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Resumo

Dengue virus se relaciona com grande parte da humanidade. Foram
identificados, até o momento, quatro sorotipos de dengue, que
rapidamente se espalharam pelas regides tropicais e subtropicais da
Terra. E um arbovirus do género Flavivirus, envelopado, com material
genético constituido por uma fita simples de RNA senso positivo. A
entrada do virus na célula acontece por endocitose. Nesse processo, a
proteina de Envelope (E) é fundamental. Ela interage com receptores
celulares de superficie da célula hospedeira, permitindo a entrada do
virus no meio intracelular. Diferentes estudos sugerem que mutagdes
pontuais na proteina E tém impacto negativo para a biologia do virus. A
regido E 250-270 foi identificada como uma das mais conservadas
evolutivamente da proteina. Sob o olhar de que regides conservadas
sdo importantes para a biologia do virus, foi elaborada a hipdtese de
gue multiplas mutag¢des na sequéncia codante do peptideo E 250-270
de DV1 possuem efeito sinérgico e interferem no fendtipo viral. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o fendtipo de Dengue virus
(sorotipo 1) que sofreu substituicdo de todos os aminodcidos polares e
carregados da regidao E 250-270 por Alaninas, denominado pBACMut A.
Ha indicacdo de que as mutagdes de pBACMut A ndo resultam em
perda do poder de replicagdo do material genético in vitro. Nao foi
possivel avaliar o poder infectivo de pBACMut A sendo, portanto,
necessarios novos ensaios.

Palavras Chave: Dengue virus; proteina de envelope; conservagao
evolutiva;






Abstract

The Dengue virus is related to a big part of humanity. Currently, there
have been identified four dengue serotypes, which are spread through
the tropical and subtropical regions of the planet. It is an arbovirus of
the Flavivirus genus, enveloped, with a genetic material made by a
single stranded RNA positive sense. The virus entry process in the cell
happens by endocytosis, which demands a fundamental participation
of the E protein. This protein interacts with receptors at the cell surface
of the host cell, allowing the virus to enter into the intracellular
medium. Many studies suggest that point mutations in the E protein
have a negative impact in the virus biology. The region E 250-270 of the
protein was identified as one of the most evolutionarily conserved.
Being aware that conserved regions are important to the virus biology,
a hypothesis was created that multiple mutations in codante peptide
sequence E 250-270 of the DV1 have a synergistic effect and interfere
in the viral phenotype. The present study aimed to evaluate the
Dengue virus phenotype (serotype 1) which suffered replacement of all
polar aminoacids and charged of the E region 250-270 by Alanines,
named pBACMut A. There is an indication that the pBACMut mutations
do not result in the loss of the replication capacity of the genetic
material, in vitro. It wasn’t possible to evaluate the infective power of
pBACMut A requiring further assays.

Keywords: Dengue virus; envelope protein; evolutionary conservation;
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Introducao

Os virus s3ao entidades que infectam, até onde sabemos, todas as
formas de vida (Knipe, D. M.; Howley, P. M., 2006). Possuimos relagdo
muito proxima com esses organismos. Em nosso genoma existem
fragmentos de DNA de origem viral. Os virus fazem parte também da
microbiota humana, que é fundamental para homeostasia do corpo.
Assim, inseridos no DNA humano, infectando outros elementos da
microbiota ou na forma latente, os virus que nos habitam compdem o
viroma (Virgin, 2014). Cada ser humano é constituido, portanto, por
uma pluralidade de formas de vida. Essa pluralidade, associada aos
fatores genéticos verticalmente herdados e as influéncias ambientais,
definem o individuo biolégico.

Ao olharmos o qudo entrelagada nossa vida estd com diferentes virus
percebemos que a evolugdo dos seres vivos ndo acontece de forma
independente. As inser¢des de material genético viral no genoma de
diferentes espécies podem ter influéncias regulatdrias e implicagdes
evolutivas. No caso do ser humano, ao menos oito por cento do
genoma é derivado de retrovirus, sendo que muitas destas sequéncias
estdo presentes em todos os simios (Lander et al., 2001; Patel et al.
2011).

A interagdo virus/ser humano esta relacionada, ainda, com
transformag¢bes na sociedade. As epidemias virais transformam a
interagdo do homem com o meio, ao passo que as mudangas
comportamentais humanas podem determinar os desfechos das
epidemias. O surto de Ebola que acometeu a regidao Oeste do
continente africano a partir de 2014 é exemplo recente de influéncia de
infecgdo viral sobre a organiza¢do da sociedade, e da importancia de
mudangas comportamentais humanas para o desfecho epidémico. O
surto ndo sé transformou o cotidiano dos habitantes das localidades
atingidas, como direcionou o olhar de parte do mundo para uma das
regidoes mais pobres e esquecidas do planeta. Para Gostin, L. O. e
Fredman, E. A. (2015), o surto revelou a incoeréncia e a desigualdade
do sistema de saude global.
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Nota-se que a interagdo entre virus e seres humanos tem implicagdes
microscépicas, ao interferir na evolugdao bioldgica dos virus e do
hospedeiro, e macroscépica, ao transformar a sociedade humana. O
presente trabalho se propde a investigar a biologia de um virus que se
relaciona com grande parte da humanidade, o Dengue virus.

O Dengue virus faz parte do género Flavivirus, familia Flaviviradae. O
género é constituido por mais de 70 espécies de arbovirus
envelopados, dentre elas West Nile virus, yellow fever virus, Japanese
encephalitis virus e tick-borne encephalitis virus. No caso da dengue, o
principal vetor é o mosquito Aedes aegypt (Stegomyia aegypti)
(Mukhopadhyay et al. 2005; Lindenbach, 2007).

Foram identificados até o momento quatro sorotipos de dengue
(DENV-1 a 4), que rapidamente se espalharam pelas regides tropicais e
subtropicais da Terra, Figura 1. Clinicamente a cocircula¢do de varios
sorotipos é critica. Durante a infec¢do secundaria, anticorpos nao
neutralizantes desenvolvidos na primeira infec¢ao formam complexos
antigeno-anticorpo. Os complexos formados facilitam a entrada dos
virus em macroéfagos via receptores FCyR, que reconhecem as cadeias
pesadas de IgG (Balsitis et al., 2010). Dessa maneira, ha aumento da
viremia e da probabilidade de desenvolvimento da forma grave da
doencga. Durante a primeira infancia, anticorpos anti dengue de origem
materna exercem papel ambiguo: em um primeiro momento tém
fungdo protetora, mas posteriormente aumentam o risco de
desenvolvimento de febre hemorragica (Kliks et al., 1988; Lindenbach,
2007).

12
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Figura 1. Nimero de sorotipos de dengue reportados por década, de 1943 a 2013.
Adaptado de: Messina et al. (2014).

No Brasil ha ocorréncia dos quatro sorotipos virais, e a incidéncia de
casos é grande: somente em 2015, até a semana epidemiolédgica 30
(04/01/15 a 01/08/15), foram registrados 1.350.406 casos provaveis de
dengue, Figura 2.
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Figura 2. Casos provaveis de dengue, por semana epidemioldgica de inicio de
sintomas, no Brasil, nos anos de 2013, 2014 e 2015. Adaptado do: Boletim
Epidemiolégico n2 24 — 2015, da Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério
da Saude.
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. .. , . 1
Assim como a maioria dos virus que infectam vertebrados ~, os

Flavivirus possuem genoma constituido por RNA. A elevada taxa de
erro durante a replicagdo do RNA - aproximadamente 10000 vezes
maior do que a do DNA - confere ao RNA gendmico plasticidade (Knipe,
D. M.; Howley, P. M., 2006). O RNA dos Flavivirus é formado por uma
fita simples senso positivo, de aproximadamente 11Kb, que codifica
uma poliproteina. Essa poliproteina é processada pelo hospedeiro e por
proteases do virus em 10 proteinas: trés proteinas estruturais -
Capsideo (C) , Proteina Precursora de Membrana (prM) e Proteina de
Envelope (E) - e sete proteinas ndo estruturais, mas essenciais para a
replicagdo viral - NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5 (Knipe, D.
M.; Howley, P. M., 2006).

Constituida por 495 aminoacidos, a proteina E é a maior proteina de
superficie dos Flavivirus e a por¢gdo com maior nimero de antigenos.
Em 180 cdépias, somadas a 180 cdpias de prM, constitui o envelope
viral. Seus mondémeros sdo compostos por trés dominios (E-DI, E-DIl e
E-DIIl), Figura 3. O primeiro dominio é formado por um barril beta com
oito folhas. O dominio dois, formado por 12 folhas beta e duas alfa
hélices, concentra regides conservadas evolutivamente. O dominio trés,
formado por 10 folhas beta, é o maior alvo de anticorpos neutralizantes
e o provavel responsavel pela ligagdo do virus ao receptor principal da
célula hospedeira (Lindenbach et al., 2007).

A entrada dos Flavivirus na célula do hospedeiro acontece por
endocitose: a proteina E interage com receptores celulares de
superficie da célula hospedeira, permitindo a entrada do virus no meio
intracelular®. A entrada é possibilitada pelo peptideo de fusdao do virus,

! Para as familias de virus que infectam vertebrados, a proporc¢o de virus com RNA e DNA
gendmico é de aproximadamente 2:1 respectivamente. A diferenca de proporgdo é ainda
mais acentuada nas plantas. Para essas formas de vida, os virus infectantes sdo, com excegdo
dos retrovirus, exclusivamente virus com genoma de RNA. Ainda ndo foi elucidado o motivo
dessa exclusividade. Uma possibilidade é que os virus com material genético formado por
DNA e que ndo fazem transcricdo reversa tenham surgido posteriormente a divergéncia
evolutiva entre plantas e animais (Knipe, D. M.; Howley, P. M., 2006).

’0Os receptores que interagem com a proteina E dos Flavivirus sdo muitos e presentes em
diferentes espécies. Varios deste receptores foram identificados, mas somente alguns foram
caracterizados (Lindenbach et al., 2007).
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uma pequena estrutura em forma de Jloop. O ambiente dacido do
endossomo provoca mudangas conformacionais na proteina E que
possibilitam a fusdo da membrana viral com a membrana celular.
Durante essa transicdo, os dimeros da proteina E se dissociam em
mondmeros e entdo se organizam em homotrimeros: E-DII e E-DIII
fazem movimentos de rotagdo sobre E-DI, Figura 3. Nesse momento,
anticorpos neutralizantes podem impedir o movimento de rotagao de
E-DIIl. A eficiéncia da fusdo depende da composicao lipidica das
membranas: colesterol e acido oleico fortalecem a fusdo, enquanto a
presenca de fosfatidilcolina inibe o processo. A composicdo lipidica esta
relacionada ainda com alteragdes de pH que podem afetar a eficiéncia
de fusdo. O nucleo capsideo é liberado no citoplasma e a particula é
completamente desmontada. A fita simples de RNA senso positivo é
traduzida em poliproteina e a montagem dos virus acontece no reticulo
endoplasmatico. O envelope viral da particula, ainda imatura, se
organiza em 60 heterotrimeros de prM-E. No trans-Golgi prM é
clivada, hd mudanga conformacional, as 180 cépias de E se organizam
em dimeros paralelos e a particula se torna infecciosa, Figura 4. As
particulas sdo liberadas para o meio extracelular por exocitose (Kuhn et
al., 2002; Zhang et al., 2003; Mukhopadhhyay et al., 2005; Lindenbach
et al.,, 2007). Nota-se que durante o ciclo viral as proteinas E que
constituem o envelope passam por duas grandes mudangas
conformacionais.

Fuséo

Figura 3. Estrutura da proteina E de DV2 em conformagdo de dimero, pré fusao, e
de trimero, pés-fusdo. E-DI em vermelho, E-DIl em amarelo e E-DIIl em azul.
Peptideo de fusdao em verde. Em cinza estdo representados os demais
mondmeros. Adaptado de: Mukhopadhyay et al. (2005).
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Figura 4. Mudang¢a conformacional da proteina E durante a maturacdo da
particula viral. Adaptado de: Mukhopadhyay et al. (2005).

Diferentes estudos sugerem que mutagdes pontuais na proteina E tém
impacto negativo para a biologia do virus. Huang et al. (2010)
demonstraram que virus mutantes na regidao AA 98-111 da proteina E
possuem cinética de crescimento diferente dos virus selvagens e
eficiéncia de fusdo diminuida. Wispelaere e Yang (2012) sugeriram que
mutagbes na regido DI/DIl Linker do Dengue virus afetam
negativamente a montagem da particula viral. Christian et al. (2013)
avaliaram o efeito de mutagdes isoladas em cada um dos aminoacidos
da proteina E e sugeriram alguns como sendo essenciais para os
processos bioldgicos do virus.

Através de andlises de bioinformatica estrutural, Fleith (2014)
identificou as regides do peptideo de fusdo e a regido E 250-270, ambas
localizadas no E-DII, como as mais conservadas da proteina E, Figura 5 e
6, sendo o ultimo o maior peptideo conservado da proteina. A
manutengdo evolutiva dos aminoacidos, sobretudo os codificados por
genomas constituidos por RNA, exige forte mecanismo de protegao
e/ou selegdo negativa dos que tiveram mutacdo nessa regido. Ambos
0s casos sugerem que regides conservadas evolutivamente sdo
importantes para a biologia do virus.
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Figura 5. Perfil de conservagdo aminoacidica na proteina E de dengue. Em
destaque o peptideo E250-270 e seus aminoacidos. O grafico foi construido a
partir do alinhamento de 480 genomas de dengue, 120 de cada sorotipo,
aleatoriamente selecionados no GenBank. Foi calculado o aminoacido mais
presente de cada regido. No eixo y, 1 representa 100% de conservagao. O eixo x
representa a sequéncia de todos os aminoacidos da proteina E (Fleith, manuscrito
em preparagao).

Figura 6. Proteina E com destaque para regiées conservadas. Em azul o peptideo
de fusdo; em vermelho peptideo E 250-270. Em A, um dos mondmeros da
estrutura dimérica. Em B, disposi¢do dos peptideos na estrutura trimérica.
Adaptado de: Fleith (2014).
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Sob o olhar de que regides conservadas evolutivamente sdo
importantes para a biologia do virus, foi elaborada a hipdtese de que
multiplas mutagdes na sequéncia codante do peptideo E 250-270 de
DV1 possuem efeito sinérgico e interferem no fendtipo viral.

O presente estudo, ao contribuir para o melhor entendimento do papel
do peptideo E 250-270, colabora para a compreensao do Dengue virus.
Hoje ndao hd medicamentos ou vacinas para a dengue, nesse contexto o
conhecimento detalhado do virus é imperativo.
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Objetivos

Objetivo Geral
Avaliar as implicagdes de aumento de apolaridade e eliminagdo de

cargas negativas na porg¢ao E 250-270 da proteina E do virus da dengue
para a infectividade viral in vitro.

Objetivos Especificos

1. Avaliar o poder de replicagdao do material genético do virus mutante
em células Huh7.5 através de andlises de qPCR;

2. Avaliar o potencial infeccioso do virus mutante através da titulagdo

viral do sobrenadante de células Huh7.5 transfectadas e de
imunofluorescéncia.
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Metodologia

Objeto de estudo

Cromossomo artificial bacteriano (BAC) codante para a poliproteina de
DENV1, denominado pBACDV1, foi utilizado como ferramenta base.
Através de subclonagens o fragmento E250-270 de pBACDV1 foi
substituido por fragmento mutado, constituindo o chamado pBACMut
A. Bactérias transformadas com pBACDV1 e com pBACMut A foram
disponibilizadas por Renata Cristina Fleith.

O pBACMut A sofreu substituicdo de todos os aminodcidos polares e
carregado da regidao E 250-270 por Alaninas - aminoacidos simples que
ndo possuem cadeias laterais complexas e ndao alteram a cadeia
principal - Figura 7. Ha interesse em observar o efeito sinérgico dos
aminoacidos substituidos. As andlises bioquimicas que determinaram
guais aminoacidos seriam mutados foram feitas por Brian Ferguson,
University of Cambridge. O mutante foi desenhado de forma a causar o
minimo impacto sobre a estrutura geral da proteina. A acessibilidade
das cadeias laterais da superficie da estrutura tridimensional da
proteina E foi avaliada através do software ASA. Foram escolhidos para
as mutagdes os aminoacidos com ao menos 50% de acessibilidade. O
software Pymol foi utilizado para determinar as cargas dos residuos
(Fleith, 2014).
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pBACDV1 pBACMut A

250 Valina Alanina

251 Valina

252 Valina

253 Leucina

254 Glicina

255 Serina

256 Glutamina Alanina
257 Glutamico Alanina
258 Glicina Alanina
259 Alanina

260 Metionina

261 Histidina: Alanina

262 Treonina Alanina
263 Alanina

264 Leucina

265 Treonina Alanina
266 Glicina

267 Alanina

268 Treonina

269 Glutamico Alanina
270 Isoleucina

Figura 7. Sequéncia aminoacidica do virus selvagem, pBACDV1, e do virus
mutante, pBACMut A. Os numeros representam a posicao dos aminoacidos.
Aminoacidos carregados negativamente estao em vermelho, hidrofébicos em
azul, residuos com acessibilidade maior que 50% estdo sublinhados (Fleith, 2014).

Crescimento bacteriano e extragao de DNA Plasmidial

Bactérias, Dh5-Alpha (/nvitrogem), transformadas com pBACMutA ou
com pBACDV1, foram estriadas em meio Terrific Broth (TB - Invitrogem)
agar 15 pg/mL cloranfenicol e incubadas a 30° C até que surgissem
colonias. A partir desse momento, as condigdes de incubagao foram as
seguintes: meio TB 15 pg/mL cloranfenicol, 150 rpm, 30° C. Uma
colonia foi isolada, inoculada em 10 mL de meio, em tubo de 50 mL, por
aproximadamente 16h ou até que crescessem bactérias. O meio
inoculado foi transferido para um erlenmeyer estéril contendo 500 mL
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de meio, e foi incubado por aproximadamente 16h. Para cada etapa do
procedimento foi feito controle de esterilidade do meio.

As bactérias foram coletadas através de centrifugacdo a 4° C, 4000 rpm
por 20 minutos. A extragdao do DNA de pBACMutA e de pBACDV1 foi
feita com o HiSpped Plasmid Maxi Kit (Qiagen), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante.

O DNA extraido no processo descrito anteriormente foi avaliado
através de eletroforese em gel de agarose 0,8 %.

Transcrigao in vitro

O DNA plasmidial foi linearizado com a enzima de restricdo Swal (10
UuL, New England Biolabs). Para a digestdo foram utilizados 2,5 L de
enzima, 2,5 ug de DNA, 5 uL de tampao 3.1 (New England Biolabs) e
agua livre de nucleases em quantidade suficiente para alcangar 50 pl. A
reagdo foi incubada a 30° C por 16 horas. A digestdao do plasmideo foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8 %.

O plasmideo linearizado foi tratado com 150 pg/mL de Proteinase K 0,5
% SDS, por 30 minutos a 50°C.

Para a purificagdo do DNA linearizado, foi acrescentado ao produto da
digestdo 60 pl de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na proporg¢éo de
25:24:1. Em seguida, a solugdo foi homogeneizada e centrifugada a
13400 rpm por 2 minutos; a fase aquosa foi transferida para um novo
microtubo. Foram adicionados mais 60 ul de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico, na propor¢ao de 25:24:1, a fase aquosa e novamente a
amostra foi homogeneizada, centrifugada e a fase aquosa foi
transferida para um novo microtubo, como descrito anteriormente. A
fase aquosa foram adicionados 60 ul de cloroférmio/alcool isoamilico
na proporc¢ao de 24:1, a amostra foi homogeneizada e centrifugada a
13400 rpm por 2 minutos. A fase aquosa foi reservada em um novo
microtubo e a ela foi acrescentado 200 pl de etanol absoluto. A
amostra foi incubada a - 20° C durante toda a noite. No dia seguinte, a
amostra foi centrifugada a 14000 rpm, por 20 minutos a 4° C. O
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sobrenadante foi descartado e foi acrescentado 200 pl de etanol 70 %.
A solugdo foi novamente centrifugada a 14000 rpm, por 20 minutos a
4° C. O sobrenadante foi descartado e o microtubo foi incubado a 37° C
para a secagem do etanol remanescente. O DNA precipitado foi eluido
em 30 pL de agua livre de nucleases e quantificado no NanoDrop.

Para as reag0es de transcrigdo in vitro, os kits mMMESSAGE mMACHINE e
MEGAscript T7 High Transcription (ambos Life Technologies) foram
utilizados. O primeiro kit foi realizado de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Para o segundo kit a solugao da reagao
foi constituida de 2 uL de ATP, 2 uL de CTP, 2 puL de UTP, 1 uL de GTP, 4
pL de tampao, 2 pL de enzima, 1 pL CAP 40 mM e 1 pl de inibidor de
RNase.

O RNA transcrito foi purificado com o RNeasy minikit (Qiagen), de
acordo com as recomendagdes do fabricante.

Para verificagdo de integridade do RNA transcrito e purificado de
pBACMut A foi realizada eletroforese em gel 0,8 % agarose livre de
RNases . No caso de pBACDV1, a verificagdo se deu por transfec¢ao
seguida de Imunofluorescéncia apds 120h.

Transfecgao

O procedimento foi realizado em placas de cultura celular de 24 pogos
com células de linhagem de hepatoma humano (Huh7.5) (Lin et al.,
2000). Buscou-se atingir 70 a 80 % de confluéncia no momento da
transfecgdo. Para isso, as placas foram preparadas no dia anterior com
6,4.10" células por pogo. Como ferramenta de transfeccdo foram
usados lipossomos, Lipofectin (Invitrogen).

O experimento foi desenhado para trés tempos de coleta: 24, 72 e 120
horas apds a transfec¢ao - em triplicata para cada um dos tempos de
coleta. As transfec¢bes dos RNAs de pBACMut A e pBACDV1 foram
feitas no mesmo dia. Porém, para evitar possiveis contaminagdes,
pBACMut A e pBACDV1 foram transfectados em placas separadas e em
momentos diferentes. Com o objetivo de evitar a exposi¢do das células
ao ambiente externo a estufa antes do momento de coleta, foram
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utilizadas placas separadas para cada um dos trés hordrios de coleta.
Como controle, foram feitos pogos que passaram pelo mesmo
procedimento que os pogos transfectados mas que ndo receberam RNA
viral (Mock). Ainda como controle, em duplicata, foram feitos pogos
somente com células que permaneceram com o meio usual
DMEM/F12.

O RNA viral utilizado na transfecgdo foi quantificado no aparelho
Picodrop no mesmo dia do procedimento.

Solugdo de Lipofectin  (Invitrogen) e meio Opti-MEM (Gibco) na
proporgdo de 1:8 (2,5 uL de Lipofectin e 17,5 uL de Opti-MEM por
reagdo) foi preparada. Essa solugdo foi mantida por 30 minutos em
temperatura ambiente. Enquanto isso, o meio DMEM/F12 (Gibco), com
10 % de SFB (Gibco) e 1 % de penicilina/estreptomicina (Gibco), das
células foi substituido por 500 pL de meio Opti-MEM. As células
permaneceram incubadas a 37° C, em atmosfera de 5 % CO2, até o
momento da transfec¢do. Foi preparada solugao com 300 ng, 1000 ng
ou com 2000 ng, de acordo com o experimento, de RNA viral, em 20 uL
de Opti-MEM por reagdo. A solugdo com RNA foi adicionda a solugdo
com Lipofectin e meio Opti-MEM que havia ficado incubada por 30
minutos, totalizando aproximadamente 40 puL de solugao. A mistura das
duas solugdes foi transferida para um microtubo contendo 250 pL de
Opti-MEM por reagdo. Em seguida, o meio das células foi retirado e
substituido por 290 uL da solugdo contendo RNA viral, Lipofectin e meio
Opti-MEM ou, no caso do Mock, contendo Lipofectin e meio Opti-MEM.
As células foram incubadas a 37° C, em atmosfera de 5 % CO2, por trés
horas. Depois das trés horas passadas, o sobrenadante foi descartado e
substituido por 1 mL de meio DMEM/F12, com 10 % de SFB e 1 % de
penicilina/estreptomicina.

Em tempos de 24, 72 e 120 horas ap6s a transfec¢do, o sobrenadante
foi aspirado e armazenado a -80° C. As células foram removidas para
extragao de RNA quando destinadas as analises de PCR quantitativo em
tempo real ou, quando destinadas a imunofluorescéncia, foram fixadas
a placa pela adi¢do de metanol/acetona na proporgdo e 1:1 e incubadas
a-20° C por ao menos 16 horas.
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Imunofluorescéncia Indireta
A Imunofluorescéncia foi feita 120h depois da transfecgao.

A solugdo fixadora, metanol: acetona (concentragdo 1:1), foi retirada e
a placa secou em temperatura ambiente. Para cada etapa do
procedimento de imunofluorescéncia utilizou-se 200 pL de solugdo por
poco (placa de 24 pogos). Foi utilizado como anticorpo primario o
anticorpo anti-E de Flavivirus, 4G2 - derivado de hibridoma D1-4G2-4-
15 — ATCC HB-112 - , em diluigdo 1:100, em PBS 1x. O anticorpo
primario permaneceu incubado por uma hora e meia a 37° C. Como
anticorpo secundario, foi utilizado Alexa Fluor 488 rabbit anti-mouse
IgG ou Alexa Fluor 633 rabbit anti-mouse IgG (ambos Invritrogen), em
diluicdo de 1:500 e 5 pug/mL respectivamente, em PBS 1x. A incubagdo
do anticorpo secundario foi de uma hora, a 37° C, protegido da luz.
DAPI, na concentragdo de 1 pug/mL, por vinte minutos, em temperatura
ambiente e protegido da luz, foi utilizado para marcar os nucleos
celulares. Entre anticorpo primario e secundario e, entre anticorpo
secundario e DAPI, as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X. Ao
final do processo as células foram lavadas cinco vezes e a elas foi
adicionado 1 mL de solugdo de PBS 1 x 10 % glicerol por pogo ou,
dependendo do experimento, somente 1 mL de PBS 1x por pogo.

As imagens de imunofluorescéncia foram feitas em microscépio de
fluorescéncia invertido (Olympus 1X71), acoplado a camera (Olympus
DP72). A formatagdo das imagens foi feita no programa Photoshop.

Os protocolos de purificagdo do produto de digestdao do DNA
plasmidial, de transfec¢do e de Imnunofluorescéncia foram cedidos
pelo laboratdrio de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas e
sofreram pequenas adaptagdes nesse estudo.

PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

A extragdo do RNA das células transfectadas e do sobrenadante foi
feita com RNeasy Mini Kit (Qiagen) e QlIAamp Viral RNA mini Kit
(Qiagen) respectivamente, de acordo com as recomendagdes dos
fabricantes. Para controle enddégeno da extragdo de RNA, no caso do
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sobrenadante, antes do processo de extragdo foi adicionado 1 plL de
norovirus murino (titulacdo de 6,75.10° unidades formadoras de placas
(pfu/mL). Todas as amostras de RNA foram quantificadas em um
mesmo dia no aparelho Nanodrop.

Para a sintese do ¢cDNA foi utilizado o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems), segundo recomendagbes do
fabricante. A quantidade de RNA utilizada para a reagdo variou com o
momento de coleta e com a origem, célula ou sobrenadante:

24h — 500 ng para RNA extraido de células e 1500 ng para RNA extraido
do sobrenadante;

72h — quando possivel 1500 ng de RNA, tanto para células como para
sobrenadante;

120h —1500 ng de RNA, tanto para células como para sobrenadante.

Para as amostras provenientes de células a expressdo do gene 18S do
RNA ribossomal foi utilizada como gene de referéncia. O gene de
referéncia das amostras derivadas do sobrenadante, como mencionado
anteriormente, foi feito a partir da mensura¢ao da amplificagdo do
gene correspondente a jungdo ORF1-ORF2 de Norovirus murino . Para
detecgdao do virus da dengue foi utilizado como alvo a sequéncia
nucleotidica correspondente a proteina NS5 do DENV-1.

Para PCR quantitativo em tempo real (qPCR), foi utilizado SYBR Green
PCR (Qiagen). O experimento foi feito em duplicata técnica. Em cada
reagdo foi aplicado 5 uL de 2x SYBR Green PCR, 0,25 plL (250 nM) de
cada um dos iniciadores, 2 uL de cDNA por amostra e 2,5 pL de agua.

Antes de realizar o experimento foi feita padronizagdo da gPCR . Foram
testadas as amostras sem diluigdo, diluidas 5 e 10 vezes. Testou-se
também dilui¢bes diferentes para o iniciador usado para DV1 e para o
enddégeno Noro virus.

Os iniciadores utilizados para o qPCR se constituiram da seguintes
sequéncias nucleotidicas (Fleith, 2014):
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- DV1/NS5 - Forward GCAAACATCTTCAGGGGAAGT, Reverse
GCTCCCGTACCTCTCCTACC;

- 18S - Forward TAGAGGGACAAGTGGCGTTC, Reverse
CGCTGAGCCAGTCAGTGT;

- Norovirus murino — Forward CACGCCACCGATCTGTTCTG, Reverse
GCGCTGCGCCATCACTC.

As condigbes de amplificagdo foram as indicadas para SYBR Green PCR :

- Ativagao incial, 95°C por 10 minutos;

- Desnaturagao 95°C por 15 segundos;

- Anelamento e extensdo 60°C por 1minuto;

- Curva de Melting 95°C por 15 segundos e 60°C por 1minuto;

As etapas de desnaturagdo e de anelamento foram repetidas 40 vezes.

As reagdes foram preparadas em placas do tipo MicroAmp 96-Weel
Reaction Plate (Applied Biosystems) e a PCR foi realizada no aparelho
Applied Biosystems StepOne PCR System. Os dados obtidos foram
analisados no programa StepOne Software v2.1 e no Excel pelo método
2(-Delta Delta C(T)). Os graficos foram desenhados no programa
Graphpad Prism.

Titulagao Viral com o sobrenadante de células transfectadas

Para o procedimento de titulagdo foram utilizados os sobrenadantes
das células transfectadas com pBACDV1, pBACMut A e do Mock, no
tempo de 120h apds transfecgdo. Para controle celular da titulagao foi
feito novo Mock. Foram feitas titulagbes com sobrenadantes que
haviam sido congelados e armazenados a -80° C e com sobrenadantes
gue ndo foram congelados, mas foram diretamente retirados da placa
com células transfectadas e transferidos para a placa de titulagao.

Foram utilizadas placas de 12 pogos com células de linhagem Huh7.5
com 70 a 80 % de confluéncia. Em microtubos, com meio DMEM/F12,
10 % de SFB, 1 % de penicilina/estreptomicina, foram feitas diluicdes de
10! a 10™ do sobrenadante. O meio original das células (DMEM/F12,
10 % de SFB, 1 % de penicilina/estreptomicina) foi entdo substituido
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por 400 pL da solugdao com o sobrenadante. Esse procedimento foi feito
para cada umas das diluigdes seriadas do sobrenadante, em duplicata
técnica. Para o Mock, o meio original foi substituido por meio novo sem
adicao de sobrenadante. Foi feito ainda um pogo com sobrenadante
sem diluicdo. As células permaneceram incubadas a 37° C, em
atmosfera de 5 % CO2, por 90 minutos. Em seguida, o meio das células
foi substituido por 1 mL de meio DMEM/CMC por pogo. As células
permaneceram incubadas por seis dias, a 37° C, em atmosfera de 5 %
CO2, até o momento de revelagao da titulagdo.

O processo de revelagdao da titulagdo foi realizado em temperatura
ambiente. Foi adicionado a cada pog¢o 1,5 mL de paraformaldeido 3 %
(em PBS 1x, pH 7, por uma hora). Em seguida, as células foram lavadas
trés vezes com PBS 1x e incubadas com solugdo de cristal violeta por 30
minutos. A placa foi lavada com agua corrente.
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Resultados

Determinacao fenotipica de pBACDV1

A Figura 8 corresponde as corridas em gel de agarose dos produtos da
purificagdo do DNA plasmidial de pBACDV1, do produto da digestdo
desse plasmideo, e do produto da transcricdo in vitro - representa
todas as outras transcrigdes in vitro feitas nessa etapa do estudo.

10Kb 10Kb

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose (0,8 %) dos produtos da purificagdo do
DNA plasmidial de pBACDV1, digestdo do plasmideo, e da transcri¢do in vitro. Da
esquerda para direita, Figura A: Padrdo de peso molecular; pBACDV1 nao digerido
(observam-se duas bandas, caracteristica de plasmideo fechado); pBACDV1
digerido com Swal (10UuL, New England Biolabs). Figura B: padrdo de peso
molecular; pBACDV1 digerido; produto da transcri¢do in vitro de pBACDV1. O gel
para o produto da transcrigdo in vitro, B, foi feito com tampao livre de RNase.

No tempo de 120h apds transfecgao foi avaliada por gPCR a expressao
relativa - ao Mock - do RNA viral proveniente das células transfectadas
e de seus sobrenadantes, Figura 9. Os resultados dessa avaliagdo
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mostraram presenca de RNA de DV1 nas células transfectadas e, em
menor quantidade, nos sobrenadantes.

I 300ng pBACDV1
Il 1000ng pBACDV1
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Figura 9. Avaliagdo da expressdo relativa de RNA viral extraido de células
transfectadas, e de seus sobrenadantes, com 300 ng e 1000 ng de pBACDV1. A
expressdo relativa do RNA viral foi avaliada por qPCR . A sintese do DNA
complementar foi feita a partir de RNA proveniente de sobrenadante e de células
transfectadas, no tempo de 120h apés a transfeccdo. Representado em
pontilhado, o Mock. Para as células foi usado o gene 18s como normalizador; para
o sobrenadante, foi utilizada ORF1-ORF2 de Norovirus murino.

Por imunofluorescéncia foi avaliado o espalhamento viral, Figura 10. O
resultado sugeriu viabilidade das particulas virais de pBACDV1.
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Sobreposigao
DAPI + 4G2+ Alexa Fluor 488

DAPI 4G2+ Alexa Fluor 488

Mock — 100X

pBACDV1 - 100X

pBACDV1 - 320X

Figura 10. Propagagao viral em células Huh7.5 transfectadas com pBACDV1 (1000
ng). Observa-se em verde o espalhamento viral (marcagdo da proteina E de
Flavivirus com anticorpo primario 4G2, seguida pela marcagdao com anticorpo
secundario, Alexa Fluor 488 rabbit anti mouse IgG ) e, em azul, os nucleos
celulares (marcagdo feita com DAPI). O aumento de 320x mostra visdo detalhada
desse espalhamento. As imagens em sobreposicdo permitem visualiza¢do da
infec¢ao viral concentrada nos citoplasmas das células.

A partir da avaliagdo dos resultados de imunofluorescéncia e da
guantificagao relativa do RNA viral por gPCR, foi decidido padronizar as
transfecgdes deste estudo com 1000ng de RNA viral.

Obtenc¢ao do RNA de pBACDV1 e pBACMut A

Os produtos da purificagdo do DNA plasmidial de pBACDV1 e pBACMut
A e suas respectivas digestdes, estdo ilustrados nas figuras 11A e 12A.

Com o objetivo de eliminar o possivel viés de obtengdo de RNAs com
conformacgdes diferentes de acordo com as condi¢gdes da reagdo de
transcri¢do in vitro, foi necessario atingir em uma Unica reagdo de
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transcrigdo in vitro a concentragdo minima requerida para o
experimento de transfec¢do, 13 pg de RNA

Nas reagdes de transcricdo in vitro feitas para determinagdo do
fendtipo de pBACDV1, com MMESSAGE mMACHINE Kit (Life
Technologies), o rendimento da reagdo sempre foi menor que 13 ug de
RNA. Em busca de melhor rendimento, foi testado MEGAscript T7 High
Transcription Kit (Life Technologies). Foi associado ao uso do novo kit
pré tratamento das amostras com proteinase K e, durante a reagao,
inibidor de RNase. Assim, o rendimento minimo de 13 pg de RNA foi
ultrapassado.

A visualizagdo do produto da transcricdo em gel de agarose foi
impossivel para pBACDV1, Figura 11 B, e bastante fraca para pBACMut
A, Figura 12 B. Apesar de ter apresentado banda fraca no gel de
agarose, o RNA de pBACMut A foi considerado integro.
Alternativamente ao gel, a confirmacdo da integridade do RNA
transcrito de pBACDV1 foi feita por imunofluorescéncia, Figura 13.

10Kb 10Kb
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose (0,8 %) dos produtos da purificagdo do
DNA plasmidial de pBACDV1, digestdao do plasmideo, e da transcri¢do in vitro.
Bandas de interesse possuem aproximadamente 11 kB. Da esquerda para direita,
Figura A: Padrao de peso molecular; pBACDV1 n3o digerido; pBACDV1 digerido
com Swal (10 UpL, New England Biolabs). Figura B: padrdo de peso molecular;
produto da transcri¢do in vitro de pBACDV1 1 2 eluicdo da purificagdo; produto
da transcri¢dao in vitro de pBACDV1 2 2 eluicdao da purificagdo. O gel para o
produto da transcrigao in vitro foi feito com tampao livre de RNase

10Kb 10Kb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose (0,8 %) dos produtos da purificagdo do
DNA plasmidial de pPBACMut A, digestao do plasmideo, e da transcrig¢ao in vitro.
Da esquerda para direita, Figura A: 1 Padrdo de peso molecular; 2 e 3 pBACMut A
digerido com Swal (10 UuL, New England Biolabs); 4 pBACMut A ndo digerido.
Figura B: 1 padrao de peso molecular; 2 pBACMut A nao digerido; 3 produto da
transcrigao in vitro de pBACMut A. O gel para o produto da transcrigao in vitro foi
feito com tampao livre de RNase.
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) Sobreposi¢ao
DAPI 4G2+ Alexa Flaor 488 DAPI + 4G2+ Alexa Fltior 488

pBACDV1 - 200X Mock - 200X

pBACDV1 - 400X

Figura 13. Propagacao viral em células Huh7.5 apds 120h de transfec¢do com
pBACDV1 (300 ng). Observa-se em verde o espalhamento viral (marcagdo da
proteina E de Flavivirus com anticorpo primario 4G2, seguida pela marca¢dao com
anticorpo secundario, Alexa Fluor 488 rabbit anti mouse IgG) e, em azul, os
nucleos celulares (marcagdo feita com DAPI). O aumento de 400x mostra visdo
detalhada desse espalhamento. As imagens em sobreposicdo permitem a visao
da infecgao viral concentrada nos citoplasmas celulares.

Analises fenotipicas de pBACDV1 e pBACMutA em células Huh7.5

qPCR

As analises da replicagdo de pBACDV1 e pBACMut A em células Huh7.5
foram feitas a partir da comparagdo da expressao relativa de RNA de
DV1: pBACDV1 ou pBACMut A com células ndo transfectadas. Mock e
células que ndo receberam tratamento com Lipofectin (Invitrogen),
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ndo apresentaram diferenga de expressdo do gene 18s ou de Noro. A
presenca de RNA viral foi observada, em todos os momentos de coleta,
tanto em pBACDV1 como para pBACMut A, Figura 14. A expressao
relativa de RNA viral foi maior em pBACMut A. Observou-se para
pBACMut A leve queda de expressao de RNA no tempo de 72h. Ao
contrdrio, para pBACDV1, no tempo de 72h, houve pequeno aumento
de expressao relativa de RNA viral.
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Figura 14. Avaliacdo da expressdo relativa de RNA viral extraido de células
transfectadas com pBACDV1 e com pBACMut A (1000 ng). A expressdo de RNA
viral foi avaliada para pBACDV1, em preto, e para pPBACMut A, em cinza, apos 24,
72 e 120h de transfec¢do. Para as células foi usado o gene 18s como
normalizador; para o sobrenadante foi utilizada ORF1-ORF2 de Norovirus
murino. N3o foi detectada expressiao de DV1 no Mock e no basal - Huh7.5 nao
transfectadas e que, diferente do Mock, ndo receberam Lipofectin (Invitrogen) e
Opti-MEM (Gibco).

A expressdo relativa de RNA de DV1 foi menor no sobrenadante do que
nas células, Figura 15. As analises de qPCR revelaram grande queda na
guantidade de RNA a partir de 72h apds a transfecgdo. Por ser
constituido pela sequéncia selvagem de DV1, essa queda ndo era
esperada para pBACDV1.
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Figura 15. Avaliagao da expressao relativa de RNA viral extraido de sobrenadante
de células transfectadas com pBACDV1 e com pBACMut A (1000 ng). A expressao
de RNA viral foi avaliada para pBACDV1, em preto, e para pBACMut A, em cinza,
apos 24, 72 e 120h de transfec¢do. Para as células foi usado o gene 18s como
normalizador; para o sobrenadante, foi utilizada ORF1-ORF2 de Norovirus
murino. Nao foi detectada expressio de DV1 no Mock e no basal - Huh7.5 nao
transfectadas e que, diferente do Mock, ndo receberam Lipofectin (Invitrogen) e
Opti-MEM (Gibco).

Titulagdo viral através da deteccdo de placas de lise

A titulagdo do sobrendante apds 120h de transfec¢do com RNA de
pBACDV1 e pBACMut A, ndo apresentou placas de lise. Esse resultado
foi ao encontro da avaliagdo molecular que mostrou queda de
expressdo relativa de DV1 apds 24h de transfec¢do. Considerando que
o sobrenadante utilizado havia sido congelado e armazenado a - 80° C
e que esse congelamento poderia afetar a viabilidade das possiveis
particulas virais presentes no sobrenadante, foi feita nova transfecgao
seguida por titulagdo direta do sobrenadante.

Para a nova titulagdo optou-se por dobrar a quantidade de RNA viral

transfectado: foram usados 2000 ng de RNA por pogo. A titulagdo nao
apresentou placas de lise.
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Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia, Figura 16, foi realizada apds 120h de transfec¢ao
com 2000 ng de RNA. Sabendo que pBACDV1 ndo se comportou como
esperado, e que, desta forma, ndo seria mais um controle positivo
eficiente, como controle positivo da técnica de imunofluorescéncia
foram utilizadas células infectadas com DV.

Foram encontrados regides caracteristicas de infecgdo viral tanto nos
pogos transfectados com pBACDV1, como nos pogos de pBACMut A.
Porém, regides similares foram detectadas nos Mocks. O controle
positivo apresentou o fendtipo esperado, validando a qualidade da
técnica.
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Figura 16. Propagagao viral em células Huh7.5 apés 120h de transfecgdo com DV
(controle positivo), Mock, pBACDV1, e pBACMut A (2000 ng). Observa-se em
vermelho o espalhamento viral (marcacdo da proteina E de Flavivirus com
anticorpo primario 4G2, seguida pela marcacao com anticorpo secundario, Alexa
Fluor 633 rabbit anti mouse IgG) e, em azul, os nucleos celulares (marcagdo feita
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com DAPI). O aumento de 400x mostra visdo detalhada do espalhamento. Nota-
se que o Mock apresentou niveis de fluorescéncia similares a pBACDV1 e
pBACMut A. As imagens em sobreposi¢dao permitem a visdo da infec¢dao viral

concentrada nos citoplasmas celulares.
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Discussao

Através de andlise de mutagdes isoladas em residuos da proteina E,
Christian et al. (2013) identificaram aminodacidos criticos para a
infectividade viral. Os virus com essas mutag¢Oes tiveram a replicacao
viral muito diminuida. Dentre os aminoacidos identificados, trés
encontram-se na porgdao E250-270 da proteina: M260, H261 e A267. O
residuo H261 foi um dos residuos substituidos por Alanina em
pBACMut A. Christian et al. sugeriram que H261, ao ser exposto a baixo
pH sofra protonagdo e que a ligagdo de M260, H261 e A267 com a
proteina M seja desfeita. Desta forma é possibilitada a mudanga
conformacional da proteina E de dimero para trimero.

Fleith (2014) avaliou DV1 que sofreu substituicbes simultdneas dos
residuos E250-253 e 255 por Alaninas. Foram removidas as cadeias
laterais hidrofdbicas presentes na regido amino-terminal, o que
resultou em drastica redugdo da infectividade em relagdo ao pBACDV1.

Apesar de pBACMut A possuir mutagao em dois residuos com indicagao
de serem importantes para a infectividade viral - H261, considerado
critico por Christian et al. (2013), e V250, um dos residuos substituidos
por Alanina no mutante analisado por Fleith (2014) - a manutengdo de
guantidade significativa de expressdo relativa de RNA de pBACMut A
em todos os tempos de coleta de células transfectadas sugere que as
mutagdes ndo interferem na replicagdao do RNA viral.

A auséncia de resultados conclusivos na imunofluorescéncia, de pouca
guantidade de RNA viral nos sobrenadantes, somados a auséncia de
placas na titulagdo, indicam que a quantidade de RNA transfectado foi
superestimada. A superestima¢do da amostra é a provavel causa do
comportamento inesperado de pBACDV1: ndao é conhecida a
guantidade de RNA integro transfectada. Para melhorar a eficiéncia e a
confiabilidade do RNA transfectado, e evitar superestimagdo da
guantidade de amostra, uma possibilidade é a corrida em gel de
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agarose de toda a amostra seguida por purificagdo da banda de
interesse.

A diferenca de quantidade de expressdo relativa de RNA entre
pBACDV1 e pBACMut A no tempo de 24h indica niveis de eficiéncia de
transfeccdo ndao compardveis. Portanto, ndo é possivel afirmar que a
maior quantidade de expressao relativa de pBACMut A nos tempos de
72h e 120h esteja relacionada com maior eficiéncia do virus, Figura 14.

Os resultados aqui apresentados apontam a possibilidade de que as
mutacdes de pBACMut A ndo alterem o poder de replicagdo de RNA.
Nao foi possivel avaliar o poder infectivo das particulas de pBACMut A.
Os niveis de expressao relativa de RNA detectados nas células
transfectadas podem ser decorrentes de RNA de célula transfectadas
gue se dividiram e que mantiveram a replicagdao do RNA viral, sem que
necessariamente tenha ocorrido formagdo de particula viral.

Caso a infectividade de pBACMut seja confirmada, considerando H261
como aminodcido critico para a mudanga conformacional de dimero
para trimero (Christian et al. 2013), havera indicagdo de que o efeito
sinérgico das mutag¢bes provocam compensag¢ao dos danos causados
por mutagdes individuais.

Wispelaere e Yang (2012) substituiram residuos, conservados em todos
os sorotipos de DV e em parte dos Flavivirus, da regido DI/DIIl Linker?
de DV2. Nesse trabalho foi constatado que as mutagdes afetam
drasticamente a montagem da particula viral. Apds cinco passagens do
virus em células Huh7.5, foi detectada ocorréncia de mutagao
compensatodria que corrigiu os efeitos negativos das substituigdes, e o
fendtipo do virus mutante se igualou ao fenétipo do virus selvagem.
Considerando a possibilidade de mutagdo compensatdria, é importante
gue pBACMut A extraido com 120h de transfecgdo seja sequenciado e
gue a integridade de sua sequéncia génica seja confirmada.

* DI/DIIl Linker é constituido por 11 aminoacidos, faz a ligagdo entre os dominios | e
Il da proteina E.
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Para definicao do fendtipo de pBACMut A é imperativo que pBACDV1
se comporte como controle positivo e que haja seguranca na
guantidade de RNA transfectado. S3o necessarios novos experimentos
para elucidagdo das implicagGes para a infectividade viral causadas pelo
aumento da apolaridade e eliminagao de cargas negativas na porg¢do E
250-270 da proteina E do DV.
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Conclusoes

Ha indicacdo de que as mutagbes de pBACMut A ndo resultam em
perda do poder de replicagdo do material genético in vitro. Nao foi
possivel avaliar o poder infectivo de pBACMut A sendo, portanto,
necessarios novos ensaios.
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