UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA

NETICA

RECIFE
2010



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA
DISSERTACAO DE MESTRADO

DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA DE GENETICA REVERSA
PARA O VIRUS DENGUE TIPO 3, ISOLADO EM RECIFE

JEFFERSON JOSE DA SILVA SANTOS

Dissertacao apresentada  ao
Programa de Pds-graduacdo em
Genética da Universidade Federal
de Pernambuco como requisito
para obtencdo do grau de Mestre
em Genética pela UFPE

Orientador: Dra. Laura H. V. G. Gil

Co-orientador: Dr. Giovani R. Bertani

RECIFE
2010



Santos, Jefferson, José da Silva
Desenvolvimento de um sistema de genética reversa para o virus

dengue tipo 3, isolado em Recife / Jefferson José da Silva Santos. —
Recife: O Autor, 2010.

66 folhas : il., fig., tab.

Orientadora: Laura H. V. G. Gil.

Co-Orientador: Giovani R. Bertani.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Pernambuco. CCB. Genética, 2010.

Inclui bibliografia e anexos.

1. Dengue — Recife, Pernambuco 2. Genética I. Titulo.

616.91852 CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2010-170




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

Parecer da comissdo examinadora da dissertacio de:
Jefferson José da Silva Santos

intitulada:
Desenvolvimento de um sistema de genética reversa para o virus Dengue tipo 3, isolado
em Recife

A comissao examinadora considera o presente trabalho
APROVADO

Portanto, cumpridas todas as exigéncias regimentais, Jefferson José da Silva Santos faz
jus ao grau de Mestre em Genética pela UFPE. Recife, 27/05/2010.

,/1 ( \
W an it orie

/et e d X : N A v,
LY , vy [/{/4 /CAAA L{ O ‘,“‘/_’7 o AN 4

1 Examinador: Dra. ﬂ_‘larli Tenorio Cordeiro
LaViTE, CPqAM-FIOCRUZ

\ —

2° Examinador: Dr. Antonio Carlos.de Freitas
Departamento d¢ Genética, UFPE

-
> 2
= ~

3° Examinador: Q_r«Rafacl Dhalia
“LaViTE, CPqAM-FIOCRUZ

- 7Y 4 r >
EC¢ il . AW { S

Orientador: Dra. Laura H. V. G. Gil
LaViTE, CPqAM-FIOCRUZ

.r-_"_ //r,
Co-orientador: Dr. Gioyvani Rota Bertani
Departamento de Bioquimica, UFPE

{

Coordenador: Dr. Antonio Carlos de Freitas



Agradecimentos

A minha familia, pela compreensdo e apoio ao longo da jornada, principalmente, quando eu
coloquei na cabeca a idéia de fazer ciéncia. Em especial, a minha mae (Solange), meu irmao

(Roger), Edgar, minha tia (Dila) e minha avé (Dona Maria).

A Dra. Laura Gil, minha orientadora, pelo apoio, empenho e energia a mim dedicados. Por
acreditar no meu potencial e dar suporte ao meu desenvolvimento profissional como

virologista.
Ao meu co-orientador Dr. Giovani Bertani, por sempre estar disponivel quando eu precisava.

Aos meus amigos Fabiana (Fabaceae), Suzanne, Otoniel, Anekecia, Jonatan, Natalia (Poia),
Adma, Alexsandra e Kimberly, pela amizade e incentivo. Por entenderem, quando eu fico

semanas sem entrar em contato e por ndo deixarem a “peteca” cair, mesmo distantes (alguns).

Aos meus colegas de bancada, a nova geracdo de virologistas (Rangel, Sabrina, Ana Lisa,
Georgia, José Valter, Ana Silva, Amanda, Sandra e Mayara) pelas idéias, sugestdes e todo o

suporte e cooperagao.

A “turma do almoco” (Fabia, Isabelle, Georgia, Gerusa, André, Thiego, Renato, Mariana,

Andrea Melo, Liciana e Michelle), pelos momentos de descontragdo e discussao.

A equipe do Departamento de Virologia e Terapia Experimental - LaViTE (a nagdo
Laviteana), pelo apoio e ajuda no desenvolvimento deste projeto. Em especial, a Dra. Marli

Tenorio e ao poés-doc Eduardo Nascimento, pela colaboragao.
As minhas professoras Socorro e Cristina, pelo exemplo de determinacao.

Aos professores Ederson Kido (meu antigo orientador) e Paulo Andrade, pela disciplina

Genética Molecular que me fez vislumbrar a biologia sob uma nova dimensao.

Ao Programa de Pos-Graduagdo em Genética, pela oportunidade e aos colegas da minha

turma de mestrado, pelo apoio e cooperacao.
Ao CNPq e a FACEPE, pelo suporte financeiro.

E a Deus, por tudo.



“I almost wish I hadn’t gone down that rabbit-hole—and yet—and yet—it’s rather curious, you
know, this sort of life! ”

- Alice.



SUMARIO

Item

Lista de Abreviaturas

Lista de Figuras

Lista de Tabelas

Resumo

Abstract

Introduciao

1. Revisao da Literatura

1.1.
1.2

1.3.

Aspectos epidemiologicos da dengue

O virus dengue

1.2.1. Ciclo replicativo viral

Sistemas de genética reversa em flavivirus

1.3.1. Técnica de recombina¢@o homoéloga em levedura

2. Objetivos

2.1.
2.2.

Objetivo geral

Objetivos especificos

3. Materiais e Métodos

3.1.
3.2.

3.3.

Cultivo de células e virus

Construcio e recuperacio do clone infeccioso DENV3
3.2.1. Amplificagdo dos fragmentos de recombinacdo por PCR
3.2.2. Transformag¢do em levedura

3.2.3. Extra¢do de DNA plasmidial de levedura

3.2.4. Confirmagdo dos clones por sequenciamento

3.2.5. Recuperagdo do genoma completo do clone infeccioso
DENV3 por ligagao in vitro

3.2.6. Transcrigao in vitro

3.2.7. Transfecc¢ao de células BHK-21 por eletroporagao
3.2.8. Ensaios de imunofluorescéncia

Caracterizacao do clone infeccioso DENV3 in vitro

3.3.1. Infecgao viral

3.3.2. Confirmagdo da identidade dos virus recuperados

viii

ix

xi
xii

xiii

14
14
17
21
25
27
29
29
29
30
30
30
30
31
32
33
33

33
33
34
34
34
35



3.3.3. Sequenciamento dos virus recuperados apos sucessivas
passagens em células BHK-21
3.3.4. Caracterizacdo dos virus recuperados por ensaio de placa
4. Resultados
4.1. Abordagem inicial
4.2. Construciao e recuperacio do clone infeccioso DENV3 em
sistema de 2 plasmideos
4.3. Caracterizacao do clone infeccioso DENV3 in vitro
5. Discussido
6. Conclusoes
7. Perspectivas
8. Referéncias Bibliograficas
9. Anexos
Anexo A — Lista de resumos publicados em anais de congressos

10. Memorial do aluno

35

35
37
37
39

43
46
50
51
52
65
65
66



Lista de abreviaturas

3°CS
3’SL
3’UAR
5°CS
5’UAR
ADE
BAC
cHP
DBI
DB2
DC
DC-SIGN

DENV
DMSO
FHD
FITC
IFN
IgG
IL-8
LiOAc
MOI
MTT
PEG
RC

RF

RI
SCD
SLA
VR
YFV 17D

3’ cyclization sequence

3’ stem-loop

3’ Upstream AUG region

5’ cyclization sequence

5’ Upstream AUG region
Antibody-dependent enhancement
Bacterial artificial chromosome
C-coding-region hairpin
Dumbbell-shaped structure 1
Dumbbell-shaped structure 2

Dengue classica

viii

Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)- grabbing

nonintegrin
Dengue virus, virus dengue
Dimethyl sulfoxide

Febre hemorragica da dengue

Fluorescein isothiocyanate, isotiocianato de fluoresceina

Interferon

Imunoglobulina G

Interleukin 8, interleucina 8

Lithium acetate, acetato de litio
Multiplicity of infection

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
Polyethylene glycol

Replication complex, complexo replicativo
Replicative form

Replicative intermediate

Sindrome do choque da dengue
Large stem-loop

Variable region

Yellow fever virus 17D, virus da febre amarela 17D (cepa vacinal)



Lista de Figuras

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11

Figura 12

Figura 13

Distribui¢ao geografica dos casos de dengue nas regides tropicais
Organizacdo gendmica dos flavivirus e suas proteinas virais
Proteina E, a principal glicoproteina da superficie viral

Ciclo replicativo dos flavivirus

Regides 5’-UTR e 3°-UTR de DENV e suas fun¢des na circularizagdo do

genoma viral

Diagrama esquematico da abordagem inicial da construg¢@o do clone
infeccioso DENV3

Abordagem inicial da constru¢do do clone infeccioso DENV3
Eletroferograma representativo do sequenciamento dos clones DENV3-
linker, evidenciando a qualidade das sequéncias obtidas

Diagrama esquematico da estratégia de construcdo do clone infeccioso
DENV3 em sistema de 2 plasmideos

Construcdo do clone infeccioso DENV3 em sistema de 2 plasmideos
Avaliagdo da expressao de antigenos virais em células transfectadas por
ensaio de imunofluorescéncia (IF)

Confirmagao da identidade dos virus recuperados por RT-PCR e
fragmentos de restri¢cao

Caracterizagao dos virus recuperados por ensaio de placa

X

15

17

19

22

37

38
38

39

40
42

43

45



Lista de Tabelas

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Mutagao entre o0 pPBSC-DENV3-pB #2 e o virus parental, identificada por
sequenciamento
Mutagao entre o0 pPBSC-DENV3-pB #3 e o virus parental, identificada por
sequenciamento
Ocorréncia de mutagdes no virus IC-DENV3 #L42 recuperado apos
sucessivas passagens em cultivo celular, identificadas pela andlise de
sequenciamento
Ocorréncia de mutagdes no virus IC-DENV3 #L43 recuperado apos
sucessivas passagens em cultivo celular, identificadas pela andlise de

sequenciamento

41

41

44

44



xi
Resumo

Os virus dengue (DENV) sdo responsaveis por um amplo espectro de manifestagdes clinicas
em diversas partes do mundo. Muitos mecanismos moleculares da biologia do DENV,
incluindo replicagdo do genoma e patogénese viral, ainda ndo foram totalmente
compreendidos. Novos avangos na elucida¢ao destes mecanismos vém sendo facilitados pelo
desenvolvimento dos sistemas de genética reversa nas ultimas décadas. No presente trabalho,
nds descrevemos o desenvolvimento de um sistema de genética reversa para o virus dengue
tipo 3 (DENV3). Usando um sistema de dois plasmideos, o genoma do DENV3 foi dividido
em duas partes por PCR e os fragmentos gerados foram clonados em separado num vetor
plasmidial. Um sitio de restri¢do foi inserido em ambas as construg¢des, permitindo a posterior
recuperagdo do genoma completo por ligagdo in vitro. Todos os plasmideos foram construidos
pela técnica de recombinagdo homologa em levedura e propagados nela para prevenir
qualquer instabilidade dos insertos em E. coli. A identidade das constru¢des foi confirmada
por sequenciamento, no qual foram identificadas mutagdes no genoma clonado. Para a
recuperacdo do clone infeccioso in vitro, as duas partes dos genomas foram amplificadas por
PCR, digeridas e unidas por ligagdo in vitro. Dois clones infecciosos foram recuperados e a
transcricdo in vitro, do produto das ligagdes, produziram RNAs virais gendmicos. Células
BHK-21, transfectadas por eletroporacdo com os RNAs sintetizados, foram avaliadas por
ensaio de imunofluorescéncia, mostrando que estes RNAs sdo infecciosos. Apds sucessivas
passagens em cultivo celular, os DENV3 recuperados foram caracterizados in vitro. RT-PCR,
a partir de RNA viral, e a andlise de fragmentos de restricdo confirmaram que ambos os virus
recuperados foram derivados do nosso sistema de dois plasmideos. No ensaio de placa, os
clones apresentaram fenotipos distintos. Apos coloragdo 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 andlise de sequenciamento, a partir dos
produtos de RT-PCR, identificou muta¢des especificas em cada um dos clones, as quais
podem facilitar o crescimento dos virus recuperados em cultivo celular. Este sistema ¢ uma
poderosa ferramenta que nos ajudaré a elucidar aspectos moleculares da biologia do DENV,
bem como a entender a relacdo entre mutagdes especificas e a patogénese do DENV.

Palavras-chave: clone infeccioso, genética reversa, virus dengue sorotipo 3
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Abstract

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 #L.43) 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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Introducao

A dengue ¢ uma infecgdo causada por arbovirus (arthropod-borne virus) da familia
Flaviviridae. O virus dengue (DENV) apresenta quatro sorotipos distintos (DENV1-4), dos
quais trés (DENV1, DENV2 e DENV3) ocorrem no Brasil. Pertencente ao género Flavivirus,
o DENV apresenta um capsideo icosaédrico, envolto por um envelope viral. Seu genoma viral
¢ estruturado de maneira similar ao RNA mensageiro (RNAm) celular, exceto pela auséncia
de uma cauda poli-A na extremidade 3°.

Considerada um problema de saide publica de propor¢des globais, estimativas
indicam que 50 milhdes de infec¢des por DENV ocorram anualmente em mais de 100 paises
nas regides tropicais, com cerca de 500 mil casos de febre hemorragica da dengue, a forma
mais grave da doenca. Apesar dos avancos, ndo ha vacina ou terapia antiviral disponivel
contra o0 DENV. Somado a isso, muitos aspectos da biologia viral ainda ndo sdo bem
compreendidos.

Um sistema de genética reversa ¢ uma poderosa ferramenta que permite a direta
manipulacdo do genoma de um virus de RNA, a partir de seu cDNA clonado. Nos ultimos
anos, os sistemas de genética para flavivirus 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 flavivirus ¢ a instabilidade do cDNA clonado do genoma viral em sistemas procariotos,
apesar das razdes para esta instabilidade ndo serem bem compreendidas. Dentre as abordagens
empregadas para superar os problemas de instabilidade, podemos destacar o uso de levedura.
A técnica de recombinagdo homoéloga em levedura vem sendo utilizada com sucesso na
clonagem de genomas. Além disso, ela ¢ amplamente usada em diferentes aplicagdes,
demonstrando ser uma técnica simples, robusta e eficiente.

Neste trabalho, nds propomos o desenvolvimento de um sistema de genética reversa,
baseado no DENV3, usando a técnica de recombinagdo homologa em levedura. O DENV3 ¢ o
sorotipo de introdu¢do mais recente no Brasil e foi responsavel por surtos epidémicos de
grande magnitude em diversos estados brasileiros. Nos acreditamos que este trabalho ¢ de
grande importancia para a pesquisa do DENV, contribuindo para o aprimoramento da
virologia molecular dos flavivirus, bem como de uso potencial no desenvolvimento de novas

estratégias de controle do DENV no pais.
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1. Revisao da Literatura

1.1. Aspectos epidemioldgicos da dengue

A dengue ¢ uma infec¢do causada por um arbovirus da Familia Flaviviridae. O
virus dengue (Dengue virus, DENV) apresenta quatro sorotipos (DENV1-4) antigenicamente
distintos (GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007), dos quais trés (DENV1, DENV2 e DENV3)
ocorrem no Brasil (SIQUEIRA et al., 2005; CORDEIRO et al., 2007). Sua transmissdo se da
através da picada de fémeas de mosquitos do género Aedes infectadas, sendo a espécie A.
aegypti o principal vetor da dengue nas Américas (GUBLER, 1997).

Os primeiros registros epidémicos de uma doenga compativel com a dengue
ocorreram entre 1779 ¢ 1780 na Asia, Africa e América do Norte, sugerindo uma ampla
distribuicdo geografica da doenga ja no século 18. Contudo, os primeiros relatos de uma
doenca com apresentacdo clinica similar a dengue sdo muito mais antigos e remontam ao
periodo da dinastia chinesa Chin. Ainda assim, foi apenas durante a II Guerra Mundial que o
DENYV foi isolado e identificado como o agente etiolégico da doenga (GUBLER, 1997;
MAIRUHU et al., 2004).

A dengue apresenta duas formas clinicas principais: a dengue classica (DC) e a
febre hemorragica da dengue/sindrome do choque da dengue (FHD/SCD). A DC apresenta
um amplo espectro clinico desde formas inaparentes até quadros graves atipicos. Pacientes
com DC podem apresentar febre, associada a cefaléia, prostacao, mialgia, artralgia, dor retro-
orbitaria, com presenca ou ndo de exantema e/ou prurido. Anorexia, nauseas, vOmitos e
diarréia também podem ser observados. A FHD/SCD ¢ marcada por um aumento na
permeabilidade vascular/extravasamento plasmatico, trombocitopenia e manifestagdes
hemorragicas, podendo levar ao 6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2005; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2009).

Ainda ndo estd bem estabelecido os mecanismos envolvidos no desenvolvimento
das formas mais graves da doenca. Atualmente, a hipdtese mais aceita ¢ a da infec¢do
seqiiencial proposta por Halstead (HALSTEAD; NIMMANNITYA; COHEN, 1970). Nesta
hipotese, a presenga de anticorpos heterdlogos de uma infec¢do prévia por dengue ou niveis
subneutralizantes de anticorpos sorotipo-especificos podem facilitar a entrada do virus nas
células alvo. Este fenomeno, denominado imunoamplificacdo da infeccdo dependente de
anticorpos ou ADE (antibody-dependent enhancement), parece ter papel importante no

desenvolvimento de FHD/SCD em infantes e infecgdes secundarias (HALSTEAD;
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NIMMANNITYA; COHEN, 1970; CORDEIRO et al., 2008). Esta hipdtese tem sido
suportada por evidéncias in vitro e in vivo (HALSTEAD; PORTERFIELD; O'ROURKE,
1980; GONCALVEZ et al., 2007, ZELLWEGER; PRESTWOOD; SHRESTA, 2010).

Apesar da infec¢do secundaria ser o fator de risco principal, outros fatores tém
sido implicados no desenvolvimento da FHD, incluindo genotipo e sorotipo viral envolvido
na infec¢do (ROSEN, 1977; GUBLER et al., 1981; MESSER et al., 2003), fatores genéticos
do hospedeiro (HALSTEAD et al., 2001; SAKUNTABHALI et al., 2005; ACIOLI-SANTOS
et al., 2008) e idade (GUZMAN et al., 2002).

Estimativas indicam que 50 milhdes de infecg¢des causadas por dengue ocorram
anualmente em mais de 100 paises nas regides tropicais (Figura 1), com cerca de 500 mil
casos de FHD/SCD. Aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas vivem em dreas endémicas
com risco de infec¢io (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009). No Brasil, foram
notificados 585.769 casos de dengue em 2008, sendo 4.232 casos de FHD/SCD
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Esta situa¢io é alarmante porque estes nimeros tendem a
aumentar nos préximos anos como conseqiiéncia dos efeitos do aquecimento global (JETTEN;

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

3 ) January isotherm

10.C

July isotherm

" jocg”

Figura 1. Distribui¢io geografica dos casos de dengue nas regides tropicais. Em amarelo, paises ou areas
onde a doenga tem sido notificada. Fonte: (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009), modificado pelo
autor.

Apesar dos inimeros avangos, ndo ha uma terapia antiviral ou tratamento
especifico para a dengue (KUHN et al., 2002; NOBLE et al., 2010). O tratamento disponivel
¢ sintomatico, incluindo a reposi¢do de liquido e eletrdlitos nos casos mais graves
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Atualmente, os esforgos estio focados no

desenvolvimento de uma vacina tetravalente capaz de proteger contra os quatro sorotipos.
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Diferentes estratégias vem sendo empregadas, incluindo: virus quiméricos (GUY et al., 2008),
virus atenuados (SUN et al.,, 2003; DURBIN et al., 2005), virus inativados (ROBERT
PUTNAK et al., 2005), replicons (SUZUKI; WINKELMANN; MASON, 2009) e DNA (LU
et al., 2003). Uma das principais dificuldades na formulacdo de uma vacina segura e eficaz
contra a dengue ¢ a falta de um modelo animal que reproduza o desenvolvimento da FHD
(PANG; CARDOSA; GUZMAN, 2007).

Sem uma vacina ou terapia antiviral disponivel, o controle da dengue ¢ limitado
ao combate do mosquito vetor 4. aegypti. O programa de erradicacdo iniciado nas Américas
para prevenir os surtos urbanos epidémicos da febre amarela, foi capaz de reduzir a densidade
populacional do mosquito vetor e até erradicd-lo em alguns paises. Contudo, a descontinuagdo
do programa em 1970, aliado a incapacidade de erradicar o 4. aegypti na regido, levou a uma
rapida re-infestacdo do mosquito, seguido por surtos epidémicos no Caribe, América Central e
América do Sul (GUBLER, 1997; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009; SAN
MARTIN et al., 2010).

A introdug¢do do DENV1 em 1986 no Brasil, aliada as dificuldades de combate ao
vetor, resultou numa rapida dispersdo do virus pelo pais e, consequentemente, na ocorréncia
de epidemias em diversos estados da federacdo, incluindo Pernambuco em 1987. Em 1990, a
situagdo da dengue foi agravada pela introducdo do DENV2 e pelo aparecimento dos
primeiros casos de FHD. Em 1995, o virus chegou a Pernambuco dando inicio a segunda
epidemia de dengue no estado. A introdu¢do do DENV3 ocorreu em 2000, ocasionando
epidemias de grande magnitude em varios 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 (OSANALI et al., 1983). Desde entdo, ndo ha casos registrados
deste sorotipo no pais, exceto recentes relatos descrevendo o seu isolamento no estado do
Amazonas (FIGUEIREDO et al., 2008; DE MELO; ROMANO; DE ANDRADE ZANOTTO,
2009), ndo confirmados pelo Ministério da Satude. Apesar disso, devido a circulagdo do
DENV4 em paises que fazem fronteira com o Brasil, o risco de re-introducdo deste sorotipo

no pais ¢ eminente (GUBLER; MELTZER, 1999).
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1.2. O virus dengue

Pertencente ao género Flavivirus, o DENV ¢ um virus envelopado contendo um
capsideo icosaédrico denso. Seu genoma se apresenta na forma de um RNA de fita simples e
orientacdo positiva (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Dentro do género, também se
destacam outros virus de importancia médica, incluindo o virus da febre do oeste do Nilo
(West Nile virus, WNV), o virus da encefalite japonesa (Japanese Encephalitis virus, JEV) e o
virus da febre amarela (Yellow Fever virus, YFV), os quais também s3o transmitidos por
artropodes (GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007).

O genoma viral dos flavivirus (Figura 2), com aproximadamente 11.000 pares de bases
(pb), ¢ estruturado de maneira similar a um RNA mensageiro (RNAm). Ele apresenta um cap
tipo I (7-metil-guanosina) na extremidade 5°, uma regido 5’-UTR (untranslated region), uma
open reading frame (ORF) e uma regido 3’-UTR. Contudo, diferente do RNAm, o RNA viral
ndo ¢ poliadenilado (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007),
sugerindo um mecanismo de tradugdo distinto do empregado pelos RNAm celulares (EDGIL;

POLACEK; HARRIS, 2006).
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Figura 2. Organizagdo gendmica dos flavivirus e suas proteinas virais. Fonte: (FERNANDEZ-GARCIA et
al., 2009).
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A traducdo do RNA viral origina uma poliproteina de aproximadamente 3.400
aminoacidos (aa), a qual ¢ processada por proteases celulares e virais, gerando dez produtos
génicos (Figura 2): trés proteinas estruturais [C (capsideo), prM/M (membrana), E (envelope)],
presentes em proporcdes estequiométricas na particula viral, e sete proteinas nao-estruturais
(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b ¢ NS5) (KUHN et al., 2002; LINDENBACH; THIEL;
RICE, 2007).

A proteina do capsideo (C) ¢ uma proteina bésica com aproximadamente 11
quilodéltons (kDa), apresentando 4 a-hélices (al-a4). Ela é positivamente carregada nas
extremidades N- e C-terminais e contém uma regido interna hidrofobica envolvida na
associacdo com a membrana. A proteina C nascente também possui um dominio hidrofébico
(anchC) que funciona como sequéncia sinal para a translocacdo da proteina prM/M no
reticulo endoplasmatico. Em solugao, a proteina C se encontra na forma de dimero, a unidade
basica na montagem do capsideo (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005;
LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

O precursor da proteina M (prM) ¢ uma glicoproteina com aproximadamente 26 kDa.
A principal fun¢do de prM ¢ prevenir a fusdo prematura das particulas virais imaturas com as
membranas celulares durante a via de secre¢do. Ela também assisti no correto enovelamento
da proteina E durante a sua heterodimerizacdo (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A
conversao de particulas virais imaturas em particulas virais infecciosas ¢ mediada pela
clivagem de prM em M por uma furina residente do complexo de Golgi e ¢ dependente de pH.
Ap6s a clivagem, o heterodimero prM-E dissocia-se, levando a forma¢ao de homodimeros de
E (LI et al.,2008; YU et al., 2008).

A proteina E ¢ a principal glicoproteina na superficie viral e estd envolvida na ligagao
ao receptor, penetragdo viral e hemaglutinagdo. Com aproximadamente 53 kDa, ela ¢ formada
por trés dominios (Figura 3a): o dominio I (dominio central); o dominio II (dominio de
dimerizagdo) que contém o peptideo de fusdo; e o dominio III, similar a0 dominio das
imunoglobulinas e no qual se localiza o sitio de ligacdo ao receptor (MUKHOPADHYAY;
KUHN; ROSSMANN, 2005; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

Nas particulas virais infecciosas, a proteina E se apresenta na forma de um
homodimero (Figura 3b), com o peptideo de fusdo inacessivel. Durante a penetragdo viral, a
proteina E sofre um rearranjo conformacional sob condi¢gdes de baixo pH, levando a formagao
irreversivel de homotrimeros e a exposi¢ao do peptideo de fusdo, o qual medeia a fusdo das
membranas no endossomo (MODIS et al., 2004; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

Como principal proteina de superficie, a proteina E ¢ o alvo da resposta imune

protetora, induzindo a geragdo de anticorpos neutralizantes. Esta resposta imune humoral ¢é
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altamente dependente da conformagdo nativa da proteina (GUBLER; KUNO; MARKOFF,
2007; WHITEHEAD et al., 2007).

Além de produzir particulas virais, células infectadas com flavivirus também secretam
particulas subvirais durante o curso natural da infec¢@o. As particulas subvirais sdo compostas
apenas de prM/E imersas num envelope lipidico, ndo contendo capsideo e genoma viral
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007).
Estas particulas também sdo secretadas através da co-expressdo de prM/E em células
eucarioticas (MASON; SHUSTOV; FROLOV, 2006; WANG et al., 2009). Apesar das
diferengas no tamanho e estrutura comparados as particulas virais (KUHN et al., 2002), as
particulas subvirais retém a capacidade hemaglutinante e de fusdo, conferindo protegdo

quando avaliadas como imunizante (KONISHI; FUJII, 2002).
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Figura 3. Proteina E, a principal glicoproteina da superficie viral. Em (a), a proteina E ¢ apresentada na sua
estrutura homodimérica. Em (b), a mesma estrutura mostrada em (a) distribuida na superficie viral. Os dominios
I, II e III sdo representados em vermelho, amarelo e azul, respectivamente. Fonte: (a) (MUKHOPADHYAY;
KUHN; ROSSMANN, 2005); (b) (KUHN et al., 2002).

Envolvida nos estdgios iniciais da replicagdo, a glicoproteina NS1 apresenta doze
residuos de cisteina conservados entre os flavivirus. E uma proteina glicosilada, encontrada na
matriz intracelular, na superficie celular (na forma de dimeros) e extracelularmente (na forma
de hexameros). Sua glicosilacdo ¢ de fundamental importancia para a sua fun¢o, secrecdo e
processamento (CHANG, 1997; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A forma secretada da
proteina NS1 estimula a geracdo de anticorpos com atividade de fixacdo do complemento e
sua imunizag¢do € capaz de gerar protecdo (CHANG, 1997; COSTA; FREIRE; ALVES, 2006).
A proteina NS1 também tem sido implicada na patogenicidade da infec¢do (ALCON-
LEPODER et al., 2005; CHUNG et al., 2006) e, mais recentemente, vem sendo utilizada
como marcador precoce da infeccao por DENV (ALCON et al., 2002).

Com aproximadamente 22 kDa, a proteina NS2a ¢ uma pequena proteina associada a
membrana. Suas regides hidrofobicas, importantes para a sua localizagdo, sdo conservadas em

posicao entre os flavivirus. Ela ¢ fundamental no processamento da proteina NS1 e parece
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coordenar a transi¢do entre a replicagdo do RNA viral e o seu empacotamento na particula
viral (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A proteina NS2a esta associada aos sitios de
replicagdo do genoma viral e ¢ capaz de interagir com componentes do complexo de
replicagdo (RC, replication complex) (MACKENZIE et al., 1998). Uma mutacdo nesta
proteina bloqueou a secrecdo de particulas virais, indicando o envolvimento dela na formacao
da particula viral (LEUNG et al., 2008).

A proteina NS2a também esta envolvida nos mecanismos de evasdo da resposta imune,
atuando como antagonista da via de sinalizacdo do interferon (IFN) tipo I em DENV
(MUNOZ-JORDAN et al., 2003) e inibindo a via de inducdo do IFN tipo I em WNV (LIU et
al., 2006). Além disso, tem sido associado a ela um papel na disseminacgao viral no mosquito
vetor (MCELROY et al., 2006a).

Assim como a proteina NS2a, a proteina NS2b ¢ hidrofobica e esta associada a
membrana. Ela atua como cofator para a proteina NS3, sendo fundamental para a atividade
proteolitica do complexo NS3-NS2b, a protease viral (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).
Com aproximadamente 70kDa, a proteina NS3 ¢ uma proteina multifuncional, envolvida no
processamento da poliproteina viral e na replicagdo do genoma viral (CHANG, 1997). Ambas
as fungdes requerem dominios distintos da proteina: a atividade proteolitica esta localizada na
regido N-terminal, a qual interage com a proteina NS2b; As atividades RNA helicase,
nucleosideo 5’-trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase (RTPase) residem na regido C-
terminal da proteina e sdo essenciais na replicacdo do RNA viral (MATUSAN et al., 2001;
LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

Mais recentemente, foi mostrado que a proteina NS3 desempenha um papel
fundamental na formagdo da particula viral, independente das suas fung¢des enzimaticas
conhecidas (PATKAR; KUHN, 2008). Ela também parece estar envolvida na patogenicidade,
induzindo apoptose (SHAFEE; ABUBAKAR, 2003). Por ser amplamente conservada entre os
flavivirus e desempenhar funcao crucial em diversas etapas do ciclo replicativo, a inibi¢do da
proteina NS3 tem sido considerada uma valiosa estratégia de intervencdo para o tratamento
das infec¢des causadas por flavivirus (LESCAR et al., 2008).

As proteinas NS4a e NS4b sdo pequenas proteinas hidrofobicas, associadas a
membrana. Assim como as proteinas NS2a e NS2b, apresentam suas regides hidrofobicas
conservadas em posic¢do entre os flavivirus (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Ambas as
proteinas estdo envolvidas na replicacdo do genoma viral: a proteina NS4a estd presente nos
sitios de replicagdo do genoma viral, onde interage com a proteina NS1. Ela também ¢ capaz
de induzir alteracdes de membrana no RC (MACKENZIE et al., 1998; LINDENBACH;
RICE, 1999; MILLER et al., 2007); a proteina NS4b também ¢ um dos componentes do RC.
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Nele, ela interage com a proteina NS3 e com o RNA viral de fita dupla, um intermediério da
replicacio do genoma viral (MILLER; SPARACIO; BARTENSCHLAGER, 2006;
UMAREDDY et al., 2006).

Ambas as proteinas também estdo envolvidas nos mecanismos de evasdo da resposta
imune. Em DENV, as proteinas NS4a e NS4b, juntamente com a proteina NS2a, inibem a via
de sinalizagdo do IFN tipo I. A proteina NS4b ¢ o principal antagonista desta via e esta fun¢ao
¢ compartilhada por proteinas NS4b de outros flavivirus (MUNOZ-JORDAN et al., 2003;
MUNOZ-JORDAN et al., 2005). Além disso, ela tem sido implicada, juntamente com a
proteina NS2a, na disseminag¢do viral no mosquito vetor (MCELROY et al., 2006a).

Amplamente conservada entre os flavivirus, a proteina NS5 ¢ uma proteina
multifuncional fosforilada, envolvida na replicacdo viral. Apresenta dois dominios funcionais:
o dominio 5’-metiltransferase (MTase), localizado na regido N-terminal da proteina e o
dominio RdRP (RNA-dependent RNA polymerase), residindo na regido C-terminal
(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007, BHATTACHARYA et al., 2009; ISSUR et al., 2009).

Apresentando um sitio de ligagdo para o trifosfato de guanosina (GTP), o dominio
MTase participa da formacao do cap tipo I nos RNA virais, a qual ¢ dependente de elementos
especificos na regido 5’-UTR (RAY et al., 2006). O dominio RARP atua como a polimerase
viral, responsavel pela sintese dos RNAs virais (ACKERMANN; PADMANABHAN, 2001).
Localizada nos sitios de replicacio do genoma viral, a proteina NS5 forma o complexo
replicativo com a proteina NS3. Ela ¢ capaz de estimular as atividades NTPase e RTPase da
proteina NS3, envolvidas na replicagdo (YON et al., 2005; LINDENBACH; THIEL; RICE,
2007).

Além da sua fungdo na replicacdo do RNA, a proteina NS5 também tem sido
implicada em mecanismos de evasdo da resposta imune, atuando como antagonista da via de
sinalizacdo do IFN tipo I em diversos flavivirus (LIN et al., 2006; ASHOUR et al., 2009;
LAURENT-ROLLE et al., 2010) e patogenicidade, induzindo a transcri¢ao e tradugao de IL-8
(MEDIN; FITZGERALD; ROTHMAN, 2005). A proteina NS5 ¢ também um dos principais
alvos no desenvolvimento de compostos antivirais (DONG; ZHANG; SHI, 2008).

1.2.1. Ciclo replicativo viral

Diferentes linhagens celulares sdo permissivas a infec¢do in vitro e in vivo por DENV

e outros flavivirus. Apds a adsor¢do do virion na superficie celular, sua entrada na célula
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ocorre via endocitose mediada por receptor especifico para a proteina E [Figura 4, (1)].
Apesar dos inameros receptores descritos (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; LINDENBACH;
THIEL; RICE, 2007), o receptor DC-SIGN ¢ o receptor mais bem caracterizado ¢ medeia a
infeccdo por DENV em células dendriticas (TASSANEETRITHEP et al., 2003). Contudo, ¢
possivel que mais de um receptor esteja envolvida na adsor¢do e entrada do virus na célula

(POKIDYSHEVA et al., 2006).
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Figura 4. Ciclo replicativo dos flavivirus. Os flavivirus sdo internalizados via endocitose mediada por receptor
(1) e direcionados ao endossomo precoce, onde a acidificagdo da organela induz a fusdo (2) entre sua membrana
e o envelope viral, levando a liberagdo do genoma viral (3). A tradugdo do RNA viral é seguida pelo
processamento da poliproteina viral por proteases virais e celulares (4). Apos a traducdo, o complexo replicativo
¢ formado e associado a estruturas membranosas induzidas pelo virus, onde a replicagéo ocorre (5). A partir do
RNA (+), o RC sintetiza o RNA (-), o qual serve de molde para sintese de novos RNA (+). A progénie de RNA
(+) pode iniciar um novo ciclo de traducgéo ou ser empacotado em particulas virais. O empacotamento viral (6)
ocorre na superficie do reticulo endoplasmatico (RE), seguido pelo brotamento das proteinas estruturais e da
progénie de RNA (+) no lumen do RE. As particulas virais imaturas resultantes sdo transportadas para o trans-
Golgi, onde a clivagem de prM em M pela furina leva a maturagdo das particulas viral (7) que sdo liberadas por
exocitose (8). Fonte: (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

Uma vez internalizado, o virus ¢ direcionado ao compartimento endossomal precoce
(CHANG, 1997; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Nele, o baixo pH induz um rearranjo
conformacional irreversivel na proteina E [Figura 4, (2)], levando a sua trimerizacdo e
exposicao do peptideo de fusdo. Isto resulta na fusdo do envelope viral com a membrana

endossomal e liberagdo do capsideo viral no citoplasma [Figura 4, (3)] (KUHN et al., 2002;



23

MODIS et al., 2004; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). A eficiéncia de
fusdo ¢ influenciada pela composicdo das membranas lipidicas (LINDENBACH; THIEL;
RICE, 2007).

No citoplasma, o capsideo viral dissocia-se liberando o RNA viral. Conforme descrito
anteriormente, o RNA viral apresenta uma estrutura similar ao RNAm celular, exceto pela
auséncia de uma cauda poli-A na sua extremidade 3’. A tradu¢do do genoma origina uma
poliproteina viral, a qual é processada por proteases virais e celulares [Figura 4, (4)] (CLYDE;
KYLE; HARRIS, 2006; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A tradugao e a replicagdo dos
flavivirus ocorre em associacdo a estruturas intracelulares membranosas derivadas do reticulo
endoplasmatico (RE) (MACKENZIE et al., 1998; WELSCH et al., 2009).

Diversos dominios e estruturas secundarias conservadas nas regides 5’-UTR, 3’-UTR
e na regido codificante da proteina C (Figura 5a e 5b) tém sido identificadas como
importantes para a tradugdo ou replicagdo do genoma viral (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006;
VILLORDO; GAMARNIK, 2009). Na tradu¢ao, os dominios DBI, DB2, VR e,
particularmente 3’SL, todos na regido 3’UTR (Figura 5b), contribuem para aumentar a
eficiéncia de traducdo e ¢ dependente de cap (HOLDEN; HARRIS, 2004; CHIU; KINNEY;
DREHER, 2005). O dominio cHP (Figura 5a), uma estrutura secundaria localizada na regiao
codificante da proteina C, ¢ crucial na selecdo do codon de iniciacdo da traducdo pelo
ribossomo, além de ter um papel importante na replicagdo do genoma (CLYDE; HARRIS,
2006).

5.00 nm

I

Figura 5. Regides 5’-UTR e 3’-UTR de DENYV e suas fun¢des na circularizacio do genoma viral. Em (a) e
(b), as regides S’UTR e 3’UTR de DENV, respectivamente. Ambas as regides apresentam estruturas secundarias
conservadas em outros flavivirus e importantes na tradugdo e replicagdo do genoma viral. Em (c), uma
micrografia de microscopia de for¢a atomica, mostrando a importancia das estruturas secundaria nas regides 5’-
UTR e 3’-UTR na circulariza¢do do genoma viral e na interagdo com a proteina NS5, a polimerase viral. Fonte:
(a) e (b) (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006), modificado pelo autor; (¢c) (FILOMATORI et al., 2006).
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Como os flavivirus utilizam o mesmo RNA (+) para a tradug¢do e replicagdo do
genoma, os dois processos ndo podem ocorrer simultaneamente. Assim, apds a traducao das

proteinas virais inicia-se a replicagdo do genoma (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Os
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dominios 5’CS, 3°CS, 5’UAR e 3’UAR sdo elementos especificos nas regides 5’-UTR e 3’-
UTR que apresentam seqiiéncias complementares invertidas. Eles sdo requeridos para a
circularizacdo do genoma (Figura 5c), a estratégia de replicagdo dos flavivirus (ALVAREZ;
LODEIRO et al., 2005; ALVAREZ; FILOMATORI; GAMARNIK, 2008; VILLORDO;
GAMARNIK, 2009). Além de atuarem na tradu¢do, os dominios DB1, DB2, VR e 3’SL da
regido 3’UTR também estdo envolvidos na regulacdo da sintese de RNA viral (ALVAREZ;
DE LELLA EZCURRA et al.,, 2005; ALVAREZ; FILOMATORI; GAMARNIK, 2008;
VILLORDO; GAMARNIK, 2009).

A replicagdo inicia-se com a sintese do RNA de orientagdo negativa [RNA (-)], o qual
serve de molde para a sintese de novas moléculas de RNA (+) [Figura 4, (5)]. Durante a
replicagdo, o0 RNA (+) € produzido em excesso em relacdo ao RNA (-). Assim, a replicagao
dos flavivirus ¢ dita assimétrica (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A proteina NS5 ¢
recrutada ao sitio de iniciacdo da sintese pelo promotor SLA, localizado na regido 5’-UTR
(FILOMATORI et al., 2006). O RC dos flavivirus estd associado a membranas, derivadas do
RE e induzidas pelas proteinas virais (WELSCH et al., 2009). Nele, o RNA viral interage
com as diversas proteinas 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 flavivirus, incluindo: o
RNA gendmico, o RF (a forma replicativa em dupla fita) e o RI (o intermediario replicativo).
Mais recentemente, um RNA ndo-codificante, derivado da regido 3’-UTR, tem sido detectado
em células infectadas por flavivirus. Ele € requerido para a patogenicidade (PIJLMAN et al.,
2008; LIU et al., 2010).

A progénie de RNA (+) formada pode iniciar um novo ciclo de tradugdo ou ser
empacotado em particulas virais [Figura 4, (6)]. A morfogénese viral ocorre em associagao
com membranas intracelulares (WELSCH et al., 2009). A interagdo da proteina C com o
RNA viral gendémico leva a formagdo do capsideo, o qual adquire o envelope viral via
brotamento no limen do RE (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). O envelope viral
apresenta as proteinas prM/E na sua forma heterodimérica, que protege a exposicdo do
peptideo de fusdo na proteina E. A partir dai, a particula viral imatura segue pela via
secretoria celular. No complexo de Golgi, a proteina prM sofre uma clivagem dependente de
pH pela furina [Figura 4, (7)] (LI et al, 2008; YU et al., 2008). Apds a clivagem, o
heterodimero prM-E dissocia-se, levando a formacdo de homodimeros de E, encontrado na
particula viral madura (KUHN et al., 2002; MODIS et al., 2004). A particula viral madura é,

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

Um sistema de genética reversa ¢ uma poderosa ferramenta que permite a direta
manipula¢do do genoma de um virus de RNA, a partir de seu cDNA clonado (RUGGLI;
RICE, 1999). Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas, levando em consideracdo a
organiza¢do 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 flavivirus foi desenvolvido a cerca de 20
anos, com a descri¢ao da construgdo do clone infeccioso do YFV (RICE et al., 1989). Desde
entdo, foram descritos a constru¢do de clones infecciosos para diversos flavivirus: DENV1
(PURI et al., 2000), DENV2 (KINNEY et al., 1997; POLO et al., 1997), DENV3 (BLANEY
et al., 2004), DENV4 (LAl 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 flavivirus ¢ a instabilidade do cDNA clonado do genoma viral em sistemas procariotos
(RUGGLI; RICE, 1999). A ocorréncia de mutagdes indesejadas ¢ um problema recorrente
nestes sistemas (BOYER; HAENNI, 1994; POLO et al., 1997). Tem sido sugerido que a
juncdo entre NS1-E no genoma viral, ou um produto toxico derivado desta regido, seja
responsavel pela instabilidade destes clones infecciosos, apesar das razdes para esta

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

Diferentes abordagens tém sido empregadas para superar estes problemas de
instabilidade, incluindo uso de plasmideos low-copy (BREDENBEEK et al., 2003), Bacterial
Artificial Chromosomes (BACs) (SUZUKI et al., 2007), diferentes linhagens de Escherichia
coli (BREDENBEEK et al., 2003), introdu¢ao de um linker (BLANEY et al., 2004), uso de
levedura (POLO et al., 1997) e clonagem do genoma viral em sistema de dois plasmideos

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

Com o intuito de expandir as ferramentas experimentais para o estudo dos flavivirus,
os sistemas de genética reversa baseado em replicons subgendmicos ou RNAs auto-
replicativos vém ganhando grande importancia nos Uultimos anos (KHROMYKH;
WESTAWAY, 1997). Apresentando uma ou mais proteinas estruturais deletadas, os replicons
sdo competentes em replicacdo autdnoma, mas incapazes de formar particulas virais
infecciosas (KOFLER et al., 2004; JONES; PATKAR; KUHN, 2005; WIDMAN et al., 2008).

Uma das grandes vantagens dos replicons ¢ o isolamento da replicagdo do genoma da
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morfogénese viral, os quais sdo acoplados (KHROMYKH et al., 2001), permitindo um
mapeamento preciso das proteinas, dominios e seqiiéncias no RNA diretamente envolvidas na
replicagdo viral (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997).

A construcdo de replicons ja foi descrita para diversos flavivirus, 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), virus da encefalite
transmitida por carrapatos (7ick-borne Encephalitis virus, TBEV) (KOFLER et al., 2004) e
virus Kunjin (Kunjin virus, KUNV) (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997).

Os sistemas de genética reversa para flavivirus t€ém permitido a elucidag@o de varios
aspectos do ciclo de vida viral, incluindo: o papel das proteinas virais no ciclo replicativo
(LINDENBACH; RICE, 1999; MATUSAN et al., 2001; LEUNG et al., 2008; PATKAR;
KUHN, 2008), na disseminacdo viral no mosquito vetor (MCELROY et al., 2006a;
MCELROQY et al., 2006b) e na patogenicidade e/ou nos mecanismos de evasdo da resposta
imune (LIU et al., 2006, HERSHKOVITZ et al., 2008; LAURENT-ROLLE et al., 2010); nas
seqiiéncias e dominios no RNA viral, envolvidos na regulacdo da tradu¢do (HOLDEN;
HARRIS, 2004; CLYDE; HARRIS, 2006) e replicacio (ALVAREZ; DE LELLA EZCURRA
et al., 2005; ALVAREZ; LODEIRO et al., 2005; ALVAREZ; FILOMATORI; GAMARNIK,
2008). Eles também tém facilitado a avaliagdo 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 ¢ o desenvolvimento
de vacinas. Uma das estratégias mais promissoras ¢ a tecnologia ChimeriVax®, na qual os
genes prM/E do YFV 17D sdo substituidos pelos respectivos genes do DENV1-4. Em ensaios
clinicos, a vacina mostrou-se segura e imunogénica (GUY et al., 2008). A mesma tecnologia
tem sido aplicada a outros flavivirus (MONATH et al., 2003; ARROYO et al., 2004).

Numa outra estratégia, uma delecdo de 30 nt introduzida na regido 3’-UTR do DENV4
foi capaz de atenuar o virus sem perder imunogenicidade (DURBIN ef al., 2005). Apesar de
promissora, o grupo vem encontrando dificuldades em atenuar outros sorotipos com a mesma
delecao (BLANEY et al., 2004; BLANEY et al., 2008).

Usando replicons, uma das estratégias mais inovadoras ¢ a tecnologia RepliVax®.
Nela, um replicon de WNV contendo a proteina C deletada (WIDMAN et al., 2008) tem os
genes prM/E substituidos pelos do DENV2. A vacina apresentou eficacia 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 expressdo para genes heterdlogos, os replicons

apresentam uma série de vantagens em relacdo aos vetores convencionais, incluindo: altos
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niveis de expressdo génica pela capacidade de replicagdo autdénoma; replicacdo
exclusivamente citoplasmdtica, eliminando qualquer possibilidade de integragao
cromossomica; incapacidade de realizar mais de um ciclo de infec¢do, fazendo deles um
instrumento seguro para o desenvolvimento de vacinas; e genoma pequeno que permite facil
manipulagdo (VARNAVSKI; YOUNG; KHROMYKH, 2000; ANRAKU et al., 2002). Outra
qualidade dos replicons sdo as diferentes formas nas quais eles podem ser utilizados como
imunizante: DNA (CHANG et al, 2008), RNA (ABERLE et al, 2005) ou particulas
defectivas (ISHIKAWA et al., 2008; WIDMAN et al., 2008; SUZUKI; WINKELMANN;
MASON, 2009).

1.3.2. Técnica de recombinacio homodloga em levedura

A capacidade que fragmentos lineares de DNA tem de estimular recombinagdo em
Saccharomyces cerevisiae tem levado ao rapido desenvolvimento de metodologias para a
manipulagdo de DNA em levedura (OLDENBURG et al., 1997).

Uma das metodologias mais amplamente empregadas ¢ a clonagem baseada na técnica
de recombinagdo homoéloga em levedura (SHANKS et al., 2009). Nesta estratégia, um
fragmento qualquer de DNA, contendo seqiiéncias homologas ao vetor nas suas extremidades,
pode ser diretamente clonado por recombinagdo in vivo neste vetor linearizado. Multiplos
fragmentos de DNA podem ser corretamente recombinados numa unica molécula,
demonstrando a robustez da técnica (GIBSON, 2009; GIBSON et al., 2009).

Um dos requerimentos basicos da técnica de recombinagdo homdloga em levedura ¢ a
presenca de homologia suficiente nas extremidades dos fragmentos ou do vetor a serem
recombinados para recrutar a maquinaria de recombinagdo. Inicialmente, acreditava-se que
uma homologia maior que 100 pb era necessdria para induzir recombinagdo. Contudo,
diferentes trabalhos tem demonstrado que uma homologia entre 15 — 50 pb ¢ suficiente para
mediar o processo (OLDENBURG et al., 1997; GIBSON, 2009).

Além de ser um método simples, eficiente e robusto, a técnica de recombinacio
homologa em levedura ndo ¢ limitada a presenca de sitios de restricdo, como os sistemas
procariotos convencionais, nos quais multiplas etapas de amplificacdo e clonagem sao
necessarias (SHANKS et al., 2009).

Suas aplicacdes incluem a clonagem de genes e constru¢do de genes quiméricos

(OLDENBURG et al., 1997), a clonagem de grandes fragmentos de DNA em projetos de
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sequenciamento gendomico (RAYMOND; SIMS; OLSON, 2002) e a construcdo de vetores
(SHANKS et al,, 2009). Mais recentemente, a técnica de recombina¢do homologa em
levedura tem sido empregada com sucesso na constru¢do 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 constru¢do de clones infecciosos de flavivirus (POLO et al.,

1997; PURI et al., 2000).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

= Desenvolver um sistema de genética reversa para o virus dengue tipo 3

(DENV3), isolado em Recife.

2.2. Objetivos especificos

1. Construir um clone infeccioso do DENV3, isolado em Recife.
2. Recuperar virus infeccioso a partir do clone infeccioso construido.

3. Realizar a caracterizagdo in vitro do virus recuperado a partir do clone
infeccioso.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Cultivo de células e virus

Nos experimentos, células BHK-21 e Vero foram mantidas em meio MEM (Minimum
Essential Medium), suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) e antibidticos (penicilina
e estreptomicina). Os estoques de virus 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 antibioticos (penicilina e estreptomicina). Todos os

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

3.2. Construcao e recuperacao do clone infeccioso DENV3

3.2.1. Amplificacdo dos fragmentos de recombinacio por PCR

Plasmideo pBSC-IC-DENV3-pA

O plasmideo pA foi construido por recombinagdo homologa em levedura com dois
fragmentos (vetor pBSC + inserto). Inicialmente, cerca de 4 pg do plasmideo pBSC-HDR, um
vetor shuttle com capacidade de se replicar em E. coli e em levedura, foi digerido com as
enzimas EcoRI/Rsrll. Durante o curso dos experimentos, houve uma série de dificuldades em
digerir o plasmideo eficientemente. As principais razdes foram o grande tamanho do
plasmideo (aproximadamente 25 Kb) e a qualidade do DNA extraido. Por estas razdes, optou-
se por amplificar o vetor por PCR.

O segundo fragmento, contendo a regido das proteinas estruturais, foi amplificado por
PCR e contém um sitio para a enzima BamHI na extremidade 3°. Para 50 pL de reacdo de
PCR foram utilizados 1X do tampao KlenTag-LA polimerase (Clontech), 1,3% DMSO, 0,4 M
betaine (Sigma), 200 uM de cada dNTP, 1U KlenTaq-LA polimerase (Clontech), 20 pmol de
primer especificos e 100 ng de DNA molde. As condi¢cdes de PCR foram: 5 min a 95°C para
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desnatura¢do inicial, seguida de 30 ciclos, cada ciclo composto de 1 min de desnaturagdo a
93°C, 1 min de pareamento a 56°C, 2,5 min de extensdo a 72°C, e 15 min finais de extensao.

O vetor e o inserto foram separados em gel de agarose. As bandas, correspondentes
aos segmentos necessarios a recombinacao, foram excisadas do gel e purificadas com o kit

QlAquick Gel Extraction (QIAGEN), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Plasmideo pBSC-IC-DENV3-pB

Os fragmentos necessdrios para a recombina¢do foram amplificados por PCR e
denominados por PCRI, PCRII e PCRIII. Estes trés fragmentos compdem praticamente toda a
regido das proteinas ndo-estruturais mais a regido 3’-UTR. O PCRI apresenta um sitio para a
enzima BamHI na extremidade 5°. Para 50 pL de rea¢do de PCR foram utilizados 1X do
tampao KlenTaqg-LA polimerase (Clontech), 1,3% DMSO, 0,4 M betaine (Sigma), 200 uM de
cada ANTP, 1U KlenTaq-LA polimerase (Clontech), 20 pmol de primer especificos e 100 ng
de DNA molde. As condi¢des de PCR foram: 5 min a 95°C para desnaturacdo inicial, seguida
de 30 ciclos, cada ciclo composto de 1 min de desnaturacao a 93°C, 1 min de pareamento a
56°C, 2,5 min de extensdo a 72°C para os PCRI e PCRII ou 4,5 min para o PCRIII, e 15 min
finais de extensdo a 72°C.

Como descrito anteriormente, dadas as dificuldades encontradas em digerir o
plasmideo pBSC-HDR, optou-se por amplifica-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 necessarios a recombinagdo, foram excisadas do gel e purificadas com o kit

QlAquick Gel Extraction (QIAGEN), seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.2.2. Transformacdo em levedura

Uma colénia da linhagem RFY206 (MATa his3A200 leu2-3 lys2A201 ura3-52
trplA::hisG) (FINLEY; BRENT, 1994) de S. cerevisiae foi crescida em 5 mL de meio YPB
(Yeast Peptone Dextrose), a 30°C overnight (O/N). No dia seguinte, foi preparado um indculo
com uma densidade otica (Optical Density, OD) de 0,2 em meio YPB. Este indculo foi
incubado a 30°C até alcancar uma OD de 0,55. Entdo, as células foram coletadas por
centrifugacdo, lavadas uma vez com ddH,O e transformadas por acetato de litio (LiOAc),

como descrito anteriormente (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).



32

Sucintamente, o pellet foi ressuspendido em 3 mL da solucdo 1X TE/LiOAc e
distribuido em trés tubos. As células foram concentradas por centrifugacdo e lavadas mais
uma vez com a mesma solucdo. Em outros trés tubos foi adicionado em cada um 6 pL do
vetor pBSC, 30 ug DNA carreador Salmon Sperm (Invitrogen), 2 pL 1X TE e 2 pL 1X
LiOAc. Em um dos tubos (recombinagdo, pA) foi adicionado 4 pL do produto de PCR
(descrito anteriormente) mais 10 pL. de ddH,O. No segundo tubo (recombinacdo, pB) foi
adicionado 8 pL PCRI, 3 pL PCRII e 3 pL PCRIII (descritos anteriormente). Como controle,
no ultimo tubo (vetor vazio), foi adicionado 14 puL. de ddH,O. Estas reagdes foram utilizadas
para ressuspender os pellets de levedura.

Em seguida, foram adicionado 140 pL da solugdo 1X TE/LiOAc/PEG. A suspensdo de
células foi homogeneizada e incubada a 30°C por 40 min. Depois, foi adicionado 20 pL de
DMSO. A suspensdo foi levemente homogeneizada e incubada a 42°C, por 20 min. Por fim,
as células foram coletadas por centrifugacdo e o pellet ressuspendido em 500 pL. de uma
solucao de aminoécidos sem Triptofano (Trp). A suspensdo foi plaqueada em placas contendo

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

3.2.3. Extracdo de DNA plasmidial de levedura

Colonias positivas foram selecionadas e crescidas em 5 mL de meio YNB (-Trp) a
30°C O/N. Este pré-inoculo foi diluido em 500 mL de meio YNB (-Trp) e crescido a 30°C por
2 dias. Apods o periodo de incubagdo, as células foram concentradas por centrifugagdo e
lavadas uma vez com ddH,O.

O pellet foi ressuspendido em 4 mL de tampao SCE (1M Sorbitol, 100mM NaAc e 60
mM EDTA). Em seguida, 50 pL de zimolase (200 mg/mL) e 30 uL B-mercaptoetanol foram
adicionados. As células foram incubadas a 37°C por 2 horas e depois concentradas por
centrifugacdo. A partir desta etapa, a extracdo de DNA plasmidial foi realizada utilizando o

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

As regides clonadas nos plasmideos pA e pB foram amplificadas por PCR (conforme
descrito anteriormente), purificadas e utilizadas nas reagdes de sequenciamento. As reagdes
foram realizadas com o kit ABI BigDye terminator cycle sequencing (Applied Biosystems) e
os produtos desta reacdo foram separados em um seqiienciador ABI 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). As seqiiéncias adquiridas foram analisadas com o auxilio do pacote de

softwares Lasergene (DNA Star).

3.2.5. Recuperacio do genoma completo do clone infeccioso DENV3 por ligacio in vitro

As regides clonadas nos plasmideos pA e pB foram amplificadas por PCR, purificadas
e digeridas com a enzima BamHI. Ap6s uma segunda purificagdo, os dois fragmentos foram
ligados in vitro pela T4 DNA ligase, numa propor¢ao molar 1:1. As reagdes de ligagao foram

incubadas a 16°C O/N e depois inativadas a 65°C.

3.2.6. Transcricao in vitro

O genoma do IC-DENV3, recuperado por ligacdo in vitro, foi purificado por fenol-
clorofémio, seguido por precipitagdo com etanol. A transcri¢do in vitro foi mediada pelo
promotor T7. Os RNAs do IC-DENV3 foram produzidos com o kit 77 MEGAscript in vitro
transcription (Ambion) com a adi¢do do analogo ao cap tipo I (7-metil-guanosina), segundo

as recomendacoes do fabricante.

3.2.7. Transfeccdo de células BHK-21 por eletroporacio

Para a eletroporacdo, 2 x 10° células BHK-21 foram ressuspendidas em 100 pL de
cytomix (ANSARI et al., 2004) e a suspensdo de células foi misturada com 10-20 pg do RNA
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transcrito in vitro. A eletroporagdo foi feita em cuvetas de 2 mm, seguindo as seguintes
condi¢des para o eletroporador ECM-830 (BTX): 1200 V (voltagem), 100 pseg (duracdo do
pulso) e 2 pulsos com intervalo de 1 seg entre pulsos. Apos a transfeccdo, as células foram

transferidas para meio MEM completo.

3.2.8. Ensaios de imunofluorescéncia

Células BHK-21, com 3-8 dias apds a transfec¢do, foram fixadas em acetona/PBS (1:1,
v/v) a 4°C por 10 min. Para a detecgdo de antigenos virais, as células foram incubadas a 37°C
por 1 h com um anticorpo policlonal para flavivirus (diluido 1:100 em PBS), lavadas duas
vezes com PBS, seguida pela incubagdo a 37°C por 1 h com um anticorpo secundario contra
imunoglobulina G (a-IgG) de camundongo, marcado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), diluido 1:100 em PBS (Sigma). Por fim, as células foram marcadas com 0,1 mg/mL
de Hoechst 33258. A microscopia de fluorescéncia foi realizada em nosso laboratorio,

utilizando o microscopio DMI 40008 (Leica).

3.3. Caracterizacao do clone infeccioso DENV3 in vitro

3.3.1. Infeccdo viral

Células BHK-21 foram infectadas com cada virus recuperado a partir de cada clone
infeccioso a uma MOI (Multiplicity of Infection) de 1-3. Ap6s um periodo de adsorcdo de 2
horas, o inéculo foi removido e substituido com meio MEM contendo 5% de SFB e
antibioticos (penicilina e estreptomicina). Apds o aparecimento de efeito citopatico, os virus
foram coletados, aliquotados e congelados a -80°C. O ensaio de infecc¢do foi repetido por 3

passagens sucessivas para cada um dos virus recuperados.
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3.2.2. Confirmacao da identidade dos virus recuperados

Apoés a terceira passagem, o RNA dos virus recuperados foi extraido a partir do
sobrenadante de células infectadas, utilizando o kit Ql4damp 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 restri¢do.

3.3.3. Sequenciamento dos virus recuperados apds sucessivas passagens em células BHK-21

Apoés a terceira passagem, o RNA dos virus recuperados foi extraido a partir do
sobrenadante de células infectadas, utilizando o kit Ql4amp 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 reagdes de
sequenciamento. As reagdes foram realizadas com o kit ABI BigDye terminator cycle
sequencing (Applied Biosystems) e os produtos desta reagdo foram separados em um
seqiienciador ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As seqiiéncias adquiridas

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

3.3.4. Caracterizacio dos virus recuperados por ensaio de placa

Para os ensaios de placa, células BHK-21 ou Vero foram semeadas em placas de 6
pogos, numa concentragio de 4x10° células por pogo 24 horas antes do ensaio. No dia do
ensaio, as células foram infectadas com diluicdes seriadas (107" a 10°) de cada virus em teste.
O DENV3 selvagem, crescido em células C6/36, foi usado como controle positivo. Apos 1
hora de adsor¢do a 37°C, o indculo viral foi removido e as células cobertas com meio MEM
semi-solido, contendo 1% de agarose, 5% SFB e antibioticos (penicilina, estreptomicina e

anfotericina B). As células foram incubadas a 37°C por nove dias.
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Apds o periodo de incubacdo, as placas ou foci formados foram revelados. Para os
ensaios de placa em células BHK-21, as placas foram reveladas através da coloracdo com
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), um solugdo de 5 mg/mL MTT em PBS. Nas
células Vero, os foci foram revelados pela técnica de imunoperoxidase. Apos a remog¢ao do
meio semi-sélido, as células foram fixadas em acetona/PBS (3:7, v/v) e incubadas a 37°C por
1 h com um anticorpo policlonal para flavivirus (diluido 1:100). Apos as lavagens, as células
foram incubadas a 37°C por 1 h com HRP-rec-Protein G (Zymed), diluido 1:500. Apds as

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

4.1. Abordagem inicial

Inumeras tentativas sem sucesso foram realizadas na recuperagdo do clone infeccioso
DENV3, a partir do genoma clonado em nosso laboratorio. Visando eliminar os problemas de
instabilidades encontrados, um /linker foi introduzido préximo a jungdo E-NS1 do genoma
viral (Figura 6). Este linker continha cddons de terminacdo nas trés fases de leitura, tanto na
fita sense como na fita anti-sense, impedindo a expressdo de qualquer produto toxico que
porventura estivesse sendo expresso. Apds a construcdo do clone infeccioso, o linker,
flanqueado por sitios de restricdo, poderia ser removido por digestdo enzimdtica e

recircularizado por ligacdo in vitro, antes da transcricao in vitro.
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Figura 6. Diagrama esquematico da abordagem inicial da construcio do clone infeccioso DENV3. O
genoma viral do DENV3, amplificado em quatro fragmentos, foi clonado no vetor pBSC. Todos os fragmentos
apresentam sequéncias homologas nas extremidades. Proximo a jungdo entre E-NS1 foi introduzido um linker,
flanqueado por sitios de restri¢do 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 /inker, no nosso sistema flanqueado por

sitios de restricdo para a enzima BamHI, foi introduzido entres os fragmentos F1 e F2 que



38

corresponde a regido da juncao E-NS1. A construcio do clone infeccioso foi realizada através
da técnica de recombinagdo homologa 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 regides homologas e foram introduzidos na linhagem

RFY206 da levedura S. cerevisiae por transformag¢do com acetato de litio (LiOAc). As

coldnias foram selecionadas em meio YNB (-Trp).

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

Colonias positivas foram utilizadas para extracio de DNA plasmidial e o DNA
extraido (pBSC-DENV3-/inker) usado na amplificacdo do genoma completo do DENV3 por
PCR (Figura 7b). Os produtos de PCR (DENV3-linker) foram purificados e enviados para
sequenciamento. A identidade da constru¢do foi confirmada por sequenciamento (Figura 8).
Os resultados do sequenciamento também mostraram que o /inker introduzido ndo 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 sequéncias obtidas.
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Para excluir qualquer possibilidade de que as mutagdes encontradas no clone
infeccioso ja estivessem presentes nos fragmentos usados na recombinagdo, os mesmos
também foram sequenciados. Nenhuma das mutacdes presentes no clone infeccioso foi

encontrada nos fragmentos sequenciados.

4.2. Construcao e recuperacao do clone infeccioso DENV3 em sistema de 2
plasmideos

Uma estratégia bastante difundida para resolver o problema da instabilidade nos
sistemas de genética reversa ¢ o uso do sistema de dois plasmideos (Figura 9), no qual o
cDNA do genoma viral ¢ dividido em duas partes que sdo clonadas isoladamente. Para
recuperar o clone infeccioso, as duas partes sdo ligadas in vitro e o produto da ligacao

transcrito in vitro. O RNA viral produzido ¢, entdo, introduzido em células suscetiveis para a

recuperacdo do virus.
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Figura 9. Diagrama esquemsitico da estratégia de construgio do clone infeccioso DENV3 em sistema de 2
plasmideos. Nesta estratégia, genoma viral ¢ dividido em duas partes (pA e pB) que sdo clonadas isoladamente.
Para a recuperacdo do clone infeccioso, as duas partes sdo unidas por liga¢do in vitro. Os plasmideos pA e pB
foram amplificados em um e trés fragmentos, respectivamente.
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Neste sistema, o genoma do DENV-3 foi dividido e clonado em dois plasmideos
(Figura 9). Todos os fragmentos foram amplificados por PCR, usando uma DNA polimerase
de alta fidelidade. Ambos os plasmideos foram construidos através da técnica de
recombina¢do homologa em levedura, conforme descrito anteriormente, usando o plasmideo
pBSC. No plasmideo pBSC-DENV3-pA (pA), um tnico fragmento (Figura 10a) englobando
a regido 5’-UTR, a regido codificante das proteinas estruturais e a por¢do inicial da seqiiéncia
de NS1, seguida por um sitio de restricdo para a enzima BamHI na extremidade 3’ foi clonado.
No plasmideo pBSC-DENV3-pB (pB), toda a seqiiéncia de nucleotideos, amplificada por
PCR em trés fragmentos (Figura 10a), correspondente a regido codificante das proteinas nao-

estruturais mais a regido 3’-UTR, além de um sitio de restricdo para a enzima BamHI na

extremidade 5°, foi clonada.

Figura 10. Construcio do clone infeccioso DENV3 em sistema de 2 plasmideos. (a) Fragmentos utilizados na
construgdo dos plasmideos pA (pogo 1) e pB (pogos 2-4), amplificados por PCR. (b) As duas partes (pA e pB)
do genoma viral apds amplificagdo por PCR e digestdo enzimatica: pA#4 (pogo 1), pB#2 (pogo 2) e pB#3 (poco
3). (¢) Ligagdo in vitro dos fragmentos pA e pB, ap6s digestdo enzimatica: IC-DENV3 #L42 (pogo 1) e IC-
DENV3 #L43 (pogo 2). * Banda correspondente ao genoma viral completo, recuperado por ligacdo in vitro.

Colonias positivas foram utilizadas para extragdo de DNA plasmidial. As duas partes
do genoma, clonadas nos plasmideos pA e pB, foram amplificadas por PCR e enviadas para
sequenciamento. A identidade das construgdes foi confirmada por sequenciamento. Pela
analise de sequenciamento, um clone do plasmideo pA (pBSC-DENV3-pA #4) e dois clones
do plasmideo pB (pBSC-DENV3-pB #2 ¢ pBSC-DENV3-pB #3) foram selecionados.

Nenhuma mutac¢do foi identificada no plasmideo pBSC-DENV3-pA #4 selecionado.
No plasmideo pBSC-DENV3-pB, apenas uma mutagdo em cada um dos clones foi
identificada. No clone pBSC-DENV3-pB #2, a mutacdo foi localizada na posi¢do 7878

(Tabela 1). A mutagdo leva a uma mudanca de aminoacido no gene da proteina NS5



41

(mudanga de lisina para arginina). No clone pPBSC-DENV3-pB #3, a mutacdo identificada na
posicao 10.165 (Tabela 2) ¢ silenciosa.

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

~ Seqiiéncia x
N° mutacdo n° nt 4 Regido Mudanga aa

Clone infeccioso Virus Parental

1 7878 A G NS5 KI105R

Para a construcdo do clone infeccioso in vitro, as duas partes do genoma clonadas nos
plasmideos pA (pA#4) e pB (pB#2 e pB#3) foram amplificadas por PCR, purificadas e
digeridas com a enzima BamHI (Figura 10b). Apo6s a digestdo, os produtos foram purificados
e ligados in vitro (Figura 10c), usando a T4 DNA ligase. Os produtos da ligagdo (IC-DENV3
#L42 e IC-DENV3 #L43) foram purificados por extracdo fenol/cloroférmio, precipitado por
etanol e utilizado em reagdes de transcri¢do in vitro para a sintese de RNA viral. A transcri¢ao

foi mediada pelo promotor da enzima T7 RNA polimerase.

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

~ Seqiiéncia x
n°® mutagao n° nt d Regido Mudanga aa
¢ g

Clone infeccioso Virus Parental

1 10165 T C NS5 Nao (silenciosa)

Os RNAs virais produzidos foram transfectados em células BHK-21 por eletroporagao.
Células BHK-21 transfectadas foram fixadas em diferentes periodos de tempo e avaliadas em
ensaios de imunofluorescéncia (Figura 11) para a deteccdo de antigenos virais. As primeiras
células positivas foram detectadas quatro dias apds a transfeccdo em ambos os clones (IC-
DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43) e os primeiros sinais de efeito citopatico foram observados

oito dias ap0s a transfeccao.
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| (a) Cont. neg. (DIC) 1 (d) Cont. neg. (IF)

(b) IC-DENV3 #L42 (DIC) | (e) IC-DENV3 #L42 (IF)

(c) IC-DENV3 #L43 (DIC) . | (®1C-DENV3 #L43 (1F)

Figura 11. Avaliacio da expressio de antigenos virais em células transfectadas por ensaio de
imunofluorescéncia (IF). Células BHK-21 transfectadas com os RNAs virais, 5 dias ap6s a transfeccdo. (a), (b)
e (c) microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC, Differential interference contrast). (d), (e) e (f)
microscopia de imunofluorescéncia (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.
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4.2. Caracterizacao do clone infeccioso DENV3 in vitro

Apds o aparecimento de efeito citopatico nas células BHK-21 transfectadas, o
sobrenadante clarificado da cultura foi usado como indculo para infectar novas células. Apos
trés sucessivas passagens em células BHK-21, os virus recuperados foram caracterizados in
vitro. Para confirmar que os virus recuperados foram derivados do nosso sistema de genética
reversa, o RNA viral, extraido a partir do sobrenadante clarificado da terceira passagem, foi
reversamente transcrito em cDNA. Nesta reagdo, O DENV3 selvagem (WT-DENV3) e o
sobrenadante de células ndo infectada foram utilizados como controle positivo e negativo,
respectivamente.

Usando o cDNA produzido e primers especificos para a regido E-NS1, um fragmento
de tamanho esperado foi amplificado por PCR no controle positivo (Figura 12, poco 1) e nos
virus recuperados (Figura 12, pocos 3 e 5). Contudo, nenhuma banda foi amplificada no
controle negativo (Figura 12, poco 7). A digestdo dos produtos de PCR com enzima de
restricdo gerou duas bandas de tamanho esperados nos virus recuperados (Figura 12, pogos 4
e 6). Este sitio Unico de restri¢ao foi introduzido na estratégia de clonagem do nosso sistema
de dois plasmideos, confirmando que os virus recuperados foram derivados deste sistema. No

controle positivo, ndo houve digestdo do produto de PCR (Figura 12, pogo 2).

M1 2 3 4 5 6 7

2Kb
1,6 Kb

1 Kb
0,8 Kb

Figura 12. Confirmacao da identidade dos virus recuperados por RT-PCR e fragmentos de restricao. O
RNA viral foi extraido a partir do sobrenadante da cultura e usado em rea¢des de RT-PCR (pogos 1, 3 e 5). Em
seguida, os produtos de PCR foram digerido por enzima de restri¢do (pogos 2, 4 ¢ 6). Controle positivo (pogos 1
e 2), IC-DENV3 #L42 (pogos 3 e 4), IC-DENV3 #L43 (pogos 5 ¢ 6) e controle negativo (poco 7).

Para avaliar o surgimento de mutagdes, decorrentes das sucessivas passagens em
cultivo celular, os virus recuperados foram sequenciados apos a terceira passagem em cultivo
celular. Usando primers que cobriam toda a extensdo 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 virus IC-DENV3 #L42 identificou cinco mutagdes no genoma
viral (Tabela 3), além daquela gerada durante o processo de clonagem (A7878G). Todas as
mutacdes estdo localizadas na regido das proteinas ndo-estruturais. Mais especificamente, as
mutagoes foram mapeadas dentro das regides codificantes para as proteinas NS3 e NS5. Trés
das mutacgdes identificadas sdo silenciosas (G5419A, A7684G e T8527C). As outras trés
mutagdes levaram a uma mudanga de aminoacido: C4551T (treonina para isoleucina),

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

Tabela 3. Ocorréncia de mutagdes no virus IC-DENV3 #L.42 recuperado apds sucessivas passagens em

cultivo celular, identificadas pela analise de sequenciamento

n°® mutagao n° nt Seqiiéncia Regido Mudanga aa
Clone infeccioso Virus Parental

1 4551 C T NS3 T131

2 5419 G A NS3 Nao (silenciosa)
3 5732 G C NS3 V407L

4 7684 A G NS5 Nao (silenciosa)
5 7878 A G NS5 K105R

6 8527 T C NS5 Nao (silenciosa)

Além da mutagdo gerada durante a etapa de clonagem (T10165C), a analise do

sequenciamento do virus IC-DENV3 #L43 identificou mais seis mutacdes (Tabela 4).

Tabela 4. Ocorréncia de muta¢des no virus IC-DENV3 #L.43 recuperado apds sucessivas passagens em

cultivo celular, identificadas pela analise de sequenciamento

Seqiiéncia

n°® mutagao n° nt Regido Mudanga aa
Clone infeccioso Virus Parental
1 1446 C T E Al171V
2 3027 A G NS1 Q205R
3 3146 A G NS1 K245E
4 4909 T C NS3 Nao (silenciosa)
5 7403 A G NS4b T195A
6 7904 G A NS5 1114V
7 10165 T C NS5 Nao (silenciosa)

8 10285 ins A - 3’-UTR -
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De todas as mutagdes identificadas, seis estdo localizadas na regido das proteinas ndo-
estruturais (Tabela 4). As mutacdes mapeadas estdo distribuidas na regido codificante das
proteinas NS1, NS3, NS4b e NS5. Duas delas sdo silenciosas (T4909C E T10165C). As
outras quatro sdo mutacdes de sentido trocado: A3027G (glutamina para arginina), A3146G
(lisina para glutamato), A7403G (treonina para alanina) e G7904A (isoleucina para valina).
Apenas uma mutacdo foi identificada na regido das proteinas estruturais. A mutacdo estd
localizada dentro da regido codificante da proteina E e levou a uma mudanga de aminoécido:
C1446T (alanina para valina). Durante a analise, também foi identificada a inser¢cdo de um
unico nucleotideo (10285A ins) no genoma viral, localizada na regido 3’-UTR.

Para caracterizar o fenoétipo dos virus recuperados, eles foram avaliados por ensaio de
placa. No ensaio, células BHK-21, semeadas em placas de seis pogos, foram inoculadas com
dilui¢des seriadas dos virus recuperados. O WT-DENV3 foi usado como controle positivo.
Apo6s a remocgao do indculo, as células foram cobertas com meio semi-sélido e incubadas por
nove dias. No nono dia, as placas foram reveladas pela coloragdo com MTT. O virus IC-
DENV3 #L43 (Figura 13c) apresentou placas com morfologia e tamanho similares as
encontradas no WT-DENV3 (Figura 13a). Diferentemente, o virus IC-DENV3 #L.42 (Figura
13b) ndo foi capaz de formar placas em nenhuma das dilui¢cdes avaliadas.

(a) WI-DENV3 () IC-DENV3 #L42  (c) IC-DENV3 #L43

Figura 13. Caracterizacao dos virus recuperados por ensaio de placa. No ensaio, células BHK-21, semeadas
em placas de seis pogos, foram inoculadas com dilui¢Ses seriadas dos virus recuperados. O WT-DENV3 foi
usado como controle positivo. Apds a remogdo do indculo, as células foram cobertas com meio semi-sélido e
incubadas por nove dias. No nono dia, as placas foram reveladas pela coloragdo com MTT. (a) WT-DENV3, (b)
IC-DENV3 #L42 e (c) IC-DENV3 #L43.



46

5. Discussao

A dengue ¢ uma das principais doengas transmitidas por artrépodes no mundo. Cerca
de 2,5 bilhdes de pessoas estdo sob o risco de infec¢ao em areas endémicas (MALAVIGE et
al., 2004; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009). Como consequéncia dos efeitos
do aquecimento global, este nimero tende a se expandir nos proximos anos (JETTEN;
FOCKS, 1997; SUTHERST, 2004). O DENV, o agente etiologico da doenga, apresenta
quatro sorotipos (DENV1-4), dos quais trés (DENV1, DENV2 e DENV3) ocorrem no Brasil
(CORDEIRO et al., 2007).

Atualmente, ndo h4 vacina ou terapia antiviral disponivel contras as infecc¢des
causadas por DENV. Apesar dos avangos (KUHN et al., 2002; TASSANEETRITHEP et al.,
2003; VILLORDO; GAMARNIK, 2009; WELSCH et al., 2009), muitos aspectos da biologia
do DENV ainda ndo sdo totalmente compreendidos. O uso de sistemas de genética reversa
tem facilitado o entendimento da biologia molecular dos flavivirus, incluindo replicagao viral
e patogénese, 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, nos descrevemos o desenvolvimento do primeiro sistema de
genética reversa para o DENV3, baseado na técnica de recombina¢do homologa em levedura.
E 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 flavivirus ¢ a instabilidade do genoma viral clonado em sistemas procariotos
(POLO et al., 1997, RUGGLI; RICE, 1999). Apesar das razdes para esta instabilidade nao
estejam bem estabelecidas, tem sido atribuido o envolvimento da juncdo entre E-NSI1 no
genoma viral ou um produto toxico derivado desta regido (POLO et al., 1997; BLANEY et al.,
2004).

Diferentes abordagens tém 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 ¢ uso de levedura na construgdo do sistema de genética
reversa no lugar da E. coli (POLO et al., 1997; PURI et al., 2000). A técnica de recombinagao

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

Enfrentando os mesmos problemas de instabilidade descritos anteriormente, Blaney e?
al (2004) inseriram um /inker na jungdo E-NSI do genoma viral. O linker introduzido,
flanqueado por sitios de restri¢do, continha codons de terminagdo nas trés fases de leitura em
ambas as fitas. Com esta estratégia, os autores foram capazes de recuperar um DENV3 vidvel.
Baseados nesta estratégia, nds desenvolvemos a abordagem inicial de constru¢do 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 recombinacgdo
homologa em levedura. A partir do DNA plasmidial extraido, o genoma viral foi amplificado
por PCR e sequenciado. A andlise de sequenciamento indicou que o /inker introduzido ndo foi
capaz de conferir estabilidade ao genoma viral, pois diferentes clones analisados (Figura 7b)
apresentaram um elevado numero de mutagdes. Nenhuma das mutacgdes identificadas nos
clones analisados estavam presentes nos fragmentos usados na recombina¢do, confirmando
que as mutagdes foram resultados da instabilidade do genoma viral. E possivel que as
diferencas no vetor ou na linhagem hospedeira utilizados [levedura, na nossa abordagem,
enquanto Blaney et al (2004) utilizaram E. coli], como tém sido descrito (LAI et al., 1991;
BOYER; HAENNI, 1994), expliquem a discrepancia dos resultados observados.

Outra estratégia bastante difundida para resolver o problema da instabilidade ¢ o uso
do sistema de dois plasmideos, que tem sido empregada com sucesso na recuperacdo de
clones infecciosos para diversos flavivirus (SUMIYOSHI; HOKE; TRENT, 1992; KAPOOR
et al., 1995). Baseado num sistema de 2 plasmideos (Figura 9), nés 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 estavel. A partir da analise de sequenciamento, um clone do
plasmideo pA (pBSC-DENV3-pA #4) e dois clones do plasmideo pB (pBSC-DENV3-pB #2 ¢
pBSC-DENV3-pB #3) foram selecionados.

Nenhuma mutacdo foi identificada no plasmideo pA #4. Nos plasmideos pB, uma
unica mutacdo foi encontrada em cada clone. No plasmideo pB #2, a mutagdo A7878G
(Tabela 1) levou a uma mudanca de aminoécido (lisina para arginina). Contudo, ambos 0s
aminodcidos pertencem ao mesmo grupo quimico (polar basico), minimizando os efeitos da
mutacdo. No plasmideo pB #3, a mutagdo T10165C (Tabela 2) identificada foi silenciosa.
Apesar disso, ela ¢ encontrada em outros genomas virais do DENV3, depositados no National
Center for Biotechonology Information — NCBI (nimeros de acesso: AY679147, AY676352 ¢

DQ401690). A ocorréncia de mutagdes, 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
etal., 1991).

A partir dos clones pA e pB selecionados, nds conseguimos recuperar dois clones
infecciosos (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43) por ligagdo in vitro (Figura 10c) e ambas
as ligacdes produziram RNAs virais genomicos. A introdu¢do destes RNAs em células
suscetiveis por eletroporacdo, levou a uma infeccdo produtiva, mostrando que ambos os
RNAs sdo infecciosos (Figura 11). As primeiras células positivas em ensaios de
imunofluorescéncia foram observadas com quatro dias apds a transfeccdo. Resultados
similares foram descritos para DENV2 (POLO et al., 1997). Para DENV1, as primeiras
células positivas foram observadas com apenas dois dias apos a transfec¢do (SUZUKI et al.,
2007). Ja para DENV4, foram necessarios pelo menos dez dias para o aparecimento de células
positivas (LAl et al., 1991). Nos nossos experimentos, o numero de células positivas aumenta
ao longo do tempo, até o aparecimento dos primeiros sinais de efeito citopatico com oito dias.
As mutagoes identificadas no sequenciamento ndo parecem ser deletérias, visto que fomos
capazes de recuperar virus infecciosos. Contudo, o possivel efeito da mutagdo A7878G na
infectividade do RNA viral ou em outros aspectos do ciclo viral precisam ser mais bem
estudados.

Os virus recuperados sofreram trés passagens consecutivas em cultura de células, antes
de serem caracterizados in vitro. Uma caracteristica interessante observada foi que o virus IC-
DENV3 #L42 recuperado ndo apresentou qualquer efeito citopatico aparente nas trés
passagens realizadas. Por efeito citopatico entende-se qualquer alteragdo morfologica
induzida nas células pela infeccdo viral. Apesar de nem todos os virus serem capazes de
causar efeito citopatico em cultivo celular, esta propriedade ¢ comum a muitos virus,
incluindo o virus parental (WT-DENV3) utilizado no presente trabalho (MATSUDA et al.,
2005; CONDIT, 2007; UMAREDDY et al., 2007). Por RT-PCR e andlise de fragmentos de
restricdo (Figura 12), nés confirmamos que ambos os virus recuperados foram derivados do
nosso sistema de genética reversa.

O sequenciamento dos virus recuperados identificou algumas muta¢des no genoma
viral. Este ¢ um fendbmeno comum quando os virus sdo passados em cultivo celular (KINNEY
et al., 1997; BLANEY et al., 2004; BLANEY et al., 2008). No virus IC-DENV3 #L42 foram
identificados cinco mutagdes adaptativas (Tabela 3): trés delas foram silenciosas (G5419A,
A7684G e T8527C). Apesar de ser silenciosa, a mutacdo G5419A ¢ encontrada em outros
genomas virais do DENV3, depositados no NCBI (niimeros de acesso: AY676350,
DQ402694 e AY876494). As outras duas mutacdes levaram a mudanca de aminodcido:
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C4551T (treonina para isoleucina, pertencentes a grupos quimicos distintos) e G5732C
(valina para leucina, pertencentes ao grupo apolar).

No virus IC-DENV3 #L43, seis mutagdes adaptativa foram mapeadas (Tabela 4).
Apenas uma mutacdo foi silenciosa: T4909C. Entre as mutagdes de sentido trocado
identificadas, duas mutag¢des levaram a mudanca de aminoacido dentro do mesmo grupo
quimico (apolar): G7904A (isoleucina para valina) e C1446T (alanina para valina). As outras
trés mutacdes levaram a mudanga de aminoacido entre grupos quimicos distintos: A3027G
(glutamina para arginina), A3146G (lisina para glutamato) e A7403G (treonina para alanina).
Adicionalmente, uma inser¢do de um unico nucleotideo foi identificada, dentro da regido 3’-
UTR (insA 10285). Esta inser¢do esta localizada dentro do dominio VR, conhecido pela
variabilidade de tamanho e sequéncia, mesmo dentro de isolados do mesmo sorotipo (CLYDE;
KYLE; HARRIS, 2006).

Baseado nos ensaios de placa, os virus recuperados (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3
#L43) apresentaram fenotipos completamente distintos. Usando coloragdo convencional, o
virus IC-DENV3 #1.43 (Figura 13c) formou placas de tamanho e morfologia semelhantes ao
WT-DENV3, o virus parental (Figura 13a). Contudo, ao contrario do virus IC-DENV3 #1.43,
o WT-DENV3 apresentou placas com tamanho heterogéneo (algumas maiores, outras
menores). Este fenotipo também foi observado em DENV4, crescido em células C6/36 (LAI
etal., 1991). O IC-DENV3 #L42 (Figura 13b) foi incapaz de formar placas em qualquer das
dilui¢des avaliadas. Este fenotipo esta de acordo com a incapacidade do virus de induzir efeito
citopatico 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

flavivirus.
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6. Conclusoes

No presente estudo, nds descrevemos, pela primeira vez, o desenvolvimento de um
sistema de genética reversa para 0 DENV3, usando a técnica de recombina¢ao homologa em
levedura. Trata-se do primeiro relato da constru¢do de um clone infeccioso para um isolado
brasileiro do DENV3.

Duas estratégias distintas foram empregadas na constru¢do do clone infeccioso
DENV3. Na abordagem inicial, o /inker introduzido foi incapaz de conferir estabilidade ao
genoma viral clonado. Utilizando o sistema de 2 plasmideos na segunda estratégia, nds fomos
capazes de construir dois clones infecciosos (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #1.43). Este
sistema se mostrou adequado e, relativamente, estavel para o genoma viral.

Ambos os clones infecciosos construidos (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43)
produziram RNAs virais infecciosos. Estes RNAs, quando transfectados em células
suscetiveis, levaram a producao de particulas virais infecciosas.

Ambos os virus recuperados (IC-DENV3 #1L.42 e IC-DENV3 #L43) foram derivados
do nosso sistema de genética reversa. Apds sucessivas passagens em cultivo celular, mutagdes
adaptativas foram identificadas em cada um dos virus recuperados.

Os virus recuperados (IC-DENV3 #L42 e IC-DENV3 #L43) apresentaram fenotipos
distintos em ensaio de placa. O IC-DENV3 #L43 produziu placas de tamanho e morfologia
similares ao DENV3 parental, enquanto o IC-DENV3 #L.42 nao formou placas. O IC-DENV3

#L.42 recuperado também foi incapaz de causar efeito citopatico em cultivo celular.
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7. Perspectivas

Baseados nos resultados obtidos, serd importante estudar o envolvimento das
mutagoes identificadas (C4551T, G5732C e A7878G), em conjunto ou isoladas, no fenotipo
observado do clone IC-DENV3 #L42. Também sera necessario avaliar o fendtipo deste clone
em ensaio de placa por outras metodologias, como a visualizacdo de foci na técnica de
imunoperoxidase.

Posteriormente, a determinacdo da curva de crescimento nos fornecerd importantes
dados na caracterizacdo dos virus recuperados, podendo ajudar a compreender o

comportamento do fendtipo apresentado pelo IC-DENV3 #1.42.
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Desde crianca, a ciéncia sempre despertou o meu interesse. Contudo, foi apenas
durante o ensino médio, em 2002, que eu decidi seguir uma carreira cientifica. Num primeiro
momento, a minha afinidade com as diferentes ci€ncias exatas e naturais tornou a escolha de
uma area a seguir um trabalho arduo. Todavia, ao longo de 2003, a biologia mostrou-se ser a
escolha mais apropriada, na qual eu poderia agregar os conhecimentos de areas distintas,
como quimica e fisica, no estudo de fendmenos biologicos. E desde esta época, eu ja cultivava
um grande interesse pela biologia molecular. Por uma série de razdes, que ndo cabem aqui
apresentar, eu optei pelo curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgica da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), ingressando em 2004.

Como calouro, tudo era novo para mim. Entdo, durante o primeiro ano, eu preferi me
concentrar apenas nas disciplinas e num projeto de extensdo. Em 2005, por indica¢do do entdo
mestrando Rafael Queiroz, vinculado ao Programa de Pos-Graduagdo em Genética
(PPGG)/UFPE, eu consegui o meu primeiro estagio. Nele, sob a orientacdo do Prof. Dr.
Ederson Kido do Departamento de Genética/UFPE, eu trabalhei na mineracdo e anotagdo de
dados do transcriptoma da Leishmania chagasi, usando ferramentas de bioinformatica. Os
dados produzidos durante este periodo foram apresentados durante o XVII Encontro de
Gen¢ética do Nordeste (ENGENE) em 2006.

Neste mesmo ano, eu fui selecionado para um estagio no Departamento de Virologia e
Terapia Experimental (LaViTE)/Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM/FIOCRUZ),
sob a supervisao da Dra. Laura Gil. Eu fiquei impressionado com a idéia de trabalhar com um
virus, mais ainda, pela possibilidade de desenvolver projetos na area de virologia durante a
graduacdo. Como bolsista de inicia¢do cientifica, eu trabalhei na clonagem de genes e na
construc¢do de replicons para o virus dengue e outros flavivirus. Os resultados gerados foram
apresentados no congresso da Sociedade Brasileira de Virologia (SBV) e nas Jornadas de
Iniciacdo Cientifica do CPqAM, nas quais os resultados foram premiados em duas
oportunidades. Em 2006, eu também cursei uma das disciplinas mais importantes na minha
graduacgdo, a disciplina Genética Molecular, a qual considero um divisor de 4guas na minha
vida académica. Fui monitor em disciplinas oferecidas pelo Departamento de Genética/UFPE.

Em 2007, eu tive a oportunidade de participar do programa de Bolsas de Verdo do
Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), onde eu desenvolvi um projeto na area de
cristalografia de proteinas sob a orientacdo da Dra. Beatriz Guimaraes. Foi uma experiéncia
incrivel conhecer pessoas de outros estados e paises, além de trabalhar numa area totalmente
diferente da qual vocé estd familiarizado. Ja proximo da conclusdo do curso, era hora de
pensar na proxima etapa, a pos-graduacdo. 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 fazé-lo em outros estados. A PPGG foi a escolha
6bvia, no qual estou vinculado desde 2008. O ano de 2008 foi bastante intenso: disciplinas,
colacdo de grau, na qual fui laureado, além da participagdo no Entomol 3 e no Ist Pan-
American Dengue Meeting Network. Durante o mestrado, eu desenvolvi um sistema de
genética reversa para o virus dengue tipo 3, sob a orientacdo da Dra. Laura Gil. Parte dos
resultados ja 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 dissertacdo, comeco a dar os primeiros passos em direcao a proxima etapa, o
doutorado.



