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ResumoResumo   

 

 

Os vírus dengue (DENV) são responsáveis por um amplo espectro de manifestações clínicas 

em diversas partes do mundo. Muitos mecanismos moleculares da biologia do DENV, 

incluindo replicação do genoma e patogênese viral, ainda não foram totalmente 

compreendidos. Novos avanços na elucidação destes mecanismos vêm sendo facilitados pelo 

desenvolvimento dos sistemas de genética reversa nas últimas décadas. No presente trabalho, 

nós descrevemos o desenvolvimento de um sistema de genética reversa para o vírus dengue 

tipo 3 (DENV3). Usando um sistema de dois plasmídeos, o genoma do DENV3 foi dividido 

em duas partes por PCR e os fragmentos gerados foram clonados em separado num vetor 

plasmidial. Um sítio de restrição foi inserido em ambas as construções, permitindo a posterior 

recuperação do genoma completo por ligação in vitro. Todos os plasmídeos foram construídos 

pela técnica de recombinação homóloga em levedura e propagados nela para prevenir 

qualquer instabilidade dos insertos em E. coli. A identidade das construções foi confirmada 

por sequenciamento, no qual foram identificadas mutações no genoma clonado. Para a 

recuperação do clone infeccioso in vitro, as duas partes dos genomas foram amplificadas por 

PCR, digeridas e unidas por ligação in vitro. Dois clones infecciosos foram recuperados e a 

transcrição in vitro, do produto das ligações, produziram RNAs virais genômicos. Células 

BHK-21, transfectadas por eletroporação com os RNAs sintetizados, foram avaliadas por 

ensaio de imunofluorescência, mostrando que estes RNAs são infecciosos. Após sucessivas 

passagens em cultivo celular, os DENV3 recuperados foram caracterizados in vitro. RT-PCR, 

a partir de RNA viral, e a análise de fragmentos de restrição confirmaram que ambos os vírus 

recuperados foram derivados do nosso sistema de dois plasmídeos. No ensaio de placa, os 

clones apresentaram fenótipos distintos. Após coloração convencional, enquanto o clone IC-

DENV3 #L43 apresentou placas com morfologia similar ao DENV3 selvagem, o clone IC-

DENV3 #L42 foi incapaz de formar placas. A análise de sequenciamento, a partir dos 

produtos de RT-PCR, identificou mutações específicas em cada um dos clones, as quais 

podem facilitar o crescimento dos vírus recuperados em cultivo celular. Este sistema é uma 

poderosa ferramenta que nos ajudará a elucidar aspectos moleculares da biologia do DENV, 

bem como a entender a relação entre mutações específicas e a patogênese do DENV.  

 

Palavras-chave: clone infeccioso, genética reversa, vírus dengue sorotipo 3 
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AbstractAbstract   

 

 

Dengue viruses (DENV) are responsible for a wide spectrum of clinical outcomes around the 

world. Many molecular mechanisms of DENV biology, including genome replication and 

viral pathogenesis, have not been completely elucidated. New insights on those mechanisms 

have been facilitated by the development of reverse genetic systems in the past decades. Here, 

we describe the successful development of a reverse genetic system to dengue virus 3 

(DENV3). Using a two-plasmid strategy, DENV3 genome was divided in two parts by PCR 

and the fragments were cloned apart into a yeast-E.coli shuttle vector. A restriction site was 

inserted in both constructs to allow the further recovery of the full-length genome by in vitro 

ligation. All plasmids were assembled in yeast by homologous recombination technique and 

propagated in it to prevent any possible instability of their inserts in E.coli. The identity of the 

constructs was demonstrated by sequence analysis, which also identified mutations in the 

cloned genome. To assemble the full-length genome, the two pieces of the genome were 

amplified by PCR, digested and joined together by in vitro ligation. We were able to assembly 

two infectious clones and in vitro transcription of the in vitro ligations produced full-length 

RNA transcripts. BHK-21 cells electroporated with each RNA transcript were assayed by 

immunofluorescence, which showed that these RNA transcripts are infectious. After serial 

passage in cell culture, infectious DENV3 rescued from BHK-electroporated cells were in 

vitro characterized. RT-PCR from viral RNA and restriction fragment analysis confirmed 

both rescued viruses were derived from our two-plasmid system. In plaque assays, the clones 

had distinct phenotypes. After conventional stain, while one clone (IC-DENV3 #L43) showed 

plaque morphology resembling to wild-type DENV3 phenotype, the other one (IC-DENV3 

#L42) were unable to produce plaques at all. Sequence analysis from RT-PCR products 

identified specific mutations in each one of the clones, which may allow the rescued viruses 

to grow in cell culture. This system is a powerful tool that will help us to shed light on 

molecular features of DENV biology, as the relationship of specific mutations and DENV 

pathogenesis. 

 

Keywords: infectious clone, reverse genetics, dengue virus type 3 
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IntroduçãoIntrodução   

 

 

 A dengue é uma infecção causada por arbovírus (arthropod-borne virus) da família 

Flaviviridae. O vírus dengue (DENV) apresenta quatro sorotipos distintos (DENV1-4), dos 

quais três (DENV1, DENV2 e DENV3) ocorrem no Brasil. Pertencente ao gênero Flavivirus, 

o DENV apresenta um capsídeo icosaédrico, envolto por um envelope viral. Seu genoma viral 

é estruturado de maneira similar ao RNA mensageiro (RNAm) celular, exceto pela ausência 

de uma cauda poli-A na extremidade 3’. 

Considerada um problema de saúde pública de proporções globais, estimativas 

indicam que 50 milhões de infecções por DENV ocorram anualmente em mais de 100 países 

nas regiões tropicais, com cerca de 500 mil casos de febre hemorrágica da dengue, a forma 

mais grave da doença. Apesar dos avanços, não há vacina ou terapia antiviral disponível 

contra o DENV. Somado a isso, muitos aspectos da biologia viral ainda não são bem 

compreendidos. 

Um sistema de genética reversa é uma poderosa ferramenta que permite a direta 

manipulação do genoma de um vírus de RNA, a partir de seu cDNA clonado. Nos últimos 

anos, os sistemas de genética para flavivírus vem ajudando a elucidar importantes aspectos do 

ciclo viral, bem como o desenvolvimento de vacinas e a triagem de drogas antivirais. 

 Um das principais dificuldades no estabelecimento de um sistema de genética reversa 

para flavivírus é a instabilidade do cDNA clonado do genoma viral em sistemas procariotos, 

apesar das razões para esta instabilidade não serem bem compreendidas. Dentre as abordagens 

empregadas para superar os problemas de instabilidade, podemos destacar o uso de levedura. 

A técnica de recombinação homóloga em levedura vem sendo utilizada com sucesso na 

clonagem de genomas. Além disso, ela é amplamente usada em diferentes aplicações, 

demonstrando ser uma técnica simples, robusta e eficiente.  

 Neste trabalho, nós propomos o desenvolvimento de um sistema de genética reversa, 

baseado no DENV3, usando a técnica de recombinação homóloga em levedura. O DENV3 é o 

sorotipo de introdução mais recente no Brasil e foi responsável por surtos epidêmicos de 

grande magnitude em diversos estados brasileiros. Nós acreditamos que este trabalho é de 

grande importância para a pesquisa do DENV, contribuindo para o aprimoramento da 

virologia molecular dos flavivírus, bem como de uso potencial no desenvolvimento de novas 

estratégias de controle do DENV no país. 
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1. Revisão da Literatura1. Revisão da Literatura   

 
 
1.1. Aspectos epidemiológicos da dengue 
 
 
 A dengue é uma infecção causada por um arbovírus da Família Flaviviridae. O 

vírus dengue (Dengue virus, DENV) apresenta quatro sorotipos (DENV1-4) antigenicamente 

distintos (GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007), dos quais três (DENV1, DENV2 e DENV3) 

ocorrem no Brasil (SIQUEIRA et al., 2005; CORDEIRO et al., 2007). Sua transmissão se dá 

através da picada de fêmeas de mosquitos do gênero Aedes infectadas, sendo a espécie A. 

aegypti o principal vetor da dengue nas Américas (GUBLER, 1997). 

 Os primeiros registros epidêmicos de uma doença compatível com a dengue 

ocorreram entre 1779 e 1780 na Ásia, África e América do Norte, sugerindo uma ampla 

distribuição geográfica da doença já no século 18. Contudo, os primeiros relatos de uma 

doença com apresentação clínica similar a dengue são muito mais antigos e remontam ao 

período da dinastia chinesa Chin. Ainda assim, foi apenas durante a II Guerra Mundial que o 

DENV foi isolado e identificado como o agente etiológico da doença (GUBLER, 1997; 

MAIRUHU et al., 2004). 

 A dengue apresenta duas formas clínicas principais: a dengue clássica (DC) e a 

febre hemorrágica da dengue/síndrome do choque da dengue (FHD/SCD). A DC apresenta 

um amplo espectro clínico desde formas inaparentes até quadros graves atípicos. Pacientes 

com DC podem apresentar febre, associada à cefaléia, prostação, mialgia, artralgia, dor retro-

orbitária, com presença ou não de exantema e/ou prurido. Anorexia, náuseas, vômitos e 

diarréia também podem ser observados. A FHD/SCD é marcada por um aumento na 

permeabilidade vascular/extravasamento plasmático, trombocitopenia e manifestações 

hemorrágicas, podendo levar ao óbito (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005; ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2009). 

 Ainda não está bem estabelecido os mecanismos envolvidos no desenvolvimento 

das formas mais graves da doença. Atualmente, a hipótese mais aceita é a da infecção 

seqüencial proposta por Halstead (HALSTEAD; NIMMANNITYA; COHEN, 1970). Nesta 

hipótese, a presença de anticorpos heterólogos de uma infecção prévia por dengue ou níveis 

subneutralizantes de anticorpos sorotipo-específicos podem facilitar a entrada do vírus nas 

células alvo. Este fenômeno, denominado  imunoamplificação da infecção dependente de 

anticorpos ou ADE (antibody-dependent enhancement), parece ter papel importante no 

desenvolvimento de FHD/SCD em infantes e infecções secundárias (HALSTEAD; 



 15 

NIMMANNITYA; COHEN, 1970; CORDEIRO et al., 2008). Esta hipótese tem sido 

suportada por evidências in vitro e in vivo (HALSTEAD; PORTERFIELD; O'ROURKE, 

1980; GONCALVEZ et al., 2007; ZELLWEGER; PRESTWOOD; SHRESTA, 2010). 

  Apesar da infecção secundária ser o fator de risco principal, outros fatores têm 

sido implicados no desenvolvimento da FHD, incluindo genótipo e sorotipo viral envolvido 

na infecção (ROSEN, 1977; GUBLER et al., 1981; MESSER et al., 2003), fatores genéticos 

do hospedeiro (HALSTEAD et al., 2001; SAKUNTABHAI et al., 2005; ACIOLI-SANTOS 

et al., 2008) e idade (GUZMAN et al., 2002). 

 Estimativas indicam que 50 milhões de infecções causadas por dengue ocorram 

anualmente em mais de 100 países nas regiões tropicais (Figura 1), com cerca de 500 mil 

casos de FHD/SCD. Aproximadamente 2,5 bilhões de pessoas vivem em áreas endêmicas 

com risco de infecção (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2009). No Brasil, foram 

notificados 585.769 casos de dengue em 2008, sendo 4.232 casos de FHD/SCD 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). Esta situação é alarmante porque estes números tendem a 

aumentar nos próximos anos como conseqüência dos efeitos do aquecimento global (JETTEN; 

FOCKS, 1997; SUTHERST, 2004; TABACHNICK, 2010). 

Figura 1. Distribuição geográfica dos casos de dengue nas regiões tropicais. Em amarelo, países ou áreas 
onde a doença tem sido notificada. Fonte: (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2009), modificado pelo 
autor. 
 

 Apesar dos inúmeros avanços, não há uma terapia antiviral ou tratamento 

específico para a dengue (KUHN et al., 2002; NOBLE et al., 2010). O tratamento disponível 

é sintomático, incluindo a reposição de líquido e eletrólitos nos casos mais graves 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). Atualmente, os esforços estão focados no 

desenvolvimento de uma vacina tetravalente capaz de proteger contra os quatro sorotipos. 
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Diferentes estratégias vem sendo empregadas, incluindo: vírus quiméricos (GUY et al., 2008),  

vírus atenuados (SUN et al., 2003; DURBIN et al., 2005), vírus inativados (ROBERT 

PUTNAK et al., 2005), replicons (SUZUKI; WINKELMANN; MASON, 2009) e DNA (LU 

et al., 2003). Uma das principais dificuldades na formulação de uma vacina segura e eficaz 

contra a dengue é a falta de um modelo animal que reproduza o desenvolvimento da FHD 

(PANG; CARDOSA; GUZMAN, 2007). 

 Sem uma vacina ou terapia antiviral disponível, o controle da dengue é limitado 

ao combate do mosquito vetor A. aegypti. O programa de erradicação iniciado nas Américas 

para prevenir os surtos urbanos epidêmicos da febre amarela, foi capaz de reduzir a densidade 

populacional do mosquito vetor e até erradicá-lo em alguns países. Contudo, a descontinuação 

do programa em 1970, aliado a incapacidade de erradicar o A. aegypti na região, levou a uma 

rápida re-infestação do mosquito, seguido por surtos epidêmicos no Caribe, América Central e 

América do Sul (GUBLER, 1997; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2009; SAN 

MARTIN et al., 2010). 

 A introdução do DENV1 em 1986 no Brasil, aliada às dificuldades de combate ao 

vetor, resultou numa rápida dispersão do vírus pelo país e, consequentemente, na ocorrência 

de epidemias em diversos estados da federação, incluindo Pernambuco em 1987. Em 1990, a 

situação da dengue foi agravada pela introdução do DENV2 e pelo aparecimento dos 

primeiros casos de FHD. Em 1995, o vírus chegou a Pernambuco dando início a segunda 

epidemia de dengue no estado. A introdução do DENV3 ocorreu em 2000, ocasionando 

epidemias de grande magnitude em vários estados brasileiros em 2002, incluindo Pernambuco 

(CORDEIRO et al., 2008).  

 O DENV4 foi isolado no Brasil durante um surto ocorrido no estado de Roraima, 

entre os anos de 1981 e 1982 (OSANAI et al., 1983). Desde então, não há casos registrados 

deste sorotipo no país, exceto recentes relatos descrevendo o seu isolamento no estado do 

Amazonas (FIGUEIREDO et al., 2008; DE MELO; ROMANO; DE ANDRADE ZANOTTO, 

2009), não confirmados pelo Ministério da Saúde. Apesar disso, devido a circulação do 

DENV4 em países que fazem fronteira com o Brasil, o risco de re-introdução deste sorotipo 

no país é eminente (GUBLER; MELTZER, 1999). 
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1.2. O vírus dengue 

 

 

 Pertencente ao gênero Flavivirus, o DENV é um vírus envelopado contendo um 

capsídeo icosaédrico denso. Seu genoma se apresenta na forma de um RNA de fita simples e 

orientação positiva (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Dentro do gênero, também se 

destacam outros vírus de importância médica, incluindo o vírus da febre do oeste do Nilo 

(West Nile virus, WNV), o vírus da encefalite japonesa (Japanese Encephalitis virus, JEV) e o 

vírus da febre amarela (Yellow Fever virus, YFV), os quais também são transmitidos por 

artrópodes (GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007).  

 O genoma viral dos flavivírus (Figura 2), com aproximadamente 11.000 pares de bases 

(pb), é estruturado de maneira similar a um RNA mensageiro (RNAm). Ele apresenta um cap 

tipo I (7-metil-guanosina) na extremidade 5’, uma região 5’-UTR (untranslated region), uma 

open reading frame (ORF) e uma região 3’-UTR. Contudo, diferente do RNAm, o RNA viral 

não é poliadenilado (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007), 

sugerindo um mecanismo de tradução distinto do empregado pelos RNAm celulares (EDGIL; 

POLACEK; HARRIS, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Organização genômica dos flavivírus e suas proteínas virais. Fonte: (FERNANDEZ-GARCIA et 

al., 2009). 
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A tradução do RNA viral origina uma poliproteína de aproximadamente 3.400 

aminoácidos (aa), a qual é processada por proteases celulares e virais, gerando dez produtos 

gênicos (Figura 2): três proteínas estruturais [C (capsídeo), prM/M (membrana), E (envelope)], 

presentes em proporções estequiométricas na partícula viral, e sete proteínas não-estruturais 

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (KUHN et al., 2002; LINDENBACH; THIEL; 

RICE, 2007). 

A proteína do capsídeo (C) é uma proteína básica com aproximadamente 11 

quilodáltons (kDa), apresentando 4 !-hélices (!1-!4). Ela é positivamente carregada nas 

extremidades N- e C-terminais e contém uma região interna hidrofóbica envolvida na 

associação com a membrana. A proteína C nascente também possui um domínio hidrofóbico 

(anchC) que funciona como sequência sinal para a translocação da proteína prM/M no 

retículo endoplasmático. Em solução, a proteína C se encontra na forma de dímero, a unidade 

básica na montagem do capsídeo (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; 

LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). 

 O precursor da proteína M (prM) é uma glicoproteína com aproximadamente 26 kDa. 

A principal função de prM é prevenir a fusão prematura das partículas virais imaturas com as 

membranas celulares durante a via de secreção. Ela também assisti no correto enovelamento 

da proteína E durante a sua heterodimerização (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A 

conversão de partículas virais imaturas em partículas virais infecciosas é mediada pela 

clivagem de prM em M por uma furina residente do complexo de Golgi e é dependente de pH. 

Após a clivagem, o heterodímero prM-E dissocia-se, levando a formação de homodímeros de 

E (LI et al., 2008; YU et al., 2008). 

 A proteína E é a principal glicoproteína na superfície viral e está envolvida na ligação 

ao receptor, penetração viral e hemaglutinação. Com aproximadamente 53 kDa, ela é formada 

por três domínios (Figura 3a): o domínio I (domínio central); o domínio II (domínio de 

dimerização) que contém o peptídeo de fusão; e o domínio III, similar ao domínio das 

imunoglobulinas e no qual se localiza o sítio de ligação ao receptor (MUKHOPADHYAY; 

KUHN; ROSSMANN, 2005; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). 

Nas partículas virais infecciosas, a proteína E se apresenta na forma de um 

homodímero (Figura 3b), com o peptídeo de fusão inacessível. Durante a penetração viral, a 

proteína E sofre um rearranjo conformacional sob condições de baixo pH, levando a formação 

irreversível de homotrímeros e a exposição do peptídeo de fusão, o qual medeia a fusão das 

membranas no endossomo (MODIS et al., 2004; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). 

 Como principal proteína de superfície, a proteína E é o alvo da resposta imune 

protetora, induzindo a geração de anticorpos neutralizantes. Esta resposta imune humoral é 
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altamente dependente da conformação nativa da proteína (GUBLER; KUNO; MARKOFF, 

2007; WHITEHEAD et al., 2007). 

 Além de produzir partículas virais, células infectadas com flavivírus também secretam 

partículas subvirais durante o curso natural da infecção. As partículas subvirais são compostas 

apenas de prM/E imersas num envelope lipídico, não contendo capsídeo e genoma viral 

(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007). 

Estas partículas também são secretadas através da co-expressão de prM/E em células 

eucarióticas (MASON; SHUSTOV; FROLOV, 2006; WANG et al., 2009). Apesar das 

diferenças no tamanho e estrutura comparados as partículas virais (KUHN et al., 2002), as 

partículas subvirais retêm a capacidade hemaglutinante e de fusão, conferindo proteção 

quando avaliadas como imunizante (KONISHI; FUJII, 2002). 

 

 

Figura 3. Proteína E, a principal glicoproteína da superfície viral. Em (a), a proteína E é apresentada na sua 
estrutura homodimérica. Em (b), a mesma estrutura mostrada em (a) distribuída na superfície viral. Os domínios 
I, II e III são representados em vermelho, amarelo e azul, respectivamente. Fonte: (a) (MUKHOPADHYAY; 
KUHN; ROSSMANN, 2005); (b) (KUHN et al., 2002). 
   

 Envolvida nos estágios iniciais da replicação, a glicoproteína NS1 apresenta doze 

resíduos de cisteína conservados entre os flavivírus. É uma proteína glicosilada, encontrada na 

matriz intracelular, na superfície celular (na forma de dímeros) e extracelularmente (na forma 

de hexâmeros). Sua glicosilação é de fundamental importância para a sua função, secreção e 

processamento (CHANG, 1997; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A forma secretada da 

proteína NS1 estimula a geração de anticorpos com atividade de fixação do complemento e 

sua imunização é capaz de gerar proteção (CHANG, 1997; COSTA; FREIRE; ALVES, 2006). 

A proteína NS1 também tem sido implicada na patogenicidade da infecção (ALCON-

LEPODER et al., 2005; CHUNG et al., 2006) e, mais recentemente, vem sendo utilizada 

como marcador precoce da infecção por DENV (ALCON et al., 2002). 

 Com aproximadamente 22 kDa, a proteína NS2a é uma pequena proteína associada a 

membrana. Suas regiões hidrofóbicas, importantes para a sua localização, são conservadas em 

posição entre os flavivírus. Ela é fundamental no processamento da proteína NS1 e parece 

a b 
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coordenar a transição entre a replicação do RNA viral e o seu empacotamento na partícula 

viral (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A proteína NS2a está associada aos sítios de 

replicação do genoma viral e é capaz de interagir com componentes do complexo de 

replicação (RC, replication complex) (MACKENZIE et al., 1998). Uma mutação nesta 

proteína bloqueou a secreção de partículas virais, indicando o envolvimento dela na formação 

da partícula viral (LEUNG et al., 2008). 

A proteína NS2a também está envolvida nos mecanismos de evasão da resposta imune, 

atuando como antagonista da via de sinalização do interferon (IFN) tipo I em DENV 

(MUNOZ-JORDAN et al., 2003) e inibindo a via de indução do IFN tipo I em WNV (LIU et 

al., 2006). Além disso, tem sido associado a ela um papel na disseminação viral no mosquito 

vetor (MCELROY et al., 2006a).  

Assim como a proteína NS2a, a proteína NS2b é hidrofóbica e está associada a 

membrana. Ela atua como cofator para a proteína NS3, sendo fundamental para a atividade 

proteolítica do complexo NS3-NS2b, a protease viral (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). 

Com aproximadamente 70kDa, a proteína NS3 é uma proteína multifuncional, envolvida no 

processamento da poliproteína viral e na replicação do genoma viral (CHANG, 1997). Ambas 

as funções requerem domínios distintos da proteína: a atividade proteolítica está localizada na 

região N-terminal, a qual interage com a proteína NS2b; As atividades RNA helicase, 

nucleosídeo 5’-trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase (RTPase) residem na região C-

terminal da proteína e são essenciais na replicação do RNA viral (MATUSAN et al., 2001; 

LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). 

Mais recentemente, foi mostrado que a proteína NS3 desempenha um papel 

fundamental na formação da partícula viral, independente das suas funções enzimáticas 

conhecidas (PATKAR; KUHN, 2008). Ela também parece estar envolvida na patogenicidade, 

induzindo apoptose (SHAFEE; ABUBAKAR, 2003). Por ser amplamente conservada entre os 

flavivírus e desempenhar função crucial em diversas etapas do ciclo replicativo, a inibição da 

proteína NS3 tem sido considerada uma valiosa estratégia de intervenção para o tratamento 

das infecções causadas por flavivírus (LESCAR et al., 2008). 

As proteínas NS4a e NS4b são pequenas proteínas hidrofóbicas, associadas a 

membrana. Assim como as proteínas NS2a e NS2b, apresentam suas regiões hidrofóbicas 

conservadas em posição entre os flavivírus (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Ambas as 

proteínas estão envolvidas na replicação do genoma viral: a proteína NS4a está presente nos 

sítios de replicação do genoma viral, onde interage com a proteína NS1. Ela também é capaz 

de induzir alterações de membrana no RC (MACKENZIE et al., 1998; LINDENBACH; 

RICE, 1999; MILLER et al., 2007); a proteína NS4b também é um dos componentes do RC. 
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Nele, ela interage com a proteína NS3 e com o RNA viral de fita dupla, um intermediário da 

replicação do genoma viral (MILLER; SPARACIO; BARTENSCHLAGER, 2006; 

UMAREDDY et al., 2006). 

Ambas as proteínas também estão envolvidas nos mecanismos de evasão da resposta 

imune. Em DENV, as proteínas NS4a e NS4b, juntamente com a proteína NS2a, inibem a via 

de sinalização do IFN tipo I. A proteína NS4b é o principal antagonista desta via e esta função 

é compartilhada por proteínas NS4b de outros flavivírus (MUNOZ-JORDAN et al., 2003; 

MUNOZ-JORDAN et al., 2005). Além disso, ela tem sido implicada, juntamente com a 

proteína NS2a, na disseminação viral no mosquito vetor (MCELROY et al., 2006a). 

Amplamente conservada entre os flavivírus, a proteína NS5 é uma proteína 

multifuncional fosforilada, envolvida na replicação viral. Apresenta dois domínios funcionais: 

o domínio 5’-metiltransferase (MTase), localizado na região N-terminal da proteína e o 

domínio RdRP (RNA-dependent RNA polymerase), residindo na região C-terminal 

(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007; BHATTACHARYA et al., 2009; ISSUR et al., 2009). 

Apresentando um sítio de ligação para o trifosfato de guanosina (GTP), o domínio 

MTase participa da formação do cap tipo I nos RNA virais, a qual é dependente de elementos 

específicos na região 5’-UTR (RAY et al., 2006). O domínio RdRP atua como a polimerase 

viral, responsável pela síntese dos RNAs virais (ACKERMANN; PADMANABHAN, 2001). 

Localizada nos sítios de replicação do genoma viral, a proteína NS5 forma o complexo 

replicativo com a proteína NS3. Ela é capaz de estimular as atividades NTPase e RTPase da 

proteína NS3, envolvidas na replicação (YON et al., 2005; LINDENBACH; THIEL; RICE, 

2007). 

Além da sua função na replicação do RNA, a proteína NS5 também tem sido 

implicada em mecanismos de evasão da resposta imune, atuando como antagonista da via de 

sinalização do IFN tipo I em diversos flavivírus (LIN et al., 2006; ASHOUR et al., 2009; 

LAURENT-ROLLE et al., 2010) e patogenicidade, induzindo a transcrição e tradução de IL-8 

(MEDIN; FITZGERALD; ROTHMAN, 2005). A proteína NS5 é também um dos principais 

alvos no desenvolvimento de compostos antivirais (DONG; ZHANG; SHI, 2008). 

 

 

1.2.1. Ciclo replicativo viral 

 

 

 Diferentes linhagens celulares são permissivas a infecção in vitro e in vivo por DENV 

e outros flavivírus. Após a adsorção do vírion na superfície celular, sua entrada na célula 



 22 

ocorre via endocitose mediada por receptor específico para a proteína E [Figura 4, (1)]. 

Apesar dos inúmeros receptores descritos (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; LINDENBACH; 

THIEL; RICE, 2007), o receptor DC-SIGN é o receptor mais bem caracterizado e medeia a 

infecção por DENV em células dendríticas (TASSANEETRITHEP et al., 2003). Contudo, é 

possível que mais de um receptor esteja envolvida na adsorção e entrada do vírus na célula 

(POKIDYSHEVA et al., 2006). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ciclo replicativo dos flavivírus. Os flavivírus são internalizados via endocitose mediada por receptor 
(1) e direcionados ao endossomo precoce, onde a acidificação da organela induz a fusão (2) entre sua membrana 
e o envelope viral, levando a liberação do genoma viral (3). A tradução do RNA viral é seguida pelo 
processamento da poliproteína viral por proteases virais e celulares (4). Após a tradução, o complexo replicativo 
é formado e associado a estruturas membranosas induzidas pelo vírus, onde a replicação ocorre (5). A partir do 
RNA (+), o RC sintetiza o RNA (-), o qual serve de molde para síntese de novos RNA (+). A progênie de RNA 
(+) pode iniciar um novo ciclo de tradução ou ser empacotado em partículas virais. O empacotamento viral (6) 
ocorre na superfície do retículo endoplasmático (RE), seguido pelo brotamento das proteínas estruturais e da 
progênie de RNA (+) no lúmen do RE. As partículas virais imaturas resultantes são transportadas para o trans-
Golgi, onde a clivagem de prM em M pela furina leva a maturação das partículas viral (7) que são liberadas por 
exocitose (8). Fonte: (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). 
 

 Uma vez internalizado, o vírus é direcionado ao compartimento endossomal precoce 

(CHANG, 1997; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Nele, o baixo pH induz um rearranjo 

conformacional irreversível na proteína E [Figura 4, (2)], levando a sua trimerização e 

exposição do peptídeo de fusão. Isto resulta na fusão do envelope viral com a membrana 

endossomal e liberação do capsídeo viral no citoplasma [Figura 4, (3)] (KUHN et al., 2002; 
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MODIS et al., 2004; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). A eficiência de 

fusão é influenciada pela composição das membranas lipídicas (LINDENBACH; THIEL; 

RICE, 2007). 

No citoplasma, o capsídeo viral dissocia-se liberando o RNA viral. Conforme descrito 

anteriormente, o RNA viral apresenta uma estrutura similar ao RNAm celular, exceto pela 

ausência de uma cauda poli-A na sua extremidade 3’. A tradução do genoma origina uma 

poliproteína viral, a qual é processada por proteases virais e celulares [Figura 4, (4)] (CLYDE; 

KYLE; HARRIS, 2006; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A tradução e a replicação dos 

flavivírus ocorre em associação a estruturas intracelulares membranosas derivadas do retículo 

endoplasmático (RE) (MACKENZIE et al., 1998; WELSCH et al., 2009). 

Diversos domínios e estruturas secundárias conservadas nas regiões 5’-UTR, 3’-UTR 

e na região codificante da proteína C (Figura 5a e 5b) têm sido identificadas como 

importantes para a tradução ou replicação do genoma viral (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; 

VILLORDO; GAMARNIK, 2009). Na tradução, os domínios DB1, DB2, VR e, 

particularmente 3’SL, todos na região 3’UTR (Figura 5b), contribuem para aumentar a 

eficiência de tradução e é dependente de cap (HOLDEN; HARRIS, 2004; CHIU; KINNEY; 

DREHER, 2005). O domínio cHP (Figura 5a), uma estrutura secundária localizada na região 

codificante da proteína C, é crucial na seleção do códon de iniciação da tradução pelo 

ribossomo, além de ter um papel importante na replicação do genoma (CLYDE; HARRIS, 

2006). 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Regiões 5’-UTR e 3’-UTR de DENV e suas funções na circularização do genoma viral. Em (a) e 
(b), as regiões 5’UTR e 3’UTR de DENV, respectivamente. Ambas as regiões apresentam estruturas secundárias 
conservadas em outros flavivírus e importantes na tradução e replicação do genoma viral. Em (c), uma 
micrografia de microscopia de força atômica, mostrando a importância das estruturas secundária nas regiões 5’-
UTR e 3’-UTR na circularização do genoma viral e na interação com a proteína NS5, a polimerase viral. Fonte: 
(a) e (b) (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006), modificado pelo autor; (c) (FILOMATORI et al., 2006). 
 

 Como os flavivírus utilizam o mesmo RNA (+) para a tradução e replicação do 

genoma, os dois processos não podem ocorrer simultaneamente. Assim, após a tradução das 

proteínas virais inicia-se a replicação do genoma (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Os 

a b c 
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domínios 5’CS, 3’CS, 5’UAR e 3’UAR são elementos específicos nas regiões 5’-UTR e 3’-

UTR que apresentam seqüências complementares invertidas. Eles são requeridos para a 

circularização do genoma (Figura 5c), a estratégia de replicação dos flavivírus (ALVAREZ; 

LODEIRO et al., 2005; ALVAREZ; FILOMATORI; GAMARNIK, 2008; VILLORDO; 

GAMARNIK, 2009). Além de atuarem na tradução, os domínios DB1, DB2, VR e 3’SL da 

região 3’UTR também estão envolvidos na regulação da síntese de RNA viral (ALVAREZ; 

DE LELLA EZCURRA et al., 2005; ALVAREZ; FILOMATORI; GAMARNIK, 2008; 

VILLORDO; GAMARNIK, 2009). 

 A replicação inicia-se com a síntese do RNA de orientação negativa [RNA (-)], o qual 

serve de molde para a síntese de novas moléculas de RNA (+) [Figura 4, (5)]. Durante a 

replicação, o RNA (+) é produzido em excesso em relação ao RNA (-). Assim, a replicação 

dos flavivírus é dita assimétrica (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A proteína NS5 é 

recrutada ao sítio de iniciação da síntese pelo promotor SLA, localizado na região 5’-UTR 

(FILOMATORI et al., 2006). O RC dos flavivírus está associado a membranas, derivadas do 

RE e induzidas pelas proteínas virais (WELSCH et al., 2009). Nele, o RNA viral interage 

com as diversas proteínas NS e, possivelmente, fatores celulares (MACKENZIE et al., 1998; 

LINDENBACH; RICE, 1999; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007; MILLER et al., 2007). 

Distintos tipos de RNA tem sido detectados nas células infectadas com flavivírus, incluindo: o 

RNA genômico, o RF (a forma replicativa em dupla fita) e o RI (o intermediário replicativo). 

Mais recentemente, um RNA não-codificante, derivado da região 3’-UTR, tem sido detectado 

em células infectadas por flavivírus. Ele é requerido para a patogenicidade (PIJLMAN et al., 

2008; LIU et al., 2010). 

A progênie de RNA (+) formada pode iniciar um novo ciclo de tradução ou ser 

empacotado em partículas virais [Figura 4, (6)]. A morfogênese viral ocorre em associação 

com membranas intracelulares (WELSCH et al., 2009). A interação da proteína C com o 

RNA viral genômico leva a formação do capsídeo, o qual adquire o envelope viral via 

brotamento no lúmen do RE (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). O envelope viral 

apresenta as proteínas prM/E na sua forma heterodimérica, que protege a exposição do 

peptídeo de fusão na proteína E. A partir daí, a partícula viral imatura segue pela via 

secretória celular. No complexo de Golgi, a proteína prM sofre uma clivagem dependente de 

pH pela furina [Figura 4, (7)] (LI et al., 2008; YU et al., 2008). Após a clivagem, o 

heterodímero prM-E dissocia-se, levando a formação de homodímeros de E, encontrado na 

partícula viral madura (KUHN et al., 2002; MODIS et al., 2004). A partícula viral madura é, 

então, liberada por exocitose [Figura 4, (8)]. 
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1.3. Sistemas de genética reversa em flavivírus 

 

 

 Um sistema de genética reversa é uma poderosa ferramenta que permite a direta 

manipulação do genoma de um vírus de RNA, a partir de seu cDNA clonado (RUGGLI; 

RICE, 1999). Diferentes estratégias têm sido desenvolvidas, levando em consideração a 

organização do genoma viral (POLO et al., 1997; PEKOSZ; HE; LAMB, 1999; NEUMANN 

et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2007; MISCHKALE et al., 2010). 

 O primeiro sistema de genética reversa para flavivírus foi desenvolvido a cerca de 20 

anos, com a descrição da construção do clone infeccioso do YFV (RICE et al., 1989). Desde 

então, foram descritos a construção de clones infecciosos para diversos flavivírus: DENV1 

(PURI et al., 2000), DENV2 (KINNEY et al., 1997; POLO et al., 1997), DENV3 (BLANEY 

et al., 2004), DENV4 (LAI et al., 1991), WNV (YAMSHCHIKOV et al., 2001) e JEV (YUN 

et al., 2003), entre outros. 

Uma das principais dificuldades no estabelecimento de um sistema de genética reversa 

para flavivírus é a instabilidade do cDNA clonado do genoma viral em sistemas procariotos 

(RUGGLI; RICE, 1999). A ocorrência de mutações indesejadas é um problema recorrente 

nestes sistemas (BOYER; HAENNI, 1994; POLO et al., 1997). Tem sido sugerido que a 

junção entre NS1-E no genoma viral, ou um produto tóxico derivado desta região, seja 

responsável pela instabilidade destes clones infecciosos, apesar das razões para esta 

instabilidade não serem bem compreendidas (POLO et al., 1997; BLANEY et al., 2004). 

Diferentes abordagens têm sido empregadas para superar estes problemas de 

instabilidade, incluindo uso de plasmídeos low-copy (BREDENBEEK et al., 2003), Bacterial 

Artificial Chromosomes (BACs) (SUZUKI et al., 2007), diferentes linhagens de Escherichia 

coli (BREDENBEEK et al., 2003), introdução de um linker (BLANEY et al., 2004), uso de 

levedura (POLO et al., 1997) e clonagem do genoma viral em sistema de dois plasmídeos 

(RICE et al., 1989; SUMIYOSHI; HOKE; TRENT, 1992; KAPOOR et al., 1995). 

 Com o intuito de expandir as ferramentas experimentais para o estudo dos flavivírus, 

os sistemas de genética reversa baseado em replicons subgenômicos ou RNAs auto-

replicativos vêm ganhando grande importância nos últimos anos (KHROMYKH; 

WESTAWAY, 1997). Apresentando uma ou mais proteínas estruturais deletadas, os replicons 

são competentes em replicação autônoma, mas incapazes de formar partículas virais 

infecciosas (KOFLER et al., 2004; JONES; PATKAR; KUHN, 2005; WIDMAN et al., 2008). 

Uma das grandes vantagens dos replicons é o isolamento da replicação do genoma da 
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morfogênese viral, os quais são acoplados (KHROMYKH et al., 2001), permitindo um 

mapeamento preciso das proteínas, domínios e seqüências no RNA diretamente envolvidas na 

replicação viral (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997).  

 A construção de replicons já foi descrita para diversos flavivírus, incluindo: DENV2 

(JONES et al., 2005), DENV3 (MOSIMANN et al., 2010), YFV (JONES; PATKAR; KUHN, 

2005), JEV (ISHIKAWA et al., 2008), WNV (WIDMAN et al., 2008), vírus da encefalite 

transmitida por carrapatos (Tick-borne Encephalitis virus, TBEV) (KOFLER et al., 2004) e 

vírus Kunjin (Kunjin virus, KUNV) (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997). 

 Os sistemas de genética reversa para flavivírus têm permitido a elucidação de vários 

aspectos do ciclo de vida viral, incluindo: o papel das proteínas virais no ciclo replicativo 

(LINDENBACH; RICE, 1999; MATUSAN et al., 2001; LEUNG et al., 2008; PATKAR; 

KUHN, 2008), na disseminação viral no mosquito vetor (MCELROY et al., 2006a; 

MCELROY et al., 2006b) e na patogenicidade e/ou nos mecanismos de evasão da resposta 

imune (LIU et al., 2006; HERSHKOVITZ et al., 2008; LAURENT-ROLLE et al., 2010); nas 

seqüências e domínios no RNA viral, envolvidos na regulação da tradução (HOLDEN; 

HARRIS, 2004; CLYDE; HARRIS, 2006) e replicação (ALVAREZ; DE LELLA EZCURRA 

et al., 2005; ALVAREZ; LODEIRO et al., 2005; ALVAREZ; FILOMATORI; GAMARNIK, 

2008). Eles também têm facilitado a avaliação de drogas antivirais (PUIG-BASAGOITI et al., 

2005; ROSSI et al., 2005; NG et al., 2007). 

Contudo, um dos principais usos dos sistemas de genética reversa é o desenvolvimento 

de vacinas. Uma das estratégias mais promissoras é a tecnologia ChimeriVax®, na qual os 

genes prM/E do YFV 17D são substituídos pelos respectivos genes do DENV1-4. Em ensaios 

clínicos, a vacina mostrou-se segura e imunogênica (GUY et al., 2008). A mesma tecnologia 

tem sido aplicada a outros flavivírus (MONATH et al., 2003; ARROYO et al., 2004). 

Numa outra estratégia, uma deleção de 30 nt introduzida na região 3’-UTR do DENV4 

foi capaz de atenuar o vírus sem perder imunogenicidade (DURBIN et al., 2005). Apesar  de 

promissora, o grupo vem encontrando dificuldades em atenuar outros sorotipos com a mesma 

deleção (BLANEY et al., 2004; BLANEY et al., 2008). 

 Usando replicons, uma das estratégias mais inovadoras é a tecnologia RepliVax®. 

Nela, um replicon de WNV contendo a proteína C deletada (WIDMAN et al., 2008) tem os 

genes prM/E substituídos pelos do DENV2. A vacina apresentou eficácia e imunogenicidade 

em camundongos (SUZUKI; WINKELMANN; MASON, 2009). Estratégia similar também 

se mostrou promissora para JEV (ISHIKAWA et al., 2008). 

 Como vetores vacinais ou vetores de expressão para genes heterólogos, os replicons 

apresentam uma série de vantagens em relação aos vetores convencionais, incluindo: altos 
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níveis de expressão gênica pela capacidade de replicação autônoma; replicação 

exclusivamente citoplasmática, eliminando qualquer possibilidade de integração 

cromossômica; incapacidade de realizar mais de um ciclo de infecção, fazendo deles um 

instrumento seguro para o desenvolvimento de vacinas; e genoma pequeno que permite fácil 

manipulação (VARNAVSKI; YOUNG; KHROMYKH, 2000; ANRAKU et al., 2002). Outra 

qualidade dos replicons são as diferentes formas nas quais eles podem ser utilizados como 

imunizante: DNA (CHANG et al., 2008), RNA (ABERLE et al., 2005) ou partículas 

defectivas (ISHIKAWA et al., 2008; WIDMAN et al., 2008; SUZUKI; WINKELMANN; 

MASON, 2009). 

 

 

1.3.2. Técnica de recombinação homóloga em levedura 

 

 

A capacidade que fragmentos lineares de DNA tem de estimular recombinação em 

Saccharomyces  cerevisiae tem levado ao rápido desenvolvimento de metodologias para a 

manipulação de DNA em levedura (OLDENBURG et al., 1997). 

Uma das metodologias mais amplamente empregadas é a clonagem baseada na técnica 

de recombinação homóloga em levedura (SHANKS et al., 2009). Nesta estratégia, um 

fragmento qualquer de DNA, contendo seqüências homólogas ao vetor nas suas extremidades, 

pode ser diretamente clonado por recombinação in vivo neste vetor linearizado. Múltiplos 

fragmentos de DNA podem ser corretamente recombinados numa única molécula, 

demonstrando a robustez da técnica (GIBSON, 2009; GIBSON et al., 2009). 

 Um dos requerimentos básicos da técnica de recombinação homóloga em levedura é a 

presença de homologia suficiente nas extremidades dos fragmentos ou do vetor a serem 

recombinados para recrutar a maquinaria de recombinação. Inicialmente, acreditava-se que 

uma homologia maior que 100 pb era necessária para induzir recombinação. Contudo, 

diferentes trabalhos tem demonstrado que uma homologia entre 15 – 50 pb é suficiente para 

mediar o processo (OLDENBURG et al., 1997; GIBSON, 2009).  

Além de ser um método simples, eficiente e robusto, a técnica de recombinação 

homóloga em levedura não é limitada a presença de sítios de restrição, como os sistemas 

procariotos convencionais, nos quais múltiplas etapas de amplificação e clonagem são 

necessárias (SHANKS et al., 2009). 

Suas aplicações incluem a clonagem de genes e construção de genes quiméricos 

(OLDENBURG et al., 1997), a clonagem de grandes fragmentos de DNA em projetos de 
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sequenciamento genômico (RAYMOND; SIMS; OLSON, 2002) e a construção de vetores 

(SHANKS et al., 2009). Mais recentemente, a técnica de recombinação homóloga em 

levedura tem sido empregada com sucesso na construção de genomas procariotos (GIBSON; 

BENDERS; ANDREWS-PFANNKOCH et al., 2008; GIBSON; BENDERS; AXELROD et 

al., 2008). Visando superar o problema da instabilidade dos genomas virais em E. coli, ela 

também vem sendo utilizada na construção de clones infecciosos de flavivírus (POLO et al., 

1997; PURI et al., 2000). 

 

 



 29 

2. Objetivos2. Objetivos   

 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 

! Desenvolver um sistema de genética reversa para o vírus dengue tipo 3 

(DENV3), isolado em Recife. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 

1. Construir um clone infeccioso do DENV3, isolado em Recife. 
 

2. Recuperar vírus infeccioso a partir do clone infeccioso construído. 
 

3. Realizar a caracterização in vitro do vírus recuperado a partir do clone 
infeccioso. 
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3. Materiais e Métodos3. Materiais e Métodos   

 

 

3.1. Cultivo de células e vírus 

 

 

Nos experimentos, células BHK-21 e Vero foram mantidas em meio MEM (Minimum 

Essential Medium), suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) e antibióticos (penicilina 

e estreptomicina). Os estoques de vírus recuperados foram crescidos em células BHK-21. O 

DENV3 selvagem (wild type) foi crescido em células C6/36, mantidas em meio L-15 

(Leibovitz) suplementado com 2% SFB e antibióticos (penicilina e estreptomicina). Todos os 

vírus foram titulados em células BHK-21 e/ou Vero por ensaio de placa. 

 

 

3.2. Construção e recuperação do clone infeccioso DENV3 

 

 

3.2.1. Amplificação dos fragmentos de recombinação por PCR 

 

 

Plasmídeo pBSC-IC-DENV3-pA 

 O plasmídeo pA foi construído por recombinação homóloga em levedura com dois 

fragmentos (vetor pBSC + inserto). Inicialmente, cerca de 4 !g do plasmídeo pBSC-HDR, um 

vetor shuttle com capacidade de se replicar em E. coli e em levedura, foi digerido com as 

enzimas EcoRI/RsrII. Durante o curso dos experimentos, houve uma série de dificuldades em 

digerir o plasmídeo eficientemente. As principais razões foram o grande tamanho do 

plasmídeo (aproximadamente 25 Kb) e a qualidade do DNA extraído. Por estas razões, optou-

se por amplificar o vetor por PCR. 

 O segundo fragmento, contendo a região das proteínas estruturais, foi amplificado por 

PCR e contém um sítio para a enzima BamHI na extremidade 3’. Para 50 !L de reação de 

PCR foram utilizados 1X do tampão KlenTaq-LA polimerase (Clontech), 1,3% DMSO, 0,4 M 

betaine (Sigma), 200 !M de cada dNTP, 1U KlenTaq-LA polimerase (Clontech), 20 pmol de 

primer específicos e 100 ng de DNA molde. As condições de PCR foram: 5 min à 95ºC para 
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desnaturação inicial, seguida de 30 ciclos, cada ciclo composto de 1 min de desnaturação à 

93ºC, 1 min de pareamento à 56ºC, 2,5 min de extensão a 72ºC, e 15 min finais de extensão. 

O vetor e o inserto foram separados em gel de agarose. As bandas, correspondentes 

aos segmentos necessários a recombinação, foram excisadas do gel e purificadas com o kit 

QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

Plasmídeo pBSC-IC-DENV3-pB 

 Os fragmentos necessários para a recombinação foram amplificados por PCR e 

denominados por PCRI, PCRII e PCRIII. Estes três fragmentos compõem praticamente toda a 

região das proteínas não-estruturais mais a região 3’-UTR. O PCRI apresenta um sítio para a 

enzima BamHI na extremidade 5’. Para 50 !L de reação de PCR foram utilizados 1X do 

tampão KlenTaq-LA polimerase (Clontech), 1,3% DMSO, 0,4 M betaine (Sigma), 200 !M de 

cada dNTP, 1U KlenTaq-LA polimerase (Clontech), 20 pmol de primer específicos e 100 ng 

de DNA molde. As condições de PCR foram: 5 min à 95ºC para desnaturação inicial, seguida 

de 30 ciclos, cada ciclo composto de 1 min de desnaturação à 93ºC, 1 min de pareamento à 

56ºC, 2,5 min de extensão a 72ºC para os PCRI e PCRII ou 4,5 min para o PCRIII, e 15 min 

finais de extensão a 72°C. 

Como descrito anteriormente, dadas as dificuldades encontradas em digerir o 

plasmídeo pBSC-HDR, optou-se por amplificá-lo por PCR. O vetor e os produtos de PCR 

(PCRI, PCRII e PCRIII) foram separados em gel de agarose. As bandas, correspondentes aos 

segmentos necessários a recombinação, foram excisadas do gel e purificadas com o kit 

QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

 

3.2.2. Transformação em levedura 

 

 

Uma colônia da linhagem RFY206 (MATa his3!200 leu2-3 lys2!201 ura3-52 

trp1!::hisG) (FINLEY; BRENT, 1994) de S. cerevisiae foi crescida em 5 mL de meio YPB 

(Yeast Peptone Dextrose), a 30ºC overnight (O/N). No dia seguinte, foi preparado um inóculo 

com uma densidade ótica (Optical Density, OD) de 0,2 em meio YPB. Este inóculo foi 

incubado a 30ºC até alcançar uma OD de 0,55. Então, as células foram coletadas por 

centrifugação, lavadas uma vez com ddH2O e transformadas por acetato de lítio (LiOAc), 

como descrito anteriormente (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). 
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Sucintamente, o pellet foi ressuspendido em 3 mL da solução 1X TE/LiOAc e 

distribuído em três tubos. As células foram concentradas por centrifugação e lavadas mais 

uma vez com a mesma solução. Em outros três tubos foi adicionado em cada um 6 !L do 

vetor pBSC, 30 !g DNA carreador Salmon Sperm (Invitrogen), 2 !L 1X TE e 2 !L 1X 

LiOAc. Em um dos tubos (recombinação, pA) foi adicionado 4 !L do produto de PCR 

(descrito anteriormente) mais 10 !L de ddH2O. No segundo tubo (recombinação, pB) foi 

adicionado 8 !L PCRI, 3 !L PCRII e 3 !L PCRIII (descritos anteriormente). Como controle, 

no último tubo (vetor vazio), foi adicionado 14 !L de ddH2O. Estas reações foram utilizadas 

para ressuspender os pellets de levedura. 

 Em seguida, foram adicionado 140 !L da solução 1X TE/LiOAc/PEG. A suspensão de 

células foi homogeneizada e incubada a 30ºC por 40 min. Depois, foi adicionado 20 !L de 

DMSO. A suspensão foi levemente homogeneizada e incubada à 42ºC, por 20 min. Por fim, 

as células foram coletadas por centrifugação e o pellet ressuspendido em 500 !L de uma 

solução de aminoácidos sem Triptofano (Trp). A suspensão foi plaqueada em placas contendo 

meio Yeast Nitrogen Base na ausência de Trp [YNB (-Trp)] e incubadas a 30º C por 3 dias. 

 

 

3.2.3. Extração de DNA plasmidial de levedura 

 

 

Colônias positivas foram selecionadas e crescidas em 5 mL de meio YNB (-Trp) a 

30ºC O/N. Este pré-inóculo foi diluído em 500 mL de meio YNB (-Trp) e crescido a 30ºC por 

2 dias. Após o período de incubação, as células foram concentradas por centrifugação e 

lavadas uma vez com ddH2O.  

O pellet foi ressuspendido em 4 mL de tampão SCE (1M Sorbitol, 100mM NaAc e 60 

mM EDTA). Em seguida, 50 !L de zimolase (200 mg/mL) e 30 !L "-mercaptoetanol foram 

adicionados. As células foram incubadas a 37ºC por 2 horas e depois concentradas por 

centrifugação. A partir desta etapa, a extração de DNA plasmidial foi realizada utilizando o 

kit Plasmid Midi (QIAGEN), seguindo as recomendações do fabricante. 
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3.2.4. Confirmação dos clones por sequenciamento 

 

 

As regiões clonadas nos plasmídeos pA e pB foram amplificadas por PCR (conforme 

descrito anteriormente), purificadas e utilizadas nas reações de sequenciamento. As reações 

foram realizadas com o kit ABI BigDye terminator cycle sequencing (Applied Biosystems) e 

os produtos desta reação foram separados em um seqüenciador ABI 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems). As seqüências adquiridas foram analisadas com o auxílio do pacote de 

softwares Lasergene (DNA Star). 

 

 

3.2.5. Recuperação do genoma completo do clone infeccioso DENV3 por ligação in vitro  

 

 

As regiões clonadas nos plasmídeos pA e pB foram amplificadas por PCR, purificadas 

e digeridas com a enzima BamHI. Após uma segunda purificação, os dois fragmentos foram 

ligados in vitro pela T4 DNA ligase, numa proporção molar 1:1. As reações de ligação foram 

incubadas a 16ºC O/N e depois inativadas a 65ºC. 

 

 

3.2.6. Transcrição in vitro   

 

 

O genoma do IC-DENV3, recuperado por ligação in vitro, foi purificado por fenol-

clorofómio, seguido por precipitação com etanol. A transcrição in vitro foi mediada pelo 

promotor T7. Os RNAs do IC-DENV3 foram produzidos com o kit T7 MEGAscript in vitro 

transcription (Ambion) com a adição do análogo ao cap tipo I (7-metil-guanosina), segundo 

as recomendações do fabricante. 

 

 

3.2.7. Transfecção de células BHK-21 por eletroporação 

 

 

Para a eletroporação, 2 x 106 células BHK-21 foram ressuspendidas em 100 !L de 

cytomix (ANSARI et al., 2004) e a suspensão de células foi misturada com 10-20 !g do RNA 
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transcrito in vitro. A eletroporação foi feita em cuvetas de 2 mm, seguindo as seguintes 

condições para o eletroporador ECM-830 (BTX): 1200 V (voltagem), 100 !seg (duração do 

pulso) e 2 pulsos com intervalo de 1 seg entre pulsos. Após a transfecção, as células foram 

transferidas para meio MEM completo. 

 

 

3.2.8. Ensaios de imunofluorescência 

 

 

Células BHK-21, com 3-8 dias após a transfecção, foram fixadas em acetona/PBS (1:1, 

v/v) a 4ºC por 10 min. Para a detecção de antígenos virais, as células foram incubadas a 37ºC 

por 1 h com um anticorpo policlonal para flavivírus (diluído 1:100 em PBS), lavadas duas 

vezes com PBS, seguida pela incubação a 37ºC por 1 h com um anticorpo secundário contra 

imunoglobulina G (!-IgG) de camundongo, marcado com isotiocianato de fluoresceína 

(FITC), diluído 1:100 em PBS (Sigma). Por fim, as células foram marcadas com 0,1 mg/mL 

de Hoechst 33258. A microscopia de fluorescência foi realizada em nosso laboratório, 

utilizando o microscópio DMI 4000B (Leica). 

 

 

3.3. Caracterização do clone infeccioso DENV3 in vitro  

 

 

3.3.1. Infecção viral 

 

 

Células BHK-21 foram infectadas com cada vírus recuperado à partir de cada clone 

infeccioso a uma MOI (Multiplicity of Infection) de 1-3. Após um período de adsorção de 2 

horas, o inóculo foi removido e substituído com meio MEM contendo 5% de SFB e 

antibióticos (penicilina e estreptomicina). Após o aparecimento de efeito citopático, os vírus 

foram coletados, aliquotados e congelados a -80°C. O ensaio de infecção foi repetido por 3 

passagens sucessivas para cada um dos vírus recuperados. 
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3.2.2. Confirmação da identidade dos vírus recuperados 

 

 

Após a terceira passagem, o RNA dos vírus recuperados foi extraído a partir do 

sobrenadante de células infectadas, utilizando o kit QIAamp Viral RNA (QIAGEN). O 

DENV3 selvagem, crescido em células C6/36, foi usado como controle positivo. Os RNAs 

foram reversamente transcritos pela enzima SuperScript III (Invitrogen) e os cDNAs 

produzidos, amplificados por PCR usando o kit HotStar HiFidelity Polymerase (QIAGEN). 

Os produtos de PCR amplificados foram digeridos com enzima de restrição. 

 

 

3.3.3. Sequenciamento dos vírus recuperados após sucessivas passagens em células BHK-21 

 

 

Após a terceira passagem, o RNA dos vírus recuperados foi extraído a partir do 

sobrenadante de células infectadas, utilizando o kit QIAamp Viral RNA (QIAGEN). Os RNAs 

foram reversamente transcritos pela enzima SuperScript III (Invitrogen) e os cDNAs 

produzidos, amplificados por PCR usando o kit HotStar HiFidelity Polymerase (QIAGEN). 

Os produtos de PCR amplificados foram purificados e utilizados nas reações de 

sequenciamento. As reações foram realizadas com o kit ABI BigDye terminator cycle 

sequencing (Applied Biosystems) e os produtos desta reação foram separados em um 

seqüenciador ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As seqüências adquiridas 

foram analisadas com o auxílio do pacote de softwares Lasergene (DNA Star). 

 

 

3.3.4. Caracterização dos vírus recuperados por ensaio de placa 

 

 

Para os ensaios de placa, células BHK-21 ou Vero foram semeadas em placas de 6 

poços, numa concentração de 4x105 células por poço 24 horas antes do ensaio. No dia do 

ensaio, as células foram infectadas com diluições seriadas (10-1 a 10-6) de cada vírus em teste. 

O DENV3 selvagem, crescido em células C6/36, foi usado como controle positivo. Após 1 

hora de adsorção a 37°C, o inóculo viral foi removido e as células cobertas com meio MEM 

semi-sólido, contendo 1% de agarose, 5% SFB e antibióticos (penicilina, estreptomicina e 

anfotericina B). As células foram incubadas a 37°C por nove dias. 
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 Após o período de incubação, as placas ou foci formados foram revelados. Para os 

ensaios de placa em células BHK-21, as placas foram reveladas através da coloração com 

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), um solução de 5 mg/mL MTT em PBS. Nas 

células Vero, os foci foram revelados pela técnica de imunoperoxidase. Após a remoção do 

meio semi-sólido, as células foram fixadas em acetona/PBS (3:7, v/v) e incubadas a 37ºC por 

1 h com um anticorpo policlonal para flavivírus (diluído 1:100). Após as lavagens, as células 

foram incubadas a 37ºC por 1 h com HRP-rec-Protein G (Zymed), diluído 1:500. Após as 

lavagens, os foci foram revelados pela adição do substrato da enzima. 
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4. Resultados4. Resultados   

 

 

4.1. Abordagem inicial 

 

 

Inúmeras tentativas sem sucesso foram realizadas na recuperação do clone infeccioso 

DENV3, a partir do genoma clonado em nosso laboratório. Visando eliminar os problemas de 

instabilidades encontrados, um linker foi introduzido próximo a junção E-NS1 do genoma 

viral (Figura 6). Este linker continha códons de terminação nas três fases de leitura, tanto na 

fita sense como na fita anti-sense, impedindo a expressão de qualquer produto tóxico que 

porventura estivesse sendo expresso. Após a construção do clone infeccioso, o linker, 

flanqueado por sítios de restrição, poderia ser removido por digestão enzimática e 

recircularizado por ligação in vitro, antes da transcrição in vitro. 

 

 
Figura 6. Diagrama esquemático da abordagem inicial da construção do clone infeccioso DENV3. O 
genoma viral do DENV3, amplificado em quatro fragmentos, foi clonado no vetor pBSC. Todos os fragmentos 
apresentam sequências homólogas nas extremidades. Próximo a junção entre E-NS1 foi introduzido um linker, 
flanqueado por sítios de restrição conforme descrito no texto. 

 

O genoma do DENV3 foi amplificado por PCR em quatro fragmentos (Figura 7a), 

usando uma DNA polimerase de alta fidelidade. O linker, no nosso sistema flanqueado por 

sítios de restrição para a enzima BamHI, foi introduzido entres os fragmentos F1 e F2 que 
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corresponde à região da junção E-NS1. A construção do clone infeccioso foi realizada através 

da técnica de recombinação homóloga em levedura. Os fragmentos, juntamente com o vetor 

shuttle pBSC linearizado (capaz de se replicar tanto em E. coli como em Saccharomyce 

cerevisiae), eram flanqueados por regiões homólogas e foram introduzidos na linhagem 

RFY206 da levedura S. cerevisiae por transformação com acetato de lítio (LiOAc). As 

colônias foram selecionadas em meio YNB (-Trp). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Abordagem inicial da construção do clone infeccioso DENV3. (a) O genoma viral foi amplificado 
em quatro fragmentos (F1-4, poços 1-4). O linker foi introduzido entre os fragmentos F1 e F2, correspondente a 
junção E-NS1. (b) PCR do genoma completo do clone infeccioso DENV3-linker, amplificado a partir de 
diferentes clones (poços 1-3). 
 

Colônias positivas foram utilizadas para extração de DNA plasmidial e o DNA 

extraído (pBSC-DENV3-linker) usado na amplificação do genoma completo do DENV3 por 

PCR (Figura 7b). Os produtos de PCR (DENV3-linker) foram purificados e enviados para 

sequenciamento. A identidade da construção foi confirmada por sequenciamento (Figura 8). 

Os resultados do sequenciamento também mostraram que o linker introduzido não foi capaz 

de conferir estabilidade ao clone infeccioso na levedura nos diferentes clones analisados.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Eletroferograma representativo do sequenciamento dos clones DENV3-linker, evidenciando a 

qualidade das sequências obtidas. 

   M             1            2            3             4 

4,3 Kb 
 

2,3 Kb 
   2 Kb 

A 

   M           1            2            3    

23,1 Kb 
9,4 Kb 

B 
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Para excluir qualquer possibilidade de que as mutações encontradas no clone 

infeccioso já estivessem presentes nos fragmentos usados na recombinação, os mesmos 

também foram sequenciados. Nenhuma das mutações presentes no clone infeccioso foi 

encontrada nos fragmentos sequenciados. 

 

 

4.2. Construção e recuperação do clone infeccioso DENV3 em sistema de 2 

plasmídeos 
 

 

Uma estratégia bastante difundida para resolver o problema da instabilidade nos 

sistemas de genética reversa é o uso do sistema de dois plasmídeos (Figura 9), no qual o 

cDNA do genoma viral é dividido em duas partes que são clonadas isoladamente. Para 

recuperar o clone infeccioso, as duas partes são ligadas in vitro e o produto da ligação 

transcrito in vitro. O RNA viral produzido é, então, introduzido em células suscetíveis para a 

recuperação do vírus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Diagrama esquemático da estratégia de construção do clone infeccioso DENV3 em sistema de 2 

plasmídeos. Nesta estratégia, genoma viral é dividido em duas partes (pA e pB) que são clonadas isoladamente. 
Para a recuperação do clone infeccioso, as duas partes são unidas por ligação in vitro. Os plasmídeos pA e pB 
foram amplificados em um e três fragmentos, respectivamente. 
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Neste sistema, o genoma do DENV-3 foi dividido e clonado em dois plasmídeos 

(Figura 9). Todos os fragmentos foram amplificados por PCR, usando uma DNA polimerase 

de alta fidelidade. Ambos os plasmídeos foram construídos através da técnica de 

recombinação homóloga em levedura, conforme descrito anteriormente, usando o plasmídeo 

pBSC. No plasmídeo pBSC-DENV3-pA (pA), um único fragmento (Figura 10a) englobando 

a região 5’-UTR, a região codificante das proteínas estruturais e a porção inicial da seqüência 

de NS1, seguida por um sítio de restrição para a enzima BamHI na extremidade 3’ foi clonado. 

No plasmídeo pBSC-DENV3-pB (pB), toda a seqüência de nucleotídeos, amplificada por 

PCR em três fragmentos (Figura 10a), correspondente a região codificante das proteínas não-

estruturais mais a região 3’-UTR, além de um sítio de restrição para a enzima BamHI na 

extremidade 5’, foi clonada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Construção do clone infeccioso DENV3 em sistema de 2 plasmídeos. (a) Fragmentos utilizados na 
construção dos plasmídeos pA (poço 1) e pB (poços 2-4), amplificados por PCR. (b) As duas partes (pA e pB) 
do genoma viral após amplificação por PCR e digestão enzimática: pA#4 (poço 1), pB#2 (poço 2) e pB#3 (poço 
3). (c) Ligação in vitro dos fragmentos pA e pB, após digestão enzimática: IC-DENV3 #L42 (poço 1) e IC-
DENV3 #L43 (poço 2). * Banda correspondente ao genoma viral completo, recuperado por ligação in vitro. 
 

Colônias positivas foram utilizadas para extração de DNA plasmidial. As duas partes 

do genoma, clonadas nos plasmídeos pA e pB, foram amplificadas por PCR e enviadas para 

sequenciamento. A identidade das construções foi confirmada por sequenciamento. Pela 

análise de sequenciamento, um clone do plasmídeo pA (pBSC-DENV3-pA #4) e dois clones 

do plasmídeo pB (pBSC-DENV3-pB #2 e pBSC-DENV3-pB #3) foram selecionados. 

Nenhuma mutação foi identificada no plasmídeo pBSC-DENV3-pA #4 selecionado. 

No plasmídeo pBSC-DENV3-pB, apenas uma mutação em cada um dos clones foi 

identificada. No clone pBSC-DENV3-pB #2, a mutação foi localizada na posição 7878 

(Tabela 1). A mutação leva a uma mudança de aminoácido no gene da proteína NS5 
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(mudança de lisina para arginina). No clone pBSC-DENV3-pB #3, a mutação identificada na 

posição 10.165 (Tabela 2) é silenciosa. 

  

Tabela 1. Mutação entre o pBSC-DENV3-pB #2 e o vírus parental, identificada por sequenciamento  

Seqüência 
Nº mutação nº nt 

Clone infeccioso Vírus Parental 

Região Mudança aa 

1 7878 A G NS5 K105R 

 

Para a construção do clone infeccioso in vitro, as duas partes do genoma clonadas nos 

plasmídeos pA (pA#4) e pB (pB#2 e pB#3) foram amplificadas por PCR, purificadas e 

digeridas com a enzima BamHI (Figura 10b). Após a digestão, os produtos foram purificados 

e ligados in vitro (Figura 10c), usando a T4 DNA ligase. Os produtos da ligação (IC-DENV3 

#L42 e IC-DENV3 #L43) foram purificados por extração fenol/clorofórmio, precipitado por 

etanol e utilizado em reações de transcrição in vitro para a síntese de RNA viral. A transcrição 

foi mediada pelo promotor da enzima T7 RNA polimerase. 

 

Tabela 2. Mutação entre o pBSC-DENV3-pB #3 e o vírus parental, identificada por sequenciamento  

Seqüência 
nº mutação nº nt 

Clone infeccioso Vírus Parental 

Região Mudança aa 

1 10165 T C NS5 Não (silenciosa) 

 

Os RNAs virais produzidos foram transfectados em células BHK-21 por eletroporação. 

Células BHK-21 transfectadas foram fixadas em diferentes períodos de tempo e avaliadas em 

ensaios de imunofluorescência (Figura 11) para a detecção de antígenos virais. As primeiras 

células positivas foram detectadas quatro dias após a transfecção em ambos os clones (IC-

DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43) e os primeiros sinais de efeito citopático foram observados 

oito dias após a transfecção.  
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Figura 11. Avaliação da expressão de antígenos virais em células transfectadas por ensaio de 

imunofluorescência (IF). Células BHK-21 transfectadas com os RNAs virais, 5 dias após a transfecção. (a), (b) 
e (c) microscopia de contraste de interferência diferencial (DIC, Differential interference contrast). (d), (e) e (f) 
microscopia de imunofluorescência (células marcadas com FITC e hoechst 33258). (a) e (d) controle negativo, (b) 
e (e) IC-DENV3 #L42 e (c) e (f) IC-DENV3 #L43. Aumento: 400X. 
 

 

 

 

 

 

(a) Cont. neg. (DIC) 

(b) IC-DENV3 #L42 (DIC) 

(d) Cont. neg. (IF) 

(e) IC-DENV3 #L42 (IF) 

(c) IC-DENV3 #L43 (DIC) (f) IC-DENV3 #L43 (IF) 
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4.2. Caracterização do clone infeccioso DENV3 in vitro  
 

 

 Após o aparecimento de efeito citopático nas células BHK-21 transfectadas, o 

sobrenadante clarificado da cultura foi usado como inóculo para infectar novas células. Após 

três sucessivas passagens em células BHK-21, os vírus recuperados foram caracterizados in 

vitro. Para confirmar que os vírus recuperados foram derivados do nosso sistema de genética 

reversa, o RNA viral, extraído a partir do sobrenadante clarificado da terceira passagem, foi 

reversamente transcrito em cDNA. Nesta reação, O DENV3 selvagem (WT-DENV3) e o 

sobrenadante de células não infectada foram utilizados como controle positivo e negativo, 

respectivamente.  

Usando o cDNA produzido e primers específicos para a região E-NS1, um fragmento 

de tamanho esperado foi amplificado por PCR no controle positivo (Figura 12, poço 1) e nos 

vírus recuperados (Figura 12, poços 3 e 5). Contudo, nenhuma banda foi amplificada no 

controle negativo (Figura 12, poço 7). A digestão dos produtos de PCR com enzima de 

restrição gerou duas bandas de tamanho esperados nos vírus recuperados (Figura 12, poços 4 

e 6). Este sítio único de restrição foi introduzido na estratégia de clonagem do nosso sistema 

de dois plasmídeos, confirmando que os vírus recuperados foram derivados deste sistema. No 

controle positivo, não houve digestão do produto de PCR (Figura 12, poço 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Confirmação da identidade dos vírus recuperados por RT-PCR e fragmentos de restrição. O 
RNA viral foi extraído a partir do sobrenadante da cultura e usado em reações de RT-PCR (poços 1, 3 e 5). Em 
seguida, os produtos de PCR foram digerido por enzima de restrição (poços 2, 4 e 6). Controle positivo (poços 1 
e 2), IC-DENV3 #L42 (poços 3 e 4), IC-DENV3 #L43 (poços 5 e 6) e controle negativo (poço 7). 
 

 Para avaliar o surgimento de mutações, decorrentes das sucessivas passagens em 

cultivo celular, os vírus recuperados foram sequenciados após a terceira passagem em cultivo 

celular. Usando primers que cobriam toda a extensão do RNA viral, o genoma viral de ambos 

os clones foi amplificado por RT-PCR em cinco fragmentos e enviados para sequenciamento. 
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O sequenciamento do vírus IC-DENV3 #L42 identificou cinco mutações no genoma 

viral (Tabela 3), além daquela gerada durante o processo de clonagem (A7878G). Todas as 

mutações estão localizadas na região das proteínas não-estruturais. Mais especificamente, as 

mutações foram mapeadas dentro das regiões codificantes para as proteínas NS3 e NS5. Três 

das mutações identificadas são silenciosas (G5419A, A7684G e T8527C). As outras três 

mutações levaram a uma mudança de aminoácido: C4551T (treonina para isoleucina), 

G5732C (valina para leucina) e A7878G (lisina para arginina).  

  

Tabela 3. Ocorrência de mutações no vírus IC-DENV3 #L42 recuperado após sucessivas passagens em 

cultivo celular, identificadas pela análise de sequenciamento  

Seqüência 
nº mutação nº nt 

Clone infeccioso Vírus Parental 

Região Mudança aa 

1 4551 C T NS3 T13I 

2 5419 G A NS3 Não (silenciosa) 

3 5732 G C NS3 V407L 

4 7684 A G NS5 Não (silenciosa) 

5 7878 A G NS5 K105R 

6 8527 T C NS5 Não (silenciosa) 

 

 Além da mutação gerada durante a etapa de clonagem (T10165C), a análise do 

sequenciamento do vírus IC-DENV3 #L43 identificou mais seis mutações (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Ocorrência de mutações no vírus IC-DENV3 #L43 recuperado após sucessivas passagens em 

cultivo celular, identificadas pela análise de sequenciamento  

Seqüência 
nº mutação nº nt 

Clone infeccioso Vírus Parental 

Região Mudança aa 

1 1446 C T E A171V 

2 3027 A G NS1 Q205R 

3 3146 A G NS1 K245E 

4 4909 T C NS3 Não (silenciosa) 

5 7403 A G NS4b T195A 

6 7904 G A NS5 I114V 

7 10165 T C NS5 Não (silenciosa) 

8 10285 ins A - 3’-UTR - 
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De todas as mutações identificadas, seis estão localizadas na região das proteínas não-

estruturais (Tabela 4). As mutações mapeadas estão distribuídas na região codificante das 

proteínas NS1, NS3, NS4b e NS5. Duas delas são silenciosas (T4909C E T10165C). As 

outras quatro são mutações de sentido trocado: A3027G (glutamina para arginina), A3146G 

(lisina para glutamato), A7403G (treonina para alanina) e G7904A (isoleucina para valina). 

Apenas uma mutação foi identificada na região das proteínas estruturais. A mutação está 

localizada dentro da região codificante da proteína E e levou a uma mudança de aminoácido: 

C1446T (alanina para valina). Durante a análise, também foi identificada a inserção de um 

único nucleotídeo (10285A ins) no genoma viral, localizada na região 3’-UTR. 

Para caracterizar o fenótipo dos vírus recuperados, eles foram avaliados por ensaio de 

placa. No ensaio, células BHK-21, semeadas em placas de seis poços, foram inoculadas com 

diluições seriadas dos vírus recuperados. O WT-DENV3 foi usado como controle positivo. 

Após a remoção do inóculo, as células foram cobertas com meio semi-sólido e incubadas por 

nove dias. No nono dia, as placas foram reveladas pela coloração com MTT. O vírus IC-

DENV3 #L43 (Figura 13c) apresentou placas com morfologia e tamanho similares as 

encontradas no WT-DENV3 (Figura 13a). Diferentemente, o vírus IC-DENV3 #L42 (Figura 

13b) não foi capaz de formar placas em nenhuma das diluições avaliadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Caracterização dos vírus recuperados por ensaio de placa. No ensaio, células BHK-21, semeadas 
em placas de seis poços, foram inoculadas com diluições seriadas dos vírus recuperados. O WT-DENV3 foi 
usado como controle positivo. Após a remoção do inóculo, as células foram cobertas com meio semi-sólido e 
incubadas por nove dias. No nono dia, as placas foram reveladas pela coloração com MTT. (a) WT-DENV3, (b) 
IC-DENV3 #L42 e (c) IC-DENV3 #L43. 
 

 

 

(a) WT-DENV3 (b) IC-DENV3 #L42 (c) IC-DENV3 #L43 
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5. Discussão5. Discussão   

 

 

A dengue é uma das principais doenças transmitidas por artrópodes no mundo. Cerca 

de 2,5 bilhões de pessoas estão sob o risco de infecção em áreas endêmicas (MALAVIGE et 

al., 2004; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2009). Como consequência dos efeitos 

do aquecimento global, este número tende a se expandir nos próximos anos (JETTEN; 

FOCKS, 1997; SUTHERST, 2004). O DENV, o agente etiológico da doença, apresenta 

quatro sorotipos (DENV1-4), dos quais três (DENV1, DENV2 e DENV3) ocorrem no Brasil 

(CORDEIRO et al., 2007). 

Atualmente, não há vacina ou terapia antiviral disponível contras as infecções 

causadas por DENV. Apesar dos avanços (KUHN et al., 2002; TASSANEETRITHEP et al., 

2003; VILLORDO; GAMARNIK, 2009; WELSCH et al., 2009), muitos aspectos da biologia 

do DENV ainda não são totalmente compreendidos. O uso de sistemas de genética reversa 

tem facilitado o entendimento da biologia molecular dos flavivírus, incluindo replicação viral 

e patogênese, e fornecido novas estratégias para o desenvolvimento de vacinas e antivirais 

(BOYER; HAENNI, 1994; RUGGLI; RICE, 1999; WHITEHEAD et al., 2007; ALVAREZ; 

FILOMATORI; GAMARNIK, 2008). 

 No presente trabalho, nós descrevemos o desenvolvimento do primeiro sistema de 

genética reversa para o DENV3, baseado na técnica de recombinação homóloga em levedura. 

É também o primeiro relato de um clone infeccioso para um DENV3, isolado no Brasil. Até o 

momento, apenas um clone infeccioso para um DENV1, isolado no Brasil, tem sido descrito 

(SUZUKI et al., 2007). 

Uma das principais dificuldades no estabelecimento de uma sistema de genética 

reversa para flavivírus é a instabilidade do genoma viral clonado em sistemas procariotos 

(POLO et al., 1997; RUGGLI; RICE, 1999). Apesar das razões para esta instabilidade não 

estejam bem estabelecidas, tem sido atribuído o envolvimento da junção entre E-NS1 no 

genoma viral ou um produto tóxico derivado desta região (POLO et al., 1997; BLANEY et al., 

2004).  

Diferentes abordagens têm sido empregadas na tentativa de superar esta instabilidade 

(YAMSHCHIKOV et al., 2001; BREDENBEEK et al., 2003; BLANEY et al., 2004; 

SUZUKI et al., 2007). Uma delas é uso de levedura na construção do sistema de genética 

reversa no lugar da E. coli (POLO et al., 1997; PURI et al., 2000). A técnica de recombinação 

homóloga em levedura é um método simples, robusto e eficiente (GIBSON, 2009), 
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apresentando grandes vantagens sobre os sistemas procariotos convencionais (SHANKS et al., 

2009). 

Enfrentando os mesmos problemas de instabilidade descritos anteriormente, Blaney et 

al (2004) inseriram um linker na junção E-NS1 do genoma viral. O linker introduzido, 

flanqueado por sítios de restrição, continha códons de terminação nas três fases de leitura em 

ambas as fitas. Com esta estratégia, os autores foram capazes de recuperar um DENV3 viável. 

Baseados nesta estratégia, nós desenvolvemos a abordagem inicial de construção do nosso 

clone infeccioso DENV3 (Figura 6). Amplificado em quatro fragmentos (Figura 7a), o 

genoma viral foi recombinado com o vetor pBSC, através da técnica de recombinação 

homóloga em levedura. A partir do DNA plasmidial extraído, o genoma viral foi amplificado 

por PCR e sequenciado. A análise de sequenciamento indicou que o linker introduzido não foi 

capaz de conferir estabilidade ao genoma viral, pois diferentes clones analisados (Figura 7b) 

apresentaram um elevado número de mutações. Nenhuma das mutações identificadas nos 

clones analisados estavam presentes nos fragmentos usados na recombinação, confirmando 

que as mutações foram resultados da instabilidade do genoma viral. É possível que as 

diferenças no vetor ou na linhagem hospedeira utilizados [levedura, na nossa abordagem, 

enquanto Blaney et al (2004) utilizaram E. coli], como têm sido descrito (LAI et al., 1991; 

BOYER; HAENNI, 1994), expliquem a discrepância dos resultados observados. 

Outra estratégia bastante difundida para resolver o problema da instabilidade é o uso 

do sistema de dois plasmídeos, que tem sido empregada com sucesso na recuperação de 

clones infecciosos para diversos flavivírus (SUMIYOSHI; HOKE; TRENT, 1992; KAPOOR 

et al., 1995). Baseado num sistema de 2 plasmídeos (Figura 9), nós fomos capazes de 

construir o clone infeccioso DENV3. Nela, o genoma viral foi clonado em duas partes 

isoladamente no vetor pBSC (pBSC-DENV3-pA, pA e pBSC-DENV3-pB, pB). A clonagem 

neste sistema foi relativamente estável. A partir da análise de sequenciamento, um clone do 

plasmídeo pA (pBSC-DENV3-pA #4) e dois clones do plasmídeo pB (pBSC-DENV3-pB #2 e 

pBSC-DENV3-pB #3) foram selecionados. 

Nenhuma mutação foi identificada no plasmídeo pA #4. Nos plasmídeos pB, uma 

única mutação foi encontrada em cada clone. No plasmídeo pB #2, a mutação A7878G 

(Tabela 1) levou a uma mudança de aminoácido (lisina para arginina). Contudo, ambos os 

aminoácidos pertencem ao mesmo grupo químico (polar básico), minimizando os efeitos da 

mutação. No plasmídeo pB #3, a mutação T10165C (Tabela 2) identificada foi silenciosa. 

Apesar disso, ela é encontrada em outros genomas virais do DENV3, depositados no National 

Center for Biotechonology Information – NCBI (números de acesso: AY679147, AY676352 e 

DQ401690). A ocorrência de mutações, decorrentes do processo de clonagem, também foi 
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observada para DENV1 (SUZUKI et al., 2007), DENV2 (POLO et al., 1997) e DENV4 (LAI 

et al., 1991).  

A partir dos clones pA e pB selecionados, nós conseguimos recuperar dois clones 

infecciosos (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43) por ligação in vitro (Figura 10c) e ambas 

as ligações produziram RNAs virais genômicos. A introdução destes RNAs em células 

suscetíveis por eletroporação, levou a uma infecção produtiva, mostrando que ambos os 

RNAs são infecciosos (Figura 11). As primeiras células positivas em ensaios de 

imunofluorescência foram observadas com quatro dias após a transfecção. Resultados 

similares foram descritos para DENV2 (POLO et al., 1997). Para DENV1, as primeiras 

células positivas foram observadas com apenas dois dias após a transfecção (SUZUKI et al., 

2007). Já para DENV4, foram necessários pelo menos dez dias para o aparecimento de células 

positivas (LAI et al., 1991). Nos nossos experimentos, o número de células positivas aumenta 

ao longo do tempo, até o aparecimento dos primeiros sinais de efeito citopático com oito dias. 

As mutações identificadas no sequenciamento não parecem ser deletérias, visto que fomos 

capazes de recuperar vírus infecciosos. Contudo, o possível efeito da mutação A7878G na 

infectividade do RNA viral ou em outros aspectos do ciclo viral precisam ser mais bem 

estudados. 

Os vírus recuperados sofreram três passagens consecutivas em cultura de células, antes 

de serem caracterizados in vitro. Uma característica interessante observada foi que o vírus IC-

DENV3 #L42 recuperado não apresentou qualquer efeito citopático aparente nas três 

passagens realizadas. Por efeito citopático entende-se qualquer alteração morfológica 

induzida nas células pela infecção viral. Apesar de nem todos os vírus serem capazes de 

causar efeito citopático em cultivo celular, esta propriedade é comum a muitos vírus, 

incluindo o vírus parental (WT-DENV3) utilizado no presente trabalho (MATSUDA et al., 

2005; CONDIT, 2007; UMAREDDY et al., 2007).  Por RT-PCR e análise de fragmentos de 

restrição (Figura 12), nós confirmamos que ambos os vírus recuperados foram derivados do 

nosso sistema de genética reversa.  

O sequenciamento dos vírus recuperados identificou algumas mutações no genoma 

viral. Este é um fenômeno comum quando os vírus são passados em cultivo celular (KINNEY 

et al., 1997; BLANEY et al., 2004; BLANEY et al., 2008). No vírus IC-DENV3 #L42 foram 

identificados cinco mutações adaptativas (Tabela 3): três delas foram silenciosas (G5419A, 

A7684G e T8527C). Apesar de ser silenciosa, a mutação G5419A é encontrada em outros 

genomas virais do DENV3, depositados no NCBI (números de acesso: AY676350, 

DQ402694 e AY876494). As outras duas mutações levaram a mudança de aminoácido: 
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C4551T (treonina para isoleucina, pertencentes a grupos químicos distintos) e G5732C 

(valina para leucina, pertencentes ao grupo apolar). 

No vírus IC-DENV3 #L43, seis mutações adaptativa foram mapeadas (Tabela 4). 

Apenas uma mutação foi silenciosa: T4909C. Entre as mutações de sentido trocado 

identificadas, duas mutações levaram a mudança de aminoácido dentro do mesmo grupo 

químico (apolar): G7904A (isoleucina para valina) e C1446T (alanina para valina). As outras 

três mutações levaram a mudança de aminoácido entre grupos químicos distintos: A3027G 

(glutamina para arginina), A3146G (lisina para glutamato) e A7403G (treonina para alanina). 

Adicionalmente, uma inserção de um único nucleotídeo foi identificada, dentro da região 3’-

UTR (insA 10285). Esta inserção está localizada dentro do domínio VR, conhecido pela 

variabilidade de tamanho e sequência, mesmo dentro de isolados do mesmo sorotipo (CLYDE; 

KYLE; HARRIS, 2006).  

Baseado nos ensaios de placa, os vírus recuperados (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 

#L43) apresentaram fenótipos completamente distintos. Usando coloração convencional, o 

vírus IC-DENV3 #L43 (Figura 13c) formou placas de tamanho e morfologia semelhantes ao 

WT-DENV3, o vírus parental (Figura 13a). Contudo, ao contrário do vírus IC-DENV3 #L43, 

o WT-DENV3 apresentou placas com tamanho heterogêneo (algumas maiores, outras 

menores). Este fenótipo também foi observado em DENV4, crescido em células C6/36 (LAI 

et al., 1991). O IC-DENV3 #L42 (Figura 13b) foi incapaz de formar placas em qualquer das 

diluições avaliadas. Este fenótipo está de acordo com a incapacidade do vírus de induzir efeito 

citopático em cultivo celular.  

Esperamos que o sistema de genética reversa, desenvolvido no presente estudo, 

contribua para a pesquisa do DENV, levando ao aprimoramento da virologia molecular dos 

flavivírus. 
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6. Conclusões6. Conclusões   

 

 

No presente estudo, nós descrevemos, pela primeira vez, o desenvolvimento de um 

sistema de genética reversa para o DENV3, usando a técnica de recombinação homóloga em 

levedura. Trata-se do primeiro relato da construção de um clone infeccioso para um isolado 

brasileiro do DENV3. 

Duas estratégias distintas foram empregadas na construção do clone infeccioso 

DENV3. Na abordagem inicial, o linker introduzido foi incapaz de conferir estabilidade ao 

genoma viral clonado. Utilizando o sistema de 2 plasmídeos na segunda estratégia, nós fomos 

capazes de construir dois clones infecciosos (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43). Este 

sistema se mostrou adequado e, relativamente, estável para o genoma viral. 

Ambos os clones infecciosos construídos (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43) 

produziram RNAs virais infecciosos. Estes RNAs, quando transfectados em células 

suscetíveis, levaram a produção de partículas virais infecciosas. 

Ambos os vírus recuperados (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43) foram derivados 

do nosso sistema de genética reversa. Após sucessivas passagens em cultivo celular, mutações 

adaptativas foram identificadas em cada um dos vírus recuperados. 

Os vírus recuperados (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43) apresentaram fenótipos 

distintos em ensaio de placa. O IC-DENV3 #L43 produziu placas de tamanho e morfologia 

similares ao DENV3 parental, enquanto o IC-DENV3 #L42 não formou placas. O IC-DENV3 

#L42 recuperado também foi incapaz de causar efeito citopático em cultivo celular. 
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7. Perspectivas7. Perspectivas   

 

 

Baseados nos resultados obtidos, será importante estudar o envolvimento das 

mutações identificadas (C4551T, G5732C e A7878G), em conjunto ou isoladas, no fenótipo 

observado do clone IC-DENV3 #L42. Também será necessário avaliar o fenótipo deste clone 

em ensaio de placa por outras metodologias, como a visualização de foci na técnica de 

imunoperoxidase.  

Posteriormente, a determinação da curva de crescimento nos fornecerá importantes 

dados na caracterização dos vírus recuperados, podendo ajudar a compreender o 

comportamento do fenótipo apresentado pelo IC-DENV3 #L42. 
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Desde criança, a ciência sempre despertou o meu interesse. Contudo, foi apenas 

durante o ensino médio, em 2002, que eu decidi seguir uma carreira científica. Num primeiro 
momento, a minha afinidade com as diferentes ciências exatas e naturais tornou a escolha de 
uma área a seguir um trabalho árduo. Todavia, ao longo de 2003, a biologia mostrou-se ser a 
escolha mais apropriada, na qual eu poderia agregar os conhecimentos de áreas distintas, 
como química e física, no estudo de fenômenos biológicos. E desde esta época, eu já cultivava 
um  grande interesse pela biologia molecular. Por uma série de razões, que não cabem aqui 
apresentar, eu optei pelo curso de Licenciatura em Ciências Biológica da Universidade 
Federal de Pernambuco (UFPE), ingressando em 2004. 

Como calouro, tudo era novo para mim. Então, durante o primeiro ano, eu preferi me 
concentrar apenas nas disciplinas e num projeto de extensão. Em 2005, por indicação do então 
mestrando Rafael Queiroz, vinculado ao Programa de Pós-Graduação em Genética 
(PPGG)/UFPE, eu consegui o meu primeiro estágio. Nele, sob a orientação do Prof. Dr. 
Ederson Kido do Departamento de Genética/UFPE, eu trabalhei na mineração e anotação de 
dados do transcriptoma da Leishmania chagasi, usando ferramentas de bioinformática. Os 
dados produzidos durante este período foram apresentados durante o XVII Encontro de 
Genética do Nordeste (ENGENE) em 2006. 

Neste mesmo ano, eu fui selecionado para um estágio no Departamento de Virologia e 
Terapia Experimental (LaViTE)/Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM/FIOCRUZ), 
sob a supervisão da Dra. Laura Gil. Eu fiquei impressionado com a idéia de trabalhar com um 
vírus, mais ainda, pela possibilidade de desenvolver projetos na área de virologia durante a 
graduação. Como bolsista de iniciação científica, eu trabalhei na clonagem de genes e na 
construção de replicons para o vírus dengue e outros flavivírus. Os resultados gerados foram 
apresentados no congresso da Sociedade Brasileira de Virologia (SBV) e nas Jornadas de 
Iniciação Científica do CPqAM, nas quais os resultados foram premiados em duas 
oportunidades. Em 2006, eu também cursei uma das disciplinas mais importantes na minha 
graduação, a disciplina Genética Molecular, a qual considero um divisor de águas na minha 
vida acadêmica. Fui monitor em disciplinas oferecidas pelo Departamento de Genética/UFPE.  

Em 2007, eu tive a oportunidade de participar do programa de Bolsas de Verão do 
Laboratório Nacional de Luz Síncroton (LNLS), onde eu desenvolvi um projeto na área de 
cristalografia de proteínas sob a orientação da Dra. Beatriz Guimarães. Foi uma experiência 
incrível conhecer pessoas de outros estados e países, além de trabalhar numa área totalmente 
diferente da qual você está familiarizado. Já próximo da conclusão do curso, era hora de 
pensar na próxima etapa, a pós-graduação. Fazendo parte de uma equipe excelente e dispondo 
de uma infra-estrutura de primeira linha no LaViTE, eu optei por fazer o mestrado em 
Pernambuco, mesmo com a possibilidade de fazê-lo em outros estados. A PPGG foi a escolha 
óbvia, no qual estou vinculado desde 2008. O ano de 2008 foi bastante intenso: disciplinas, 
colação de grau, na qual fui laureado, além da participação no Entomol 3 e no 1st Pan-

American Dengue Meeting Network. Durante o mestrado, eu desenvolvi um sistema de 
genética reversa para o vírus dengue tipo 3, sob a orientação da Dra. Laura Gil. Parte dos 
resultados já foram apresentados no congresso da SBV em 2009. Eu também venho 
colaborando com diversos projetos em andamento no LaViTE. Em 2010, no momento em que 
concluo a minha dissertação, começo a dar os primeiros passos em direção a próxima etapa, o 
doutorado. 


