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RESUMO

Os virus da dengue pertencem ao género Flavivirus, familia Flaviviridae e séo virus
ARN simples fita com um genoma de ~11kb. O seu genoma é flanqueado por
regides nao codificadoras e codifica trés proteinas estruturais (C, prM e E) e sete
nao-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) as quais sao
traduzidas em uma poliproteina e processadas pela protease viral e proteases do
hospedeiro. Atualmente a dengue constitui a arbovirose mais comum que afeta os
seres humanos, no entanto até o presente néo existem tratamento especifico ou
vacinas disponiveis. As manifestacdes clinicas abrangem desde estados
assintomaticos até a dengue hemorragica/sindrome do choque por dengue. Os
mecanismos envolvidos na patogénese da doenca ndo séo bem compreendidos e
ainda representam um desafio. O desfecho parece ser o resultado de uma
combinacgao de fatores virais e do hospedeiro. Nesse contexto o uso do sistema
subgendmico de replicon e do clone infeccioso representam instrumentos de
pesquisa poderosos, pois permitem o estudo de marcadores de viruléncia podendo
contribuir para um melhor entendimento da patogénese da dengue e eventualmente
dirigir intervencdes tais como terapias antivirais. Eles possibilitam definir o papel de
mutacdes nas proteinas virais, estudar o processo de replicacdo viral e inclusive
testar drogas antivirais. Nosso objetivo foi gerar e caracterizar biologicamente o
replicon e o clone infeccioso de um isolado clinico recente de dengue sorotipo 3. A
fim de alcancar nosso objetivo primeiramente clonamos diferentes segmentos do
genoma viral amplificados por RT-PCR em um vetor pGEM®-T-easy. Todos 0s
clones foram sequenciados e utilizados na montagem do replicon e clone infeccioso
em vetores de baixa copia (pBAC e pAC) contendo o promotor da T7 ARN
polimerase e uma sequéncia de ribozima. A maioria dos procedimentos de clonagem
foi realizada na cepa Top10 de E. coli. Apés a obtencao de um clone estavel do
replicon, esse foi utilizado na transcricdo in vitro e transfeccao de células C6/36 de
mosquito. As células foram analisadas por imunofluorescéncia indireta com o uso de
anticorpos policlonais anti-dengue 3 em diferentes tempos (48, 72, 96 e 120h) pés-
transfeccdo. Os resultados mostraram que o replicon foi eficientemente transfectado
e replicou nas células. Também foi possivel observar que proteinas virais foram
reconhecidas pelo anticorpo policlonal, no entanto nenhuma particula viral foi
produzida. Infelizmente nds ainda nao tivemos sucesso na montagem do clone
infeccioso, porém esse trabalho assim como a inser¢cdo de marcadores moleculares
no sistema de replicon ainda estdo em progresso.

Palavras chave: Flavivirus. Virus da Dengue sorotipo 3. Replicon. Clone infeccioso.



ABSTRACT

Dengue viruses belong to the genus Flavivirus, family Flaviviridae and are single
stranded RNA viruses with a genome of ~11kb. Its genome is flanked by non-coding
regions and codes for three structural (C, prM and E) and seven non-structural
proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B and NS5) which are translated into a
polyprotein and processed by viral and host proteases. Currently dengue is
considered the most common arboviral disease afflicting men, however there are no
specific treatment or efficient vaccines available yet. The clinical manifestations can
range from asymptomatic to dengue hemorrhagic fever/dengue shock syndrome. The
mechanisms involved in the disease pathogenesis are not well understood and are
still a challenge. The outcome seems to be the result of a combination of viral and
host factors. In this context the use of the subgenomic replicon system and the
infectious clone system represent powerful research instruments as they allow the
study of molecular markers of virulence, contributing to a better understanding of
dengue pathogenesis and eventually directing interventions such as antiviral therapy.
They can be used: to define the role of mutations in the viral proteins, to study viral
replication and even to test antiviral drugs. Our objective was to generate and
characterize biologically a replicon and infectious clone from a recent clinical isolate
of dengue virus serotype 3. To achieve our objective we first cloned different RT-PCR
fragments from the viral genome in the pGEM®-T-easy vector. All clones were
sequenced and used to assemble the replicon and the infectious clone in low copy
vectors (pBAC and pAC) containing a T7 RNA polymerase promoter and a ribozyme
sequence. Most cloning procedures were done using Topl0 E. coli strain. After the
generation of a stable replicon clone, it was used for in vitro transcription and
transfection in C6/36 mosquito cells. Cells were analyzed by indirect
immunofluorescence using anti-dengue 3 polyclonal antibodies at different time
points (48, 72, 96 and 120h) posttransfection. The results showed that the replicon
was efficiently transfected and replicated in the cells. We also observed that the viral
proteins could be recognized by the polyclonal antibody, but no virus particle was
produced. Unfortunately we have not yet succeeded to assemble the infectious
clone, but this as well as the insertion of molecular markers in the replicon system,
are works still in progress.

Key words: Flavivirus. Dengue virus serotype 3. Replicon. Infectious clone.
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1 INTRODUCAO

1.1 DENGUE

1.1.1 Historico

O registro mais antigo de uma doenca que pode ser reconhecida como
dengue consta de uma enciclopédia Chinesa publicada durante a Dinastia Chin (265
a 420 d.C.). Surtos de uma doenga que assolou a Martinica em 1635 e o Panama
em 1699 apresentavam aspectos clinicos que poderiam ser relacionados com
dengue (CAREY, 1971; GUBLER, 1998). No entanto, sdo do século dezoito o0s
primeiros relatos mais detalhados sobre uma epidemia de uma doenca semelhante a
dengue, em 1780 na Filadélfia (EUA) (GUBLER, 1998; LAI; PUTNAK, 2007).

Em 1907, Ashburn e Craig relataram sua descoberta de que o agente
etiologico da doenca deveria ser de tamanho ultramicroscopico, pois era capaz de
passar por um filtro que retinha organismos de até 0,05 p. No inicio do século XX
Siler, Hall e Hitchens (1926) confirmaram que mosquitos desempenhavam um papel
importante na transmissdao da doenca e posteriormente Simmons, St. John e
Reynolds (1931) identificaram o Aedes aegypti e Aedes albopictus como espécies
transmissoras do virus da dengue. Todavia, foi s6 em 1943 que o virus foi isolado
pela primeira vez (HOTTA, 1952) e logo em seguida reconhecida a existéncia de
diferentes sorotipos (SABIN, 1952). Desde entdo, houve vaérias tentativas de se
desenvolver uma vacina para doencga (SABIN; SCHLESINGER, 1945; CAUFOUR et
al., 2001; GUIRAKHOO et al., 2002; EDELMAN et al., 2003; HUANG et al., 2003;
RAVIPRAKASH et al., 2003; SUN et al., 2003; GUIRAKHOO et al., 2004; PUTNAK
et al.,, 2005; DURBIN et al., 2006; GUIRAKHOO et al., 2006; KITCHENER et al.,
2006; SUN et al., 2006; BLANEY JR. et al., 2007; HOLMAN et al., 2007; KHANAM et
al., 2007; MATEU et al., 2007).

A partir da segunda guerra mundial, o0 aumento do deslocamento humano e
a urbanizagdo néo planejada, devido ao aumento de habitantes em areas urbanas,

constituiram instrumentos eficientes de disseminacdo dos mosquitos vetores e
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consequentemente da dispersao dos virus da dengue, levando a hiperendemicidade
gue culminou com a emergéncia de formas mais graves da doencga. Os primeiros
casos de dengue hemorragica (FHD) foram descritos no sudeste da Asia nos anos
de 1953 e 1954 (HAMMON; RUDNICK; SATHER, 1960; GUBLER; TRENT, 1993;
GUBLER, 1998; LAI; PUTNAK, 2007).

Em 1947 a Organizacdo Pan-Americana da Saude langou um programa de
erradicacdo do Aedes aegypti e obteve a adesdo da maioria dos paises do
continente americano. Anos depois, com a descontinuagcdo desse programa e a re-
infestacdo desses paises com o0 mosquito vetor, além das mudancas sociais
supracitadas, a dengue que nessas regides era até entdo infrequente, passou a ser
considerada um problema de saulde publica. Aos poucos 0s sorotipos dos virus
dengue foram re-introduzidos nas Américas: em 1953 dengue sorotipo 2 (DENV2),
em 1963 dengue sorotipo 3 (DENV3), em 1971 dengue sorotipo 1 (DENV1) e em
1981 dengue sorotipo 4 (DENV4). Também em 1981 foram notificados os primeiros
casos de FHD nas Américas. Atualmente a situagdo na regido é de
hiperendemicidade com a cocirculacdo de mais de um sorotipo em varios paises do
continente americano, inclusive no Brasil (GUBLER; TRENT, 1993; ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2007).

1.1.2 O virus

O virus da Dengue esta classificado no género Flavivirus, pertencente a
familia Flaviviridae, que engloba outros dois géneros: Pestivirus e Hepacivirus. O
nome Flavivirus (do latim flavus = amarelo) deriva de um dos sintomas classicos da
febre amarela, virus protétipo da familia, a ictericia. Existem quatro sorotipos de
dengue: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4. O genoma viral € constituido de &cido
ribonucléico (ARN) de fita simples de polaridade positiva, e, portanto infeccioso, com
uma fase aberta de leitura de aproximadamente 11000 nucleotideos flanqueada por
regides nao codificadoras (RNCs) 5’ e 3' de tamanho variavel (CHAMBERS et al.,
1990). Na extremidade 5’ apresenta um cap, porém nao € poliadenilado na 3'RNC,
apresentando estruturas secundarias conservadas em forma de grampo de cabelo

(hairpin/stem-loop - SL) nas duas extremidades: 5’'SL e 3'SL. O cap juntamente com
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estruturas secundérias presentes na 3'RNC parecem ser responsaveis por conferir
estabilidade ao ARN viral, além de desempenharem um papel importante na
regulacdo da sintese de moléculas de ARN e na expressdo das proteinas virais
(CHIU; KINNEY; DREHER, 2005). J4 foi demonstrado que a enzima ARN
polimerase dependente de ARN de Flavivirus interage com o 5'SL e que essa
estrutura é critica para que o processo de replicacdo ocorra (DONG; ZHANG; SHI,
2008). Além disso, embora as extremidades nao sejam traduzidas, elas apresentam
regides de sequéncias conservadas (conserved sequences, CSs) (HAHN et al.,
1987) que parecem desempenhar papéis importantes na replicacdo do genoma viral.
Séao elas: 5'CS, 3'CS, 5’UAR, 3'UAR, CS2 e RCS2, sendo que 5'CS, localizada na
regido que codifica a por¢cdo aminoterminal da proteina C, € complementar a 3'CS,
situada no 3'RNC e 5’UAR por sua vez, localizada a montante do AUG que codifica
o primeiro amino&cido da poliproteina, € complementar a 3'UAR, situada no 3'SL
(FIGURA 1) (ALVAREZ et al.,, 2005b; VILLORDO; GAMARNIK, 2009). Essa
complementaridade, associada aos resultados de estudos recentes que mostram
gue as regides 5'CS, 3'CS, 5’UAR e 3'UAR sao essenciais para a replicacao viral em
cultura celular (BREDENBEEK et al., 2003; LO et al., 2003; ALVAREZ et al., 2005b,
ALVAREZ et al., 2005a), corroboram com a hipétese de que a circularizacdo do ARN
€ necessaria em alguma fase do ciclo replicativo. Essa teoria € sustentada ainda por
evidéncias de um estudo que utilizou um sistema subgendmico de replicon
associado a microscopia de for¢ga atbmica no qual foi possivel visualizar a interacao
fisica dessas regides (ALVAREZ et al.,, 2005a). Além do papel que as RNCs
parecem exercer na replicacdo viral postula-se um papel para as mesmas no
processo de regulacdo da transicdo entre as fases de tradugé&o e replicagédo do
genoma viral (HOLDEN; HARRIS, 2004; CHIU; KINNEY; DREHER, 2005).
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FIGURA 1 - Representacao esquematica da organiza¢do do genoma do virus da dengue (modificado
de VILLORDO; GAMARNIK, 2009) (A) e funcdo das proteinas estruturais, ndo-estruturais e regiées
nao codificadoras (RNCs) (B).

O genoma viral possui apenas uma fase aberta de leitura que é transcrita em
uma poliproteina precursora de aproximadamente 3390 aminoacidos, sendo que as
trés proteinas virais estruturais: capsideo (C), envelope (E) e precursora de
membrana (prM) e as sete nado-estruturais (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5, sao originadas por clivagens cotraducionais tanto pela protease viral,
codificada na por¢cdo 5 da proteina NS3 associada ao cofator, situado na porcao
hidrofébica da proteina NS2B, assim como por proteases do hospedeiro como
ilustrado na FIGURA 2 (LEUNG et al., 2001).
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FIGURA 2 - Representagdo esquemdtica da topologia da poliproteina do virus da dengue na
membrana do reticulo endoplasmético (RE). Os sitios de clivagem da poliproteina pela protease viral
(setas vermelhas) e proteases expressas pela célula hospedeira (setas azuis, rosa e verde) estéo
assinalados por setas (modificado de PERERA; KUHN, 2008).

A proteina C esta envolvida em interagdes com o ARN viral constituindo o
nucleocapsideo. A proteina precursora de membrana (prM) atua como uma
chaperona para proteina E, garantindo seu dobramento correto e protegendo o
dominio de fusdo durante o transito pelos compartimentos acidos do reticulo
endoplasmatico (RE) e complexo de Golgi, evitando assim fusdo da mesma antes
da liberagdo da particula viral madura (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; MURRAY;
JONES; RICE, 2008; PERERA; KUHN, 2008). Aléem disso, foi recentemente
demonstrado que a interacdo de prM com a adenosina trifosfatase (adenosine
triphosphatase, ATPase) vacuolar € essencial para que ocorra a secrecdo de
particulas virais (DUAN et al., 2008). A proteina E € o principal antigeno viral e
responsavel por importantes funcdes tais como: interacdo das particulas virais com
receptores celulares, tropismo e fusdo com membranas celulares (CHAMBERS et
al., 1990). Além disso, muitos estudos tém relacionado diferentes graus de viruléncia
e eficiéncia de replicacdo viral de determinadas cepas com muta¢des na proteina de
envelope (KAWANO et al., 1993; SANCHEZ; RUIZ, 1996; GUALANO et al., 1998;
BORDIGNON et al., 2007).

A funcéo das proteinas ndo-estruturais ainda néo foi totalmente elucidada.
Sabe-se que a proteina NS1 induz a producdo de anticorpos (VALDES et al., 2000)

e pode estar associada ou ndo a célula, sendo secretada no hospedeiro vertebrado
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(CHAMBERS et al., 1990). Essa proteina parece desempenhar um papel importante
na replicagdo (MUYLAERT; GALLER; RICE, 1997; LINDENBACH; RICE, 1997,
WESTAWAY; MACKENZIE; KHROMYKH, 2003; SUZUKI et al.,, 2007) além de
interagir com moléculas regulatérias da cascata do complemento (KUROSU et al.,
2007). Quanto a NS2A, sabe-se que constitui importante componente do complexo
de replicagcdo (WESTAWAY; MACKENZIE; KHROMYKH, 2003), além de existirem
evidéncias de que desempenhe papéis importantes na incorporacdo de ARN as
particulas nascentes e de que sua interacdo com a proteina NS3 seria essencial no
processo de morfogénese (KUMMERER; RICE, 2002). A NS3 é a proteina nao-
estrutural mais estudada dos Flavivirus, uma vez que desempenha funcdes
essenciais no ciclo dos mesmos e constitui um alvo potencial de terapias antivirais.
Sabe-se que ela é multifuncional e que além da atividade de serina-protease
codificada pelos 180 aminoé&cidos iniciais, desempenha outras trés atividades: a de
helicase, ARN trifosfatase (CHAMBERS et al., 1990) e nucleotideo trifosfatase
(nucleotide triphosphatase, NTPase) (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Ainda né&o
existem dados definitivos com relacdo a funcdo das proteinas NS4A e NS4B, no
entanto a NS4A tem sido implicada como tendo um papel no rearranjo de
membranas intracelulares que facilitaria a sintese do ARN e montagem da particula
viral (PERERA; KUHN, 2008). Ja a NS4B interagiria com a proteina NSS3,
desempenhando um papel na replicacdo além de potencialmente bloquear a
transducdo de sinal induzida por interferon alfa ou beta e gama (IFNo/p evy)
(PERERA; KUHN, 2008), assim como a NS2A e a NS4A em menor grau (MUNOZ-
JORDAN et al., 2003; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). A NS5 por sua vez, é a
proteina mais conservada entre os Flavivirus e apresenta um motivo GDD em sua
extremidade C-terminal, caracteristico de ARN polimerase dependente de ARN
(CHAMBERS et al., 1990), além de um motivo metiltransferase na sua extremidade
N-terminal, responsavel juntamente com a ARN trifosfatase da NS3 pela sintese do
cap viral (EGLOFF et al., 2002).

1.1.3 Ciclo do virus da dengue

A entrada das particulas virais na célula hospedeira parece ocorrer através
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de endocitose mediada por receptor, porém ainda ndo estdo totalmente definidas
quais proteinas de superficie celular estariam envolvidas nessa ligagéo virus-célula
hospedeira. Sdo candidatos a receptor: heparan sulfato, proteinas 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, L-SIGN e
DC-SIGN (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Uma vez no endossomo, O
nucleocapsideo é liberado no citoplasma da célula mediante fusdo da proteina de
envelope viral com as membranas celulares. Essa fusdo ocorre devido a uma
mudanca conformacional da proteina E proporcionada pelo pH acido do endossomo
(MODIS et al.,, 2004). ApGs a liberacdo do capsideo no citoplasma tem inicio a
traducdo do material genético associada ao reticulo endoplasmético rugoso, seguida
da replicacdo do mesmo. O primeiro evento do processo replicativo do ARN viral € a
sintese de fitas complementares de polaridade negativa que servirdo como moldes
para sintese de novas fitas de ARN de polaridade positiva. Essas, por sua vez, sdo
utiizadas na sintese de novas fitas de polaridade negativa e na traducdo de
proteinas virais, além de serem utilizadas na montagem das particulas nascentes
(CLEAVES; RYAN; SCHLESINGER, 1981). A morfogénese viral acontece em
associacdo com membranas intracelulares no interior das quais se completa o
processo de maturacdo das proteinas, culminando com a liberacdo de novas
particulas virais da célula hospedeira. Acredita-se que a clivagem da proteina prM
por uma protease tipo furina, seja o0 evento de maturagcdo mais tardio, ocorrendo
exatamente antes da liberacéo para o meio extracelular de particulas virais maduras
(STADLER et al., 1997; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

O virion mede cerca de 50 nm e é constituido pelo nucleocapsideo, de forma
icosaédrica, envolto por uma dupla membrana lipidica origindria da célula
hospedeira, onde se encontram ancoradas as proteinas E na forma de 90
homodimeros formando uma superficie lisa sob a qual se encontram as proteinas de
membrana (M) (PERERA; KUHN, 2008).

1.1.4 Apresentacdes clinicas da dengue

A dengue é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, cujas apresentacdes
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clinicas variam desde uma doenca febril inaparente, até quadros graves com
manifestacdes hemorragicas e choque hipovolémico. As formas leve, em especial, e
moderada da doenca sdo de dificil diagnostico, pois a sintomatologia ndo €
caracteristica se confundindo com a de outras doengas infecciosas cocirculantes
(BRASIL. Ministério da Saude, 2005).

A febre classica da dengue é caracterizada por febre de inicio subito, cefaléia,
dor retro-orbitéria, fotofobia, bradicardia, exantema maculopapular, artralgia, mialgia,
dor nos 0ssos, nausea, vomitos e fraqueza generalizada. Pequenas manifestacdes
hemorragicas também podem ser observadas em alguns casos. Existem relatos de
manifestacdes neuroldgicas (GUBLER; TRENT, 1993; MIAGOSTOVICH et al., 1997,
SANTOS et al., 2004; FERREIRA et al., 2005; MISRA et al., 2006) e hepatite (LING;
WILDER-SMITH; LEO, 2007) em pacientes com dengue. Esses casos que néo se
enquadram na classificacdo tradicional da doenca sé&o atualmente classificados pelo
Ministério da Saude do Brasil como dengue com complicacdes (BRASIL. Ministério
da Saude, 2005). O periodo de incubacao varia de 3 a 14 dias e a febre pode durar
de 2 a 7 dias, podendo ocorrer um curto periodo de queda da temperatura (12-24h)
apo6s o qual pode haver novo aumento de temperatura (saddleback fever). A piora
dos sintomas em geral coincide com essa queda de temperatura para valores
normais ou inferiores (GUBLER; TRENT, 1993; LAI; PUTNAK, 2007). A FHD é
caracterizada pela presencga de petéquias, purpura, equimoses e sangramentos em
locais de picada de agulha. Um teste do lago positivo indica o0 aumento da fragilidade
capilar. Além disso, no hemograma observa-se trombocitopenia e
hemoconcentracdo. A sindrome do choque da dengue (SCD) por sua vez é
caracterizada por taquicardia, ascite, efusdo pleural, hipotensdo e choque. Dor
abdominal aguda e vomitos persistentes sdo uma boa indicagdo de que a doenca
esta progredindo para o choque. Muitas vezes essas duas sindromes cursam juntas
(BRASIL. Ministério da Saude, 2005; LAI; PUTNAK, 2007).

Apesar de existirem orientagcfes da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
para classificacdo e manejo da dengue de acordo com quatro graus de severidade,
isso vem se tornando cada vez mais complicado para os clinicos a medida que
novas formas de manifestagcdo da doenca surgem (FERES et al., 2006; RIGAU-
PEREZ, 2006; DEEN et al., 2006).
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1.1.5 Patogénese da dengue

A patogénese da dengue ainda ndo é bem compreendida e nenhum dos
quatro sorotipos esta diretamente relacionado com um grau de severidade maior da
doenca apesar de alguns gendtipos (gendtipo do sudeste asidtico de DENV2 e
genotipo Il de DENV3) terem sido apontados como mais virulentos (RICO-HESSE et
al., 1997; WATTS et al.,, 1999; COLOGNA,; RICO-HESSE, 2003; MESSER et al.,
2003; SILVA et al., 2008). Inicialmente foram formuladas duas hipoteses béasicas
para explicar o desenvolvimento das formas mais graves da doenca. Segundo a
teoria do aumento dependente de anticorpo (antibody-dependent enhancement,
ADE), uma infec¢gdo secundaria com um sorotipo diferente de dengue é considerada
0 maior fator de risco isolado para o desenvolvimento de FHD/SCD. Essa teoria, que
nada mais € que uma derivacdo da teoria do pecado original antigénico (FAZEKAS
DE ST GROTH; WEBSTER, 1966), postula que uma infeccdo primaria com um
determinado sorotipo de dengue estimula a producdo de anticorpos neutralizantes
contra esse sorotipo e de anticorpos que apresentam reacdo cruzada em titulos nédo
neutralizantes contra os demais sorotipos. Esses anticorpos por sua vez, por ocasiao
de uma infec¢@o secundéria com um sorotipo heterélogo, promoveriam um aumento
da infeccdo por facilitarem a entrada do virus em células que possuam o receptor
Fcy (HALSTEAD; CHOW; MARCHETTE, 1973; HALSTEAD; O'ROURKE, 1977).
Existem estudos sugerindo que a nivel de resposta celular algo similar também
ocorre, onde populagfes de células T estimuladas por uma infeccdo primaria e que
possuem baixa afinidade para o sorotipo secundario seriam responsaveis por um
atraso e uma diminui¢cdo no controle da viremia e por um aumento nas respostas
pré-inflamatérias (MONGKOLSAPAYA et al., 2003). Uma segunda teoria aponta
para diferencas de viruléncia entre cepas dos virus como sendo a responsavel pelo
desenvolvimento das formas mais graves da doenca, uma vez que muitos casos de
FHD/SCD ocorrem apés infec¢ces primarias (ROSEN, 1977). Além disso, raga e
algumas doencas cronicas ja foram relacionadas como fatores de risco. Segundo
estudos realizados em Cuba, individuos de origem caucaséide em 0posi¢cdo aos
negroides (HALSTEAD et al., 2001; SIERRA et al., 2006; SIERRA; KOURI;
GUZMAN, 2007) e portadores de anemia falciforme, asma brénquica ou diabetes
(BRAVO; GUZMAN; KOURI, 1987) apresentariam maior risco de desenvolver a
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forma hemorragica da doenca. Também tém sido realizados estudos que procuram
associar caracteristicas da genética do hospedeiro humano ao desenvolvimento da
FHD/SCD. Nesse sentido, foram identificados polimorfismos genéticos no receptor
Fcy e no receptor da vitamina D que apresentam uma correlacdo negativa com o
desenvolvimento de formas graves da doenga. Em contrapartida, polimorfismos no
promotor do fator de necrose tumoral alfa (tumor necrose factor alpha, TNFa), em
antigenos plaquetarios humanos (human platelet antigens, HPAs) e em
transportadores associados com o0 processamento de antigenos (transporter
associated with antigen processing, TAPs) foram correlacionados positivamente com
o desenvolvimento dessas formas da doenca (COFFEY et al., 2009). Apesar de
alguns estudos nédo terem encontrado relacdo entre polimorfismos no gene da
lectina ligante de manose (manose-binding lectin, MBL) e o desenvolvimento de
formas graves da doenca, um polimorfismo nesse gene foi negativamente associado
ao desenvolvimento de trombocitopenia em pacientes com dengue (ACIOLI-
SANTOS et al., 2008). Atualmente, nenhuma das teorias acima apresenta por si s6
uma relacdo direta de causa e efeito. Assim sendo, o desfecho clinico parece ser o
resultado de uma combinac&o de fatores tanto virais quanto do hospedeiro (KOURI;
GUZMAN; BRAVO, 1987; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

1.1.6 Diagnéstico da dengue

O diagnéstico da dengue pode ser feito por isolamento viral, deteccdo do
antigeno, de anticorpos especificos ou ainda do material genético. O isolamento do
virus pode ser realizado em cultura celular (C6/36, AP61, Vero, LL-CMK2), por
inoculacdo no cérebro de camundongos recém nascidos ou em mosquitos
(Toxorhynchites, machos de Aedes aegypti ou Aedes albopictus). O isolamento viral
associado a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl), permite a identificacdo do
antigeno viral e consequentemente a sorotipagem. Técnicas soroldgicas como o
ensaio imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), teste de
neutralizagao, inibicdo da hemaglutinagéo e fixacdo do complemento permitem a
mensuracao relativa de anticorpos especificos. Existem também testes no formato

ELISA para identificagcdo de antigenos virais, dentre esses um que identifica a



24

proteina NS1 e que tem sido apontado ndo s6 como ferramenta diagndstica como
também progndstica de gravidade da infeccdo. A identificacdo do ARN viral, por sua
vez, pode ser feita pela reacdo em cadeia da polimerase precedida por uma etapa
de transcricdo reversa (reverse transcription associated to polymerase chain
reaction, RT-PCR) ou pela hibridizagdo do material genético com sondas marcadas.
Por fim, a imunohistoquimica pode ser utilizada para identificacdo do antigeno nos
casos fatais em que as outras técnicas ndo puderam ser executadas ou o0s
resultados ndo foram conclusivos (GUBLER, 1998; GUZMAN; KOURI, 2004). Além
disso, o hemograma e testes de coagulacdo sanguinea, apesar de inespecificos,
podem auxiliar o clinico no diagnéstico e manejo do paciente (BRASIL. Ministério da

Saude, 2005).
Para que as ferramentas diagndsticas disponiveis possam trazer as

respostas desejadas, é importante atentar para o periodo de coleta das amostras
gue é critico para o isolamento viral e no caso da sorologia para que se possa fazer

uma distingdo entre infecgcéo primaria e secundaria (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - Resposta imune a infecgdo com virus dengue e periodo de coleta de amostras de sangue
sugerido para realizacao do isolamento viral e sorologia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997;

BRASIL. Ministério da Saude, 2002).

1.1.7 Epidemiologia
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Como pode ser constatado na FIGURA 4, a distribuicdo global da doencga
nas zonas tropicais e subtropicais (35°N a 35°S) é um claro reflexo da distribuicéo do
principal vetor. A OMS estima que ocorrem 50 milhbes de casos de dengue no
mundo anualmente resultando em aproximadamente 22000 mortes (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009b). De acordo com dados de 2005 o Brasil foi o pais
mais atingido pela doenca e contabilizou 1,6 vezes mais casos do que o segundo
pais mais afetado, a Indonésia. Em contrapartida, na Indonésia o0 numero de
fatalidades supera em 50 vezes o Brasil (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2009a). Levantamentos epidemiologicos mais recentes referentes apenas ao
continente americano mostram que no ano de 2008 ocorreram 865697 casos de
dengue com 238 mortes, sendo que 84% desses casos foram identificados no Brasil
(ORGANIZAQAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2008).

Atualmente o Brasil vive uma situacdo de hiperendemicidade com a
circulagcdo de trés sorotipos do virus: 1, 2 e 3. Apesar de um grupo de pesquisadores
do norte do pais ter relatado a ocorréncia de trés casos autdctones pelo sorotipo 4
(FIGUEIREDO et al., 2008), ainda existem questionamentos quanto a origem dos
mesmos e o Ministério da Saude nédo reconhece a presenca desse sorotipo no Brasil
(BRASIL. Ministério da Saude, 2008Db).

BT Areas infestadas com Aedes gegypty

- Aregs com Aedes Jegyptl & stividade epidémica de dengue

FIGURA 4 - Mapa ilustrando a distribuicdo mundial da dengue e Aedes aegypti em 1998 (modificado
de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009c).
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O virus da dengue é mantido em dois ciclos de transmiss&o na Africa e Asia:
o ciclo urbano e o silvestre (Floresta/Enzodtico), sendo o primeiro o mais importante
do ponto de vista de saude publica. Em alguns casos pode ser identificado um ciclo
intermediario (Rural/Epidémico). Nesses ciclos ele alterna entre hospedeiros
primatas humanos ou nao, que sao os amplificadores, e mosquitos do género Aedes
(FIGURA 5) (GUBLER, 1998). Até o0 momento nao foi descrito um ciclo silvestre na
regido das Américas (MONATH, 1994). No entanto, estudos soroldgicos realizados
na Guiana Francesa envolvendo diferentes espécies de animais vertebrados indicam
sua suscetibilidade a infeccao pelo virus da dengue, deixando em aberto questdes
guanto ao papel dos mesmos nos ciclos de transmissdo (THOISY; DUSSART;

KASANJI, 2004).

Floresta/Enzodtico

Mosquﬁos
Aedes

Primatas Tmn smisdio veﬁ'lcnl
Wosq uitos
Aedes

A'Fr'lca Aedes (Diceromyia/Stegomyia)
Asia = Aedes (Finlaya/Stegomyia)
Américas = Aedes sp. ?

Rural/Epidemico

Mosquites
’ Aedes «
1

Primatas mmp Humanos Transmiséie verdical

Wosquﬁ'os
Aedes

A aegypti
A abopictus

A polynensis

Urbano/Endémico/Epidémico

Aedes
’ aegypti “
i

Humano s 4= Humanes Transmiséao verhcnl ? Humanes

‘ A edes
aegypti

A mediovittatus ?

FIGURA 5 - Ciclos de transmisséo da dengue (GUBLER, 1998).

1.2 CLONES INFECCIOSOS E REPLICONS NO GENERO FLAVIVIRUS

Os clones infecciosos, de nao-retrovirus, cujo genoma é constituido de ARN
simples fita de polaridade positiva, sdo o resultado da combinacdo da sequéncia
completa do virus na forma de ADN com sequéncias que permitem a sua transcricao
in vitro ou in vivo. O ARN assim gerado é infeccioso e possui as mesmas
propriedades do ARN viral sendo capaz de gerar novas particulas (RICE et al., 1989;

MEYERS; THIEL; RUMENAPF, 1996; RUGGLI; RICE, 1999). Replicons por sua vez,
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possuem todos 0s elementos necessarios para replicacdo de seu material genético
nas células, porém ndo contam com as sequéncias codificadoras de proteinas
estruturais e, portanto ndo sdo capazes de gerar novas particulas virais (JONES;
PATKAR; KUHN, 2005).

A clonagem do genoma viral em um vetor € vantajosa, pois permite a
propagacéao facil de um material de composicdo homogénea (RUGGLI; RICE, 1999)
em oposicdo as amostras biolégicas onde o ARN viral se apresenta naturalmente
sob a forma de quasispecies (HOLMES, 2003; LIN et al., 2004). Essa caracteristica
faz dos clones infecciosos ferramentas indispensaveis para o estudo do efeito de
mutacdes no genoma viral permitindo que sejam exploradas questées ainda nao
desvendadas acerca do papel de determinadas proteinas no ciclo de vida dos virus
e sua relagdo com a patogénese das doengas. Além disso, seu uso como ponto de
partida para fabricacdo de lotes semente na producdo de vacinas de virus
atenuados apresenta a vantagem de diminuir o risco do aparecimento de cepas
virais com fenétipos revertantes (RICE et al., 1989; RUGGLI; RICE, 1999).

A maior vantagem dos sistemas subgendmicos de replicons é o fato de
permitirem aos pesquisadores analisar com maior profundidade as varidveis que
estdo envolvidas no processo de replicacdo viral, pois isolam as proteinas néo-
estruturais das estruturais que estdo mais relacionadas aos processos de montagem
da particula viral (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997).

Varias abordagens j& foram utilizadas na construgdo de clones infecciosos.
Para montagem do primeiro clone infeccioso de Flavivirus foi utilizada uma
estratégia de ligacdo in vitro que envolvia dois vetores, seguida de transcri¢cdo in
vitro (RICE et al., 1989). Essa estratégia tem se mostrado como uma boa alternativa
em casos em que a clonagem de todo genoma viral em um unico vetor ndo pode ser
alcancada em funcdo da instabilidade desses clones nos vetores bacterianos
(SUMIYOSHI; HOKE; TRENT, 1992; KAPOOR et al., 1995; MANDL et al., 1997;
GRITSUN; GOULD, 1998). Uma alternativa que também tem sido utilizada em casos
em que foi observada instabilidade do inserto do ADN de interesse em sistemas
bacterianos, € 0 uso de vetores de levedura associado a técnicas de recombinacao
homéloga (POLO et al.,, 1997; PURI et al., 2000). Outra estratégia envolve a
amplificacdo de todo genoma viral por RT-PCR utilizando um oligonucleotideo
iniciador que hibridize com a por¢ao 5’RNC e possua a sequéncia de um promotor a
montante (GRITSUN; GOULD, 1995). Ao omitir o passo de clonagem essa
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estratégia possui a desvantagem de dar origem a uma populacdo de ARNs
heterogéneos (SHI et al., 2002). As estratégias acima descritas fazem uso de
promotores virais do tipo T3, T7 ou SP6 que viabilizam a transcricdo do ADN in vitro
e posterior transfeccdo do ARN em células alvo. No entanto, 0 uso de promotores
que sao reconhecidos pela ARN polimerase Il de eucariotos como o do
citomegalovirus (CMV), que permitem a transcricdo do ADN clonado pela maquinaria
da préopria célula alvo também ja foi descrito (MISHIN; COMINELLI;
YAMSHCHIKQOV, 2001; YAMSHCHIKOV; MISHIN; COMINELLI, 2001).

Existem clones infecciosos descritos para varios virus do género Flavivirus,
como pode ser observado no QUADRO 1. Eles tém sido utilizados na construgéo e
avaliacdo de potenciais vacinas (CAUFOUR et al., 2001; PLETNEV, 2001;
GUIRAKHOO et al., 2002; HUANG et al., 2003; GUIRAKHOO et al., 2004; BLANEY
JR. et al., 2004a; BLANEY JR. et al., 2004b; GUIRAKHOO et al., 2006; DURBIN et
al., 2006; BLANEY JR. et al., 2007; MATEU et al., 2007), para desvendar o papel de
mutacdes na poliproteina (KINNEY et al., 1997; GUALANO et al., 1998; VAN DER
MOST; CORVER; STRAUSS, 1999; CAMPBELL; PLETNEV, 2000; LEE; LOBIGS,
2000; KUMMERER; RICE, 2002; COLOGNA; RICO-HESSE, 2003; VLAYCHEVA et
al., 2004; HAYASAKA et al., 2004; ZHAO et al., 2005; PIERRO et al., 2006; SUZUKI
et al., 2007), de dele¢des ou mutacdes no 5’RNC e 3'RNC do genoma dos Flavivirus
(PLETNEV, 2001; SHI et al., 2002; BREDENBEEK et al., 2003; TAJIMA et al., 2006)
e como potenciais vetores para expressao de proteinas heterélogas (YUN et al.,
2003; BONALDO et al., 2007).

O numero de replicons descritos para virus do género Flavivirus nao é tao
expressivo quanto o de clones infecciosos, mas as perguntas que vém sendo
respondidas através do uso dessa ferramenta sdo igualmente relevantes. Existem
replicons descritos para DENV2 (PANG; ZHANG; DAYTON, 2001; ALVAREZ et al.,
2005b; JONES et al., 2005; HOLDEN et al., 2006; NG et al., 2007), DENV1 (SUZUKI
et al., 2007), virus da Febre amarela (CORVER et al.,, 2003; JONES; PATKAR,;
KUHN, 2005), virus Kunjin (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997), virus da Encefalite
transmitida por carrapatos (GEHRKE et al., 2003), virus da Febre hemorragica de
Omsk (YOSHII; HOLBROOK, 2009), virus da Encefalite japonesa (YUN et al., 2007)
e virus do Oeste do Nilo (YAMSHCHIKOV et al., 2001; SHI; TILGNER; LO, 2002;
SCHOLLE et al., 2004; ROSSI et al., 2005) (QUADRO 2). O uso desses sistemas

subgendmicos tem permitido explorar questdes relativas a importancia de estruturas
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presentes nas regibes 5 e 3" ndo codificadoras nos processos de replicagéo e
traducao (CORVER et al., 2003; LO et al., 2003; ALVAREZ et al., 2005b; HOLDEN
et al.,, 2006), o papel de mutacdes em proteinas ndo-estruturais (SUZUKI et al.,
2007), vias de escape da resposta imune relacionadas com as proteinas nao-
estruturais (JONES et al., 2005) e o papel de proteinas nao-estruturais no ciclo dos
virus (JONES; PATKAR; KUHN, 2005). Além disso, se apresentam como um
sistema bastante interessante e promissor para triagem de antivirais (ROSSI et al.,
2005; NG et al., 2007) e desenvolvimento de vacinas baseadas em RNA néo
infeccioso auto-replicativo, através da expressdo de genes heterdlogos ou
expressao parcial dos genes estruturais (prM-E) (VARNAVSKI; KHROMYKH, 1999;
KOFLER et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2008; WIDMAN et al., 2008).
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QUADRO 2 - REPLICONS DE vIRUS DO GENERD FLAVIVIRUS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Atualmente ainda existem muitos pontos a serem desvendados com relacao
a patogénese da dengue e até mesmo com relacdo a questfes mais basicas como o
papel desempenhado pelas diferentes proteinas virais durante a morfogénese e a
interacdo potencial com outras proteinas virais ou do hospedeiro. Os clones
infecciosos e replicons constituem ferramentas bastante interessantes que podem
ser Uteis para elucidar algumas dessas questdes.

Com o objetivo de colaborar para o preenchimento dessas lacunas e tendo
em vista a inexisténcia de um clone infeccioso ou replicon de uma cepa de DENV3
genotipo I, sorotipo cuja circulacdo tem predominado no Brasil nos ultimos anos,
tivemos como meta construir um replicon e clone infeccioso da cepa brasileira BR
DEN3 290-02 (NOGUEIRA et al., 2008).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar os diferentes segmentos correspondentes a totalidade do genoma da
cepa BR DEN3 290-02 do virus dengue sorotipo 3 por RT-PCR;

e Purificar, caracterizar e clonar os segmentos amplificados em plasmideos de alta
copia;

e Determinar a sequéncia nucleotidica dos clones obtidos;

e Clonar todo genoma da cepa BR DEN3 290-02 do virus dengue sorotipo 3, bem
como, apenas 0s genes das proteinas néo-estruturais, em vetores de baixa copia
com a finalidade de gerar o clone infeccioso e o replicon, respectivamente;

e Determinar a sequéncia nucleotidica dos clones do replicon e do clone

infeccioso;
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e Realizar a caracterizacao biol6gica em culturas de células do clone infeccioso e
do replicon, apds a transfeccdo dos ARNs gerados por transcri¢ao in vitro;

e Determinar a sequéncia nucleotidica do genoma da progéne viral obtida a partir
dos ensaios de transfeccdo de células C6/36 (Aedes albopictus) com o clone
infeccioso;

e Inserir marcadores como a luciferase ou a proteina fluorescente verde (green

fluorescent protein, GFP) no replicon e fazer a caracterizacdo do sistema.



3 JUSTIFICATIVA

Atualmente a dengue constitui a arbovirose mais comum que afeta os seres
humanos, no entanto até o presente ndo existe tratamento especifico e as tentativas
de se desenvolver uma vacina eficiente ndo apresentaram os resultados esperados.
As manifestacdes clinicas abrangem desde estados assintomaticos até a FHD/SCD.
Os mecanismos envolvidos na patogénese da doenca ndo sdo bem compreendidos
e ainda representam um desafio, sendo que o desfecho parece ser o resultado de
uma combinagéo de fatores virais e do hospedeiro. Nesse contexto o uso do sistema
subgenomico de replicon e de um clone infeccioso representam instrumentos de
pesquisa poderosos, pois permitem o estudo de marcadores de viruléncia, podendo
contribuir para um melhor entendimento da patogénese da dengue e eventualmente
dirigir intervencdes tais como terapias antivirais.

Assim sendo, uma abordagem baseada no uso desses sistemas pode
contribuir para um avancgo significativo no conhecimento sobre diferentes etapas do
ciclo viral. Esperamos que o desenvolvimento de tais ferramentas de pesquisa
possa, através de sua aplicacdo, contribuir para uma melhor compreensdo da

infeccdo e patogénese pelos virus da dengue.
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4 METODOLOGIA

4.1 SOLUCOES E MEIOS

e TBE: 89mM Tris-base, 89mM &acido bérico, 2mM EDTA (pH 8.0);

e PBS: 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 4,3mM Na;HPO, .7H,0, 1,5mM KH2PO4;

e PBS/glicerol: PBS, 10% glicerol;

e STE: 10mM Tris-HCI, 100mM NaCl , 1mM EDTA (pH 8);

e Solucdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico: 25 volumes de fenol (pH 7,
saturado com 10mM Tris-base), 24 volumes de cloroférmio, 1 volume de &alcool
isoamilico;

e Solucéo de cloroférmio:alcool isoamilico: 24 volumes de cloroférmio, 1 volume de
alcool isoamilico;

e Solucdo 2,5mM dNTPs: mistura de 2,5mM de cada desoxiribonucleotideo
trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP e dTTP);

e Tampao da Fosfatase Alcalina (AP-BUFFER): 100mM Tris-HCI, 100mM NacCl,
5mM MgCl, (pH 9,5);

e Meio SOC: 2% bactotriptona, 0,5% extrato de levedura, 10mM NacCl, 2,5mM KClI,
10mM MgCl,, 10mM MgSO,4, 20mM glicose;

e Meio LB (Meio de cultura “Luria Broth” para E.coli): 10g/L bactotriptona, 5g/L
extrato de levedura, 5g/L NaCl,

e Meio LB sdlido: 10g/L bactotriptona, 5g/L extrato de levedura, 5g/L NaCl, 15g/L
agar;

e Meio TB (Terrific broth): 11,8g/L bactotriptona, 23,6g/L extrato de levedura, 9,4g/L
KoHPO4 e 2,2g/L KH2POy;

e Meio TB soélido: 11,8g/L bactotriptona, 23,6g/L extrato de levedura, 9,4 g/L
KoHPOy, 2,29/L KH,PO4 e 15g/L agar.

4.2 RT-PCR



36

O nosso primeiro passo foi amplificar os diferentes segmentos do genoma
da cepa BR DEN3 290-02 (NOGUEIRA et al., 2008), cuja sequéncia esta depositada
no GenBank sob o numero EF629369, utilizando enzimas de alta fidelidade e
seguindo a estratégia ilustrada na FIGURA 6. O ARN viral para esse fim foi extraido
do sobrenadante de culturas de células C6/36 (Aedes albopictus) infectadas com a
guarta passagem dessa cepa e purificado conforme descrito por Gould et al. (1985)
com as seguintes modificacées: o sobrenadante foi precipitado com 7% (p/v) de
Polietilenoglicol (PEG) 8000 (Cat. No. 19959, USB, Cleveland, OH, EUA) e 2,3%
(p/v) de NaCl (Cat. No. 1.06404.1000, Merck, Darmstadt, Alemanha). Apds a
clarificagéo o sedimento foi ressuspenso em tampao STE e purificado em gradiente
descontinuo de 30% - 60% sacarose (Cat. No. S-0389, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). Para extracdo do ARN viral foi utilizado o QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Cat.
No. 52906, QIAGEN, Valencia, CA, EUA) conforme instru¢cdes do fabricante. A etapa
de transcricao reversa para sintese do ADN complementar (cDNA) foi realizada com
o ImProm-1I™ Reverse Transcription System (Cat. No. A3800, Promega, Madison,
WI, EUA) utilizando 12,5uM de oligonucleotideos iniciadores randémicos (Cat. No.
48190-011, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 3mM de MgCl,, conforme protocolo
sugerido pelo fabricante. Nas reagdes de amplificacdo do cDNA (polymerase chain
reaction, PCR) foram utilizados Platinum® Tagq DNA Polymerase High Fidelity (Cat.
No. 11304-011, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e QIAGEN® LongRange PCR
System (Cat. No. 206402, QIAGEN, Valencia, CA, EUA) segundo as instru¢gdes do
fabricante. Foi utilizado também o TripleMaster® PCR System (Cat. No. 954140261,
Eppendorf, Westbury, NY, EUA) com as seguintes modificacées: 5uL de cDNA
foram misturados com 2uL de 10x HighFidelity Buffer com Mg®*, 337,5uM de
deoxinucleotideos (deoxyribonucleotide triphosphate, dNTPs), 1,5U de TripleMaster
Polymerase Mix e agua ultra-pura em quantidade suficiente para completar um
volume final de 20uL. Os parametros de ciclagem foram: 94°C por 3 minutos 1 vez;
94°C por 30 segundos, 50-60°C por 30 segundos, 68°C por minuto por kilobase de
produto, 35-40 vezes. A sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados pode
ser consultada no APENDICE A. O tamanho dos fragmentos de ADN amplificados
foi verificado por eletroforese em gel 0,8% de agarose (Cat. No. 15510-027,

Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) contendo 0,2mg/mL de brometo de etideo em
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tampdo TBE 1x. Para visualizagdo do ADN foi utilizado um UV Transiluminator
Model M-26 (Ultra-Violet Products Ltd., Cambridge, Reino Unido) e as fotos foram
tiradas e digitalizadas utilizando um Electrophoresis Documentation and Analysis
System 120 e o software Kodak 1D v.2.0.3 (Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, EUA). Conforme o perfil de amplificacdo, se banda Unica ou ndo, os produtos
foram purificados utilizando o High Pure PCR Product Purification Kit (Cat. No.
11732676001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) ou ainda o
QiaQuick® Gel Extraction Kit (Cat. No. 28106, QIAGEN, Valencia, CA, EUA)
seguindo protocolos dos fabricantes.

BR DEN3 290-02

10707 bp
Kpnl(3194)
Smal (3188) Kpnl (9011)
EcoRV (8224)
Xmal (3186 Nrul (7213)
Sphl{6501)

Psil (2430)

AfTT (1788) _ AvrIl (6294) ] |
Xhol (1008) Kpnl(5243) Xhol (9462)
MuT (146) Nhel (4722) Clal (9574)
5RNC $ FRNC
i 2B S4A, HE4B |

D328/D3 15

D3.39/D3.48

FIGURA 6 - Estratégia de amplificagdo utilizada para montagem do replicon e do clone infeccioso da
cepa BR DEN3 290-02. Em vermelho esta representado esquematicamente o genoma da cepa BR
DENS3 290-02. Abaixo estéo representados, os diferentes segmentos do genoma amplificados por RT-
PCR em diferentes tons de azul e verde. Os segmentos foram nomeados de acordo com os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para sua amplificacdo (oligonucleotideo iniciador de
polaridade positiva/oligonucleotideo iniciador de polaridade negativa). Acima estdo representados
apenas os sitios de restricdo que foram utilizados nos procedimentos de clonagem. O nimero entre
parénteses indica sua posi¢cdo no genoma viral e a cor indica se a enzima corta uma (preto) ou mais
vezes (azul) o genoma viral (desenhado com o software Vector NTI do pacote Vector NTI Advance
10.3.1, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

4.3 CLONAGEM
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Apés a amplificacdo dos diferentes segmentos de ADN representando o
genoma da cepa BR DEN3 290-02 procedeu-se a inser¢cdo dos mesmos em vetores
de alta cépia através de procedimentos padrao de clonagem. Os vetores utilizados
foram o pGEM®-T (Cat. No. A3600, Promega, Madison, WI, EUA) e o pGEM®-T-
Easy (Cat. No. A1360, Promega, Madison, WI, EUA) seguindo protocolo de ligacao
sugerido pelo fabricante. Alguns segmentos foram clonados, ap6s digestdao com as
enzimas apropriadas, diretamente nos vetores de baixa cépia #49pAC e #50pBAC.
Nesses casos, foi utilizada a T4 ADN ligase (Cat. No. 70005Y, USB, Cleveland, OH,
EUA ou Cat. No. M0202L, New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) segundo
protocolo do fabricante. Os vetores foram gentiimente cedidos pelo Dr. Peter W.
Mason (University of Texas Medical Branch), sendo que o vetor #49pAC (FIGURA
7A) é derivado do vetor pACNR (RUGGLI et al., 1996) e o vetor #50pBAC (FIGURA
7B) é derivado do vetor pBeloBAC11l (SHIZUYA et al.,, 1992). Esses vetores ja
haviam sido modificados previamente no laboratério do Dr. Mason pela adi¢do de
um sitio maltiplo de clonagem (Notl, BamHI, Xhol, Swal) entre os dois sitios Notl do
pBeloBAC11 (pBACDV1poly) e de outro ( Notl, BspTl, BspEl, NgoMIV, PshAl, Pmll
and Xhol) no pACNR (pACDV1poly) (SUZUKI et al., 2007). Posteriormente foram
utilizados os sitios BamHI/Swal no pACDV1poly e Notl/Swal no pBACDV1poly para
insercdo de um cassete sintético (Bio Basic Inc., Markham, ON, Canadd) contendo
um sitio Notl, o promotor da T7 ARN polimerase mais um G adicional, o0 5’RNC, os
56 primeiros nucleotideos que codificam a proteina C, um sitio multiplo de clonagem
contendo sitios para Mlul, Xhol, Aflll/BspTI, Xmal/Smal, Nhel, Avrll, Sphl, Nrul,
EcoRV e Clal, os 693 nucleotideos que codificam a por¢cdo C-terminal da proteina
NS5, o 3'RNC, a sequéncia da ribozima do virus da hepatite delta (Hepatitis delta
virus, HDV) e um sitio Swal. As sequéncias dos vetores podem ser consultadas no
ANEXO A. Todos os procedimentos de ligagao foram realizados considerando a

principio uma razao molar vetor:inserto de 1:3 como ideal.
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FIGURA 7 - Representacao esquematica dos vetores de baixa copia utilizados nos procedimentos de
clonagem: #49pAC (A) e #50pBAC (B). Em preto estao representados componentes do vetor e em
vermelho os segmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02. Estdo representados apenas 0s sitios
de restricao que foram utilizados nos procedimentos de clonagem para montagem do replicon e do
clone infeccioso. O numero entre parénteses indica sua posicao no vetor e a cor indica se a enzima
corta 0 mesmo uma (preto) ou mais vezes (azul) (desenhado com o software Vector NTI do pacote
Vector NTI Advance 10.3.1, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

4.4 TRANSFORMACAO DAS LIGACOES E TRIAGEM DOS POTENCIAIS CLONES

As cepas de Escherichia coli utilizadas nesse trabalho foram: Top 10 e
ToplOF' quimio-competentes (CaCl,) preparadas em nosso laboratério a partir de
estoques em 50% glicerol segundo protocolo de Mandel e Higa (1970) modificado. O
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genotipo das linhagens bacterianas pode ser consultado no ANEXO B. Para
transformacgé@o as bactérias competentes foram descongeladas em banho de gelo e
todo volume da ligagdo adicionado a 100uL da bactéria. Essa mistura era mantida
em gelo por 30 minutos e depois submetida a um choque térmico por 40 segundos
(Top10) ou 2 minutos (ToplOF’) a 42°C e 40 segundos (Topl0) ou 2 minutos
(Top1lOF’) em gelo novamente. Por fim, eram adicionados 250uL (Top10) ou 900uL
(Top10OF’) de meio SOC e a mistura mantida sob agitacdo (200rpm) a 37°C por uma
hora para recuperacdo das células transformadas. Apds este periodo aliquotas ou
todo volume das bactérias transformadas eram semeadas em placas contendo meio
TB ou LB sélido contendo o antibiético apropriado (100ug/mL de ampicilina, 15ug/mL
de cloranfenicol ou 50ug/mL de ampicilina) dependendo do vetor utilizado na
clonagem (pGEM®-T/pGEM®-T-easy, #50pBAC ou #49pAC, respectivamente). No
caso das transformacées com vetores pPGEM®-T ou pGEM®-T-easy foram utilizadas
placas de meio LB sélido que além do antibiético apropriado continham 80ug/mL de
5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactosideo  (X-Gal) e 0,5mM isopropil p-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG), uma vez que esse vetor possui uma sequéncia
codificadora de B-lactamase (lacZ) que € interrompida na presenca do inserto, o que
permite a triagem preliminar dos clones positivos (coldénias brancas) pela cor das
colonias. As placas eram incubadas a 37°C/16h (clonagem em vetores de alta copia)
ou a 30°C/24h (clonagem em vetores de baixa coOpia). Apds a verificacdo da
presenca de possiveis colbnias recombinantes na placa, era feita uma placa méae
para a identificagdo de cada eventual clone. Esta placa mae consistia do mesmo
meio descrito acima, com um papel quadriculado numerado colado no fundo. Cada
clone candidato era transferido da placa de crescimento para um quadrado
numerado da placa méde com o auxilio de um palito de dente e a placa era incubada
durante a noite a 37°C ou 30°C. Este procedimento permitia a analise das possiveis
col6nias recombinantes de forma inequivoca.

A triagem dos clones em potencial foi realizada a partir da placa mae pela
técnica de palitagem (BARNES, 1977) ou pela técnica de PCR de colbnia,
dependendo do tamanho final do plasmideo (vetor+inserto). A técnica de palitagem
consiste em passar cada uma das colbnias bacterianas contendo potenciais clones
com auxilio de um palito de dente estéril para um microtubo numerado ao qual sédo

adicionados 20uL de um tampéo de lise (5mM NaOH, 5% Glicerol, 0,5% dodecil
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sulfato de sédio (sodium dodecyl sulfate, SDS), 5mM acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) contendo uma pitada de azul de bromofenol). Essa mistura é incubada a
65°C por 10 minutos e as amostras sdo entdo aplicadas em gel 0,8% de agarose
em paralelo a uma amostra do vetor nativo. Para visualizagcdo das bandas de ADN
plasmidial, o gel € incubado em solu¢cdo de 0,5ug/mL de brometo de etideo. Os
clones recombinantes sao identificados pela diferengca de massa molecular com
relacdo ao vetor nativo. Para a PCR de colonia, coldnias bacterianas com os clones
em potencial também eram transferidas para um microtubo numerado com o auxilio
de um palito de dente estéril onde eram esgotados em 15uL de H,O ultra-pura. Em
seguida, os microtubos eram incubados a 94°C por 5 minutos, centrifugados a
velocidade maxima (12100g) por 30 segundos e 1luL do sobrenadante era
adicionado a 14uL de mistura para PCR preparada de acordo com o protocolo
sugerido pelo fabricante da Taq DNA polymerase (Cat. No. 10342-020, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). Os parametros de ciclagem utilizados foram: 95°C por 3
minutos 1 vez; 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 68°C por minuto por
kilobase de produto, 35 vezes.

As colbnias contendo os provaveis clones recombinantes eram inoculadas
em 3-20mL de meio terrific liquido contendo o antibidtico especifico, e crescidas a
37T ou 30°C por 16-24 horas sob agitagdo constante (200 rpm). Esses in6culos
eram utilizados na minipreparacao dos plasmideos recombinates e na preparacéo de
estoques em 25% de glicerol estéril que eram armazenados a -80°C.

4.5 MINIPREPARACAO DOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES E VERIFICACAO
DO TAMANHO DO INSERTO

Para a minipreparacéo dos plasmideos recombinantes foi utilizado o Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Cat. No. A1460, Promega, Madison,
WI, EUA) segundo as recomendacdes do fabricante.

A fim de confirmar a identidade do inserto foram realizadas digestdes com
enzimas que flanqueiam o mesmo para que seu tamanho pudesse ser verificado. No

caso das clonagens utilizando os vetores pGEM®-T ou pGEM®-T-easy foram
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utilizadas sempre as enzimas Sacll (Cat. No. R0157S, New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA) e Sacl (Cat. No. E1078Y, Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Reino Unido) que digerem o plasmideo em 2 sitios que flanqueiam o inserto e o
genoma da cepa BR DEN3 290-02 em apenas um ponto (Sacll, nucleotideo 5868).

4.6 SEQUENCIAMENTO DOS CLONES POSITIVOS

Os clones positivos foram sequenciados para confirmar sua identidade com
a da cepa BR DEN3 290-02. O sequenciamento foi realizado a partir da
minipreparacao dos plasmideos recombinantes ou a partir de PCRs do inserto. As
sequéncias nucleotidicas foram determindas utilizando o BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Cat. No. 4336917, Applied Biosystems, Foster City, 1A, EUA)
em um ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, IA,
EUA). Na reacdo de sequenciamento foram utilizados até 5,3uL de ADN, 0,7uL de
primer (5pmol/uL), 2uL de Dye Terminator e 2uL de tampdo Save Money (200mM
Tris-HCI pH9, 5mM MgCl;). A quantidade de ADN utilizada na reacéo foi
estabelecida de acordo com o recomendado pelo fabricante do kit. Os parametros de
ciclagem utilizados foram: 96°C por 2 minutos 1 vez; 96°C por 20 segundos, 50-58°C
por 20 segundos, 60°C por 4 minutos, 30-35 vezes. As reacdes foram purificadas
através da precipitacdo com 10% de 750mM acetato de amonio e 5 volumes de
etanol absoluto. Ap6és 20 minutos a temperatura ambiente as reacdes foram
centrifugadas por 30 minutos a 2130g e o sobrenadante descartado. O sedimento foi
lavado com 150uL de 70% etanol e submetido & nova centrifugacdo (2130g/15
minutos). O sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento seco por
centrifugacéo invertida seguida de incubacdo a 37°C por 20 minutos. Por fim o ADN
foi ressuspenso em 10uL de Hi-Di™ Formamide (Cat. No. 4311320, Applied
Biosystems, Foster City, IA, EUA). As sequéncias nucleotidicas foram analisadas
utilizando o pacote de programas phred/Phrap/Consed (www.phrap.org) (EWING et
al., 1998; EWING; GREEN, 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998; GORDON;
DESMARAIS; GREEN, 2001) e quando necessario o alinhamento nucleotidico foi

feito utilizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
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(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al., 1990). Alternativamente as
sequéncias foram enviadas para empresa Macrogen (Seoul, Korea) onde foram
sequenciadas em um Applied Biosystems 3730xI DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, IA, EUA).

4.7 CONSTRUCAO DO REPLICON E DO CLONE INFECCIOSO DA CEPA BR
DEN3 290-02

Para construcao tanto do replicon quanto do clone infeccioso da cepa BR
DEN3 290-02 foi necessario unir através de sucessivas reacdes de digestdo e
ligacdo os diferentes segmentos do genoma viral que haviam sido clonados
individualmente. No processo de construcéo, cada vez que um novo fragmento era
acrescentado nos vetores de baixa cOpia procuramos re-sequenciar esse fragmento
conforme descrito no item anterior. As enzimas de restricdo utilizadas nas diferentes
etapas do processo foram: Mlul (Cat. No. R0198L), Xhol (Cat. No. R0146S), Clal
(Cat. No. R0197S), Xmal (Cat. No. R0180L), Nhel (Cat. No. R0131L), Avrll (Cat. No.
R0174S), Sphl (Cat. No. R0182L), Nrul (Cat. No. R0192S) (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA), EcoRV (Cat. No. E1042Y), Spel (Cat. No. E1086Y) (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido), Aanl (ER2061) e BspTl (ER0831)
(Fermentas, Glen Burnie, MD, EUA). Em todos 0S casos procurou-se seguir as
recomendacdes do fabricante. Para purificacdo dos produtos de digestdo foram
utilizados os mesmos procedimentos utilizados para purificacdo dos produtos de
PCR mencionados no item 4.2.

4.8 TRANSCRICAO IN VITRO

O plasmideo recombinante do clone estavel do replicon purificado conforme
descrito no item 4.6, foi linearizado através de digestdo com a enzima de restricao
Swal (Cat. No. R0604S, New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) e posteriormente
purificado pela adicdo de 24% de 1M NacCl, 2% de 10ng/mL de glicogénio de ostra,
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2% de 0,1g/mL SDS, 4% de 05M EDTA e 1,2 volumes de solucdo de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. Essa mistura foi misturada em vortex e
centrifugada a 16100g por 2 minutos. O sobrenadante foi passado para um novo
microtubo ao qual se adicionou o0 mesmo volume de solucdo de cloroférmio:alcool
isoamilico. Essa mistura foi novamente misturada em vértex e centrifugada a 16100g
por 2 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo ao qual foram
adicionados 3,4 volumes de etanol 100% e mantido a -20°C por 16h. Apds esse
tempo a mistura foi centrifugada a 16100g por 20 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado com 4 volumes de 70% etanol para retirar tracos
de sal. Foi realizada nova centrifugacéo a 16100g por 10 minutos, e o0 sobrenadante
foi novamente descartado. O sedimento foi deixado a temperatura ambiente até
secar sendo ressuspenso com 5uL de agua livre de nuclease. Nos passos acima
descritos foram utilizados reagentes, microtubos e ponteiras livres de RNAse e as
porcentagens (v/v) e volumes séo referentes ao volume final da digestdo com Swal.
O ADN purificado e linearizado serviu de molde para reacdo de transcri¢cao in vitro
que foi realizada com o MEGAscript® T7 High Yeld Transcription Kit (Cat. No.
AM1333, Ambion, Austin, TX, EUA). Na transcri¢ao in vitro foram utilizados 3,5uL de
ADN previamente linearizado com a endonuclease Swal, 1 uL de 75mM dATP,
75mM dCTP e 75mM dTTP, 0,5uL de 75mM dGTP, 1uL de 40mM RNA Cap
structure analog m’G(5)ppp(5')G (Cat. No. S1404S, New England Biolabs, Ipswich,
MA, EUA) e 1uL de T7 ARN polimerase, que foram incubados a 38°C por 3h. A
integridade e tamanho do ARN transcrito foram verificados por eletroforese em gel
0,8% de agarose sob condic¢des livre de RNAse. O ARN transcrito foi armazenado a
-80°C até o momento da transfeccéo.

4.9 TRANSFECCAO

No procedimento de transfeccdo foram utilizados o ARN sintetizado na
reacdo de transcricdo in vitro descrita no item anterior e um ARN viral como controle

positivo. Esse ARN foi extraido a partir do sobrenadante de cultura de uma infeccao
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em células C6/36 com a terceira passagem da cepa BR DEN3 290-02 (ARN 290
P4), previamente purificado em gradiente de sacarose conforme descrito no item 4.2.

Para a transfeccdo das células, misturou-se a lipofectina (Cat. No. 18292-
011, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) ao meio Opti-MEM (Cat. No. 51985-034,
Gibco/lnvitrogen, Grand Island, NY, EUA) numa proporc¢éo de 1:8 (40uL:280uL) e a
mistura foi mantida a temperatura ambiente por 30 minutos. A seguir essa mistura foi
adicionada na propor¢cdo de 1:1 (80uL:80uL) ao meio contendo o ARN (ARN
transcrito in vitro ou ARN 290 P4) a ser transfectado ou ao meio sem ARN (controle
negativo, mock). Apos a adicdo de mais 1mL de meio Opti-MEM, as trés misturas de
transfeccao foram adicionadas (4 x 290uL de cada mistura) a uma placa de cultura
que havia sido semeada no dia anterior com 5,8.10* C6/36/cm?®. Cada poco havia
sido previamente lavado com meio Opti-MEM. As placas foram mantidas a 28°C por
3h, periodo apds o qual as misturas de transfeccao foram descartadas e substituidas
por meio Leibovitz (L-15) (Cat. No. 41300-039, Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY,
EUA) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cat. No. 12657-029,
Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), 0,26% de triptose (Cat. No. T-9157,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 25ug/mL de gentamicina (Cat. No. 15710-064,
Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY, EUA). As placas foram novamente incubadas a
28°C e em diferentes pontos pds-transfeccéo (48, 72, 96 e 120h) os sobrenadantes
foram recolhidos e o tapete celular fixado com uma mistura 1:1 de metanol acetona a

-20°C até seu processamento para imunofluorescéncia.

4.10 IMUNOFLUORESCENCIA

As placas com as culturas de células C6/36 que haviam sido fixadas apos
diferentes tempos pos-transfecgéo, foram incubadas com anticorpos policlonais anti-
dengue sorotipo 3 (a-D3) ou monoclonais anti-proteina de envelope (o-E, 4G2)
(GENTRY et al., 1982) ou anti-proteina NS1 (a-NS1, 7E11) (MASON et al., 1990)
para se verificar a expressao das proteinas virais. Para isso a solugdo de fixacéo foi
descartada e as placas secas a temperatura ambiente. Em seguida foram incubadas
a 37°C por 45 minutos com os anticorpos na diluicdo apropriada, lavadas trés vezes
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com PBS, incubadas por mais 45 minutos a 37°C com anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (a«-mouse FITC) (Cat. No.
F0257-ML, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluido 1:100 contendo 0,3% (v/v) de
10mg/mL azul de Evans. Por fim, foram incubadas a temperatura ambiente por 5
minutos com uma solu¢cdo de O0,5ug/mL de 4'.6'-diamidino-2 fenilindol (4'-6-
diamidine-2-phenyl indole, DAPI), lavadas cinco vezes com PBS e ap0s estarem
secas foi adicionada uma solucao de PBS/glicerol.

As imagens das imunofluorescéncias foram captadas com um microscépio
Nikon Eclipse TE300 (Nikon, Tokyo, Japdo) acoplado a uma camera CoolSNAP™-
Procs (Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). A visualizagéo e edicéo foi realizada
com auxilio do software Image-Pro® PLUS v.4.5.1.29 (Media Cybernetics, Bethesda,
MD, EUA).

4.11 TITULACAO

Os titulos virais foram determinados através da técnica de formacdo de
focos de infeccdo em culturas de células C6/36, modificada de Despres, Frenkiel e
Deubel (1993). Brevemente, uma monocamada de células C6/36 (5,8.10*
células/cm?) foi infectada com diferentes diluicdes do virus a ser titulado em meio L-
15 suplementado com 0,26% triptose e 25ug/mL gentamicina. Apés 1h de incubacéo
o meio de infeccdo foi substituido por uma mistura 1:1 (v/v) de meio L-15
suplementado com 10% SFB, 0,26% triptose e 25ug/mL gentamicina e uma solugéo
de carboximetilcelulose 3,2% (Cat. No. C-4888, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
As placas foram incubadas a 28°C por 7 dias até sua revelacdo. Para tal, as células
foram lavadas com tampao PBS, fixadas e permeabilizadas com uma solugéo de 3%
paraformaldeido (Cat. No. P-6148, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 0,5%, triton
X-100 (Cat. No. X-100, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), respectivamente. A
imuno-marcacgdo foi realizada apds incubagédo das culturas com o anticorpo o-D3
diluido 1:200 e anticorpo secundario anti-camundongo conjugado com fosfatase
alcalina (a-mouse PA) (Cat. No. S372B, Promega, Madison, WI, EUA) diluido

1:10000. A revelacado da reacéo foi realizada pela adicdo de 6,6% de 50mg/mL
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cloreto de nitroazul de tetrazdélio (nitro blue tetrazolium, NBT) (Cat. No. S380C,
Promega, Madison, WI, EUA) e 3,3% de 50mg/mL p-toluidina 5-bromo-4-cloro-
indolilfosfato (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, p-toluidine, BCIP) (Cat. No.
S381C, Promega, Madison, WI, EUA) diluidos em tampéao da fosfatase alcalina.



5 RESULTADOS

5.1 AMPLIFICACAO E CLONAGEM DOS SEGMENTOS DA CEPA BR DEN3 290-
02 EM VETORES DE ALTA COPIA

O primeiro passo, conforme explicado no item 4.2, consistiu na amplificacao
por RT-PCR dos diferentes segmentos da cepa BR DEN3 290-02. Todos os
segmentos foram amplificados com sucesso e possuiam o tamanho esperado. Na
FIGURA 8 esta ilustrado o perfil eletroforético em gel de agarose da amplificacéo de
todos os segmentos de ADN conforme estratégia ilustrada na FIGURA 6.

D3.39/D3.29 (4894pb)
D3.39/D3.6 (3485ph)
D3.39/D3.48 (2500ph)
D3.39/D3.3 (1440pb)
D3.E5'/D3.DomB- (1193pb)
D3.4/D3.6 (2141pb)
D3.7/D3.29 (2588pb)
U449/D3.6 (1147pb)
U449/D3.29 (2555ph)
D3.10/D3.27 {3152ph)
D3.28/D3.15 (2177ph)
D3.37/D3.17 (1783ph)

1Kb Plus

3000pb —

2000pb —
1650pb —

1000pb —
550pb —

FIGURA 8 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose da amplificacdo por RT-PCR dos diferentes
segmentos gendmicos da cepa BR DEN3 290-02. Os segmentos foram nomeados de acordo com os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para sua amplificacdo (oligonucleotideo iniciador de
polaridade positiva/oligonucleotideo iniciador de polaridade negativa). Entre parénteses se encontra o
tamanho esperado de cada segmento em pares de base (pb). Foram aplicados aproximadamente
20ng de cada produto de RT-PCR purificado e 250ng do marcador de massa molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Cat. No. 10787-018, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).



49

O passo seguinte foi a insergdo dos segmentos D3.39/D3.29, D3.39/D3.6,
D3.39/D3.48, D3.E5'/D3.DomB-, D3.4/D3.6, D3.7/D3.29, D3.10/D3.27, D3.28/D3.15
e D3.37/D3.17 em vetores de alta copia (pGEM®-T e pGEM®-T-easy). Apesar de
varias tentativas, ndo tivemos sucesso na inser¢cdo dos segmentos D3.39/D3.29 e
D3.39/D3.6. Os segmentos D3.39/D3.48 e D3.4/D3.6 apresentaram-se como
segmentos de dificil clonagem. Para conseguir sua insercdo, o procedimento de
ligacdo foi realizado a 4°C por 16h, como recomendado pelo fabricante para
obtencé@o de maior numero de transformantes, e as bactérias transformadas, depois
de plagueadas, foram incubadas a 30°C e ndo a 37°C, como é padrdo. Mesmo
utilizando esses procedimentos o numero de colbénias e de clones positivos
identificados apés a triagem era sempre pequeno. Os demais segmentos foram
clonados sem maiores problemas. A triagem dos clones foi realizada pela técnica de
palitagem conforme descrito no item 4.4. Os clones positivos foram minipreparados
como descrito no item 4.5 e digeridos com as endonucleases Sacl e Sacll para que
o tamanho do inserto fosse verificado e a positividade do clone confirmada. Na
FIGURA 9 podemos ver o perfil eletroforético em gel de agarose dos clones positivos
em sua forma nativa e ap0s a liberacdo do inserto por digestdo com as enzimas Sacl

e Sacll.

3< pGEM-T-easy+D3.39/03.48

pGEM-T-easy+D3.39/D3.3
3< pGEM-T-easy+D3.28/D3.15

< pGEM-T-easy+D3.39/D3.3
pGEM-T+D3.37/D3.17

pGEM-T+D3.ES’JD3.DomB-
o< pGEM-T-easy+D3.4/ID3.6

pGEM-T-easy+D3.7/03.29
§ 3< pGEM-T-easy+D3.7/D3.29

PGEM-T-easy+D3.39/D3.48
> pGEM-T+D3.E5'1D3.DomB-
1Kb Plus
pGEM-T-easy+D3.4iD3.6

¥ pGEM-T+D3.10/D3.27
3 pGEM-T+D3.10/D3.27
pPGEM-T-easy+D3.28/03.15
3 pGEM-T+D3.37i0D3.17

1Kb Plus
1Kb Plus

SRR |

FIGURA 9 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose dos clones positivos minipreparados e de
sua digestdo (3<) com as endonucleases Sacl e Sacll. Foram aplicados 250ng do marcador de
massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder e aproximadamente 200ng de cada minipreparacéo, sendo
gue a mesma quantidade foi utilizada na digestéao.
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Como podemos verificar pela comparagcdo dos dados do QUADRO 3 e da
FIGURA 9, todos os clones continham insertos do tamanho esperado.

Nome do clone Tamanho esperado dos fragmentos liber  ados por
digestdo com Sacl e Sacll (pb)

pGEM-T-easy+D3.39/D3.48 2500
pGEM-T-easy+D3.39/D3.3 1440
pGEM-T+D3.E5'/D3.DomB- 1193
pGEM-T-easy+D3.4/D3.6 2141
pGEM-T-easy+D3.7/D3.29 2588

pGEM-T+D3.10/D3.27 1566 e 1585
pGEM-T-easy+D3.28/D3.15 2177
pGEM-T+D3.37/D3.17 1783

FONTE: O autor (2009)

QUADRO 3 - TAMANHO ESPERADO DOS FRAGMENTOS LIBERADOS PELA DIGESTAO COM
SACI E SACII

Todos esses clones foram posteriormente sequenciados e apenas 0s que
ndo possuiam mutagbes que implicassem em uma modificagdo na composicao

aminoacidica da poliproteina foram utilizados nos passos seguintes.

5.2 CONSTRUCAO DO REPLICON DA CEPA BR DEN3 290-02

Em seguida, procedeu-se a montagem do replicon e do clone infeccioso
através da subclonagem dos fragmentos acima descritos nos vetores de baixa copia
(#49pAC e #50pBAC). O primeiro passo consistiu na passagem da porcao entre 0s
sitios Nhel e Sphl para o vetor #50pBAC, a partir da digestdo desse e do clone
pPpGEM-T-easy+D3.10/D3.27 (FIGURA 9) com as enzimas de restricdo Nhel e Sphl.
Os passos envolvido na obtencdo do clone pBAC+D3/290Nhel/Sphl estéo ilustrados

na FIGURA 10 e a representacdo esquematica do clone na FIGURA 12.
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FIGURA 10 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose mostrando as etapas envolvidas na
obtencédo do clone pBAC+D3/290Nhel/Sphl. (A) Perfil eletroforético das reacbes de digestdo do vetor
#50pBAC e do clone pGEM-T-easy+D3.10/D3.27 com as enzimas Nhel e Sphl apds purificagdo.
Entre parénteses encontra-se o tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram
aplicados 6% e 10% do volume das reacdes de digestédo purificadas do vetor #50pBAC e do clone
pGEM-T-easy+D3.10/D3.27, respectivamente. (B) Triagem dos clones candidatos através de PCR de
colénia com os oligonucleotideos iniciadores D3.28 e D3.25 cujo produto possui um tamanho
esperado de 813pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de colénia. (C) Produtos de PCR
purificados utilizados para o sequenciamento nucleotidico. As PCRs foram realizadas usando como
molde o plasmideo minipreparado de dois clones positivos, com os oligonucleotideos iniciadores
D3.39 e U448 cujo produto possui um tamanho esperado de aproximadamente 2263pb. Foram
aplicados 10% do volume das PCRs purificadas. Em todos os géis foram aplicados 250ng do
marcador de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder.

Em paralelo foi realizada a passagem do fragmento de ADN, localizado entre
os sitios de clivagem das endonucleases EcoRV e Clal, para o vetor #49pAC pela
digestdo do mesmo e do clone pGEM-T+D3.37/D3.17 (FIGURA 9) com essas
enzimas, dando origem ao clone pAC+D3/290EcoRV/Clal (FIGURA 12). Esse por
sua vez, juntamente com o clone pGEM-T-easy+D3.28/D3.15 (FIGURA 9), foi
digerido com as enzimas Sphl e EcoRV para inser¢cdo do fragmento situado entre
esses dois sitios no clone pAC+D3/290EcoRV/Clal, resultando na obtenc¢&o do clone
pAC+D3/290Sphl/Clal (FIGURAS 11 e 12).
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FIGURA 11 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo do clone
pAC+D3/290Sphl/Clal. (A) Perfil eletroforético das reacbes de digestdo purificadas dos clones
pAC+D3/290EcoRV/Clal e pGEM-T-easy+D3.28/D3.15 com as enzimas EcoRV e Sphl. Entre
parénteses encontra-se o tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados
10% do volume das reacdes de digestdo purificadas. (B) Triagem dos clones candidatos através da
técnica de PCR de col6nia com os oligonucleotideos iniciadores D3.37 e D3.23 cujo produto possuli
um tamanho esperado de 1347pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de colénia. (C) Produtos
de PCR purificados utilizados para o sequenciamento nucleotidico. As reagfes de PCR foram feitas a
partir do plasmideo minipreparado de trés clones positivos utilizando os oligonucleotideos iniciadores
D3.39 e D3.15 cujo produto possui um tamanho esperado de aproximadamente 2226pb. Foram
aplicados 4% do volume das PCRs purificadas. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador
de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder.

A seguir os clones pAC+D3/290Sphl/Clal e pBAC+D3/290Nhel/Sphl foram
digeridos com as enzimas Sphl e Clal para que a por¢cdo do genoma da cepa BR
DEN3 290-02 compreendida entre esses dois sitios de restricdo fosse inserida no
clone pBAC+D3/290Nhel/Sphl. O clone obtido através desse procedimento foi
nomeado pBAC+D3/290Nhel/Clal (FIGURAS 12 e 13).
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Resisténeia 3 ampicilina
Resisténcia a ampicilina
C (56 nt)
03280315 Sphi+EcoRV

D3.37/03.17 EcoRV+Clal
-

P15A on

pAC+D3/290Sphl/Clal
6871 bp

pAC+D3/290EcoRVI/Clal
5164 bp

U}-11

P15A on

Suallazae

Ribozima de HDV 7y

sitio Jo:
sitio coa

pBAC+D3/290Nhel/Sphl . pBAC+D3/290Nhel/Clal
10123 bp 13172 bp
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FIGURA 12 - Representacdo esquematica dos clones intermediarios no processo para obtencdo do
clone pBAC+D3/290Nhel/Clal. Em preto estdo representados componentes do vetor e em vermelho
0s segmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02. Os diferentes tons de azul representam os
fragmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02 inseridos nos vetores de baixa cépia. Para facilitar
a compreenséao foram utilizadas as mesmas cores das FIGURAS 6 e 7. Estdo representados apenas
os sitios de restricdo que foram utilizados nos procedimentos de clonagem para montagem do
replicon e do clone infeccioso. O nimero entre parénteses indica sua posicao no clone e a cor indica
se a enzima corta 0 mesmo uma (preto) ou mais vezes (azul). As enzimas utilizadas em cada etapa
para obtencdo dos clones ilustrados estao sublinhadas (desenhado com o software Vector NTI do
pacote Vector NTI Advance 10.3.1, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
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FIGURA 13 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo do clone
pBAC+D3/290Nhel/Clal. (A) Triagem dos clones candidatos através de reacdes de PCR de colbénia
com os oligonucleotideos iniciadores D3.28 e D3.13 cujo produto possui um tamanho esperado de
536pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de col6nia. (B) Confirmacao da identidade de um
dos clones positivos na PCR de col6nia por digestdo do plasmideo minipreparado com as enzimas
Nhel e Clal. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados sdo 8320pb e 4852pb. Foram
aplicados 4% do volume do plasmideo minipreparado e todo volume da digestdo da mesma
guantidade de plasmideo. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador de massa molecular
1Kb Plus DNA Ladder.

A porgdo do clone pBAC+D3/290Nhel/Clal compreendida entre os sitios
Nhel e Clal teve sua sequéncia nucleotidica inteiramente determinada e quando
comparada ao genoma da cepa BR DEN3 290-02 apresentou apenas uma mutacao
nao sinbnima no nucleotideo 7867 (A — G).

O produto da reacdo de PCR U449/D3.29 foi clonado diretamente no
#50pBAC pela digestdo do vetor e do fragmento de ADN da PCR com as enzimas
Mlul e Nhel (pBAC+D3/290MIulU449/D3.29). Quatro dos clones obtidos pela ligacao
desse fragmento ao vetor foram sequenciados e todos possuiam mais de uma
mutacdo ndo-sinbnima. Porém, um desses clones ndo apresentava nenhuma
mutacdo no segmento entre os sitios Xmal e Nhel. Assim sendo, passamos essa
porcdo do genoma da cepa BR DEN3 290-02 para o vetor #49pAC, digerindo esse
clone e o vetor com as endonucleases Xmal e Sphl (FIGURA 14).
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pAC+D3/290Xmal/Nhel Clone 2
pAC+D3/290Xmal/Nhel Clone 2
pAC+D3/290Xmal/Nhel Clone 13
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FIGURA 14 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo do clone
pAC+D3/290Xmal/Nhel. (A) Perfil eletroforético das reacdes de digestdo purificadas do clone
pBAC+D3/290MIulU449/Nhel e do vetor #49pAC com as enzimas Xmal e Sphl. Entre parénteses
encontra-se o tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados 13% e 8% do
volume das reacdes de digestdo purificadas do clone pBAC+D3/290MIulU449/Nhel e do vetor
#49pAC, respectivamente. (B) Confirmacéo da identidade de dois clones positivos pela técnica de
palitagem (foto ndo mostrada) por digestdo dos plasmideos minipreparados com as enzimas Xmal e
Sphl. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados séo 1558pb e 3791pb. Foram aplicados 4%
do volume do plasmideo minipreparado e todo volume da digestdo de 2% do volume do plasmideo
minipreparado. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador de massa molecular 1Kb Plus
DNA Ladder.

O clone denominado pAC+D3/290Xmal/Nhel cuja construcao foi descrita no
paragrafo anterior, foi digerido com as enzimas Xmal e BspTl em paralelo a digestao
do clone pGEM-T-easy+D3.4/D3.6 (FIGURA 9). A porcdo do genoma situada entre
esses dois sitios de restricdo foi entdo adicionada ao clone pAC+D3/290Xmal/Nhel,
originando o clone pAC+D3/290BspTI/Nhel (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo do clone
pAC+D3/290BspTI/Nhel. (A) Perfil eletroforético das reagbes de digestdo purificadas dos clones
pAC+D3/290Xmal/Nhel e pGEM-T-easy+D3.4/D3.6 com as enzimas Xmal e BspTl. Entre parénteses
encontra-se o tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados 20% e 13%
do volume das reacdes de digestdo purificadas dos clones pAC+D3/290Xmal/Nhel e pGEM-T-
easy+D3.4/D3.6, respectivamente. (B) Triagem dos clones candidatos através de PCR de colénia
com os oligonucleotideos iniciadores D3.36 e D3.6, cujo produto possui um tamanho esperado de
666pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de coldnia. (C) Confirmacéo da identidade de quatro
clones positivos na PCR de colbnia por digestdo dos plasmideo minipreparados com as enzimas
BspTl e EcoRV. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados sdo 3766pb e 2972pb. Foram
aplicados todo volume da digestédo de 2,5% do volume dos plasmideos minipreparados. Em todos os
géis foram aplicados 250ng do marcador de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder.

Em seguida o clone pAC+D3/290BspTI/Nhel e o produto da reacdo de PCR
U449/D3.6 foram digeridos com as enzimas Xmal e Mlul (FIGURA 16). O
oligonucleotideo iniciador U449 possui um sitio de clivagem para a enzima Mlul em
sua porgcao 5’ e foi desenhado de forma que hibridizasse na regido da sequéncia
sinal da proteina NS1, permitindo assim a insercdo desse fragmento justaposto aos
56 nucleotideos iniciais que codificam a proteina C e que precedem esse sitio no
vetor. O resultado foi o clone denominado pAC+D3/290MIlulU449/Nhel que quando
digerido em paralelo com o clone pBAC+D3/290Nhel/Clal (FIGURA 12) com as
enzimas Mlul e Nhel permitiu que obtivéssemos os primeiros clones do replicon BR
DEN3 290-02 (FIGURA 16).

Como pode ser visto na FIGURA 16A o plasmideo do clone

pAC+D3/290BspTI/Nhel digerido com Xmal e Mlul co-purificou com o plasmideo ndo
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digerido. Uma vez que esse material foi utilizado na ligacao para obtencao do clone
pAC+D3/290MIulU449/Nhel, isso explica o aparecimento de bandas no gel de dois
tamanhos distintos (1860 pb e 1297pb) na PCR de col6nia (FIGURA 16B). Sendo
gque os fragmentos de maior massa molecular foram amplificados a partir dos
plasmideos nao digeridos que foram co-transformados e as de tamanho menor a
partir dos clones pAC+D3/290MIulU449/Nhel.

pAC+D3/290MlulU448I/Nhel (2389pb)

1Kb Plus
1 pBAC+D3/290NMhel/Clal (13136pb)

E

pAC+D3/290BspTI/Nhel (5322pb)

U449/D3.6 (847pb)

o
1Kb Plus

.
D~ FWDON~0R
e e e

Replicon BR DEN3 290-02 Clone 7
Replicon BR DEN3 290-02 Clone 7
Replicon BR DEN3 290-02 Clone 8
Replicon BR DEN3 290-02 Clone 8
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2000pb —
1650ph —

1000pb —
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FIGURA 16 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo dos clones
pAC+D3/290MIulU449/Nhel e replicon BR DEN3 290-02. (A) Perfil eletroforético das reagcbes de
digestéo purificadas do clone pAC+D3/290BspTI/Nhel e da PCR U449/D3.6 com as enzimas Mlul e
Xmal. Entre parénteses encontra-se o tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram
aplicados 13% do volume das reagfes de digestdo purificadas. (B) Triagem dos clones candidatos
através de PCR de colénia com os oligonucleotideos iniciadores D3.39 e D3.6 cujo produto possui um
tamanho esperado de 1297pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de colbnia. (C) Perfil
eletroforético das reacdes de digestdo purificadas dos clones pAC+D3/290MIulU449/Nhel e
pBAC+D3/290Nhel/Clal com as enzimas Mlul e Nhel. Entre parénteses encontra-se o tamanho
esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados 6% e 8% do volume das reacdes de
digestdo purificadas dos clones pBAC+D3/290Nhel/Clal e pAC+D3/290MIulU449/Nhel,
respectivamente. (D) Triagem dos clones candidatos através de PCR de colénia com os
oligonucleotideos iniciadores D3.39 e D3.6 cujo produto possui um tamanho esperado de 1297pb.
Foram aplicados 67% do volume da PCR de colbnia. (E) Confirmacado da identidade de dois clones
positivos na PCR de col6nia por digestdo dos plasmideo minipreparados com as enzimas Mlul e
Nhel. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados sdo 13136pb e 2389pb. Foram aplicados
3,3% do volume dos plasmideos minipreparados e todo volume da digestdo da mesma quantidade de
plasmideo. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador de massa molecular 1Kb Plus DNA
Ladder.

Um dos clones do replicon BR DEN3 290-02 foi parcialmente sequenciado e

foram observadas mutacdes ndo sinbnimas nas regidées que codificam as proteinas
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NS1, NS2A e NS2B. Sendo que uma dessas alterava a fase de leitura da
poliproteina.

A fim de contornar esse problema foram utilizados os clones
pAC+D3/290MIulU449/Nhel e pGEM-T-easy+D3.7/D3.29 (FIGURA 9). O
sequenciamento nucleotidico parcial do clone pAC+D3/290MIulU449/Nhel né&o
identificou o aparecimento de mutagdes entre os sitios Mlul e Xmal, assim sendo
digerimos 0 mesmo com as enzimas Xmal e Avrll e também o clone pGEM-T-
easy+D3.7/D3.29, que havia sido previamente sequenciado, com as enzimas Xmal
e Spel (FIGURAS 18A e 18B). Os sitios de clivagem das enzimas Avrll e Spel
resultam em extremidades coesivas, 0 que possibilitou a montagem do clone
pAC+D3/290MIulUu449/D3.29 (FIGURA 17). O fato de existirem dois sitios de
restricdo para Nhel no vetor #49pAC (FIGURA 7) e consequentemente no clone
pAC+D3/290MlulU449/Nhel (FIGURA 17) impossibilitou o uso dessa endonuclease,
ao invés da estratégia  Avrll/Spel, na montagem do clone
pAC+D3/290MIulU449/D3.29 (FIGURA 17).

Para construcdo do clone pAC+D3/290Mlulu449/D3.29 foram utilizados
fragmentos que haviam sido previamente sequenciados e nos quais ndo foram
observadas mutagdes. Esse clone, juntamente com o clone pBAC+D3/290Nhel/Clal,
descrito anteriormente, foram utilizados em uma nova tentativa de se obter o replicon
da cepa BR DEN3 290-02. Ambos os clones foram digeridos com as endonucleases
Nhel e Mlul (FIGURA 18C) de forma a permitir que o fragmento do clone
pAC+D3/290MIulU449/D3.29 situado entre esses sitios fosse adicionado ao clone
pBAC+D3/290Nhel/Clal, dando origem a um novo clone do replicon BR DEN3 290-
02 (FIGURAS 18D e 19). Diferentes segmentos desse clone, abrangendo a porgéo
situada entre os sitios de clivagem para as enzimas Mlul e Clal, que ndo estavam
presentes no vetor #50pBAC, foram amplificados por PCR (FIGURA 18E) e tiveram
sua sequéncia nucleotidica determinada. Foi constatada a presenca de apenas uma
mutacao sindbnima, que ja havia sido identificada no clone pBAC+D3/290Nhel/Clal. O
resultado do alinhamento das sequéncias deste clone com a da cepa viral BR DEN3
290-02 pode ser consultado no APENDICE B.
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FIGURA 17 - Representacdo esquematica dos clones intermediarios no processo de obtengéo do clone
pAC+D3/290MIulU449/D3.29. Em preto estdo representados componentes do vetor e em vermelho os
segmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02. Os diferentes tons de azul e verde representam 0s
fragmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02 inseridos nos vetores de baixa coOpia. Para facilitar a
compreenséo foram utilizadas as mesmas cores das FIGURAS 6 e 7. Estdo representados apenas o0s
sitios de restricdo que foram utilizados nos procedimentos de clonagem para montagem do replicon e
do clone infeccioso. O ndmero entre parénteses indica sua posi¢do no clone e a cor indica se a enzima
corta 0 mesmo uma (preto) ou mais vezes (azul). As enzimas utilizadas em cada etapa para obtencao
dos clones ilustrados estédo sublinhadas (desenhado com o software Vector NTI do pacote Vector NTI
Advance 10.3.1, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
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FIGURA 18 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo dos clones
pAC+D3/290MIulU449/D3.29 e replicon BR DEN3 290-02. (A) Perfil eletroforético das reacdes de
digestao purificadas do clone pAC+D3/290MIulU449/Nhel com as enzimas Xmal e Avrll e do clone
pGEM-T-easy+D3.7/D3.29 com as enzimas Xmal e Spel. Entre parénteses encontra-se o tamanho
esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados 10% do volume das reacdes de
digestao purificadas. (B) Confirmagédo da identidade de um dos clones positivo na PCR de colbnia por
digestdo do plasmideo minipreparado com as enzimas Mlul e Sphl. Os tamanhos esperados dos
fragmentos liberados sdo 3764pb e 2575pb. Foram aplicados 4% do volume do plasmideo
minipreparado e todo volume da digestdo da mesma quantidade de plasmideo. (C) Perfil
eletroforético das reacdes de digestdo purificadas dos clones pAC+D3/290MIulU449/D3.29 e
pBAC+D3/290Nhel/Clal com as enzimas Mlul e Nhel. Entre parénteses encontra-se o tamanho
esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados 6,6% e 10% do volume das reacbes
de digestdao purificadas dos clones pBAC+D3/290Nhel/Clal e pAC+D3/290MIulU449/Nhel,
respectivamente. (D) Confirmacao da identidade de um dos clones positivos na PCR de coldnia por
digestdo do plasmideo minipreparado com as enzimas Mlul e Xmal. Os tamanhos esperados dos
fragmentos liberados sdo 7623pb, 4828pb, 2221pb e 853pb. Foram aplicados 3,3% do volume do
plasmideo minipreparado e todo volume da digestdo da mesma quantidade de plasmideo. (E) PCRs
purificados utilizados no sequenciamento. As PCRs foram feitas a partir do plasmideo minipreparado
do replicon BR DEN3 290-02 Clone 1 utilizando os oligonucleotideos iniciadores indicados
(oligonucleotideo iniciador de polaridade positiva/oligonucleotideo iniciador de polaridade negativa).
Entre parénteses se encontra o tamanho esperado de cada segmento em pares de base (pb). Foram
aplicados 4% do volume das PCRs purificadas. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador
de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder.
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FIGURA 19 - Representagdo esquematica dos clones intermediérios no processo de obtencdo do
clone do replicon BR DEN3 290-02. Em preto estdo representados componentes do vetor e em
vermelho os segmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02. Os diferentes tons de azul
representam os fragmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02 inseridos nos vetores de baixa
cOpia. Para facilitar a compreensédo foram utilizadas as mesmas cores das FIGURAS 6 e 7. Estao
representados apenas os sitios de restricdo que foram utilizados nos procedimentos de clonagem
para montagem do replicon e do clone infeccioso. O niumero entre parénteses indica sua posi¢do no
clone e a cor indica se a enzima corta 0 mesmo uma (preto) ou mais vezes (azul). As enzimas
utilizadas em cada etapa para obtenc¢éo dos clones ilustrados estédo sublinhadas (desenhado com o
software Vector NTI do pacote Vector NTI Advance 10.3.1, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

5.3 REACOES DE IMUNOFLUORESCENCIA DAS CELULAS E TITULACAO DO
SOBRENADANTE DAS CULTURAS TRANSFECTADAS COM O REPLICON BR
DEN3 290-02
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Com a obtencdo do clone completo (contendo 0s genes virais
correspondentes as proteinas NS1 a NS5), iniciamos o0s experimentos de
transfeccdo em cultura de células para avaliar a atividade do replicon. O clone do
replicon BR DEN290-02 foi linearizado através da digestdo com a enzima Swal
(FIGURA 20A), o material foi purificado e o ADN foi transcrito in vitro (FIGURA 20B)
para obtencao do ARN a ser transfectado.

Replicon BR DEN3 290-02
ARN Replicon BR DEN3 290-02

ARN 290 P4

=
1Kb Plus
m
10Kb

10000nt —
a0aont —

2000nt —

1500nt —
500nt —

J
Swal

FIGURA 20 - Preparacao do clone do replicon para transfeccao. (A) Perfil eletroforético em gel 0,8%
de agarose do clone do replicon linearizado com a enzima Swal. O tamanho esperado do clone
linearizado é de 15525pb. Foram aplicados 10% do volume da digestdo purificada e 250ng do
marcador de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder. (B) Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose
sob condig¢Bes livres de RNAse do ARN do replicon transcrito in vitro e do ARN controle (ARN 290
P4). Foram aplicados 0,5% do volume da transcricdo in vitro e 1,5ug do marcador de massa
molecular 0,5-10Kb RNA Ladder (Cat. No. 15623-200, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

O ARN proveniente da reacdo de transcricdo in vitro, juntamente com um
ARN extraido do sobrenadante de uma cultura infectada com a cepa BR DEN3 290-
02 (ARN 290 P4, controle positivo) foram transfectados em uma monocamada de
células C6/36 e nos tempos de 48h, 72h, 96h e 120h poés-transfeccdo, os
sobrenadantes das culturas foram recolhidos e as células fixadas para serem
processadas para reacdes de imunofluorescéncia. Células ndo transfectadas foram

utilizadas como controle negativo.
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FIGURA 21 - Imunofluorescéncia 48h pés-transfecgdo. O tapete celular fixado foi reagido com o-D3
seguido de a-mouse FITC e os nucleos foram corados com DAPI. As fotos foram feitas com um
aumento de 400x e a barra ilustrada nas fotos de campo claro corresponde a 50pm.

72 horas pds-transfeccdo

Campo claro FITC DAPI Sobreposicdo FITC+DAPI
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FIGURA 22 - Imunofluorescéncia 72h pés-transfecgéo. O tapete celular fixado foi reagido com o-D3

seguido de a-mouse FITC e os nucleos foram corados com DAPI. As fotos foram feitas com um
aumento de 400x e a barra ilustrada nas fotos de campo claro corresponde a 50pm.
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96 horas pds-transfeccdo

Campo claro FITC DAPI Sobreposicdo FITC+DAPI

ARN 290 P4

Controle negativo

' -

Replicon

FIGURA 23 - Imunofluorescéncia 96h pés-transfecgdo. O tapete celular fixado foi reagido com o-D3
seguido de a-mouse FITC e os nucleos foram corados com DAPI. As fotos foram feitas com um
aumento de 400x e a barra ilustrada nas fotos de campo claro corresponde a 50pm.
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FIGURA 24 - Imunofluorescéncia 120h pos-transfeccdo. O tapete celular fixado foi reagido com o-D3
seguido de a-mouse FITC e os nucleos foram corados com DAPI. As fotos foram feitas com um
aumento de 400x e a barra ilustrada nas fotos de campo claro corresponde a 50pm.
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FIGURA 25 - Titulagdo pela técnica de formacéo de focos de infec¢do dos sobrenadantes das células
transfectadas recolhidos 48h, 72h, 96h e 120h poés-transfec¢do. Cada diluicdo foi testada em
duplicata e meio sem soro foi usado como controle negativo (Mock). A2-A6 e B2-B6: diferentes
diluicdes do sobrenadante das células transfectadas com o ARN do replicon transcrito in vitro. C2-C6
e D2-D6: diferentes diluigBes do sobrenadante das células transfectadas com o ARN 290 P4.

Nas FIGURAS 21, 22, 23 e 24 é possivel observar a reacdo das células
transfectadas com as duas amostras de ARN com o anticorpo especifico a-D3. A
partir desse resultado é possivel concluir que os ARNs foram eficientemente
transfectados e traduzidos em proteinas que foram reconhecidas pelo «o-D3.
Também é possivel observar que com o passar do tempo o namero de células que
reagem com o anticorpo e a intensidade da reagdo aumentam. Isso € uma boa
indicacdo de que o ARN do replicon esta sendo efetivamente replicado.

Posteriormente os sobrenadantes das culturas transfectadas que foram
recolhidos 48h, 72h, 96h e 120h pds-transfecgcdo foram titulados através da técnica
de formacgéao de focos de infeccdo. Como pode ser constatado na FIGURA 25, como
esperado, ndo foi possivel detectar a formagéo de particulas virais no sobrenadante
das células transfectadas com o replicon.

A fim de confirmar que nossas observagdes ndao haviam sido o resultado de
contaminacdo ou em virtude de erros técnicos foram realizadas IFls das culturas
transfectadas, 120h pos-transfecgdo, utilizando anticorpos monoclonais o-E e o-
NS1. Como esperado, 0 controle negativo ndo mostrou reacao positiva com nenhum
dos anticorpos, 0 controle positivo reagiu com ambos e as culturas transfectadas

com o replicon reagiram apenas com a-NS1 (FIGURA 26).
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FIGURA 26 - Imunofluorescéncia 120h pés-transfeccéo. O tapete celular fixado foi reagido com a-D3,
o-E ou a-NS1 seguido de a-mouse FITC. As fotos foram feitas com um aumento de 400x e a barra
ilustrada nas fotos de campo claro corresponde a 50um.
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5.4 Construgao do clone infeccioso da cepa BR DEN3  290-02

Varias estratégias foram utilizadas para a construcdo do clone infeccioso de
DENV3. Uma dessas consistiu na insercdo direta da porgéo situada entre os sitios
de clivagem Mlul e Nhel do genoma da cepa BR DEN3 290-02 no clone
pBAC+D3/290Nhel/Clal pela digestdo do mesmo e da PCR D3.39/D3.29 com essas
enzimas. Para transformagdo dessa ligacdo foram utilizadas bactérias Topl0 e
DH5a0. eletrocompetentes, assim como ToplO calcio competente. Na estratégia
utilizando as bactérias eletrocompetentes cresceram poucas colénias e nenhuma foi
positiva na triagem por PCR de colénia. Na estratégia utilizando a bactéria
guimiocompetente néo foi observado nenhum crescimento.

Alternativamente, tentamos inserir a por¢do situada entre os sitios Mlul e
Nhel presentes no genoma da cepa BR DEN3 290-02 no vetor #50pBAC antes de
inseri-la no clone pBAC+D3/290Nhel/Clal, porém igualmente sem sucesso.

Outra estratégia envolvia a ligacdo dos clones pAC+D3/290MIul/BspTI e
pAC+D3/290BspTI/D3.29 para obtencdo do clone pAC+D3/290MIul/D3.29 cujo
fragmento situado entre os sitios Mlul e Nhel seria inserido no clone
pBAC+D3/290Nhel/Clal (FIGURA 19) pela digestdo com essas enzimas. No entanto,
em nenhuma das tentativas obtivemos um clone pAC+D3/290Mlul/D3.29. A seguir
estdo descritas as etapas utilizadas para obtencdo dos clones
pPAC+D3/290MIul/BspTl e pAC+D3/290BspTI/D3.29.

O primeiro passo para construgdo do clone pAC+D3/290Mlul/BspT! foi a
digestao do vetor #49pAC e do clone pGEM-T-easy+D3.39/D3.3 (FIGURA 9) com as
enzimas Mlul e Xhol para insercao do fragmento da cepa BR DEN3 290-02 situado
entre esses sitios no vetor #49pAC. O clone assim obtido (pAC+D3/290Mlul/Xhol) foi
digerido com as enzimas BspTl e Xhol em paralelo ao clone pGEM-
T+D3.E5'/D3.DomB- (FIGURA 9) para insercdo desse fragmento no clone
pAC+D3/290Mlul/Xhol, originando o clone pAC+D3/290MIul/BspTI (FIGURAS 27 e
29).

J& para a construcdo do clone pAC+D3/290BspTI/D3.29, o primeiro passo
foi a digestdo do vetor #49pAC com as enzimas Xmal e Avrll e do clone pGEM-T-
easy+D3.7/D3.29 (FIGURA 9) com as enzimas Xmal e Spel. Da mesma forma que
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na construcdo do clone pAC+D3/290MIulU449/D3.29 foi evitado o uso da enzima
Nhel. Esse procedimento permitiu a inser¢cao do fragmento situado entre o sitio Xmal
e 0 nucleotideo 4893 da cepa BR DEN3 290-02 no vetor #49pAC. O clone assim
obtido (pAC+D3/290Xmal/D3.29) foi digerido com as enzimas BspTl e Xmal em
paralelo ao clone pGEM-T-easy+D3.4/D3.6 (FIGURA 9), resultando na obtenc&o do
clone pAC+D3/290BspTI1/D3.29 (FIGURAS 28 e 29).
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FIGURA 27 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo do clone
pAC+D3/290MIul/BspT]I. (A) Perfil eletroforético das reacgdes de digestdo purificadas do vetor #49pAC
e do clone pGEM-T-easy+D3.39/D3.3 com as enzimas Mlul e Xhol. Entre parénteses encontra-se o
tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados 10% do volume das
reacdes de digestdo purificadas. (B) Triagem dos clones candidatos através de PCR de col6nia com
os oligonucleotideos iniciadores D3.39 e D2 Lanciotti cujo produto possui um tamanho esperado de
644pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de coldnia. (C) Confirmagdo da identidade de um
dos clones positivo na PCR de colbnia por digestdo do plasmideo minipreparado com as enzimas
Mlul e Xhol. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados sdo 3813pb e 862pb. Foram
aplicados 3,3% do volume do plasmideo minipreparado e todo volume da digestdo da mesma
guantidade de plasmideo. (D) Perfil eletroforético das reacdes de digestao purificadas dos clones
pAC+D3/290Mlul/Xhol e pGEM-T+D3.E5'/D3.DomB- com as enzimas Xhol e BspTI. Entre parénteses
encontra-se 0 tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados 8% do
volume das reacbes de digestdo purificadas. (E) Confirmagdo da identidade de um dos clones
positivos pela técnica de palitagem (foto ndo mostrada) através da digestdo do plasmideo
minipreparado com as enzimas Mlul e BspTI. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados séo
3804pb e 1642pb. Foram aplicados 4% do volume do plasmideo minipreparado e todo volume da
digestdo da mesma quantidade de plasmideo. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador
de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder.
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FIGURA 28 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo do clone
pAC+D3/290BspTI/D3.29. (A) Perfil eletroforético das reacbes de digestdo purificadas do vetor
#49pAC com as enzimas Xmal e Avrll e do clone pGEM-T-easy+D3.7/D3.29 com as enzimas Xmal e
Spel. Entre parénteses encontra-se o tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram
aplicados 6% e 10% do volume das reagfes de digestdo purificadas do vetor #49pAC e do clone
pGEM-T-easy+D3.7/D3.29, respectivamente. (B) Triagem dos clones candidatos através de PCR de
colénia com os oligonucleotideos iniciadores D3.10 e D3.29 cujo produto possui um tamanho
esperado de 592pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de col6nia. (C) Confirmacdo da
identidade de um dos clones positivo na PCR de colbnia por digestdo do plasmideo minipreparado
com as enzimas Xmal e Sphl. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados sdo 3791pb e
1722pb. Foi aplicado 4% do volume do plasmideo minipreparado e todo volume da digestdao da
mesma quantidade de plasmideo. (D) Perfil eletroforético das reagbes de digestdo purificadas dos
clones pAC+D3/290Xmal/D3.29 e pGEM-T-easy+D3.4/D3.6 com as enzimas Xmal e BspTl. Entre
parénteses encontra-se o tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados
5% do volume das reacdes de digestédo purificadas. (E) Triagem dos clones candidatos através de
PCR de coldnia com os oligonucleotideos iniciadores D3.39 e D3.43 cujo produto possui um tamanho
esperado de 357pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de col6nia. (F) Confirmacdo da
identidade de um dos clones positivos na PCR de colbnia por digestdo do plasmideo minipreparado
com as enzimas Xmal e Xhol. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados sdo 5495pb e
1407pb. Foram aplicados 3,3% do volume do plasmideo minipreparado e todo volume da digestao da
mesma quantidade de plasmideo. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador de massa
molecular 1Kb Plus DNA Ladder.
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FIGURA 29 - Representacdo esquematica da construcdo dos clones pAC+D3/290MIul/BspTI e
pAC+D3/290BspTI/D3.29. Em preto estdo representados componentes do vetor e em vermelho os
segmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02. Os diferentes tons de azul e verde representam os
fragmentos do genoma da cepa BR DEN3 290 -02 inseridos nos vetores de baixa copia. Para facilitar
a compreenséao foram utilizadas as mesmas cores das FIGURAS 6 e 7. Estdo representados apenas
os sitios de restricdo que foram utilizados nos procedimentos de clonagem para montagem do
replicon e do clone infeccioso. O nimero entre parénteses indica sua posicao no clone e a cor indica
se a enzima corta 0 mesmo uma (preto) ou mais vezes (azul). As enzimas utilizadas em cada etapa
para obtencdo dos clones ilustrados estao sublinhadas (desenhado com o software Vector NTI do
pacote Vector NTI Advance 10.3.1, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Além de tentar construir o clone infeccioso conforme descrito nos paragrafos
anteriores utilizamos também uma abordagem alternativa com esses mesmos clones
(PAC+D3/290Mlul/BspTIl, pAC+D3/290BspTI/D3.29, pBAC+D3/290Nhel/Clal). O
clone pAC+D3/290MIul/BspT!l (FIGURA 29) foi digerido com as enzimas Milul e
BspTl, o clone pAC+D3/290BspTI/D3.29 (FIGURA 29) com as enzimas Nhel e Aflll e
o clone pBAC+D3/290Nhel/Clal (FIGURA 19) com as enzimas Mlul e Nhel.
Tentamos uma ligacao de trés partes onde a porgéo da cepa BR DEN3 290-02 entre

os sitios Mlul e Nhel seria inserida no clone pBAC+D3/290Nhel/Clal a fim de montar




71

o clone infeccioso. No entanto, essa estratégia também ndo apresentou o resultado
esperado.

Com a finalidade de se construir o clone infeccioso foram realizadas mais
trés estratégias. A primeira envolvia a digestdo do produto de PCR D3.39/D3.6 e do
clone pAC+D3/290MIulU449/D3.29 (FIGURA 19) com as enzimas Mlul e Kpnl cuja
ligacéo resultaria no clone pAC+D3/290MIul/D3.29. Esse por sua vez seria digerido
em paralelo ao clone pBAC+D3/290Nhel/Clal com as enzimas Mlul e Nhel,
resultando assim no clone infeccioso da cepa BR DEN3 290-02. No entanto, ndo
conseguimos recuperar nenhum clone pAC+D3/290MIlul/D3.29. A segunda
estratégia tinha os mesmos objetivos da anterior, porém envolvia a digestdo dos
clones pGEM-T-easy+D3.39/D3.48 e pAC+D3/290Mlulu449/D3.29 (FIGURA 19)
com as enzimas Aanl (isoesquizOmero de Psil) e Mlul. O resultado seria a
construcdo do clone pAC+D3/290MIul/D3.29, porém apos algumas tentativas nao
obtivemos nenhum resultado positivo. A terceira estratégia envolvia a subclonagem
do fragmento D3.39/D3.48, que havia sido clonado no pGEM-T-easy, no vetor
#49pAC atraves da digestdo do clone pGEM-T-easy+D3.39/D3.48 com as enzimas
Mlul e Spel e do vetor #49pAC com Mlul e Avrll. Esse procedimento de
subclonagem deu origem ao clone pAC+D3/290MIul/D3.48 (FIGURAS 30 e 31).

Com a obtencdo do clone pAC+D3/290MIul/D3.48 j& era possivel tentar
recuperar um clone contendo a sequéncia do genoma viral completa através de
reacao de ligacao in vitro deste clone com o clone do replicon, seguido de
transcricdo in vitro e transfecgdo. Para realizar a ligagdo in vitro o clone
pAC+D3/290Mlul/D3.48 foi previamente digerido com as endonucleases Aanl e Sall
e o clone do replicon com as endonucleases Aanl e Swal. As digestbes foram
purificadas (FIGURA 32A), ligadas e apos purificacdo do produto ligado, submetidas
ao procedimento de transcricao in vitro. Como podemos constatar pela FIGURA 32B
0 ARN transcrito ndo possui o tamanho esperado e provavelmente foi o resultado da
transcricdo apenas do fragmento digerido a partir do clone pAC+D3/290MIul/D3.48,
onde estava situado o promotor da T7 ARN polimerase. Resultado esse indicativo de
gue a ligacao dos dois fragmentos ndo ocorreu como o esperado.

Uma vez que dispunhamos do clone pAC+D3/290Mlul/D3.48, utilizamos
esse clone em wuma nova tentativa para a construgdo do clone
pAC+D3/290Mlul/D3.29 (FIGURA 34). Assim, tanto o clone pAC+D3/290MIlul/D3.48,
guanto o clone pAC+D3/290MIulU449/D3.29 (FIGURA 17) foram digeridos com as
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enzimas Aanl e Sphl e os fragmentos liberados ligados (FIGURA 33). As bactérias,
depois de transformadas, foram mantidas a temperatura ambiente. Dessa forma, foi
possivel a obtencéo do clone pAC+D3/290MIul/D3.29 (FIGURA 34).

Atualmente, esse clone esta sendo sequenciado e juntamente com o clone
do replicon, digerido com os pares de endonucleases Mlul e Nhel ou Clal e Xmal a

fim de obtermos um clone contendo o genoma viral completo (full-length).
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FIGURA 30 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo do clone
pAC+D3/290Mlul/D3.48. (A) Perfil eletroforético das reagdes de digestéo purificadas do vetor #49pAC
com as enzimas Mlul e Avrll e do clone pGEM-T-easy+D3.39/D3.48 com as enzimas Mlul e Spel.
Entre parénteses encontra-se 0 tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram
aplicados™10% do volume das reacbes de digestdo purificadas. (B) Triagem dos clones candidatos
através de PCR de colénia com os oligonucleotideos iniciadores D3.4 e D3.43 cujo produto possui um
tamanho esperado de 654pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de col6nia. (C) Confirmagédo
da identidade de trés dos clones positivos na PCR de colbnia por digestdo do plasmideo
minipreparado com as enzimas Mlul e BspTI. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados séo
4491pb e 1642pb. Foram aplicados 4% do volume dos plasmideos minipreparados e todo volume da
digestdo da mesma quantidade de plasmideo. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador
de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder.
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FIGURA 31 - Representacdo esquemaética das digestbes (3<) que precedem o passo de ligacéo in
vitro para recuperagdo do clone infeccioso. Estao representados o clone pAC+D3/290Mlul/D3.48 e o
o replicon BR DEN3 290-02. Em preto estdo representados componentes do vetor e em vermelho os
segmentos do genoma da cepa BR DEN3 290-02. Os pontos onde ocorrem as clivagens pelas
endonucleases estao representados pela 3< (desenhado com o software Vector NTI do pacote Vector
NTI Advance 10.3.1, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
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FIGURA 32 - Preparacao do clone infeccioso para transfeccao. (A) Perfil eletroforético em gel 0,8%
de agarose da digestédo purificada do replicon com Aanl e Swal e do clone pAC+D3/290MIul/D3.48
com Sall e Aanl. Entre parénteses encontra-se o tamanho esperado dos fragmentos purificados.
Foram aplicados"17% do volume das digestao purificadas e 250ng do marcador de massa molecular
1Kb Plus DNA Ladder. (B) Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose sob condi¢des livres de
RNAse do ARN do replicon transcrito in vitro e do ARN transcrito a partir da ligacdo dos fragmentos
em A (ARN Clone infeccioso). Foram aplicados 1% do volume da transcri¢do in vitro e 2,5ug do
marcador de massa molecular 0,24-9,5Kb RNA Ladder (Cat. No. 15620-016, Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA).
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FIGURA 33 - Perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose das etapas para a obtencdo do clone
pAC+D3/290MIul/D3.29. (A) Perfil eletroforético das reacdes de digestdo purificadas dos clones
pAC+D3/290MIulU449/D3.29 e pAC+D3/290MIul/D3.48 com as enzimas Aanl e Sphl. Entre
parénteses encontra-se o tamanho esperado do fragmento liberado pela digestdo. Foram aplicados
10% do volume das reacdes de digestdo purificadas. (B) Triagem dos clones candidatos através de
PCR de coldnia com os oligonucleotideos iniciadores D3.7 e D3.31 cujo produto possui um tamanho
esperado de 699pb. Foram aplicados 67% do volume da PCR de col6nia. (C) Confirmacdo da
identidade de um dos clones positivos na PCR de colbnia por digestdo do plasmideo minipreparado
com as enzimas Mlul e Nhel. Os tamanhos esperados dos fragmentos liberados sdo 4576pb, 2146pb
e 1804pb. Foram aplicados 4% do volume dos plasmideos minipreparados e todo volume da digestao
da mesma quantidade de plasmideo. Em todos os géis foram aplicados 250ng do marcador de massa
molecular 1Kb Plus DNA Ladder.
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FIGURA 34 - Representacao esquematica da construcao do clone pAC+D3/290MIul/D3.29. Em preto
estdo representados componentes do vetor e em vermelho os segmentos do genoma da cepa BR
DENS3 290-02. Os diferentes tons de azul e verde representam os fragmentos do genoma da cepa BR
DENS3 290 -02 inseridos nos vetores de baixa cépia. Para facilitar a compreenséo foram utilizadas as
mesmas cores das FIGURAS 6 e 7. Estao representados apenas os sitios de restricdo que foram
utilizados nos procedimentos de clonagem para montagem do replicon e do clone infeccioso. O
ndmero entre parénteses indica sua posicao no clone e a cor indica se a enzima corta 0 mesmo uma
(preto) ou mais vezes (azul). As enzimas utilizadas em cada etapa para obtencdo dos clones
ilustrados estao sublinhadas (desenhado com o software Vector NTI do pacote Vector NTI Advance
10.3.1, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
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6 DISCUSSAO

Dados do Brasil, Ministério da Saude, mostram que no ano de 2008 foram
notificados mais de 700.000 casos de dengue, em 2007, 559.994 casos e em 2006,
345.922 casos (BRASIL. Ministério da Saude, 2006, 2007, 2008b). Numa
porcentagem muito pequena (< 2%) desses casos 0 isolamento viral e a
identificacdo do sorotipo infectante sédo realizados. A conclusdo que pode ser obtida
a partir dos dados disponiveis desses ultimos trés anos é de que o sorotipo
prevalente tém sido o trés, apesar de o numero de casos pelo sorotipo dois no ultimo
ano ter sido praticamente equivalente ao nimero de casos causados pelo sorotipo
trés. Outro dado que chama a atengdo é o aumento da notificagdo de formas graves
da doenca a partir do ano 2000 (BRASIL. Ministério da Saude, 2008a) coincidindo
com a introducdo do sorotipo trés no pais (NOGUEIRA; ARAUJO; SCHATZMAYR,
2007). O sequenciamento nucleotidico do genoma de virus do sorotipo trés
circulantes no Brasil identificou que tanto virus do gendtipo lll, quanto do gendtipo V
estdo presentes (NOGUEIRA et al., 2008), sendo que os virus do gendtipo Il tém
sido relacionados ao desenvolvimento de formas mais graves da doenca (MESSER
et al., 2003; SILVA et al., 2008). Em nosso laboratério vem sendo realizado um
trabalho de caracterizacdo genética e bioldégica de algumas cepas de DENV3
isoladas no Brasil nos anos de 2002 e 2004 (NOGUEIRA et al., 2008). Tendo em
vista a importancia desse sorotipo nas epidemias ocorridas desde sua introdugéo no
Brasil, a grande lacuna existente de conhecimentos basicos a respeito dos virus da
dengue e a escassez de ferramentas que nos permitissem explorar essas lacunas
além de aspectos relativos a viruléncia das cepas brasileiras, decidimos investir no
desenvolvimento de um sistema subgendmico de replicon e de um clone infeccioso
gue nos permitissem estudar essas questoes.

Com o intuito de facilitar o processo de clonagem, os vetores pACDV1poly e
pBACDV1poly (SUZUKI et al., 2007), que ja haviam sido utilizados em um trabalho
semelhante para construcdo do replicon e do clone infeccioso da cepa DEN-1
BR/90, foram modificados pela substituicdo das sequéncias nucleotidicas situadas
entre os sitios BamHI/Swal no pACDV1poly e Notl/Swal no pBACDV1poly por um

cassete sintético.
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Como pode ser observado no QUADRO 1 apresentado no item 1.2 da
introducdo, os clones infecciosos ja descritos de virus pertencentes ao género
Flavivirus utilizam sequéncias promotoras de citomegalovirus (CMV), T3, T7 ou SP6
ARN polimerase, predominando essa ultima (RICE et al.,, 1989; LAI et al., 1991;
SUMIYOSHI; HOKE; TRENT, 1992; KHROMYCK; WESTAWAY, 1994; GRITSUN,;
GOULD, 1995; KAPOOR et al., 1995; KINNEY et al.,, 1997; MANDL et al., 1997,
POLO et al, 1997; GRITSUN; GOULD, 1998; GUALANO et al., 1998;
HURRELBRINK; NESTOROWICZ; MCMINN, 1999; VAN DER MOST; CORVER,
STRAUSS, 1999; CAMPBELL; PLETNEV, 2000; LEE; LOBIGS, 2000; PURI et al.,
2000; SRIBURI et al., 2001; YAMSHCHIKOV et al., 2001; YAMSHCHIKOV; MISHIN;
COMINELLI, 2001; MISHIN; COMINELLI; YAMSHCHIKOV, 2001; ZHANG et al.,
2001; SHI et al., 2002; BREDENBEEK et al., 2003; YUN et al., 2003; BLANEY JR. et
al.,, 2004a; BLANEY JR. et al., 2004b; HAYASAKA et al., 2004; MCELROY et al.,
2005; ROSSI et al., 2005; ZHAO et al., 2005; PIERRO et al., 2006; TAJIMA et al.,
2006; SUZUKI et al., 2007). Em alguns casos entre a sequéncia promotora € 0 inicio
da sequéncia do virus é adicionado um G, cuja presenca parece estar associada a
uma maior taxa de transcricdo do que o A que constitui o primeiro nucleotideo dos
genomas de Flavivirus (RICE et al., 1989; IMBURGIO et al., 2000). Ademais, ja foi
demonstrado por outros autores que a presenca de alguns nucleotideos extras entre
a sequéncia promotora e a viral, assim como apods o final da 3'RNC, nado impede a
recuperagdo de particulas virais (RICE et al., 1989; LAI et al., 1991; KHROMYKH;
WESTAWAY, 1994; KINNEY et al., 1997; POLO et al., 1997; GUALANO et al., 1998;
HURRELBRINK; NESTOROWICZ; MCMINN, 1999; CAMPBELL; PLETNEV, 2000;
PURI et al., 2000; LEE; LOBIGS, 2000; YAMSHCHIKOV et al., 2001; SHI et al.,
2002; YUN et al.,, 2003; BLANEY JR. et al.,, 2004b; PIERRO et al., 2006). No
entanto, a presenca desses nucleotideos extras € mais bem tolerada na extremidade
3’ do que na 5 (YAMSHCHIKOV et al., 2001) e em alguns casos esta associada a
uma diminuicdo da infecciosidade dos transcritos (MANDL et al., 1997,
YAMSHCHIKOV et al., 2001; YUN et al., 2003). Além disso, existem evidéncias de
que esses nucleotideos extras sdo perdidos, resultando em progénies virais com
extremidades 5’ e 3’ auténticas (KHROMYKH; WESTAWAY, 1994; YAMSHCHIKOV
et al., 2001; YUN et al., 2003). A estratégia utilizada em nosso trabalho previa um
nucleotideo extra (G) entre a sequéncia promotora (T7) e a 5’RNC. J4 em 3'RNC
uma extremidade sem a presenca de nucleotideos extras é garantida pela presenca
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da ribozima do virus da hepatite delta, cuja sequéncia se encontra logo apés a da
3’RNC. Como mostram os resultados de ROSSI et al. (2005), o uso da ribozima
aumenta a eficiéncia de transfeccdo de 20 a 100 vezes quando comparada a
estratégia tradicional de linearizacdo com endonuclease seguida de tratamento com
exonuclease.

Outro componente importante na sintese de ARNs de Flavivirus in vitro é o
cap, uma vez que ele desempenha um papel na estabilizacdo desses ARNs e no
processo de traducdo das proteinas virais (CHIU; KINNEY; DREHER, 2005). A
omisséo do cap da reagao de transcricdo resulta em uma queda na infecciosidade
dos transcritos (MANDL et al., 1997). Para que o cap seja eficientemente
incorporado em alguns casos sédo utilizadas concentragbes otimizadas do cap e do
deoxinucleotideo-trifosfato  correspondente  (dGTP:m’G(5)ppp(5)G ou dATP:
m’G(5")ppp(5)A) (SUMIYOSHI; HOKE; TRENT, 1992; KHROMYKH; WESTAWAY,
1994; POLO et al., 1997; HURRELBRINK; NESTOROWICZ; MCMINN, 1999; PANG,;
ZHANG; DAYTON, 2001; SHI et al., 2002). Nas nossas reagdes de transcrigdo in
vitro as concentracdes de dGTP e m’G(5")ppp(5’)G ndo foram otimizadas.

No caso da montagem do replicon, o trabalho de outros autores jA mostrou
gue a omissao total da sequéncia das proteinas estruturais resulta na auséncia de
replicacdo (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997). Para que a replicagdo ocorra €
necessaria a presenca dos nucleotideos que codificam a por¢do amino-terminal da
proteina C, onde esta localizada a sequéncia 5'CS. Essa sequéncia é complementar
a 3'CS (HAHN et al.,, 1987), situada na 3'RNC, e essa complementaridade é
essencial para a replicagcédo (BREDENBEEK et al., 2003; LO et al., 2003; ALVAREZ
et al., 2005b). Além disso, a manutencdo da sequéncia sinal da proteina NS1,
codificada pela por¢cédo C-terminal da proteina E, garante o correto enderecamento e
processamento da mesma (CHAMBERS et al., 1990; KHROMYKH; WESTAWAY,
1997; LINDENBACH; RICE, 2001). Assim sendo, em nossa estratégia de montagem
do replicon foi excluida toda sequéncia codificadora das proteinas estruturais exceto
pelos 56 primeiros e 82 ultimos nucleotideos que codificam as proteinas C e E,
respectivamente.

Os meétodos utilizados para introducdo do ARN transcrito in vitro nas células
alvo sao classificados em duas categorias: métodos bioquimicos ou métodos fisicos.
Dentre os métodos bioquimicos podemos citar a transfec¢cdo mediada por fosfato de
calcio, dietilaminoetil-dextran (DEAE-dextran), reagentes lipidicos catibnicos
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(lipofectina, lipofectAmine, DOTAP, DMRIE-C, FUGENE 6) e dendrimero ativado
(SuperFect), sendo que todos esses métodos se baseiam na formacdo de
complexos com o acido nucléico que facilitam sua entrada na célula. O método fisico
comumente utilizado para transfeccdo de moléculas de ARN ¢é a eletroporacéo, que
por sua vez se baseia na formacdo de poros temporarios na membrana celular
através do uso de pulsos elétricos. Em um outro método fisico, mais utilizado para
vacinacao, o ARN ¢é injetado pela perfuragdo da membrana plasmatica. Esse método
€ conhecido como biolistico (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Gonzalez et al. (2007)
compararam a eficacia de alguns reagentes lipidicos catibnicos usados para
transfeccdo com a elotroporacdo, que € um método bastante utilizado, mas que
requer um grande numero de células e quantidade de ARN, ndo pode ser realizado
na presenca de soro e esta associado a uma intensa morte celular. Os resultados
obtidos por esses autores indicam que o0s reagentes por eles testados (DMRIE-C,
TransIT-mRNA Kit e TransMessenger) apresentaram resultados favoraveis em
relacdo a eletroporacdo. Ademais, permitem que a transfeccdo seja realizada em
células aderentes, utilizando quantidades de ARN menores que as dispensadas nos
procedimentos de eletroporagdo, sendo que o numero de células depende n&do do
reagente utilizado, mas sim do tamanho do frasco de cultura (GONZALEZ et al.,
2007). Ruggli et al. (1996) nédo observaram vantagem no uso da eletroporagéo
guando comparada a um lipidio catibnico (DOTAP). Segundo seus resultados,
ambos o0s métodos resultam em porcentagens semelhantes de células
transfectadas. Experiéncias anteriores em nosso laboratério também indicavam que
a eletroporacdo além de ser um meétodo mais trabalhoso, ndo apresentava
vantagens em relacdo ao uso da lipofectina. Assim optamos pelo uso dessa Ultima
em nosso trabalho.

A possibilidade de que a reacao positiva observada nas IFIs (FIGURAS 21,
22, 23 e 24) das culturas transfectadas com o replicon ocorra em funcéo da traducéo
do ARN inicialmente transfectado foi descartada, uma vez que outros pesquisadores
testaram essa hipétese com o0 uso de sistemas subgendmicos incapazes de
replicacdo ou através do uso de marcadores moleculares tais como a luciferase. Os
achados desses estudos mostram que o ARN transfectado tem vida curta e nao
pode ser associado a sintese protéica observada 48h pos-transfec¢cdo (KHROMYKH;
WESTAWAY, 1997; SHI; TILGNER; LO, 2002; ALVAREZ et al., 2005b; JONES;
PATKAR; KUHN, 2005). Além disso, a sintese protéica s6 pode ser detectada
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através de imunofluorescéncia se o ARN for amplificado, uma vez que a quantidade
de proteina sintetizada a partir desse ARN esta abaixo do limiar de deteccdo dessa
técnica (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997; CORVER et al., 2003). Ainda de acordo
com Khromykh e Westaway (1997), existe uma boa correlagéo entre resultados de
ensaios de Northern blot e de imunofulorescéncia. O aumento no nimero de células
positivas por imunofluorescéncia nas culturas transfectadas com o replicon
(FIGURAS 21, 22, 23 e 24) é sugestivo de uma replicacdo eficiente de nosso
sistema subgenbémico. Isso também aponta para um carreamento de ARN do
replicon por células filhas durante os eventos mitéticos, visto que nao foi detectada a
producdo de particulas virais pela técnica de imunodeteccéo por foco (FIGURA 25).
Esse aumento no numero de células fluorescentes também foi observado por Pang,
Zhang e Dayton (2001) em seu trabalho com um replicon de DENV2.

Alguns sistemas subgendmicos de replicon contam com marcadores
moleculares que permitem uma quantificacdo indireta de sua replicacdo. Esses
marcadores sdo bastante Uteis quando se deseja avaliar o papel que mutagdes,
delecBes ou inser¢cdes nas sequéncias das proteinas ndo-estruturais e RNCs
exercem nos processos de replicacdo ou traducdo. O marcador mais utilizado é a
luciferase, cuja atividade pode ser medida através de um simples ensaio bioquimico
apos a lise das células transfectadas (LO et al.,, 2003; ALVAREZ et al., 2005b;
JONES; PATKAR; KUHN, 2005; HOLDEN et al., 2006; NG et al., 2007; SUZUKI et
al., 2007). O efeito dessas mudancas também pode ser avaliado por
imunocitoquimica (SUZUKI et al., 2007), imunofluorescéncia (PANG; ZHANG;
DAYTON, 2001; SHI; TILGNER; LO, 2002; CORVER et al., 2003; JONES; PATKAR;
KUHN, 2005; NG et al., 2007) ou ainda com o0 uso de um marcador como a GFP
(SHI; TILGNER; LO, 2002; JONES; PATKAR; KUHN, 2005; NG et al., 2007), no
entanto essas técnicas ndo permitem uma mensuracdo precisa da expressdo das
proteinas e do processo replicativo associado a essa expressdo, dificultando a
identificagéo de mutagdes que tenham um efeito sutil sobre esses processos. Outro
marcador, menos utilizado, é a cloranfenicol acetiltransferase (KHROMYKH;
WESTAWAY, 1997). A replicacdo desses sistemas subgendmicos pode ainda ser
avaliada pela técnica de PCR quantitativo (quantitative polymerase chain reaction,
gqPCR) (SHI; TILGNER; LO, 2002; LO et al., 2003; JONES et al., 2005; HOLDEN et
al., 2006; NG et al., 2007) ou pela mensuragao da concentragdo de NS1 presente
no sobrenadante das culturas transfectadas, pela técnica de ELISA (JONES et al.,
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2005). No entanto essa ultima técnica s6 pode ser utilizada no caso de culturas de
células mamiferas, uma vez que a secrecdo de NS1 ndo é observada em células de
inseto (CHAMBERS et al., 1990). Uma das perspectivas desse trabalho € a insercao
de marcadores no sistema subgénomico de replicon. J4 foram sintetizados
oligonucleotideos iniciadores para insercdo tanto do gene da GFP quanto da
luciferase em duas posi¢oes diferentes do clone do replicon: antes da sequéncia
sinal da NS1 ou na regido variavel (RV) da 3'RNC. Como demonstrado por
Khromykh e Westaway (1997) delecfes de até 76 nucleotideos na RV da 3’'RNC néo
tem nenhum efeito sobre a replicacdo, no entanto a inser¢cdo de marcadores nessa
regido exerce um efeito inibitério sobre a traducéo. A insercdo dos marcadores em
ambas as posi¢cdes implicard na transformacdo do sistema subgendmico em
bicistronico pela insercdo de um sitio de entrada interna do ribosso (internal
ribosome entry site, IRES) entre o marcador e a sequéncia sinal da NS1 ou na RV
da 3'RNC antes do marcador.

Outras perspectivas incluem o uso desse sistema subgendmico para triagem
de compostos com atividade antiviral e na obtencdo de particulas semelhantes a
virus (virus-like particles, VLPs) através de ensaios de trans-complementacéo,
ambos de extrema importancia e aplicagdo pratica. Experimentos de trans-
complementacdo podem também ser utilizados no estudo da funcdo das proteinas
virais. Porém, para essas finalidades seria interessante o estabelecimento de
culturas celulares onde ocorra a expressao estavel e ndo apenas temporaria do
replicon. Isso normalmente é feito pela insercdo de marcadores de resisténcia como
a puromicina (NG et al., 2007) ou neomicina (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997; SHI,
TILGNER; LO, 2002; JONES; PATKAR; KUHN, 2005; SCHOLLE et al., 2004) no
clone do replicon.

Assim como nds, outros grupos relataram dificuldades na construcdo de
clones infecciosos de Flavivirus (RICE et al., 1989; LAl et al., 1991; SUMIYOSHI;
HOKE; TRENT, 1992; KHROMYKH; WESTAWAY, 1994; GRITSUN; GOULD, 1995;
POLO et al, 1997; GRITSUN; GOULD, 1998; YAMSHCHIKOV; MISHIN;
COMINELLI, 2001; SHI et al., 2002; BLANEY JR. et al., 2004a; PIERRO et al.,
2006). Uma regidao do genoma viral que parece ser especialmente problematica
qguando clonada é a por¢cdo do genoma que codifica as proteinas estruturais, fato
que pudemos comprovar em nosso trabalho. Do mesmo modo que nos, outros

autores relataram problemas na clonagem desse segmento (KHROMYKH,;
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WESTAWAY, 1994; POLO et al., 1997; SHI et al., 2002; BLANEY JR. et al., 2004a).
Segundo Shi et al. (2002) esta € a porcdo do genoma que apresenta maior
instabilidade quando clonada, por isso esses autores sugerem que a insercao desse
segmento seja o Ultimo passo na construcdo de clones infecciosos com sequéncia
completa. Polo et al. (1997) descrevem uma situacao muito semelhante ao problema
gue enfrentamos nas primeiras tentativas de obtencdo do clone
pAC+D3/290MIul/D3.29 (FIGURA 33), que compreende as sequéncias codificadoras
de todas proteinas estruturais e de parte das nao-estruturais (NS1, NS2a, NS2b e
parte da NS3). Todas as estratégias empregadas para construir esse clone através
da ligacdo de dois fragmentos, um compreendendo a maior parte das proteinas
estruturais (pAC+D3/290Mlul/BspTIl, FIGURA 29) e outro compreendendo uma parte
da E, NS1, NS2a, NS2b e parte da NS3 (pAC+D3/290BspTI/D3.29, FIGURA 29),
nao foram bem sucedidas. Blaney Jr. et al. (2004a) também expdem a ocorréncia de
uma situacdo de mesma natureza na constru¢ao do clone infeccioso de uma cepa
de DENV3. Na experiéncia desses autores a juncao de dois fragmentos, um
abrangendo quase toda sequéncia codificadora das proteinas estruturais e outro,
toda NS1 e parte da NS2a, em um mesmo vetor, inviabilizava a recuperacédo do
clone infeccioso com sequéncia completa. Para contornar esse problema Polo et al.
(1997) realizaram a clonagem em um sistema de levedura tirando vantagem da
recombinacdo homologa que tornou possivel a clonagem do genoma completo em
um Unico vetor. Posteriormente essa mesma estratégia foi utilizada com sucesso em
outro trabalho na construcdo de um clone infeccioso de DENV1 (PURI et al., 2000).
Ja Blaney Jr. et al. (2004a) inseriram no final da proteina E uma peguena sequéncia
cassete, que é retirada antes do processo de transcri¢cdo in vitro, contendo cédons
de parada para todas as fases de leitura. Yamshchikov, Mishin e Cominelli (2001) ja
haviam previamente adotado estratégia semelhante na constru¢cdo de seu clone
infeccioso do virus da Encefalite japonesa, que se baseava na transcricdo in vivo
dirigida por um promotor de CMV, inserindo introns que antecedem as regides que
pareciam ser responsaveis por desestabilizar o inserto nos vetores bacterianos.

E senso comum que o genoma de Flavivirus possui regides que quando
expressas sdo toxicas aos sistemas procariotos (RICE et al., 1989; SUMIYOSHI,
HOKE; TRENT, 1992; POLO et al., 1997; YAMSHCHIKOV; MISHIN; COMINELLI,
2001; SRIBURI et al., 2001; PIERRO et al., 2006). Essa toxicidade propicia o
surgimento de mutagbes compensatorias (LAl et al., 1991; SUMIYOSHI; HOKE;
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TRENT, 1992), que por vezes resultam em ARNs ndo infecciosos, e pode também
ser evidenciada pela presenca de colonias bacterianas de diferentes tamanhos,
sendo que os clones de sequéncia completa tém sido associados as colbnias de
tamanho menor (POLO et al., 1997; GRITSUN; GOULD, 1998; SRIBURI et al., 2001,
BREDENBEEK et al., 2003). Possivelmente essa toxicidade se deve ao fato de a
porcdo estrutural do genoma desses virus codificar proteinas majoritariamente
associadas a membranas (YAMSHCHIKOV; MISHIN; COMINELLI, 2001). Uma vez
gque os promotores virais utilizados na grande maioria desses trabalhos nédo séao
ativos nos sistemas procariotos, Yamshchikov, Mishin e Cominelli (2001) sugerem a
ocorréncia de transcricdo espuria a partir de sequéncias semelhantes as promotoras,
presentes nos genomas virais. Gritsun e Gould (1995), por outro lado, sugerem que
a razdo da instabilidade desses genomas nos vetores bacterianos se deve a
presenca em sua sequéncia de sitios relacionados a ocorréncia de eventos de
recombinacé&o em E. coli.

A questdo da instabilidade do inserto nos sistemas bacterianos é sem duvida
o principal obstaculo na constru¢do dos clones infecciosos de Flavivirus. Uma vez
gue nao existe uma féormula Unica para solucionar essa questdo ela vem sendo
abordada na maior parte dos estudos de forma empirica. No entanto, grande parte
dos autores concorda que o uso de vetores de baixa cépia € essencial (GRITSUN,;
GOULD, 1998; HURRELBRINK; NESTOROWICZ; MCMINN, 1999; YUN et al., 2003;
PIERRO et al., 2006; SUZUKI et al.,, 2007) e alguns ainda sugerem que O
crescimento bacteriano seja realizado em temperaturas que variam de 20°C a 28°C
(GRITSUN; GOULD, 1998; SRIBURI et al., 2001; SHI et al., 2002; HAYASAKA et al.,
2004). Neste trabalho ambas as estratégias foram utilizadas visando diminuir a
guantidade de produtos téxicos produzidos e aumentar 0 sucesso nos processos de
clonagem. O uso de plasmideos de alta cépia também se mostrou inviavel na
construcdo de clones infecciosos de virus do género Pestivirus, também
pertencentes a familia Flaviviridae (MEYERS; THIEL; RUMENAPF, 1996;
MOORMANN et al., 1996; RUGGLI et al., 1996; MENDEZ et al., 1998).

Ruggli et al. (1996), que foram pioneiros no uso do vetor pACNR1180 para
construcao de clones infecciosos, chamam a ateng&o em seu trabalho para o fato de
a porgdo 5’ do genoma do virus da Febre suina classica ser estavel apenas quando
clonada na orientacdo contraria a do gene de resisténcia a ampicilina. Tendo em

vista os resultados positivos obtidos por Breddenbeek et al. (2003) no qual as
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clonagens em um vetor derivado do pACNR1180 também foram realizadas na
orientacdo contraria a do gene de resisténcia a ampicilina, o vetor utilizado neste
estudo (FIGURA 7), que é derivado do pACNR1180, foi construido de forma a
permitir a clonagem apenas nessa orientagao.

Um exemplo que ilustra bem a diversidade de protocolos e estratégias para
a clonagem de genomas virais completos e regeneracao de particulas infectivas é o
caso da construcao do clone infeccioso do virus da febre amarela. Inicialmente Rice
et al. (1989) né&o tiveram sucesso na constru¢cdo de um clone que contivesse todo
genoma viral em um unico vetor, no caso o pBR322, por isso foi adotada uma
estratégia de ligacdo in vitro que envolvia dois vetores, seguida de transcri¢cdo in
vitro. Varios anos mais tarde Van der Most, Corver e Strauss (1999) e
posteriormente Bredenbeek et al. (2003) partindo dos mesmos vetores construidos
por Rice et al. (1989) construiram um clone infeccioso com o genoma viral completo
clonado (full-length) utilizando o vetor pBeloBAC11 (VAN DER MOST; CORVER;
STRAUSS, 1999) ou o pACNR1181 (BREEDENBEEK et al., 2003). Esse vetor
possui um numero de cépias apenas um pouco menor do que o pBR322, que no
entanto foi utilizado com sucesso em outros trabalhos (LAI et al., 1991; KHROMYKH,;
WESTAWAY, 1994; KAPOOR et al., 1995; KINNEY et al., 1997, MANDL et al., 1997;
GRITSUN; GOULD, 1998; LEE; LOBIGS, 2000; YAMSHCHIKOV; MISHIN;
COMINELLI, 2001; YAMSHCHIKQV et al., 2001; SHI et al., 2002; HAYASAKA et al.,
2004; BLANEY JR. et al., 2004b). Nesses casos o que pode ter feito a diferenca em
relacéo ao trabalho de Rice et al. (1989) foi o uso de cepas bacterianas diferentes ou
caracteristicas inerentes as sequéncias virais clonadas. A importancia da cepa
bacteriana pode ser evidenciada no trabalho de Lai et al. (1991) que resolveram os
problemas de instabilidade através da substituicdo da cepa bacteriana. Inicialmente
esses autores utilizaram a cepa HB101 (F- mcrB mrr hsdS20(rB- mB-) recAl13 leuB6
ara-14 proA2 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20(SmR) gIinV44 A-) que foi posteriormente
substituida pela cepa BD1528 (F-, A(codB-lacl)3, ginV44(AS), galk2(Oc), galT22,
LAM-, tyrT58(AS), ung-1, metB1, hsdR514, trpR55) gerando melhores resultados.
Em contrapartida, utilizando 0os mesmos vetores e cepas bacterianas que
Yamshchikov et al. (2001), Sumiyoshi, Hoke e Trent (1992) ndo obtiveram o mesmo
sucesso que 0s primeiros na construcdo de um clone infeccioso do virus da

Encefalite japonesa com o genoma viral completo clonado (full-length).
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Dados da literatura apontam que a questéao da instabilidade dos insertos nos
sistemas bacterianos tém sido contornada basicamente de trés formas. A primeira
consiste na clonagem do genoma viral em duas partes que sao posteriormente
unidas através de um procedimento de ligacéo in vitro, seguido de transcri¢do in vitro
(RICE et al.,, 1989; SUMIYOSHI; HOKE; TRENT, 1992; KAPOOR et al., 1995;
MANDL et al., 1997; GRITSUN; GOULD, 1998). A segunda faz uso de vetores de
levedura e dos eventos de recombinacdo homéloga que ocorrem nesses organismos
(POLO et al., 1997; PURI et al., 2000). A terceira, por sua vez, envolve a
amplificacdo de todo genoma viral por RT-PCR utilizando um oligonucleotideo
iniciador que hibridize com a por¢do 5’RNC e possua a sequéncia de um promotor a
montante, evitando o passo de clonagem (GRITSUN; GOULD, 1995). Em nosso
trabalho, foi tentada uma Unica vez o procedimento de ligagdo in vitro, de duas
porcoes do genoma clonadas em diferentes vetores, seguido de transcri¢ao in vitro.
Nosso insucesso deveu-se muito provavelmente a ndo otimizacado do procedimento
de ligacao in vitro, ou ainda a digestao parcial de uma das por¢des do genoma. O
resultado foi a transcricdo apenas da porgao precedida pelo promotor da T7 ARN
polimerase (FIGURA 32).
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7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Dentro dos objetivos propostos neste trabalho uma grande parte foi
alcancada e avangamos de forma significativa para a obtencdo do clone infeccioso
de DENV3. Todos os segmentos do genoma puderam ser amplificados por RT-PCR
e a grande maioria clonada em vetores de alta copia ou diretamente nos vetores de
baixa cépia. A maioria dos clones teve sua sequéncia nucleotidica determinada e
apenas os clones que ndo apresentaram substituicdes de aminoacidos com relacao
ao genoma da cepa BR DEN3 290-02 foram utilizados no trabalho. A montagem do
clone do replicon da cepa BR DEN3 290-02 foi realizada com sucesso através da
subclonagem dos segmentos correspondentes a sequéncia sinal da NS1 e das
proteinas nédo-estruturais no vetor #50pBAC. A determinacdo da sequéncia desse
clone mostrou apenas uma substituicdo sindnima, ndo tendo sido identificadas
outras diferencas com relagdo ao genoma da cepa original. Foi entdo realizada a
caracterizacao biolégica do replicon através de sua linearizacdo, sintese de ARN por
transcricao in vitro e posterior transfeccdo em células C6/36. A analise das culturas
transfectadas foi realizada por IFl e os resultados indicam que o replicon foi
eficientemente transfectado e replicou nas células, uma vez que as proteinas virais
foram reconhecidas pelos anticorpos policlonal a-D3 e monoclonal a—NS]1 (7E11) e
nao foram detectadas pelo anticorpo monoclonal o-E (4G2) (FIGURA 26).
Posteriormente, a titulagdo dos sobrenadantes das culturas transfectadas (FIGURA
25) determinou que nenhuma particula viral havia sido produzida, confirmando que
as proteinas virais identificadas na IFl ndo eram fruto de uma contaminacdo com
Nnosso controle positivo. Apesar de todos os segmentos correspondentes ao genoma
da cepa BR DEN3 290-02 ja terem sido subclonados nos vetores de baixa cépia,
nos ainda nao tivemos sucesso na montagem de um clone infeccioso com o genoma
viral completo clonado (full-length), ou na recuperacdo do clone infeccioso através
do procediemnto de ligag&o in vitro das duas por¢gdes do genoma que se encontram
clonadas em dois vetores diferentes, seguido de transcri¢cdo in vitro e transfeccéo.
Esse trabalho assim como a insercdo de marcadores moleculares no sistema de
replicon ainda estdo em progresso.

Recentemente foi demonstrada a cocirculagdo de dois genétipos de DENV3
(" e V) no Brasil (NOGUEIRA et al.,, 2008). Como ja comentado, DENV3
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pertencentes ao gendtipo Il tém sido associados ao desenvolvimento de formas
mais graves da doenca (MESSER et al., 2003; SILVA et al., 2008). H& alguns anos
nosso laboratério vem realizando um trabalho de caracterizagdo genética e biolégica
de alguns isolados clinicos de DENV3 obtidos durante os periodos epidémicos de
2002 e 2004 (NOGUEIRA et al., 2008). Dados preliminares apontam para algumas
diferencas interessantes na sequéncia desses virus que estdo associadas a
diferencas também a nivel de fendtipo viral. Por isso, dentro de nossas perspectivas
estdo a avalicdo de algumas dessas diferengas no sistema subgenémico de replicon
e no clone infeccioso, quando esse estiver disponivel, assim como a insercdo de
marcadores moleculares (luciferase ou GFP) no sitema subgenomico de replicon. A
insercdo de marcadores moleculares nos permitira avaliar melhor os efeitos de
mutacdes ndo-sinbnimas na regido nao estrutural tanto a nivel de replicacdo quanto
de traducdo viral. Além disso, nosso grupo iniciou recentemente um estudo de
avaliacdo de compostos antivirais para dengue e, como ja mencionado, 0s sistemas
subgendmicos de replicon constituem uma ferramenta bastante interessante para

explorar a atividade desses compostos (ROSSI et al., 2005; NG et al., 2007).
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APENDICE A

SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

Nome Sequéncia 5— 3’

D1 Lanciotti TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG

D2 Lanciotti ATTGCACCAGCAGTCAACGTCATCTGGTTC
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC

Den3prM5’ CGGGATCCATCAACAAACGGAAAAAGACATCG
Den3E3’ GGGGCGCCCATCTTCCCAATCGAGCTTCC
Den3E5’EcoRl GCGAATTCATGAGATGTGTGGGA

Den3prM3’EcoRI

GGAATTCTGGGTGCCTTAAGGGCCCA

D3.1 +

AGTTGTTAATCTACGTGGACCG

D3.2 - CCCGTTGATTCAACAGCACCATTCC
D3.3 - GTGGTTGATGCCTGAGGTG

D3.4 + CACCGTCATCATCACAGTGC

D3.5 - CAGCTTGCACCACAGCTCCC

D3.6 - CCACCTTTCCACTTCCCGC

D3.7 + GGAGTTCTCTTGACTTGG

D3.8 + GGGAGAAGACGGTTGCTGG

D3.9 - GGGTACGTCCCATAGAACGCCGG
D3.10 + CATGGGAGGAAGAGGCTGAGC
D3.11 - GCGGCTGCCTCTCCCATTCC

D3.12 + CCCAGCCAGTATAGCGGCTAGAGGG
D3.13 - GTCCAGGCTGATGCTGGGTGC
D3.14 + GCAGAGAACCCCCCAAG

D3.15 - GTCACCATGGGCACCACATCCC
D3.16 + GCCACAGGCTCAGCCTCCTCC

D3.17 - CGTCCTGGGGTCTGCAGGG

D3.18 + GGAAACCAAAGGAGTGGAGAGG
D3.19 - GGCGGCTGACTTCTCCC

D3.20 + CACGGGCCAGCCTCTC

D3.21 - GCGCTACCTCTGGACACGGCATG
D3.22 + GGAATCACTGAAGTGGATAG

D3.23 - CCGTGCCTGTTGGAGTCGGTCG
D3.24 + CCAACAGGTGAGAAGCCTC

D3.25 - CCAAATGGCTCCCTCCGACTCC
D3.26 - GCTTTCTTCCACTGTTGGGCTTGG
D3.27 - CTTCCCAGGTGATCCTTCCCAGAG
D3.28 + GGAAGAGTGCCTTCACACCTAGCCC
D3.29 - GCAATTGCTCCTATTTCCCCTG
D3.30 + GGAGTTGGGCTGGCTATGGCAACAACG
D3.31 - GTCGGCATGTACGGCCCTCTCATCC
D3.32 + GCGTCGGCTATAGTCCTGG

D3.33 + GCCGTAGAGCCTGGG

D3.34 + CTGGGCAAGTGTGGAAGC

D3.35 - GAGCCCCAGAGCGATTCC

D3.36 + GACGGGCCGAACACACCGGAG
D3.37 + AAGTGTGACACCCTGTTGTGTGAC
D3.38 - AGA ACCTGTTGATTCAACAGCACCATTCC
D3.39 + AGTTGTTAGTCTACGTGGACCGACAAG
D3.40 + CTGAACCACATATTGTGGG

D3.41 - GCCCCCGGCCACCAATGG

D3.42 - TCTTGGGTCGATCACTCTATCTGCTTT

D3.43 -

CACTGGGTTGGCTGTAATCAGTCTGC
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D3.44 + GAGGAAAATCCCTACTTTTTAAGACAGCCTCT
D3.45 + GAGGGGCAGTGTTGACATATAATGGG
D3.46 + CGGGAAAAAGGTCATTCAACTTAGTAGG
D3.47 - TTCTCTCTCTTGCCCATCATGTTGTAAAC
D3.48 - TGTCCAGGTATGGACCTCGTTGGTGAC
U21 (pAC sense) TCCCCGAAAAGTGCCACC

U22 (pAC antisense) CAAGGGGTGTTATGAGCC

U223 (pBelo senseSeq) | CAGGTGCTGAAAGCGAGC

U224 (pBelo antiseq) AGGCAGTTATTGGTGCCC

U447 TTAACGTAGTGCTAACAG

U448 TTGGATGCTAGTCTGAGG

U449 (Mlul)

CTGAAACGCGTGAAAAACACATCCATGTCATTTTCATGC
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ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DO CLONE DO REPLICON COM A DA CEPA

BLAST Replicon

Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290

121
2339

181

2399
241

2459
301

2519
361

2579
421

2639
481

2699
541

2759
601

2819
661

2879
721

2939
781

2999
841

3059
901

3119
961

3179
1021
3239
1081
3299
1141
3359
1201
3419
1261
3479
1321
3539
1381
3599
1441
3659
1501
3719
1561
3779
1621
3839
1681
3899
1741
3959

1801
4019

VIRAL BR DENS 290-02
BR DEN3 290-02 Clone 1 x BR DEN3 290-02

AAAAACACATCCATGTCATTTTCATGCATTGCAATAGGAATCATTACACTCTATCTGGGA



Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290

1861
4079
1921
4139
1981
4199
2041
4259
2101
4319
2161
4379
2221
4439
2281
4499
2341
4559
2401
4619
2461
4679
2521
4739
2581
4799
2641
4859
2701
4919
2761
4979
2821
5039
2881
5099
2941
5159
3001
5219
3061
5279
3121
5339
3181
5399
3241
5459
3301
5519
3361
5579
3421
5639
3481
5699
3541
5759
3601
5819
3661
5879
3721
5939
3781
5999

3841
6059

CTACCACTTTTTATTTTTAGCTTGAAAGACACACT CAAAAGGAGAAGCT GGCCACTGAAT
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Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290

3901
6119
3961
6179
4021
6239
4081
6299
4141
6359
4201
6419
4261
6479
4321
6539
4381
6599
4441
6659
4501
6719
4561
6779
4621
6839
4681
6899
4741
6959
4801
7019
4861
7079
4921
7139
4981
7199
5041
7259
5101
7319
5161
7379
5221
7439
5281
7499
5341
7559
5401
7619
5461
7679
5521
7739
5581
7799
5641
7859
5701
7919
5761
7979
5821
8039
5881
8099

GAACT CATGAGGAGGGGT GACCT TCCAGT CTGGT TAGCCCATAAAGT AGCATCAGAAGGG
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Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290
Replicon
BRD3/ 290

5941
8159
6001
8219
6061
8279
6121
8339
6181
8399
6241
8459
6301
8519
6361
8579
6421
8639
6481
8699
6541
8759
6601
8819
6661
8879
6721
8939
6781
8999
6841
9059
6901
9119
6961
9179
7021
9239
7081
9299
7141
9359
7201
9419
7261
9479
7321
9539
7381
9599
7441
9659
7501
9719
7561
9779
7621
9839

AAACAT GGAGGAATGCTTGT GAGAAATCCACT TTCACGAAACT CCACGCACGAAATGTAC

GCTCAAATGT GGAGTCTCATGTATTTTCACAGAAGAGACCTCAGACTAGCATCCAA 7676
........................................................ 9894

6000
8218
6060
8278
6120
8338
6180
8398
6240
8458
6300
8518
6360
8578
6420
8638
6480
8698
6540
8758
6600
8818
6660
8878
6720
8938
6780
8998
6840
9058
6900
9118
6960
9178
7020
9238
7080
9298
7140
9358
7200
9418
7260
9478
7320
9538
7380
9598
7440
9658
7500
9718
7560
9778
7620
9838
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ANEXO A

SEQUENCIAS DOS VETORES

>pGEM-T-easy
GGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCLCGCCATGGLCGGLCGLCGG
GAATTCGATATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGA
GAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTATAGTGTCACCTAAATAG
CTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACA
ATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAA
TGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCG
GGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGG
CGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTC
GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGT
TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAG
CAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCT
CCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAA
ACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTG
CGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT
TCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGA
CCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGA
CTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATG
TAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAA
GAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAG
TTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTG
TTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGA
TCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTT
TGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGA
AGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATG
CTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTT
GCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGG
CCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT
CAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACT
TTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTT
CGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGT
CACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGC
GAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTC
CGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAG
CACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGG
TGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTC
TTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGT
GCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCT
GTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATC
TTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGC
AAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTT
CAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGA
ATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTG
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CCACCTGATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCAT
CAGGAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAAT
CAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAA
GAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTA
TTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGAT
GGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGT
AAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGG
AAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGC
GCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCG
CCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCA
ACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCG
AAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCA
GTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATA

>#49pAC
TAATACGACTCACTATAGAGTTGTTAGTCTACGTGGACCGACAAGAACAGTTTCG
ACTCGGAAGCTTGCTTAACGTAGTGCTAACAGTTTTTTATTAGAGAGCAGATCTC
TGATGAACAACCAACGGAAGAAGACGGGAAAACCGTCTATCAATATGCTGAAAC
GCGTGACCTCGAGGTCCTTAAGCTGCCCGGGCAGGCTAGCCAGCCTAGGGAC
GCATGCCAGTCGCGAGACGATATCGACATCGATGACAGGTTCGCTAATGCCCT
GCTCGCTCTGAACGATATGGGAAAGGTTCGGAAAGACATACCTCAATGGCAGC
CATCAAAGGGATGGCATGATTGGCAACAGGTTCCTTTCTGCTCCCACCACTTTC
ATGAATTGATCATGAAAGATGGAAGAAAGTTGGTGGTTCCCTGCAGACCCCAGG
ACGAACTAATAGGAAGAGCAAGAATCTCTCAAGGAGCGGGATGGAGCCTTAGA
GAAACCGCATGTCTGGGGAAAGCCTACGCTCAAATGTGGAGTCTCATGTATTTT
CACAGAAGAGACCTCAGACTAGCATCCAACGCCATATGTTCAGCAGTACCAGTC
CACTGGGTCCCCACAAGTAGAACGACATGGTCTATTCATGCTCACCATCAGTGG
ATGACCACAGAAGACATGCTTACTGTCTGGAACAGGGTGTGGATCGAGGACAAT
CCATGGATGGAAGACAAAACTCCAGTCACAACCTGGGAAAATGTTCCATATCTA
GGGAAGAGAGAAGACCAATGGTGCGGATCACTTATTGGTCTCACTTCCAGAGCA
ACCTGGGCCCAGAACATACCCACAGCAATTCAACAGGTGAGAAGCCTTATAGGC
AATGAAGAGTTTCTGGACTACATGCCTTCAATGAAGAGATTTAGGAAGGAGGAG
GAGTCGGAGGGAGCCATTTGGTAAACGTAGGAAGTGAAAAAGAGGTTAACTGT
CAGGCCACATTAAGCCACAGTACGGAAGAAGCTGTGCTGCCTGTGAGCCCCGT
CCAAGGACGTTAAAAGAAGAAGTCAGGCCCCAAAGCCACGGTTTGAGCAAACC
GTGCTGCCTGTATCTCCGTCGTGGGGACGTAAAACCTGGGAGGCTGCAAACTG
TGGAAGCTGTACGCACGGTGTAGCAGACTAGCGGTTAGAGGAGACCCCTCCCA
TGACACAACGCAGCAGCGGGGCCCGAGCACTGAGGGAAGCTGTACCTCCTTGC
AAAGGACTAGAGGTTAGAGGAGACCCCCCGCAAACAAAAACAGCATATTGACG
CTGGGAGAGACCAGAGATCCTGCTGTCTCCTCAGCATCATTCCAGGCACAGAA
CGCCAGAAAATGGAATGGTGCTGTTGAATCAACAGGTTCTGGCCGGCATGGTC
CCAGCCTCCTCGCTGGCGCCGGCTGGGCAACATTCCGAGGGGACCGTCCCCT
CGGTAATGGCGAATGGGACGGGATTTAAATCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGA
ATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGT
TCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAA
CGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCA
TCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAA
CTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCT
GGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAG
GCAGACCTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTATGTTGGCACTGATGA
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GGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTGGCAGGAGAAAAAAGGCTGCACCGGTGCG
TCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTA
CGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGGCGGAG
ATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGG
CAAAGCCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGAAATCTGAC
GCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTC
CCCTGGCGGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGT
CATTCCGCTGTTATGGCCGCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCG
GGTAGGCAGTTCGCTCCAAGCTGGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCC
GACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGAAAGACAT
GCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTT
GAAGTCATGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTGACTGCGC
TCCTCCAAGCCAGTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGA
AAAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAGAGATTACGCGCAG
ACCAAAACGATCTCAAGAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAGTGGAA
CGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACC
TAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCT
GTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGAT
ACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCAC
GCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAG
CGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCC
GGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCA
TTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAG
CGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGT
TATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGT
AAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGT
ATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCC
ACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAA
ACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGC
ACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAA
ACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTG
AATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCT
CATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCG
CGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTGTCGACGCGGATCC

>H#50pBAC
TAATACGACTCACTATAGAGTTGTTAGTCTACGTGGACCGACAAGAACAGTTTCG
ACTCGGAAGCTTGCTTAACGTAGTGCTAACAGTTTTTTATTAGAGAGCAGATCTC
TGATGAACAACCAACGGAAGAAGACGGGAAAACCGTCTATCAATATGCTGAAAC
GCGTGACCTCGAGGTCCTTAAGCTGCCCGGGCAGGCTAGCCAGCCTAGGGAC
GCATGCCAGTCGCGAGACGATATCGACATCGATGACAGGTTCGCTAATGCCCT
GCTCGCTCTGAACGATATGGGAAAGGTTCGGAAAGACATACCTCAATGGCAGC
CATCAAAGGGATGGCATGATTGGCAACAGGTTCCTTTCTGCTCCCACCACTTTC
ATGAATTGATCATGAAAGATGGAAGAAAGTTGGTGGTTCCCTGCAGACCCCAGG
ACGAACTAATAGGAAGAGCAAGAATCTCTCAAGGAGCGGGATGGAGCCTTAGA
GAAACCGCATGTCTGGGGAAAGCCTACGCTCAAATGTGGAGTCTCATGTATTTT
CACAGAAGAGACCTCAGACTAGCATCCAACGCCATATGTTCAGCAGTACCAGTC
CACTGGGTCCCCACAAGTAGAACGACATGGTCTATTCATGCTCACCATCAGTGG
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ATGACCACAGAAGACATGCTTACTGTCTGGAACAGGGTGTGGATCGAGGACAAT
CCATGGATGGAAGACAAAACTCCAGTCACAACCTGGGAAAATGTTCCATATCTA
GGGAAGAGAGAAGACCAATGGTGCGGATCACTTATTGGTCTCACTTCCAGAGCA
ACCTGGGCCCAGAACATACCCACAGCAATTCAACAGGTGAGAAGCCTTATAGGC
AATGAAGAGTTTCTGGACTACATGCCTTCAATGAAGAGATTTAGGAAGGAGGAG
GAGTCGGAGGGAGCCATTTGGTAAACGTAGGAAGTGAAAAAGAGGTTAACTGT
CAGGCCACATTAAGCCACAGTACGGAAGAAGCTGTGCTGCCTGTGAGCCCCGT
CCAAGGACGTTAAAAGAAGAAGTCAGGCCCCAAAGCCACGGTTTGAGCAAACC
GTGCTGCCTGTATCTCCGTCGTGGGGACGTAAAACCTGGGAGGCTGCAAACTG
TGGAAGCTGTACGCACGGTGTAGCAGACTAGCGGTTAGAGGAGACCCCTCCCA
TGACACAACGCAGCAGCGGGGCCCGAGCACTGAGGGAAGCTGTACCTCCTTGC
AAAGGACTAGAGGTTAGAGGAGACCCCCCGCAAACAAAAACAGCATATTGACG
CTGGGAGAGACCAGAGATCCTGCTGTCTCCTCAGCATCATTCCAGGCACAGAA
CGCCAGAAAATGGAATGGTGCTGTTGAATCAACAGGTTCTGGCCGGCATGGTC
CCAGCCTCCTCGCTGGCGCCGGCTGGGCAACATTCCGAGGGGACCGTCCCCT
CGGTAATGGCGAATGGGACGGGATTTAAATCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGA
ATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGT
TCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAA
CGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCA
TCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAA
CTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCT
GGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAG
GCAGACCTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTATGTTGGCACTGATGA
GGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTGGCAGGAGAAAAAAGGCTGCACCGGTGCG
TCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTA
CGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGGCGGAG
ATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGG
CAAAGCCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGAAATCTGAC
GCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTC
CCCTGGCGGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGT
CATTCCGCTGTTATGGCCGCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCG
GGTAGGCAGTTCGCTCCAAGCTGGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCC
GACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGAAAGACAT
GCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTT
GAAGTCATGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTGACTGCGC
TCCTCCAAGCCAGTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGA
AAAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAGAGATTACGCGCAG
ACCAAAACGATCTCAAGAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAGTGGAA
CGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACC
TAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCT
GTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGAT
ACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCAC
GCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAG
CGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCC
GGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCA
TTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAG
CGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGT
TATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGT
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AAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGT
ATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCC
ACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAA
ACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGC
ACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAA
ACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTG
AATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCT
CATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCG
CGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTGTCGACGCGGATCC
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ANEXO B

GENOTIPO DAS LINHAGENS BACTERIANAS
Top10: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str¥) endAl &

Topl1O0F’: Flacl® Tn10(tet™)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrT) endAl A



