de IFN-I. Observamos que 

a produção de IFN-α/β, não se alterava mesmo quando altas doses de vírus eram 

administradas. Os resultados indicam que os DENV-1 recombinantes podem 

bloquear ou não induzir a via de sinalização de IFN-I nas células infectadas, 

sugerindo um possível mecanismo viral para evasão da resposta imune em mdDCs.  

Diversos trabalhos demonstram que os DENV podem evadir com sucesso a 

resposta imune da célula hospedeira. Proteínas não estruturais de flavivírus e outros 

vírus RNA, tal como HCV, HIV e vírus da influenza A, produzem modulação imune 

efetiva e utilizam distintos mecanismos para limitar a resposta imunológica do 

hospedeiro e aumentar a replicação viral (GAO et al., 2012; IMRAN et al., 2012; 

MARSILI et al., 2012; YE et al., 2013). Pelo menos cinco das sete proteínas NS do 

DENV (NS2A, NS4A, NS4B, NS5 e o complexo NS2BNS3 protease) têm sido 

associadas com a inibição de diferentes componentes da cascata de sinalização de 

IFN-I (MUÑOZ-JORDÁN et al., 2003 e 2005; ASHOUR et al., 2009). Recentemente, 

Aguirre et al. (2012) demonstraram que a atividade proteolítica do complexo 

NS2BNS3 é requerida para promover a clivagem da molécula adaptadora 

estimuladora do gene de IFN (STING do inglês, stimulator of the interferon gene) e 

modular a geração de uma resposta imune em DCs humanas mediada pela via de 

sinalização de IFN-I, por sensibilização independente dos TLR. Estudos envolvendo 

o complexo protease do HCV (NS4ANS3) demonstraram que esta proteína cliva 
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especificamente a molécula TRIF em dois polipeptídeos, impedindo a ativação do 

promotor da transcrição de IFN-β dependente de TLR (LI et al., 2005a). Da mesma 

forma Meylan et al. (2005) demonstraram que o complexo viral NS4ANS3 do HCV 

também é capaz de clivar eficientemente IPS-1 e inibir a via de sinalização em 

linhagens celulares humanas. Mais recentemente, Chang et al. (2012) publicaram 

resultados similares aos identificados neste estudo e evidenciaram que os baixos 

níveis de IFN-β detectados em DCs derivadas da medula espinhal de camundongos 

infectadas com DENV-2 decorrem do bloqueio da ativação de NF-kB e indução de 

citocinas disparadas pela sinalização de TLR. 

Por outro lado, é sabido que a replicação viral contribui para indução e 

rearranjo das membranas intracelulares do RE. Nós especulamos que as mutações 

na proteína NS3 poderiam contribuir para a formação de estruturas vesiculares nas 

membranas do RE da célula hospedeira infectada, favorecendo a replicação e 

isolando alguns componentes virais, dificultando a interação PAMP-PRRs. Este 

fenômeno tem sido descrito para alguns flavivírus (FREDERICKSEN; GALE, 2006) 

e, conforme demonstrado, pode contribuir para evasão da resposta imune e 

favorecer a replicação e produção de novas partículas virais na célula hospedeira. 

É importante ressaltar que a baixa produção de IFN-β induzida pela infecção 

dos DENV-1 recombinantes vBACDV1, vBAC-NS3435 e vBAC-NS3480 em mdDCs 

humanas está de acordo com os resultados obtidos nos estudos in vivo (Figura 7, 

anexo 1), em que os vírus contendo mutações na proteína NS3, embora repliquem 

de forma mais eficiente no SNC de camundongos, induzem níveis de expressão de 

IFN-β similares quando comparado com o vírus parental. Em contraste, a expressão 

do gene de IFN-β estabelecida durante a infecção dos vírus duplo mutantes (vBAC-

E402NS3435 e vBAC-E402NS3480), é pelo menos quatro vezes maior do que a 

expressão induzida pela infecção dos vírus vBACDV1, vBAC-NS3435 e vBAC-NS3480. 

Posteriormente, será interessante avaliarmos se o efeito sinérgico das mutações 

E402 e E405 na indução de IFN-I ocorre também em mdDCs humanas. O modelo de 

infecção ex vivo demonstrou a correlação entre a eficiência de replicação e 

modulação da resposta imune dos vírus contendo as mutações nas proteínas NS3 

observada nos estudos in vivo.  
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Utilização da tecnologia de replicons subgenômicos para o estudo do 

papel de mutações pontuais NS3 de  DENV-1 

 

Com o intuito de confirmar o papel dos determinantes genéticos da proteína 

NS3 na modulação da replicação viral, nós utilizamos a tecnologia de replicons 

subgenômicos do DENV-1. Os RNAs subgenômicos, obtidos a partir da transcrição 

in vitro dos clones RepBACDV1, RepBACDV1NS3209, RepBACDV1NS3435 e 

RepBACDV1NS3480, foram transfectados em mdDCs e a eficiência de replicação 

dos RNAs contendo as mutações de interesse, na ausência das proteínas estruturas 

do DENV-1 foi avaliada por RT/qPCR.  O aumento exponencial dos níveis de RNA 

ao longo da cinética de transfecção em células mdDCs demonstrou que os RNAs 

subgenômicos do DENV-1 gerados neste trabalho foram hábeis a replicar e produzir 

proteínas virais neste sistema ex vivo; ressaltando a maior eficiência de replicação 

dos RNAs contendo as mutações nas posições NS3435 e NS3480, detectada 48 hpt. 

De acordo com os resultados obtidos nos estudos in vivo e in vitro, a mutação 

NS3209 parece também não desempenhar vantagem seletiva para replicação do 

RNA subgenômico do DENV-1 em sistema ex vivo. Visto que durante o processo de 

neuroadaptação do DENV-1 FGA/89 em camundongos, a mutação NS3209 foi 

detectada concomitantemente com a NS3480, durante a terceira passagem em 

cérebro de camundongos neonatos, podemos especular que a presença da mutação 

NS3209, que isoladamente parece não conferir vantagem seletiva ao DENV-1, pode 

ter favorecido a seleção de uma mutação compensatória (NS3480). A expressão de 

marcadores moleculares de ativação (CD40 e CD80) presentes na superfície das 

mdDCs transfectadas com os RNAs subgenômicos foi determinada por citometria de 

fluxo. Nenhuma modulação diferencial dos marcadores de ativação foi observada 

em mdDCs transfectadas com os RNAs subgenômicos do DENV-1 e mock em todos 

os tempos da cinética de transfecção, o que poderia sugerir o papel das proteínas 

estruturais para a ativação das mdDCs. No entanto, alguns trabalhos demonstram 

que epítopos da proteína NS3 podem ser processados e apresentados via MHC 

classe I (DUANGCHINDA et al., 2010) e que a maioria dos epítopos reconhecidos 

pelas células T estão localizados na proteína NS3 do DENV (KURANE et al., 2011), 

evidenciando que a proteína NS3 constitui um bom componente antigênico. As 

baixas taxas de replicação do RNA subgenômico, em comparação as altas taxas de 
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replicação do genoma viral completo, podem também ter exercido efeito na baixa 

expressão de marcadores moleculares de ativação em mdDCs. Os baixos níveis de 

detecção de RNA 8, 24 e 48 hpt podem refletir a baixa eficiência de replicação dos 

RNAs subgenômicos do DENV-1 em decorrência da ausência das proteínas 

estruturais, conforme demonstrado por Leardkamolkarn et al. (2012). 

Alternativamente, os baixos níveis de RNA detectados por RT/qPCR também podem 

refletir o baixo número de cópias de RNA utilizados como input para transfectar as 

mdDCs.  

Alguns sistemas subgenômicos de replicon incluem marcadores moleculares 

que permitem uma quantificação indireta de sua replicação.  A inserção de genes 

repórteres neste sistema poderia facilitar o estudo de marcadores moleculares de 

virulência por permitir uma quantificação indireta da replicação autônoma desses 

RNAs em sistemas celulares. Além disso, replicons subgenômicos de flavivírus 

expressando genes repórteres, como GFP e renilla luciferase, têm sido 

desenvolvidos para propiciar o screening de compostos antivirais e siRNA (ROSSI et 

al., 2005; NG et al., 2007) e o estudo das regiões não traduzidas do genoma viral 

(ALVAREZ et al., 2005; HOLDEN et al., 2006). Diferentes abordagens técnicas para 

a inserção de genes repórteres em sistemas subgenômicos de replicons têm sido 

descritas (BONALDO et al., 2007; KAPTEIN et al., 2010; ZOU et al., 2011). Alguns 

grupos descrevem que a inserção de genes que codificam para GFP e Rluc na 

região 3’UTR do genoma viral sob controle traducional do IRES do vírus da 

encefalomiocardite (EMCV), estratégia similar a utilizada pelo nosso grupo para a 

construção de replicons subgenômicos do DENV-1 RepBACDV1 #76eGFP, podem 

resultar na redução das taxas de replicação do RNA viral e eliminação parcial do 

cassete gênico (KHROMYKH; WESTAWAY,1997; PIERSON et al., 2005). A 

modificação do genoma viral com longas sequências nucleotídicas, a instabilidade 

genética da região 3’UTR e a inserção desses genes na porção variável da região 

3’UTR podem ter contribuído para a insuficiente replicação dos RNAs subgenômicos 

contendo genes repórteres, utilizados neste trabalho. 

Recentemente, Schoggins et al. (2012) reportaram a construção de replicons 

subgenômicos e clones infecciosos do DENV-2 expressando os genes repórteres 

GFP e firefly luciferase (Fluc). Para tanto, a região conservada de ciclização (CS) do 

capsídeo do DENV-2 era duplicada e clonada in frame com os genes repórteres 
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GFP e Fluc fusionados com o sítio de clivagem do vírus, foot-and-mouth disease 

(FMDV-2A), para assegurar a clivagem C-terminal dos genes heterólogos 

(VARNAVSKI; YOUNG; KHROMYKH, 2000). Essa construção era então inserida a 

montante da região 5’ do gene que codifica para o capsídeo viral. Neste sistema, a 

região CS do capsídeo viral a jusante da sequência heteróloga foi mutada para 

impedir a ciclização dessa região durante a replicação do RNA viral. Esta estratégia 

apresentou-se extremamente eficiente para a construção de genomas infecciosos 

estáveis expressando genes repórteres, desta forma, uma estratégia similar será 

empregada para a inserção de genes repórteres no contexto dos genomas 

infecciosos do DENV-1. 

 

 Caracterização funcional   das mutações na proteína NS3 do DENV-1 

 

Neste trabalho, descrevemos a expressão funcional do domínio helicase da 

proteína NS3 (resíduos de aminoácido 169 a 619) do DENV-1 FGA/89 e de sete 

variantes do complexo funcional NS2B47NS3 do DENV-1 (NS2B47NS3 FGA/89, 

NS2B47NS3209Mut, NS2B47NS3435Mut, NS2B47NS3480Mut, NS2B47NS3209/480Mut, 

NS2B47NS3200Mut e NS2B47NS3135Mut). A fração eluída das proteínas recombinantes 

NS2B47NS3 apresentou, além da proteína de massa molecular esperada 

(aproximadamente 79 kDa), uma proteína específica com peso molecular mais alto, 

de aproximadamente 90 kDa. Shiryaev et al., 2007, utilizando um sistema de 

expressão e purificação similar ao que utilizamos, observaram um padrão de bandas 

similar na obtenção da proteína recombinante NS2B45NS3 de WNV. Nós 

especulamos que a inserção de um único códon de terminação após a sequência 

que codifica para a proteína NS3 não tenha sido suficiente para promover uma 

terminação da transcrição de forma eficiente, afetando a acurácia da terminação da 

tradução. Assim, algumas moléculas podem ter sido traduzidas além do códon de 

terminação, expressando o tag C-terminal hexahistidina, conforme evidenciado pela 

técnica de western blotting reagido com anticorpo monoclonal anti-histidina C-

terminal (Figura 4.37). Todas as variantes da proteína NS2B47NS3 apresentaram 

atividade autoproteolítica, como demonstrado nos géis SDS-PAGE pela presença de 

uma banda de aproximadamente de 18 kDa que corresponde ao sítio de clivagem 

interna da proteína NS3; exceto a proteína controle NS2B47NS3135Mut que 
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apresentou-se totalmente resistente a autoproteólise. 

Os ensaios de atividade proteolítica das NS2B47NS3 recombinantes, 

utilizando como substrato o hexa-peptídio FRET referência (AKRR↓SQ), 

correspondente ao sítio de clivagem de reconhecimento da protease dos DENV, 

revelaram que as proteínas contendo as mutações nas posições NS3209, NS3435, 

NS3480 e NS3209/NS3480 não diferem da proteína selvagem (NS2B47NS3 FGA/89) 

quanto à especificidade e clivagem do substrato. A proteína NS2B47NS3200Mut 

(mutação que inativa a atividade ATPase da proteína) apresentou baixa eficiência 

catalítica, determinada pelos valores de kcat/Km, com alta afinidade ao substrato 

(Km), porém, baixo turnover da enzima (kcat). Uma possibilidade seria que a 

substituição Lys/Ala na posição 200 da proteína NS3hel poderia alterar a 

conformação espacial da proteína quimérica e, assim, reduzir a eficiência de 

clivagem do substrato. A inclusão da proteína NS2B47NS3135Mut, que continha uma 

substituição de aminoácido na tríade catalítica do domínio protease que a impedia a 

catálise de substratos peptídicos sintéticos, não apresentou atividade e excluiu a 

possibilidade de eventuais proteases contaminantes. Recentemente, Condotta et al. 

(2010) descreveram um interessante método para estudos de atividade proteolítica 

da NS2BNS3 do WNV na célula hospedeira, utilizando substratos fluorescentes 

ancorados nas membranas do RE. Embora a quantificação dos produtos não possa 

ser realizada de forma direta, essa abordagem permite avaliar a habilidade 

proteolítica das enzimas em ambiente fisiológico.  

Os ensaios de atividade ATPase demonstraram que a proteína NS2B47NS3 

FGA/89 apresenta maior capacidade de hidrólise de ATP do que apenas o domínio 

helicase da NS3, o que sugere o papel regulatório do domínio protease para a 

atividade NTPase/Helicase, tal como demonstrado em estudos anteriores. Xu et al. 

(2005) demonstraram que a proteína NS3 inteira apresenta maior atividade ATPase 

em comparação a habilidade do domínio helicase da proteína NS3 (resíduos de 

aminoácidos 171-618) hidrolisar ATP. Luo et al. (2008) analisaram a estrutura 

atômica da proteína NS2BNS3 do DENV-4 e demonstraram que o linker 

polipeptídico flexível, que compreende os resíduos de aminoácidos 160 a 179, 

apresenta um papel  importante na associação do domínio protease com os 

subdomínios I e II do domínio helicase da NS3. E que a interação entre os dois 

domínios contribui para o aumento das atividades catalíticas de NTPase e helicase 
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da proteína NS3 in vitro. Os autores propõem que resíduos básicos localizados na 

superfície do domínio protease apresentam alta afinidade por nucleotídeos e 

poderiam participar da ligação ao RNA e modular as atividades NTPase/ helicase da 

NS3. Frick et al. (2004) sugerem que o domínio protease da proteína NS3 de HCV é 

essencial para a processividade da enzima e que a rotação do domínio protease, a 

qual parece ocorrer durante a replicação viral, poderia influenciar a atividade 

catalítica de ATPase/helicase da proteína helicase do HCV, e, portanto, a replicação 

viral.  

 Os nossos resultados demonstram que a atividade da proteína recombinante 

NS2B47NS3 é modestamente estimulada pelas concentrações crescentes de ATP e 

RNA dupla fita overhang e que o excesso dessas moléculas em solução reduzem a 

atividade ATPase da proteína. Frick et al. (2004) demonstrou que o excesso de 

ácido nucléico inibe a atividade helicase da proteína NS3 do HCV, que atua como 

uma armadilha (trap) enzimática, que sequestra o excesso de helicase não ligado ao 

substrato de RNA. A comparação da atividade ATPase das proteínas recombinantes 

NS2B47NS3, utilizando as concentrações ótimas de ATP e substrato de RNA, 

demonstra que as substituições LeuNS3435Ser ou LeuNS3480Ser parecem não afetar 

a habilidade dessas proteínas hidrolisar ATP em ensaios in vitro. A substituição 

ValNS3209Ile parece ter um leve efeito negativo na modulação da atividade ATPase 

em relação a proteína parental.  

Conjuntamente, os resultados mostram que as mutações em estudo parecem 

não desempenhar per se papel na modulação das atividades catalíticas de protease 

e ATPase in vitro. A predição da localização das mutações nas posições NS3435 e 

NS3480 na estrutura tridimensional da proteína NS3 do DENV-2  sugerem que ambas 

as mutações mapeiam em um domínio hidrofóbico da proteína que possivelmente  

representaria uma região de interação com componentes virais ou da célula 

hospedeira. Por conseguinte, é provável que as substituições Leu/Ser que mapeiam 

no subdomínio II da porção helicase da proteína NS3, no topo da estrutura de β-

hairpin,  possam provocar mudanças nas interações da proteína, e desta forma, 

alterar a atividade do complexo de replicação (CR) e ocasionar mudanças no 

fenótipo viral. Diversos estudos demonstraram por ensaios de imunocolocalização e 

fracionamento celular a associação da proteína NS3 com as proteínas não 

estruturais NS5 (KAPOOR et al., 1995; CHEN et al., 1997) NS1, NS2B, NS2A, 
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NS4A,  NS5 e com o RNA viral no complexo de replicação durante a infecção na 

célula hospedeira (WESTAWAY et al., 1997; MACKENZIE et al., 1998). A relevância 

biológica dessas interações para a replicação viral não está totalmente esclarecida, 

no entanto, é sabido que a interação NS3/NS5 estimula a atividade NTPase e 

RTPase da NS3 (YON et al., 2005) e que a interação NS3/NS4B resulta na 

dissociação da NS3 com o RNA simples fita e consequentemente aumenta sua 

atividade helicase (UMAREDDY et al., 2006); tanto a NS5 como a NS4B  interagem 

com a porção C-terminal da proteína NS3 (a partir do resíduo de aminoácido da 

posição 300), no entanto, os determinantes estruturais dessas interações não são 

conhecidos.  

No presente estudo, nós demonstramos que as mutações nas posições 

NS3435 e NS3480 estão envolvidas com o aumento da síntese de RNA viral e 

tradução de proteínas viras na célula hospedeira. De acordo com os resultados 

obtidos, podemos supor que embora as mutações na NS3 não estejam diretamente 

envolvidas na modulação da atividade catalítica de NTPase, um aumento na 

concentração dessa proteína durante a replicação viral na célula hospedeira poderia 

contribuir, dentre outros aspectos, para modular a eficiência de replicação através do 

aumento proporcional da hidrólise de ATP e consequente utilização dessa energia 

para promover a translocação do RNA viral ou desnaturação da dupla fita transiente 

de RNA e, dessa forma, contribuir para o aumento do fitness viral. 

 

Produção e caracterização de anticorpos monoclonais  contra a proteína 

NS3hel para o estudo de mutações pontuais na proteí na NS3 do DENV-1 

 

Os três mAbs produzidos e caracterizados neste trabalho diferem quanto a 

especificidade de ligação a proteína NS3 nativa dos DENV: o mAb 1281-2D 

reconhece um epítopo comum aos DENV-1 e DENV-4; o mAb 1402-1B reconhece 

apenas a proteína NS3 do DENV-1 e o mAb 1722-7B reconhece um epítopo comum 

aos 3 sorotipos do DENV (DENV-1 a 3).  O alinhamento entre as sequência dos 

DENV 1-4, utilizados para os estudos de caracterização dos mAb, nos permitiu 

identificar algumas regiões conservadas e variáveis entre os DENV e supor alguns 

possíveis epítopos lineares candidatos para a ligação dos mAbs obtidos.  A região 

NS3465-470 é altamente variável entre os quatro sorotipos do DENV e constitui um 
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forte candidato para o reconhecimento pelo mAb 1402-1B que reconhece apenas a 

proteína NS3 do DENV-1. Tian et al. (2013) descreveram recentemente o 

desenvolvimento de um anticorpo monoclonal neutralizante que reconhece os 

resíduos 469-476 da proteína NS3 do DENV-2. Outra região potencial compreende 

os resíduos de aminoácidos NS3168-188 que é distinta entre os 4 sorotipos. A região 

NS3268-274 é uma região conservada entre os 3 sorotipos do DENV e poderia 

constituir o epítopo de ligação do mAb 1722-7B que reconhece a proteína NS3 dos 

DENV1-3, mas não do DENV-4. Através dos ensaios de western blotting a partir de 

gel desnaturante contendo o lisado celular de células infectadas com o DENV-1 

podemos inferir que os  mAbs 1402-1B e 1722-7B reconhecem epítopos de ligação 

não conformacionais. 

 Os anticorpos monoclonais específicos para a proteína NS3 do DENV aqui 

apresentados poderão ser utilizados em uma gama de aplicações para facilitar o 

estudo da replicação dos DENV, incluindo a detecção específica da proteína NS3 

em células infectadas, estudos e colocalização, imunoensaios e ensaios de co-

imunoprecipitação. 
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6 CONCLUSÃO 

 

• Através da utilização da tecnologia de genética reversa foi possível introduzir 

as mutações detectadas em duas variantes virais neurovirulentas em um 

outro contexto genético e reproduzir o fenótipo de neuropatogênese in vivo e 

alterar de forma significativa o fitness viral em diferentes substratos celulares. 

O DENV-1 recombinante triplo mutante, contendo a combinação das 

mutações E402, NS3209 e NS3480, replica-se eficientemente no cérebro e 

medula espinhal de camundongos neonatos, produz altas taxas de progênie 

viral e induz a expressão de genes relacionados à resposta imune inata, 

culminando na doença e mortalidade dos animais; 

• As mutações E402 e E405 isoladas não aumentam a habilidade infectiva dos 

DENV-1 recombinantes in vivo e in vitro, porém combinadas com as 

mutações nas proteínas NS3 desempenham papel importante na modulação 

do fitness viral nestes modelos de estudo, evidenciando o efeito sinérgico das 

mutações;  

• As mutações E402 e E405 não modificam a afinidade do DENV-1 recombinante 

pelos receptores das células Neuro 2a, mas desempenham papel importante 

na inibição do CPE em cultura de célula humana e de inseto; 

• Através da tecnologia de genomas quiméricos infecciosos de flavivírus 

(dengue/febre amarela) foi possível confirmar o envolvimento das mutações 

nas posições E402 e E405 na inibição da formação de sincício em cultura de 

células de inseto infectadas com os DENV-1 recombinantes; 

• As mutações NS3435 e NS3480 constituem os determinantes de virulência mais 

importantes do DENV-1, conferindo maior habilidade replicativa e capacidade 

de produção de partículas virais infecciosas em modelo murino e em modelo 

de infecção de células primárias humanas de linhagem hematopoiética; 

• A replicação dos DENV-1 vBAC-NS3435 e vBAC-NS3480 induz modulação 

positiva dos genes TLR3/7 em mdDCs humanas. No entanto, os vírus 

parental e mutantes induzem baixos níveis de expressão de IFN-I em mdDCs 

humanas, sugerindo  que os DENV-1 recombinantes podem modular a 

resposta imune  da célula hospedeira para estabelecer uma infecção mais 

produtiva. 
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• As mutações NS3209, NS3435 e NS3480 parecem não afetar diretamente as 

atividade ATPase e protease da proteína NS2B47NS3 in vitro; 

• Anticorpos monoclonais contra proteína NS3hel foram produzidos e 

caracterizados. Os anticorpos monoclonais gerados diferem quanto à 

especificidade de reconhecimento da proteína NS3 dos DENV; 

• Replicons subgenômicos do DENV-1 contendo as mutações na proteína NS3 

foram gerados e foram capazes de replicar tanto em células de linhagem 

celular quanto em células primárias humanas. As mutações NS3435 e NS3480 

conferem maior habilidade replicativa também em um sistema subgenômico 

do DENV-1. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

• Realizar estudos complementares sobre o papel das mutações E402 e E405 no 

processo de inibição de fusão em culturas celulares, avaliando a habilidade 

dos vírus recombinantes exporem o peptídeo de fusão e ocasionar CPE na 

célula hospedeira; 

• Determinar as interações moleculares das proteínas NS3 com as mutações, 

LeuNS3435Ser e LeuNS3480Ser, com outras proteínas do complexo de 

replicação ou fatores celulares através de ensaios de co-imunoprecipitação e 

pull-down; 

• Determinar o mecanismo pelo qual as mutações NS3435 e NS3480 conferem 

maior habilidade replicativa ao DENV-1 através de ensaios de atividade 

proteolítica das variantes da proteína NS2B47NS3, utilizando peptídeos 

sintéticos específicos do DENV-1, e ensaios de atividade RNA helicase in 

vitro; 

• Realizar a caracterização biofísica e estrutural dos complexos associados à 

proteína NS3; 

• Realizar a caracterização funcional do papel da via de sinalização de IFN no 

curso da infecção com os DENV-1 recombinantes e avaliar o potencial 

mecanismo de evasão da resposta imune dos DENV-1 em mdDCs humanas; 

• Inserir genes repórteres nos clones infecciosos e replicons subgenômicos do 

DENV-1 para facilitar os estudos de caracterização dos determinantes 

genéticos de virulência do DENV-1;  

• Realizar estudos de infecção em mosquitos com os vírus recombinantes para 

avaliar o papel das mutações neste sistema. 
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