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RESUMO

AMARO, Marilane de Oliveira Fani, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2013. Expresséao heteréloga da proteina ndo estrutural (NS1) do
virus dengue-2 visando a producdo de antigenos para Kkits
diagndsticos. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientador: Silvia
Almeida Cardoso.

A dengue é uma das doengas mais importantes causada por arbovirus no
mundo, sendo observado nos ultimos vinte anos um aumento significativo na
distribuicdo geografica, transmissdo continua de varios sorotipos e
emergéncia da Febre hemorragica em areas onde a doenca n&o era
prevalente. Apesar dos processos metodologicos de diagndéstico da dengue
estarem na atualidade em profundo desenvolvimento e aperfeicoamento, um
empecilho para a realizagado de testes diagnosticos para dengue reside na
dificuldade de producdo em grande escala de antigenos a serem utilizados
em testes diagndsticos. Devido a esta demanda, os objetivos deste trabalho
foram a obteng¢ao da proteina ndo estrutural 1(NS1) do sorotipo dengue 2,
através da expressao heteréloga em Nicotiana tabacum e a construgao de
um vetor otimizado para expressdo em plantas com o intuito de elevar os
niveis de expressado da proteina recombinante nas plantas transgénicas e
facilitar sua purificagdo. Apds a confirmagado da expressao em Nicotina
tabacum, a proteina heteréloga foi caracterizada por imunoblot. Em ensaio
imunoenzimatico a proteina NS1 recombinante, apresentou potencial como
antigeno para desenvolvimento de Kits de diagndstico da dengue e foi
confirmado a transformacédo de Agrobacterium tumefaciens com o vetor
otimizado. Estudos posteriores verificardo a expressdo da proteina NS1
recombinante em Arabidopsis thaliana e sua potencial utilizagdo em Kits

diagndsticos.
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ABSTRACT

AMARO, Marilane de Oliveira Fani, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2013. Heterologous expression of the nonstructural protein (NS1)
of dengue virus-2 aimed at the production of antigens for diagnostic
kits. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula. Coadviser: Silvia Almeida Cardoso.

Dengue is one of the most important diseases caused by arboviruses in the
world, being reported in the last twenty years a significant increase in
geographical distribution, continuous transmission of various serotypes and
emergence of hemorrhagic fever in areas where the disease was not
prevalent. Despite the methodological processes of diagnosis of dengue are
at present in-depth development and improvement, a hindrance to the
realization of diagnostic tests for dengue is the difficulty of large-scale
production of antigens for use in diagnostic tests.Due to this demand, the aim
of this work was to obtain the nonstructural protein 1 (NS1) of dengue
serotype 2 by heterologous expression in Nicotiana tabacum and the
construction of a vector optimized for expression in plants in order to raise
the levels of expression recombinant protein in transgenic plants and
facilitate their purification. Upon confirmation of expression in Nicotiana
tabacum, the heterologous protein was characterized by immunoblotting. In
enzyme immunoassay recombinant NS1 protein, presented as potential
antigen for the development of dengue diagnostic kits and the confirmed
transformation of Agrobacterium tumefaciens with the optimized vector was
confirmed. Further studies will verify the expression of recombinant NS1

protein in Arabidopsis thaliana and its potential use in diagnostic kits.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Infecgbes causadas pelo virus da dengue estdo entre as mais importantes
doengas humanas transmitidas por artropodes no mundo. A transmissao deste virus é
feita por mosquitos do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti, que se
caracteriza por ser predominantemente urbano na sua distribuicdo e por circular
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, o que leva a doenca a ser
predominante nestas regides (Lemes, 2005; Oishi, 2007).

A ocorréncia global da dengue tem crescido drasticamente nas ultimas décadas,
tornando-se um problema mundial de saude publica. Os fatores responsaveis por este
aumento estdo associados com as mudancgas sociais e demograficas dos ultimos 50
anos, principalmente com o crescimento populacional sem precedentes e a urbanizagao
sem planejamento e descontrolada, especialmente nos paises tropicais em
desenvolvimento (De Paula, 2004; Tapya-Conyer, 2009).

A cada ano, estima-se que infecgdes pelo virus da dengue sejam responsaveis
por mais de 100 milhdes de casos de dengue classica (Halstead, 2007). Segundo
dados do SINAN (Sistema de Informagcdo de Agravos de Notificagdo), o Brasil
apresentou em 2012 mais de 590.000 casos de dengue. Entretanto, a real prevaléncia
nao é bem conhecida, uma vez que as notificagcbes em paises menos desenvolvidos
s&o insatisfatorias.

O virus da dengue pertence a familia Flaviviidae e possui 4 sorotipos
antigenicamente distintos, denominados dengue-1, dengue-2, dengue-3, e dengue-4. A
imunidade adquirida apds infeccdo com cada um dos sorotipos € duradoura (Halstead,
2007). O genoma destes virus consiste de RNA de 11 kilobases. Os genes estao
dispostos na seguinte ordem, da extremidade 5’ para a 3": C-prM-E-NS1-NS2a-NS2b-
NS3-NS4a-NS4b-NS5. A tradugdo do genoma resulta em uma unica poliproteina
precursora que é clivada por proteases celular e viral para formar as proteinas virais
finais (Figura 1). As proteinas C, M e E sdo componentes estruturais do virus que
protegem o RNA viral. As proteinas nao estruturais estdo relacionadas a replicagao
viral, a expressao das proteinas virais e a viruléncia dos sorotipos (Pugachev, 2003;
Whitehead, 2007).
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Figura 1. O genoma do virus dengue. Tradu¢gdo do genoma resulta em uma unica
poliproteina precursora que é clivada por proteases celular e viral. Trés proteinas
estruturais: glicoproteinas do capsideo (C), membrana (M) e envelope (E). Sete
proteinas nao estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e N55 (Guzman et al.,
2010).

A NS1 é uma glicoproteina que possui aproximadamente 45 kDa e existe em
multiplas formas (mondmero, dimero e hexamero) em diferentes compartimentos das
células de inseto e de mamiferos infectadas pelo virus dengue. Ela pode se encontrar
associada a membrana ou na forma soluvel, que é secretada pelas células infectadas, e
por isso pode ser encontrada em meio de cultura de células ou no soro de pacientes
infectados. As fungbes da NS1 nas infecgbes do virus dengue ainda néo foram
claramente elucidadas. No entanto, diversos estudos sugerem sua participagédo na fase
precoce da replicagdo viral, na montagem, na maturagdo e na viruléncia (Noisakran,
2007; Amorim, 2012). E uma das primeiras proteinas a serem secretadas apds infecgéo
em humanos, o que torna este antigeno candidato para desenvolvimento de um
diagndstico soroldgico eficiente.

As infeccdes com Flavivirus induzem anticorpos anti-NS1 fixadores do
complemento contra epitopos tipo-especificos, alguns dos quais tém atividade
protetora. A protecdo parece ocorrer pela lise das células infectadas que expressam
NS1 na superficie, via lise mediada pelo complemento dependente de anticorpo
(Schlesinger et al., 1993; Costa et al., 2007).

NS2a e NS2b tém sido relacionadas com o processamento da poliproteina,
enquanto NS3 é provavelmente a protease viral e pode estar envolvida com a
duplicacao e a transcricdo do genoma. A regido NS4 codifica duas pequenas proteinas
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hidrofébicas NS4a e NS4b que parecem estar relacionadas com a estabilizagdo do
complexo de replicacdo do RNA e na maturagao da particula viral. A proteina codificada
pelo gene NS5 é uma RNA polimerase viral com peso molecular de 105 kDa e € a mais
conservada entre as proteinas dos Flavivirus (Guzman et al., 2010).

As manifestagbes clinicas da dengue vao desde infec¢des assintomaticas a
alteragbes graves caracterizadas por hemorragia e choque, conhecidas como febre
hemorragica e sindrome do choque da dengue, e que sdo responsaveis por altos
indices de morbidade e mortalidade (Lemes, 2005; Oishi, 2007). Clinicamente a febre
hemorragica da dengue e a sindrome do choque da dengue sao de dificil diagndstico,
sendo confundidas com outras doencas caracterizadas por disturbios da
permeabilidade capilar (De Paula e Fonseca, 2004). A patogénese da dengue
hemorragica e da sindrome do choque da dengue é ainda controversa e varias teorias
existem para explicar as mudangas patogénicas. A mais comumente aceita refere-se a
um fenbmeno denominado “aumento da infec¢do mediado pelo sistema imune”
(immune enhancement of infection). Esta hip6tese defende a ideia de que anticorpos
adquiridos em infecgdes prévias, por um determinado sorotipo do virus do dengue, ndo
seriam neutralizantes ou teriam titulos muito baixos para neutralizarem o sorotipo
responsavel pela infecgdo atual. Em uma futura infecgdo, ocorre a ligagdo de um
anticorpo pré-existente com o virus infectante, formando o complexo antigeno-
anticorpo. Esse complexo é entdo reconhecido pelas células monocitarias,
especialmente macrofagos, que sédo as células-alvo do nosso organismo para a
replicagdo viral. Essas células expressam em sua superficie receptores para a porgao
Fc das imunoglobulinas, regido implicada na ligagdo dos complexos antigenos-
anticorpos, facilitando assim a ligagcao do virus do dengue ao seu receptor bem como a
internalizacdo desses complexos durante a reciclagem das membranas celulares. Esta
facilidade de penetracdo do virus nestas células resulta em uma maior carga viral,
maior intensidade da resposta imune a esta infeccdo com liberacdo de citocinas e
aminas vasoativas e como consequéncia uma doenga mais grave (Lei et al., 2001; Tan
e Alonso, 2009; Brown et al., 2009).

O diagnéstico precoce, seguido pelo tratamento dos sintomas, € um fator

importante na sobrevivéncia dos pacientes. O diagnostico laboratorial definitivo da



dengue depende do isolamento destes virus, detecgdo de antigenos virais ou RNA em
soro ou tecidos, ou deteccdo de anticorpos especificos no soro dos pacientes
(Guzman,1996; Anandarao, 2005).

A identificacdo do virus por intermédio do seu isolamento pode durar varios dias
e nem sempre € bem sucedida, devido a pequena quantidade de virus viaveis
encontrados nas amostras. Antigenos virais podem ser detectados por
imunohistoquimica ou imunofluorescéncia, porém a complexidade destes ensaios e 0
alto custo impedem a sua utilizacdo (De Paula e Fonseca, 2004; Lemmer et al., 2004).
Em todos estes meios para identificagao viral, ocorre a necessidade de que o paciente
se encontre no periodo de viremia, isto €, que possua virus, antigenos virais ou RNA
viral nas amostras coletadas. Logo, o pequeno espago de tempo médio de viremia
(aproximadamente 5 dias) disponivel para uma detecgdo bem sucedida da infecgao,
também é um empecilho na utilizagdo destes testes no diagnostico da dengue. Deste
modo, na maioria dos casos, o0 unico provavel teste de diagnostico deve ser baseado
na identificacdo de anticorpos anti-dengue (Anandarao et al., 2005).

Os sistemas imunoenzimaticos tém sido considerados de grande utilidade para o
diagnostico da dengue devido a sua alta sensibilidade e rapidez. A pesquisa de
anticorpos distintos, ou seja, de fase aguda (IgM) e de convalescéncia (IgG), assim
como a pesquisa de antigenos € possivel pelo método de ELISA (Figura 2). Por sua
simplicidade de execugao e a necessidade de equipamentos ndo muito sofisticados,
estes testes tém se tornado os métodos sorolégicos mais utilizados para o diagnostico

da dengue nos ultimos anos (Vordam e Kuno, 1997; Kumarasamy et al., 2007).



NSI

Viremia

Anticorpos quantificados por ELISA

Carga viral detectada por RT-PCR

Doenca aguda

Figura 2. Resposta de anticorpos e antigenos usadas no diagnéstico da dengue.
Ig: imunoglobulina; NS: n&o estrutural (Guzman et al., 2010).

A resposta imune adquirida observada na dengue difere-se na infecgdo primaria
ou secundaria. A resposta primaria de anticorpos € observada em individuos que nao
sao imunes a dengue e uma resposta imune secundaria é observada em pacientes que
tiveram uma infeccdo anterior. A infecgdo primaria caracteriza-se por uma resposta
lenta de anticorpos e de baixos titulos. Anticorpos IgM s&o o primeiro isotipo a aparecer,
em torno do terceiro ao quinto dia da doenca em 50% dos pacientes hospitalizados e
em torno do sexto ao décimo dia em 93-99% dos casos. Os maiores picos de IgM
ocorrem aproximadamente na segunda semana apos o inicio da febre e diminuiu a
niveis indetectaveis durante os proximos dois a trés meses. Anticorpos IgG sao
detectaveis em baixos titulos no final da primeira semana da doenca e aumentam
lentamente. Durante uma infecgdo secundaria, os niveis elevados de anticorpos IgG
sdo detectaveis mesmo na fase aguda e aumentam grandemente nas primeiras
semanas (WHO, 2009).

Na atualidade, o maior entrave no que tange a um melhor desempenho dos
ensaios imunoenzimaticos diz respeito a obtencao dos antigenos. Os principais centros

de pesquisa e diagnostico do mundo apresentam grandes dificuldades na obtencao de



preparagbes com conteudo adequado de antigeno. Os métodos utilizados atualmente
sdo a centrifugacdo zonal continua de sobrenadantes de culturas infectadas, o que
apresenta produgao relativamente baixa do virus dengue, ou a produgéo de antigenos a
partir de cérebros de camundongos recém-nascidos artificialmente infectados, que é um
método arduo e dispendioso. Esses fatores surgem como um obstaculo importante na
producdo em larga escala dos antigenos empregados em diversos ensaios usados na
captura do anticorpo presente no soro do paciente infectado (Mendoncga et al., 2004;
Honda et al., 2012).

Kits comerciais utilizando o antigeno NS1 tém sido utilizados para o diagndstico
laboratorial de rotina da dengue. Kumarasamy et al. (2007), realizaram um ensaio MAC-
ELISA para a proteina NS1/DENV (PLATELIA™ DENGUE NS1 AG test Kit, BIO-RAD,
Franca) objetivando demonstrar sua potencial aplicagcdo em diagndstico laboratorial
precoce, obtendo uma sensibilidade de 93,4% e especificidade de 100%. Das 314
amostras analisadas, 213 eram de infecgbes agudas. A técnica foi comparada com
isolamento viral em culturas de células e com RT-PCR, e alcangou 6timos resultados,
além da técnica de ELISA para a deteccdo de IgG anti-NS1 (Panbio Dengue IgG
Capture ELISA, Australia), justificando a utilizagdo da NS1 como marcador para
infec¢cdes agudas e o teste ELISA como um ensaio eficaz na detecgao de anticorpos
anti-dengue.

Nos ultimos anos a biotecnologia vegetal ampliou o uso das plantas através da
transferéncia, integracado e expressdo de genes que tenham necessidades de serem
produzidos em grandes quantidades ou ainda que contenham propriedades medicinais.
Comparadas com outros organismos, as plantas oferecem diversas vantagens. Elas
possuem uma maquinaria de processamento pds-transcricional semelhante a dos
mamiferos e nao carreiam oncogenes humanos (Blais, 2006). Em adigéo, a produgao
em larga escala de proteinas de interesse se torna comercialmente mais barata. Essas
vantagens permitem a expressdo de uma ampla diversidade de proteinas para
prevencao, diagndstico e terapias (Streatfield, 2006).

O tabaco é conhecido como planta-modelo de transformagéo, uma vez que sua
cultura in vitro ja esta bem estabelecida, e que possui caracteristicas que facilitam o

processo, como: facilidade de germinagcdo e de regeneragao, ciclo curto e ampla



produgdo de sementes (Brasileiro, 1998). Diversas proteinas recombinantes ja foram
expressas em tabaco com sucesso, como a proteina de fusdo do horménio de
crescimento humano, albumina sérica humana, anticorpos e o receptor CD14 humano
(Barta et al., 1986; Hiatt et al., 1989; Sijmons et al., 1990; Blais e Altosaar, 2006).

Os estudos com a expressédo do dominio Ill da proteina E do virus dengue em
Nicotiana benthamiana, demonstraram a producéo desta proteina recombinante, cujos
ensaios de imunizagao induziram a produg¢ao de anticorpos anti-dengue com atividade
neutralizante (Saejung et al., 2007).

A Arabidopsis thaliana € uma espécie de reprodugao rapida, com ciclo de vida
curto e com grande produgao de sementes, em torno de 5.000 por planta (Meinke et al.,
1998). Uma das vantagens da Arabidopsis thaliana em relagdo as demais plantas diz
respeito ao porte da planta que € muito pequeno. Este fato possibilita crescer milhares
de plantas em espacos reduzidos como casas de vegetacdo ou mesmo camaras de
crescimento. O pequeno porte de planta aliado a facilidade de cultivo, habito
reprodutivo e ciclo de vida, resultam em um aspecto positivo, o custo de producéo
reduzido (Delatorre e Silva, 2008). Um fator que foi decisivo no estabelecimento de
Arabidopsis como uma espécie modelo € o fato de ser possivel sua transformacao
genética com Agrobacterium tumefaciens de maneira muito eficiente inclusive pela
aspersao de suas flores com solugdo contendo a bactéria recombinante (Labra et al.,
2004; Delatorre e Silva, 2008).

Varias metodologias para transformacdo de plantas foram desenvolvidas. A
transformacéo indireta consiste no uso de um vetor, como a Agrobacterium para
intermediar a transferéncia de DNA (Giddings et al., 2000).

As agrobactérias sdo organismos aerobicos, gram-negativos e tipicamente
encontrados no solo. A espécie A. tumefaciens é o agente etiologico da galha-da-
coroa, doenca que se caracteriza pela formacdo de tumores nos tecidos afetados
(Andrade et al.,, 2003). A infecgdo se inicia pela penetracdo da bactéria no tecido
vegetal através de uma lesado sofrida pela planta por geadas, insetos, animais, dentre
outros. As bactérias sao atraidas por moléculas-sinal que sado exsudadas pelas células

no local da lesdo. Essas moléculas-sinal também sio responsaveis pela ativagdo de



genes que estdo localizados no plasmideo Ti (indugédo de tumor, do inglés tumor-
inducing), que promove a transferéncia de genes da bactéria para a célula vegetal.

A regiao vir, presente no plasmideo Ti, € um regulon composto de seis a oito
operons, contendo aproximadamente 25 genes, os quais codificam diversas proteinas
que vao promover a transferéncia de outra regidao do plasmideo Ti da bactéria para o
vegetal (Figura 3).

Existem evidéncias de que 11 proteinas codificadas na regido vir formam um
complexo tubular associado a membrana, dando passagem ao ssT-DNA. Segundo
Kado (2000) e Veena et al., (2003) esse complexo ou poro, teria uma anatomia, em
termos de estrutura, semelhante a um pilus. Este poro funcionaria como uma “seringa
molecular’, transpassando a parede celular da bactéria e a parede celular da planta,
dispensando o fragmento de ssDNA diretamente no citoplasma eucariota.

A regido denominada T-DNA (DNA de transferéncia, do inglés transferred DNA),
€ delimitada por duas sequéncias repetidas de 25 pb, conhecidas como extremidades
direita e esquerda. Uma vez no nucleo da célula, o T-DNA é integrado, de forma
estavel, no genoma vegetal. Foi verificado, que para a infeccdo de plantas séo
necessarias apenas as duas extremidades direita e esquerda, desta forma os genes
que causam a proliferagao celular podem ser removidos e genes de interesse podem

ser inseridos em seus lugares (Brasileiro e Carneiro, 1998).
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Figura 3. Representaciao esquematica do processo de infeccao de uma célula
vegetal por Agrobacterium. Transferéncia do complexo-T para a célula vegetal.
(Andrade et al., 2003).



Com o intuito de obtermos proteinas NS1 do virus dengue-2 visando a produgao
de antigeno para utilizagdo em testes diagnosticos foi aplicada a metodologia de
expressao heteréloga de proteinas em plantas.

Primeiramente foi utilizada a transformacéo indireta do genoma de Nicotiana
tabacum mediada por Agrobacterium tumefaciens. Analises foram realizadas para
verificar a integracdo do gene NS1 no genoma vegetal, a expressédo e avaliagdo da
proteina como potencial candidato a ser utilizado em testes diagndsticos.

Posteriormente, foi realizada a construgéo de um vetor otimizado para expressao
em plantas com o intuito de elevar os niveis de expressao da proteina recombinante
nas plantas transgénicas e facilitar sua purificagdo. Este vetor foi utilizado para
transformar Arabidopsis thaliana.

A contribuicdo dos resultados obtidos podera ser verificada indiretamente no
controle da dengue e no cuidado aos pacientes, por intermédio do desenvolvimento de
Kits de diagnéstico, possibilitando o inicio imediato da intervencéao terapéutica em todos

OS Casos.
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OBJETIVOS

Objetivos gerais:

1- Expressar a proteina ndo estrutural (NS1) do virus dengue- 2 em plantas
Nicotiana tabacum “Havana” visando a produgcdo de antigenos para Kits

diagnosticos.

2- Construir um sistema de expressao otimizado para plantas com o intuito de
elevar os niveis de expressao da proteina NS1 recombinante nas plantas

transgénicas e facilitar sua purificagéo.

Objetivos especificos:

1- Construir o vetor de expressao pCAMBIA 3301 contendo o gene responsavel por
codificar a proteina nao estrutural (NS1) do virus dengue-2;

2- Transformar Agrobacterium tumefaciens com o vetor de expressdao pCAMBIA
3301/NS1;

3- Transformar Nicotiana tabacum via Agrobacterium tumefaciens, visando a utilizagao
de plantas na producgao de proteinas heterdlogas;

4- Analisar de forma comparativa o antigeno obtido em diferentes métodos de
diagnéstico, como ELISA indireto e ELISA tipo sanduiche;

5- Construir um vetor de expressdo otimizado para plantas contendo o gene
responsavel por codificar a proteina NS1 do virus dengue-2;

6- Transformar Agrobacterium tumefaciens com o vetor de expressdo pCAMBIA
3301/NS1 otimizado.

11



MATERIAL E METODOS

1- EXPRESSAO E CARACTERIZAGAO IMUNOLOGICA DA PROTEINA NS1 DO
VIRUS DENGUE-2 EM Nicotina tabacum “Havana”
1.1- Estoque viral e plasmideos

Células C6/36 derivadas de linhagem celular do mosquito Aedes albopictus
crescidas em meio L15 a 28 °C e infectadas com 25 uL de virus dengue-2, cepa New
Guinea C (Genbank accession n°. M29095), foram utilizadas para montar o estoque
viral. A infecgdo viral foi confirmada por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando o par de iniciadores: AD3 (5° TAACATCATCATGAGACAGAGC 3) e AD4 (5’
TGTTGTCTTAAACAAGAGAGGTC 3).

O gene de interesse que codifica a proteina nao estrutural NS1, foi clonado
primeiramente no vetor de clonagem pGEM-T (Figura 4). Posteriormente, foi utilizado o
plasmideo pCAMBIA 3301 (Figura 5A) modificado para a expressao do gene do virus
dengue-2, e se caracteriza por conter um “replicon” pVS1 de alta estabilidade em
Agrobacterium, gene de selegdo bacteriana com canamicina e gene de selecédo de
planta com fosfinotricina (glufosinato de amoénio). Este foi obtido junto ao Laboratério de
Clonagem e Sequenciamento de DNA - Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria - Universidade Federal de Vigosa - Brasil. As Figuras 5B e 5C mostram
as sequéncias génica e proteica esperadas.

Os anticorpos anti-NS1 (Abcam) e anti-D4 (Imuny) que foram utilizados no

ELISA tipo sanduiche foram obtidos comercialmente.

1.2- Amostras de soro

Amostras de soros de 188 pacientes (142 pacientes previamente confirmados
para dengue e 46 amostras de soro de doadores saudaveis) foram fornecidas pelo
Laboratorio Central de Saude Publica de Rondénia (LACEN/ RO) e do Banco de
Sangue Central do Estado de Rondénia, Brasil (FHEMERON/RO). Todos os soros
foram testados de acordo com protocolos aprovados pelo Banco de Sangue Central do

Estado de Rondénia e confirmadas como IgM ou IgG positivo para dengue pelo MAC-
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ELISA IgM (Pan-Bio, Australia) e Duo Dengue IgM e IgG Kits ELISA de Captura

(Sanofi, NJ, EUA).
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Figura 4. Mapa do vetor de clonagem pGEM-T (Promega). Este vetor possui gene de
selecao bacteriana com ampicilina e sitios de restricao para as enzimas Bgl Il e Bste |I.
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ACAGAACAATACAAGTICCAACCAGAATCCCCT TCAAAACTAGCTTCAGCTATCCAGAAAGC 'CATGAAGAGGGCAT ' GL GGA
ATCCGCTCAGTAACAAGACTGGAAARATCTGATGTGGAAACARATAACACCAGAATTGAATCACATTCTATCAGAAAATGAGGTG
AAGTTGACTATTATGACAGGAGACATCAAAGGAATCATGCAGGCAGGAAAACGATCTCTGCAGCCCCAGCCCACTGAGCTGAAG
TATTCATGGAAAACATGGGGCAAAGCGAAAATGCTCTCTACAGAGTCTCATAACCAGACCTTTCTCATTGATGGCCCCGAAACA
GCAGAATGCCCCAACACAAACAGAGCTTGGAATTCGCTGGAAGTT GAAGACT ATGGCTTTGGAGTAT TCACCACCAATATATGE
CTAAAGTTGAGAGAAAAGCAGGAT GTATTCTGCGACTCAAAACTCATGTCAGCGGCCATARAAGACAACAGAGCCGTCCATGCC
GATATGGGTTATTGGATAGAAAGT GCACTCAATGACACATGGAAGATAGAGAAAGCCTCTTT CATCGARGTTARAAGCTGCCAC
TGGCCAAAGTCACACACCCTCIGGAGTAATGGAGTGTTAGAAAGT GAGATGATAATTCCAAAGAATT TCGCTGGACCAGTGTCA
CAACACAACTACAGACCAGGCTACCATACACAAACAGCAGGACCATGGCATCTAGGTAAGCT TGAGATGGACTTTGATTTCTGC
GAAGGAACCACAGTGGTGGTGACT GAGGACTGT GGAAATAGAGGACCCTCTTTAAGAACAACTACTGCCTCTGGAAAACTCATA
ACAGAATGGTGCTGCCGATCTTGCACATTACCACCGCTARGATACAGAGGTGAGGACGGATGCTGGTACGGGATGGARATCAGA

CCATTGAAAGAGAAAGAAGAGAATTTGGTCAACTCCTTGGTCACAGCC (1056 pb)

c
DSGCVVSWKNEKELKCGSGIFITDNVHTWTEQYKEFQPESPSKL
ASAIQKAHEEGICGIRSVTRLENLMWEKQITPELNHILUSENEYV
KLTIMTGDIKGIMQAGKRSLOQPQPTELKY SWKTWGKAKMLST
ESHNQTFLIDGPETAECPNTNRAWNSLEVEDYGEFGVFTTDNTIW
LKLREKQDVFCDSKLMSAAIKDNRAVHADMGYWIESALNDTW
KIEKASFIEVKSCHWPKSHTLWSNGVLESEMTITIPEKNTEFAGEPVS
QHNYRPGYHTQTAGPWHLGKLEMDFEFDFCEGTTVVWTEDCGNRG
PSLRTTTASGKLITEWCCRSCTLPPLRYRGEDGCWYGMETIRPL
KEKEENLYVNSLVTZA (352 aa)

Figura 5. Constru¢cao do vetor de expressado. (A) Mapa do plasmideo pCAMBIA
3301. (B) Sequéncia génica do inserto referente a NS1. (C) Sequéncia predita da

proteina recombinante NS1-DENV2.
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1.3- Extracao de RNA e Reagao em Cadeia da Polimerase

O Kit QIAamp® Viral RNA (QIAGEN) foi utilizado para a extracdo do RNA total da
cultura celular infectada pelo virus. Aproximadamente 10 yg do RNA total foram
utilizados para sintetizar as primeiras fitas do DNA complementar, utilizando “primers”
randémicos pd(N)s (Amersham Pharmacia Biotech). A sintese do cDNA foi realizada
utilizando o Kit SuperScript Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen). Os procedimentos
foram realizados de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a PCR foi utilizado o
par de iniciadores pCambNS1s (5 GGAGATCTATGGATAGTGGTTGCGTTGTGA 3') e
pCambNS1as (5 GGGGTAACCTGAGGCTGTGACCAAGGAGT 3f), que flanqueia a
regido do genoma que codifica a proteina nao-estrutural 1 (NS1) do virus dengue-2,
resultando num fragmento de 1056 pares de bases. Os iniciadores também contém os
sitios de restricdo das enzimas BstE Il e Bgl Il. Na reacdo foram utilizados
aproximadamente 100 ng do cDNA em uma reacgao cujo volume final foi de 50 uL. A
desnaturacgao inicial do cDNA foi realizada a 94 °C por 5 minutos. As amplificagdes
foram feitas em 35 ciclos (95 °C/1 minuto, 55 °C/2 minutos e 72 °C/2 minutos cada
ciclo) e incubacéo final a 72 °C/10 minutos. O resultado da amplificagao foi submetido a
uma eletroforese em gel de agarose a 1,0% e corado com brometo de etidio 1 uL/mL

para visualizagao.

1.4- Purificagdo do gene NS1 e clivagem com enzimas de restricao

A banda referente ao gene NS1 foi excisada do gel e o DNA foi purificado
usando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), conforme
instrugdo do fabricante. Apds a purificagéo, foi realizada a clivagem do fragmento com
as enzimas de restricao Bgl Il e BstE Il (Fermentas). Os vetores pGEM-T e pCAMBIA
também foram clivados com as mesmas enzimas. Para esta reagao, foram adicionados
17 uL do plasmideo, tampé&o tango (Fermentas), para dupla digestédo, e 1 yL de cada
uma das enzimas. A reacédo foi incubada por 8 horas a 37 °C. Nas reagdes de ligacao
foi utilizada a enzima T4 ligase (Promega), tampéo de ligagdo, vetor de interesse e 0

gene NS1, num volume total de 10 pL. A solugéao foi incubada a temperatura ambiente
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durante 12 horas. O produto desta ligagao foi entao utilizado para transformar células

competentes de E. coli DH5a.

1.5- Transformacao de células competentes E. coli DH5a com os plasmideos
PGEM-T/NS1 e pCAMBIA 3301/NS1

Células E. coli DH5a competentes foram obtidas através de tratamento com
choque térmico (Lewin, 1997). Para a transformacao, foi adicionada as células uma
solugédo contendo os plasmideos pGEM-T/NS1 resultantes da reagdo de ligagao, e
incubadas em gelo por 30 minutos e em seguida, a 42 °C por 30 segundos e apdés,
foram rapidamente colocadas no gelo. Foi adicionado meio SOC (20 g/L de bacto
triptose, 5 g/L de extrato de levedura e 0,5 g/L de NaCl e 20 mM de glicose) e as
células foram incubadas a 37 °C por 1 hora. Para analise e selegcdo das col6nias
transformadas com plasmideos recombinantes pGEM-T/NS1 foi realizada a extracao
de DNA plasmidial com kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), conforme instru¢des do fabricante, seguida de uma PCR para confirmagao
da presenca do inserto. O gene NS1 foi clivado do vetor de clonagem pGEM-T/NS1, e
0 gene de interesse foi ligado ao vetor de expressdo pCAMBIA 3301, como descrito
anteriormente. O plasmideo pCAMBIA3301/NS1 foi utilizado para a transformacao de
células competentes de E. coli DH5a. Apds, foi realizada a extragdo de DNA plasmidial
com kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme
instrugdes do fabricante, seguida de uma PCR para confirmacdo da presenca do
inserto. O plasmideo pCAMBIA 3301/NS1 foi utilizado para a transformacé&o de células

competentes de A. tumefaciens LB4404.

1.6- Transformagdo de A. tumefaciens com os plasmideos recombinantes
pCAMBIA 3301/NS1

Células de A. tumefaciens LB4404 competentes foram obtidas através de
tratamento com choque térmico e CaCl, (Brasileiro e Carneiro, 1998). Para tanto, uma
col6nia isolada da linhagem de Agrobacterium foi coletada e transferida para meio YEB
liquido (5 g/L de peptona, 1 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de extrato de carne, 5 g/L

de sacarose e 240 mg/L de MgSO4, pH 6,8) com os antibiéticos canamicina e
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estreptomicina nas concentragdes finais de 50 uyg/mL e 100 pg/mL, respectivamente.
Estas foram incubadas a 28 °C, com agitagdo de 150 rpm, por 16 h. Posteriormente, 2
mL da cultura foram transferidos para 50 mL de meio YEB e incubadas a 28 °C, com
agitacao de 150 rpm, por 12 horas. A cultura foi incubada no gelo por 15 minutos e em
seguida as células foram recolhidas por centrifugagdo a 4000 rpm por 15 minutos a 4
°C. Em seguida, estas foram ressuspendidas em 150 mL de &gua ultra-pura
autoclavada e gelada. As células foram recolhidas por centrifugacado a 4000 rpm por 15
minutos a 4 °C. O precipitado formado foi suspenso em 20 mL de ultra-pura
autoclavada e gelada, e novamente recolhidas por centrifugagdo a 4000 rpm por 15
minutos a 4 °C. O precipitado foi entdo suspenso em solucédo de CaCl, 20 mM contendo
10% glicerol, previamente refrigerada. As células competentes de Agrobacterium foram
adicionados 3 pL do plasmideo e estas foram incubadas no gelo por 30 minutos. As
células foram submetidas a choque térmico em nitrogénio liquido por 1 minuto e 15
segundos e em seguida a 37 °C por 5 minutos. Foi adicionado 1 mL de meio YEB ao
tubo e as células foram incubadas por 2 horas a 28 °C, com agitacdo de 180 rpm. Para
andlise das col6nias transformadas quanto a presenca de plasmideos recombinantes
pCAMBIA 3301/NS1, foi realizada extragao de DNA plasmidial seguida de PCR.

1.7- Desinfestacao das sementes e micropropagacgao de N. tabacum in vitro

As sementes de N. tabacum foram cedidas pelo Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria - Universidade Federal de Vigosa - Brasil. O processo de
desinfestacdo das sementes constou da imersao em alcool a 70% (v/v) por 5 minutos,
em solugado de hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v) e de Tween-20 por 15 minutos. Em
seguida, as sementes foram lavadas quatro vezes em agua destilada autoclavada e
semeadas em placas de Petri descartaveis em meio contendo meio MS (Murashige e
Skoog, 1962), 100 mg.L™ de i-inositol, 30 g.L™" de sacarose, 8 g.L"' de Agar, pH 5.7,
esterilizados por autoclavagem. Apds a inoculagdo das sementes, as culturas foram
incubadas a temperatura de 27 °C, sob irradiancia de 24 a 36 pmoles m?s™” com um
fotoperiodo de 16 horas. A cada trinta dias, as culturas foram subcultivadas utilizando

como explantes caules com aproximadamente dois centimetros de comprimento, com
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no minimo duas folhas. Plantas cultivadas in vitro com 5 a 6 semanas foram utilizadas

para o processo de transformacéo.

1.8- Transformacéao genética mediada por A. tumefaciens

Células de Agrobacterium tumefaciens, contendo o plasmideo recombinante
pCAMBIA 3301/NS1 foram inoculadas em meio YEB liquido, com canamicina (100
mg/L) e estreptomicina (50 mg/L) e incubadas a 28 °C por 48h. Apss o crescimento das
bactérias (absorbancia 1,0 em 600 nm), estas foram centrifugadas por 10 minutos a 4
°C a 6000 rpm, e ressuspendidas em meio MS liquido com 50 g.L'1 de sacarose, pH
5,6. As folhas de N. tabacum foram cortadas em quadrados de aproximadamente 0,5
cm?, sobre papel filtro estéril embebido em agua ultra-pura, retirando-se a nervura
central, e colocadas em uma placa de Petri contendo 20 mL de meio MS liquido para
evitar ressecamento. A suspensdo bacteriana foi adicionada aos fragmentos foliares
cortados, agitando-se delicadamente a placa. A co-cultura foi incubada no escuro,
durante 48 horas, a uma temperatura de 25 + 2 °C (Figura 6A). Apdés a co-cultura,
lavaram-se pelo menos duas vezes os fragmentos foliares em meio MS liquido e estes
foram transferidos para papel filtro estéril, eliminando o excesso de bactéria.

A observagao da formagao de brotos foi realizada diariamente (Figura 6B e 6C).
Apés 30 dias da transformagdo, os brotos foram individualizados. Foi observado
crescimento lento dos possiveis transformantes em relacdo a planta ndo transformada
(Figura 6D). Uma vez enraizadas e bem desenvolvidas in vitro, as plantas que foram
analisadas e apresentaram o gene NS1/DENV2 foram submetidas ao processo de
aclimatizacdo (Figura 6E) e transferidas para casa de vegetagao, sob condi¢des
controladas de cultivo para serem utilizadas em analises moleculares posteriores
(Figura 6F).
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Figura 6. Transformagao de N. tabacum. (A) Explantes foliares de N. tabacum apéds
co-cultivo. (B) Regeneracdo adventicia dos brotos 21 dias apds o co-cultivo. (C)
Controle positivo-explantes da planta ndo transformada, meio com agente seletivo. (D)
Comparagao de crescimento da planta ndo transformada em relagdo a planta
transformada. (E) Planta inicialmente no processo de aclimatizagdo. (F) Plantas
transgénicas de N. tabacum em casa de vegetacgao.

1.9- Obtencao dos brotos transgénicos

Os fragmentos foliares possivelmente transformados foram, ent&o, inoculados
em meio MS sélido contendo BAP (6-benzilaminopurina 1 mg/L), para indugdo de
brotos; timentin® (GlaxoSmith Kline- 500 mg/L), para eliminacdo das bactérias e 0,5
mg/L de glufosinato de amoénio para selecionar as células transformadas (Vasudevan,
2007). A individualizagao dos brotos foi realizada apods identificagdo daqueles maiores
que 0,7 cm, que foram surgindo a partir dos calos resistentes. Os brotos foram
excisados na base, procurando excluir tecidos do calo, transferidos individualmente

para vidros autoclavados com meio MS para o enraizamento contendo o regulador de
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crescimento AIB (acido indol-butirico - 0,5 mg/L), acrescido de timentin (500 mg/L),
glufosinato de aménio (fosfinotricina 0,5 mg/L), e foram mantidos nesse meio até o
desenvolvimento completo das raizes. Subcultivou-se, por multiplicagdo de gemas
axilares, cada planta potencialmente transgénica, mantendo assim uma ou mais copias

(clones) in vitro.

1.10-Extracao de DNA e RNA de tecidos vegetais

Foram coletadas cerca de 200 a 300 mg de folha de cada possivel
transformante para a extragdo do DNA vegetal, que foi realizada pelo método do
brometo de cetiltrimetilambnio (Weising et al., 1995). Posteriormente foi realizada a
PCR. O RNA vegetal foi extraido com o Kit SV Total RNA Isolation System® (Promega)
e a sintese do cDNA foi realizada utilizando-se o Kit SuperScript |ll Reverse
Transcriptase (Invitrogen), de acordo com as instrugdes do fabricante. O resultado das
amplificagcdes foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,0% e visualizado com
brometo de etidio 1 pL/mL. As plantas transgénicas foram separadas para
aclimatizagao e transferidas para a casa de vegetacédo. Apds a colheita das sementes,
estas foram armazenadas a 4 °C e as folhas, os caules e as raizes foram armazenados
a -80 °C.

1.11-Extragao de proteinas dos fragmentos foliares

Foi adicionado 10 mL de SDS denso (0,75 M de sacarose, 2% de SDS, 0,1 M de
tris-HCI; pH 8,0) para cada grama de folha de planta. Apds, foi realizada a maceragao
em brago mecanico e adicionado uma solugao de extragao (100 uL de solugdo de
fluoreto de fenilmetilsulfonil - PMSF; 0,2 g de polivinilpolipirrolidona - PVPP; 10 mL de
acetona gelada 100%). As amostras foram sonicadas por 10 segundos numa amplitude
de 30% por duas vezes e incubadas no gelo por 30 minutos; estas foram centrifugadas
a 7000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
ressuspendido em 10 mL de acetona a 100% com 1,25 mL de acido tricloroacético
(TCA) a 100%. As amostras foram colocadas no gelo por 30 minutos, centrifugadas e o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 10 mL de acetona a 100%

com 1,25 mL de TCA a 100%. Este passo foi realizado repetidas vezes até a amostra
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obter um aspecto esbranquicado. Apds, esta foi ressuspendida em 2 mL de uréia 8 M
por 12 horas, centrifugada a 6.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi recolhido.
Ao final da extracao aliquotas foram utilizadas para o doseamento proteico pelo método
de Bradford (Bradford, 1976).

1.12-Detecgao da expressao da proteina NS1 por Dot blot

As solugdes de proteinas extraidas das plantas foram aplicadas em membrana
de nitrocelulose em locais previamente marcados. Deixou-se secar a membrana por 10
minutos e em seguida esta foi imersa em BSA (albumina de soro bovino) a 5% em TBS
(10 mM de tris-HCI, pH 7,4 e 0,9% de NaCl), durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada com tampao de lavagem (PBS-
Tween 0,05%) e foi adicionado soro de pacientes previamente confirmado para dengue
na diluicdo 1:100 durante 40 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacéo, a
membrana foi lavada trés vezes e incubada com o anticorpo anti-lgM humano durante
40 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi lavada trés
vezes e a revelacéao foi realizada com anticorpo monoclonal anti-lgM humano marcado
com peroxidase (Sigma), utilizando-se o TMB liquid substrate (Sigma) de acordo com

as especificagcdes do fabricante.

1.13- Confirmagado da expressao e caracterizagcao imunolégica da proteina NS1:
SDS-PAGE e immunoblot

Aliquotas do material extraido dos fragmentos foliares foram caracterizadas por
SDS-PAGE a 12%. Os géis foram corados com solugdo de Coomassie (Oakley et al.,
1980), para determinagao do perfil proteico ou eletrotransferidos para membrana de
nitrocelulose, para realizacdo de imunoblot. A membrana de nitrocelulose foi incubada
por duas horas em uma solugdo constituida de leite em p6 desnatado a 5% em TBS
(10 mM de tris-HCI, pH 7,4 e 0,9% de NaCl), a temperatura ambiente sob agitacéo
leve, e depois lavada em tampao de lavagem (PBS-Tween 0,05%) por 10 minutos. Em
seguida, a membrana foi incubada com soro de pacientes previamente confirmados
para dengue ou amostras de soro de doadores saudaveis, diluido 1/2000 em leite em

po6 desnatado a 5% em tampéao TBS, por 16 horas na temperatura de 4 °C. Apés este
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periodo, a membrana foi lavada e a revelacao foi realizada com anticorpo monoclonal
anti-lgM humano marcado com peroxidase (Sigma), utilizando-se o TMB liquid

substrate (Sigma) de acordo com as especificagdes do fabricante.

1.14- Preparagao do extrato para realizagdao de imunoensaio

Com intuito de excluir a interferéncia da ureia presente nos extratos previamente
caracterizados, estes foram diluidos em tampao de sensibilizagdo do imunoensaio
(carbonato-bicarbonato pH 9,6), ou aplicados em coluna Dessalting (GE lifesciences)
previamente equilibrada com tampao PBS.

As amostras de extratos de plantas transformadas ou nao que foram submetidos
a troca de tampao por PBS, foram utilizadas diretamente nos imunoensaios ou
depletados com anticorpo irrelevante. Para tanto, 10 mL de extrato em PBS foi
adicionado de 1 mL de soro de camundongo nao imunizado. Esta amostra foi incubada
a 37 °C por uma hora e posteriormente centrifugada a 6000 rpm por cinco minutos, o
sobrenadante foi recuperado para posteriores ensaios e descartado o material
precipitado.

Os extratos em PBS também foram submetidos a cromatografia de troca idnica
em coluna Capto Q (GE lifesciences) equilibrada com tampao 20 mM Tris-HCI, pH 8,0.
Apds a passagem da amostra, foi adicionado dez vezes o volume da coluna de tampéao
de equilibrio para remover proteinas ligadas nao-especificamente, e a proteina de
ligacao especifica foi eluida utilizando concentracdes de 10%, 25%, 50% e 100% de
tamp&do com 20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH8,0. As amostras eluidas foram
caracterizadas em gel de poliacrilamida 15%.

As amostras previamente descritas foram dosadas e utilizadas nos
imunoensaios enzimaticos, sendo que as amostras diluidas foram utilizadas na

concentragao final de 10 pg/pogo e as amostras submetidas a dessalting 1 pg/pogo.

1.15- ELISA indireto e tipo sanduiche para detecgao de IgM e IgG
Na realizagdo do ELISA para padronizar a diluicdo do soro de pacientes
previamente confirmados para dengue e soro de doadores saudaveis utilizado nas

analises imunoenzimaticas, foram realizadas diluicdbes de 1:10, 1:50, 1:100, 1:250,
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1:500, 1:1000, 1:10000 dos soros em PBS. A partir deste resultado, as analises
passaram a serem realizadas utilizando a diluicao de 1:100.

Para a padronizacdo de ensaio imunoenzimatico com extratos de plantas
transformadas ou n&o previamente caracterizados e dosadas, foram testados dois
protocolos. Inicialmente foi realizado o imunoensaio indireto com sensibilizagcao (50 pL)
de placas de 96 pocgos (Jet Biofil), na concentragdo de 1 ug ou 10 pg de proteina total
em tampé&o carbonato-bicarbonato (pH 9,6) por pogo, estas foram mantidas por 12
horas a 4 °C, apos este periodo as placas foram incubadas com 100 pL de solugéo de
blogqueio (PBS/ Soro bovino fetal 5%). No ensaio tipo sanduiche, as placas foram
sensibilizadas com 50 pL de anticorpo monoclonal anti-NS1 e anti-D4 diluido 1:100, em
tampé&o carbonato-bicarbonato (pH 9,6), e também mantido por 12 horas a 4 °C, apds a
sensibilizacdo estas placas foram incubadas com 100 pyL de solugdo de bloqueio e
apos lavagem (PBS-Tween 0,05%), acrescentou-se 50 pL dos extratos de planta
transformada ou n&o diluidos em PBS na concentragcado de 10 ug de proteina total por
poco. As etapas seguintes foram similares para os dois ensaios realizados.
Posteriormente, as placas foram lavadas em tamp&ao de lavagem (PBS-Tween 0,05%)
e entdo incubadas por uma hora e trinta minutos a 37 °C (somente nos dois ultimos
ELISAs realizados as amostras foram incubadas a 37 °C, nas analises iniciais estas
permaneceram em temperatura ambiente) com 50 pL de soro de pacientes
previamente confirmados para dengue ou amostras de soro de doadores saudaveis na
diluicdo 1:100. A placa foi entédo lavada e incubada com anticorpo anti-lgM humano ou
anti-lgG humano ambos conjugado com peroxidase (Sigma, EUA). Apods lavagem, foi
adicionado substrato TMB (1 comprimido de TMB, 10 mL de 0,05 M de tampéo de
fosfato-citrato / pH 5,0, 2 mL de perdxido de hidrogénio). As placas foram incubadas a
temperatura ambiente durante 15 min e a reacéo foi interrompida com solugcéo a 2 M de
H.SO4 (acido sulfurico). A intensidade da cor de cada pogo foi medida em um
espectrofotdbmetro (Multiskan, Thermo Scientific, EUA) com um filtro de 450 nm. Em

cada quadrante foi realizado o controle negativo utilizando agua como amostra.
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1.16-Analise estatistica
Curvas ROC (receiver operating characteristic) foram utilizadas para estimar os
pontos de corte com relagdo a sensibilidade e especificidade (INSTAT software,
GraphPad, San Diego, CA, USA).

2- CONSTRUGAO DE UM VETOR OTIMIZADO CONTENDO O GENE DA PROTEINA
NAO ESTRUTURAL 1 DO ViRUS DENGUE-2 PARA A EXPRESSAO EM Arabidopsis
thaliana
2.1- Otimizacgao da sequéncia do gene da proteina NS1

Com o objetivo de obter altos niveis de expressao da proteina NS1 na planta
transgénica, foi adquirido o vetor de clonagem pUC 57 (Figura 7A), que possui gene de
selegcado bacteriana com tetraciclina, com a sequéncia otimizada do gene da proteina
NS1 e sequéncias especificas (Figura 7B) adicionadas (Genone): sitios de restricao
para as enzimas Bgl Il e Bste I, que foram utilizados para clonagem no plasmideo
pCAMBIA 3301; sequéncia de recombinagdo para recombinases AttB1 e AttB2, a
serem utilizadas no sistema de recombinacdo homodloga; sequéncia Kozak para
reconhecimento do ribossomo visando a expressdo em células eucariodticas; codon de
iniciagdo (codon necessario para iniciar a tradugéo); peptideo sinal da proteina Bip
At5g44620 (Lee et al., 2011) para o direcionamento da sequéncia para o reticulo
endoplasmatico; gene da proteina n&o-estrutural 1 do virus dengue 2 cepa New
Guinea C.; cauda de polihistidina, utilizada para a purificacdo de proteinas
recombinantes (Wu et al., 2003); sequéncia de retengdo no reticulo endoplasmatico
visando aumentar a expressao do gene NS1 (Munro e Pelham, 1987; Koizumi, 1996;
Napier et al., 1992); cédon de terminagao (codon necessario para terminar a tradugao),
resultando em uma sequéncia de 1295 pares de bases (Figura 7C). A Figura 8 mostra

o alinhamento das sequéncias de DNA do gene NS1 original e o gene NS1 otimizado.
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AGATCTGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATGATGACAGACATAAGCAGCTTATTCA
GAAACAGAAGCAGAAAAGACCAATTAGACTACGGATTAACAGTAATAGTAATAAGCACATTATGCTGG
TGCTTATGGTTATACGCAARATGCAAAAGAAGAGATTCAGGAT GCGTGGTTTCATGGAAGAACAAGGA
ACTCAAGTGCGGATCAGGTATATTCATCACCGATAACGTTCACACATGGACCGAGCAGTACAAGTTCC
AACCAGAGTCTCCATCTAAGTTGGCATCTGCTATCCAAAAAGCTCATGAGGAAGGAATCTGCGGAATC
AGATCAGTGACTAGACTTGAGAACCTCATGTGGAAGCAGATAACTCCTGAACTCAACCATATCCTCTC
AGAGAACGAGGTGAAGCTCACTATCATGACTGGAGATATCAAGGGAATCATGCAGGCTGGAAAAAGGA
GTTTGCAGCCACAGCCTACTGAGCTCAAGTACTCTTGGAAGACATGGGGAAAGGCTAAAATGCTCAGT
ACTGAGTCTCATAACCAGACTTTCCTCATCGATGGTCCTGAAACTGCAGAGTGTCCTAATACTAACAG
AGCTTGGAACTCACTCGAAGTGGAGGATTACGGTTTCGGTGTGTTTACCACTAACATCTGGCTTAAAC
TCAGGGAGAAACAAGATGTTTTCTGCGATTCTAAGCTTATGTCAGCTGCAATCAAAGATAACAGAGCA
GTTCATGCTGATATGGGTTACTGGATAGAGAGTGCTCTCAATGATACTTGGAAAATAGAGAAGGCTTC
ATTCATCGAGGTTAAATCTTGTCACTGGCCAAAGTCTCATACTCTCTGGTCTAATGGTGTGCTTGAGT
CTGAAATGATAATCCCAAAGAACTTTGCAGGACCAGTGTCTCAGCACAACTACAGACCTGGATACCAT
ACCCAAACTGCAGGACCTTGGCACCTTGGAAAGCTCGAGATGGATTTCGATTTTTGTGAGGGAACAAC
CGTTGTGGTTACTGAGGATTGCGGAAACAGAGGTCCTTCACTTAGGACTACCACTGCTTCAGGAAAAC
TCATCACCGAATGGTGCTGTAGGTCTTGCACATTGCCTCCACT CAGATATAGGGGAGAGGATGGTTGC
TGGTATGGTATGGAGATTAGACCATTAAAGGAGAAGGAGGAGAACTTAGTGAATAGTCTTGTTACTGC
TCACCACCACCACCACCACCACGACGAATTATAGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCCGGTT
ACC (1295 pb)

Figura 7. Construcao do vetor otimizado para expressao em plantas. (A)
Representacdo esquematica do plasmideo pUC57. (B) Representagcdo esquematica da
sequéncia sintetizada. (C) Sequéncia génica do inserto referente a NS1 otimizada em
preto e sequéncias especificas adicionadas em vermelho.
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GATTCAGGATGCCTGGTTTCATGGAAGAACARCGARCTCAAGTGCGGATCAGGTATATTC
GATAGTGGTTGCGTTGTCGAGCTGEANAAACANNCGANCTGANGTCGTCGCAGTGGGATTTTC

ATCACCGATAACGTTCACACATGGACCGAGCAGTACAAGTTCCARCCAGAGTCTCCATCT
ATCRACAGACARCGTGCACACATGGACAGAACAATACARAGTTCCARCCAGAATCCCCTTCA

AAGCTTGGCATCTGCTATCCARARAGCTCATGACGAAGGAATCTGCCGAATCAGATCAGTG
ANNCTAGCTTCAGCTATCCAGANAGCTCATGANGAGGECATTTGTGGANTCCGCTCAGTA

ACTAGACTTIGAGAACCTCATGTGGAAGCAGATAACTCCTGAACTCAACCATATCCTCTCA
ACARGACTGGARAATCTGATGTGGAAACAAATAACACCAGAATTGAATCACATTCTATCA

GAGAACGAGGTGAAGCTCACTAT CATGACTGCAGATATCAAGGGARTCATGCAGGCTGGA
GARARATGAGGTGAAGTTGACTATTATGACAGGAGACATCARAGGARTCATGCAGGCAGGA

ARARGGAGTTTGCAGCCACAGCCTACTGAGCTCAAGTACTCTTGGAAGACATGGGGAAAG
ARACGATCTCTGCAGCCCCAGCCCACTGAGCTGAAGTATTCATGGAARACATGGGGCARA

GCTARAATEETCAGTACTGAGTCTCATAACCAGACTTTCCTCATCGATGGTOTGAAACT
GCGAAAATGCTCTCTACAGAGTCTCATAACCAGACCTTTCTCATTGATGGCCCCGAAACA

GCAGAGTGICCTAATACTARACAGAGCTTGGAACTCACTCGAAGTGGAGGATTACGGTTTC
GCACGAATGCCCCAACACAARCAGAGCTTGGAATTCGCTGGAAGTTGAAGACTATGGCTTT

GGTCTGTTTACCACTARCATCTGGCTTAAACTCAGGGAGAAACARGATGTTTTCTGCGAT
GGAGTATTCACCACCAATATATGGCTAAAGTTGAGAGARAAGCAGGATGTATTCTGCGAC

TCTAAGCTTATCTCACGCTCGCAATCAAAGATAACAGAGCAGTTCATCCTGATATGGGTTAC
TCARARCTCATGTCAGCGGCCATARAAGACARCAGAGCCGTCCATGCCGATATGGGTTAT

TGGATAGAGAGTGCTCTCAATGATACT 'GGAAAATAGAGAAGGCTTCATTCATCGAGGTT
TGGATAGARAGTGCACTCAATGACACATGGARAGATAGAGAAAGCCTCTTTCATCGAAGTT

AATCTTGTCACTGGCCANMGTCTCATACTCTCTGGTCTAATGGCTGTGCTTSAGTCTGAL
AARRGCTGCCACTGGCCAAAGTCACACACCCTICTGGAGTAATGGAGTGTTAGARAGTGAG

ATGATARTCCCAAAGAACTTTGCAGGACCAGTGTCTUCAGCACARCTACAGACCTGGATAC
ATGATAATTCCAAAGAATTTCGCTGGACCAGTGTCACAACACAACTACAGACCAGGCTAC

CATACCCAANCTGCAGGACCTTGECACCTTGCANANGCTCGAGATGGATTTCGATTTTTGT
CATACACAAACAGCAGGACCATGGCATCTAGCGTAAGCTTGAGATGGACTTTGATTTCTGC

GAGGGAACAACCGTTGTGGTTACTGAGGATTCCGGARACAGAGGTCCTTCACTTAGGACT
GAAGGAACCACAGLGGIGGIGACT GAGGACT CLGGAAATAGAGGACCCICIL ' AAGAACA

ACCACTGCTTCAGGAARACTCATCACCGAATGGTGCTGTAGGTCTTGCACATTGCCTCCA
ACTACTCGCCTCTGCAAAACTCATARCAGAATCCTGCTCCCCGATCTTCCACATTACCACCG

CTCAGATATAGGGGAGAGGATGGT TGCTGGTATGGTATGGAGATTAGACCATTARAGGAG
CTAAGATACAGAGGTGAGGACGGATGCTGGTACGGGAT GGAAATCAGACCATTGAAAGAG

ALGCAGGAGAACTTAGTCAATAGTCTTGTTACTGCT
ALRACAAGAGAATTTGGTCAACTCCTTGGTCACAGCC

Figura 8.

Alinhamento das sequéncias do gene NS1 original e otimizado.




2.2- Recuperagao dos plasmideos sintetizados

Os plasmideos sintetizados foram recuperados a partir de papel de filtro de
acordo com as instrugdes do fabricante (Genone): a area onde o DNA estava aplicado
foi recortada com uma lamina de bisturi estéril e colocada em um tubo eppendorf com
100 uL de H,0O destilada. Foi agitado em vértex e centrifugado por 2 minutos a 5000
rom. Foi utilizado 2 yL desta amostra para transformar E. coli TOP10F competentes

para posterior extragao de DNA plasmidial.

2.3- Transformacgao de células competentes E. coli TOP10F com os plasmideos
pUCS57/NS1

Células E. coli TOP10F competentes foram obtidas através de tratamento com
choque térmico (Lewin, 1997). Para a transformacao, foi adicionada as células uma
solugéo contendo 2 yL da amostra de DNA e incubadas em gelo por 30 minutos e em
seguida, a 42 °C por 30 segundos e apés, foram rapidamente colocadas no gelo. Foi
adicionado meio SOC (20 g/L de bacto triptose, 5 g/L de extrato de levedura e 0,5 g/L
de NaCl e 20 mM de glicose) e as células foram incubadas a 37 °C por uma hora. Para
andlise e selecdo das colbnias transformadas com plasmideos recombinantes
pUCS57/NS1 foi realizada a extracdo de DNA plasmidial com kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme instrugbes do fabricante,
seguida de uma PCR para confirmacéo da presenca do inserto. O gene NS1 foi clivado
do vetor de clonagem pUCS57/NS1 com as enzimas de restricdo Bgl Il e BstE I
(Fermentas), e o gene de interesse foi ligado ao vetor de expressdo pCAMBIA 3301,
como descrito anteriormente. O plasmideo pCAMBIA3301/NS1 foi utilizado para a
transformacédo de células competentes de E. coli TOP10F. Apds, foi realizada a
extracdo de DNA plasmidial com kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega), conforme instrugdes do fabricante, seguida de reagao de digestédo
para confirmagdao da presenga do inserto. O plasmideo pCAMBIA 3301/NS1 foi
utilizado para a transformacdo de células competentes de A. tumefaciens LB4404.

Apos a transformacéao, foi realizada a extragdo de DNA plasmidial seguida de dupla
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digestdo do plasmideo pCAMBIA3301/NS1, para a confirmagdo da presenga do

inserto, como descrito anteriormente.

2.4- Germinacao das sementes e crescimento de Arabidopsis thaliana

As sementes de A. thaliana foram cedidas pelo Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria - Universidade Federal de Vigosa - Brasil. As sementes foram
mantidas a 4 °C durante uma semana para quebra de dorméncia. Apds, estas foram
transferidas para um tubo de 1,5 mL autoclavado, adicionado 500 L de alcool 70% e
em camara de fluxo foram agitadas por pipetagem durante 30 segundos. O alcool a
70% foi descartado cuidadosamente e as sementes lavadas com H>O MilliQ
autoclavada. Apos, foi adicionada 500 uL de solugao (hipoclorito de sodio: H,O Millig
autoclavada, 2:3 v:v) e agitada em vortex durante 8 minutos. Em camara de fluxo, a
solucao foi descartada e as sementes foram lavadas cinco vezes com H,O MilliQ com
auxilio de uma pipeta. A agua foi descartada cuidadosamente e as sementes
transferidas com auxilio de uma pipeta para vasos contendo substrato autoclavado
(Figura 9A). Posteriormente ao aparecimento das primeiras folhas, cada plantula foi
individualizada em pequenos vasos (Figura 9B). Os vasos permaneceram em uma
camara de crescimento com um fotoperiodo de 16 horas, a temperatura em torno de 25

°C por aproximadamente 60 dias.

2.5- Transformacgao genética de A. thaliana mediada por A. tumefaciens

As plantas A. thaliana utilizadas para a transformacao genética foram crescidas
até o estagio de crescimento de flores. Células de Agrobacterium tumefaciens
contendo o vetor pCAMBIA 3301/NS1 foram inoculadas em meio YEB liquido, com
canamicina (100 mg/L) e estreptomicina (50 mg/L) e incubadas a 28 °C por 48 h. Apos
o crescimento das bactérias (absorbancia 1,0 em 600nm), estas foram centrifugadas
por 10 minutos a 4 °C a 8000 rpm, e ressuspendidas em 250 mL de sacarose 5% (p/v),
com Silwett L-77 0,05% (p/v). Esta solugéo foi utilizada para transformar as plantas
pelo método de “mergulho” de escapes florais, vertendo-se o vaso com as plantas por
dois a trés segundos na solugédo de sacarose com Agrobacterium tumefaciens (Figura

9C). As plantas submetidas a este processo foram colocadas dentro de um isopor e
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mantidas sob uma cobertura de plastico por 24 horas para manter a alta umidade
(modificado de Clough e Bent, 1998). Para taxas mais elevadas de transformagao, as
plantas foram mergulhadas trés vezes em intervalos de sete dias. As plantas recém-
transformadas foram mantidas em camara de crescimento a 22 °C, expostas a luz
branca, até a produgdo de sementes. Posteriormente, copos coletores de sementes
foram colocados em cada planta (Figura 9D) e esperou-se até que as plantas ficassem

totalmente secas liberando as sementes que foram armazenadas a 4 °C (Figura 9E).

Figura 9. Transformacao de Arabidopsis thaliana com vetor recombinante
pCAMBIA3301/NS1. (A) Arabidopsis thaliana cultivadas em camara de crescimento
apo6s 2 semanas da germinagdo com temperatura e fotoperiodo controlados. (B)
Plantas individualizas com 8 semanas de crescimento preparadas para o processo de
transformacéo. (C) Processo de transformacéao das plantas. (D) Plantas 45 dias apds a
transformacéo. (E) Plantas 60 dias apés a transformacéo.
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RESULTADOS

1- EXPRESSAO E CARACTERIZAGCAO IMUNOLOGICA DA PROTEINA NS1 DO
VIRUS DENGUE-2 EM Nicotina tabacum “Havana”

1.1- Obtencao de Escherichia coli DH5a recombinantes contendo o plasmideo
pGEM-T/NS1

Para obtermos a amplificagdo do gene NS1 (Figura 10A), o RNA total extraido
das células C6/36 infectadas com virus dengue-2 foi submetido a transcricao reversa
seguida de PCR. Apds a realizagao de ligagao do gene NS1 ao vetor pGEM-T, células
competentes E. coli DH5a foram transformadas (Figura 10B). Posteriormente, o
plasmideo pGEM-T/NS1 foi submetido a uma dupla digestdo com as enzimas de

restrigdo Bgl Il e BstE Il e o fragmento do gene NS1 foi liberado (Figura 10C).
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Figura 10. Obtencao do vetor de clonagem pGEM-T/NS1. (A) Amplificacdo do gene
NS1/DENV2. 1- Marcador de DNA 50 bp 2- Fragmento de aproximadamente 1000
pares de bases correspondente ao gene NS1. (B) Amplificagdo do gene NS1/DENV2 a
partir da extragcao plasmidial de 5 clones recombinantes de E. coli transformadas com
pGEM-T/NS1. 1- Marcador de DNA 50 pb; 2 a 6- Fragmento de aproximadamente 1000
pares de bases correspondente ao gene NS1. (C) Dupla digestdo do plasmideo pGEM-
T/NS1. 1- Marcador de DNA 100 pb. 2- Fragmento de aproximadamente 1000 pares de
bases correspondente ao gene NS1.
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1.2- Escherichia coli DH5a e A. tumefaciens LB4404 recombinantes contendo o
plasmideo pCAMBIA 3301/NS1

Apés a clivagem do gene NS1 do vetor pPGEM-T/NS1, este fragmento foi inserido
no vetor pCAMBIA 3301. Para isso, foi realizada a extragdo do DNA plasmidial de
Escherichia coli DH5a transformadas com o vetor de expressdo pCAMBIA 3301. Na
Figura 11A sao visualizadas as bandas referentes as formas encontradas do plasmideo
pCAMBIA 3301: fechado, linear e superenovelado. Apods extragdo, o plasmideo
pCAMBIA 3301 foi submetido a dupla digestdo que gerou uma banda de
aproximadamente 9800 pb correspondente ao vetor linearizado (Figura 11B). O gene
NS1 foi ligado ao vetor pCAMBIA 3301 e E. coli DH5a foram transformadas (Figura
11C). ApOs a realizagdo da extragdo do DNA plasmidial e a confirmagéo da presenga
do inserto por PCR, foi realizada a transformacdo de A. tumefaciens com este vetor

recombinante (Figura 11D).
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Figura 11. Obtencao do vetor de expressao pCAMBIA 3301/NS1. (A) Extracdo de
pCAMBIA 3301 de E. coli. 1 a 3- Plasmideos pCAMBIA 3301 extraidos de 4 estoques
diferentes resultantes da transformacédo de células competentes E. coli DH5a. * -
plasmideo fechado, » - plasmideo linear, » - plasmideo superenovelado. 4-
Marcador de DNA A Hind 1ll. (B) Dupla digestdo do plasmideo pCAMBIA
3301. 1 e 2- Plasmideos pCAMBIA 3301 digeridos com Bgl Il e Bst Ell; 3- Marcador de
DNA 2 Hind lll. (C) Amplificagdo do gene NS1/DENV2. 1 a 6- DNA amplificado de E.
coli transformadas com o plasmideo pCAMBIA 3301/NS1; 7- Marcador de DNA 50 pb.
(D) DNA amplificado de A. tumefaciens transformadas com o plasmideo pCAMBIA
3301/NS1.1- Marcador de DNA 100 pb; 2 a 4- Fragmento de aproximadamente 1000
pares de bases correspondente ao gene NS1.
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1.3- Expressao da proteina NS1 do virus dengue-2 em plantas N. tabacum

Apés a realizagao do processo de transformagao das plantas, o DNA genémico
de N. tabacum foi extraido de fragmentos foliares de plantas submetidas ao processo
de transformacdo e de plantas ndo transformadas para avaliar a presengca do gene
NS1. A figura 12A apresenta o produto da amplificagdo do gene NS1 apenas nos
transformantes, o que confirma a integracéo do gene de interesse ao genoma vegetal.
Para detectar a transcricdo do gene NS1, o RNA total de folhas de N. tabacum foi
extraido. Houve a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 1000 pb
correspondente ao gene NS1/DENV2 no material vegetal transformado (Figura 12B).
Posteriormente, foi realizada a extracdo de proteinas dos fragmentos foliares das
plantas transformadas e n&o transformadas para a realizagdo de Dot Blot (Figura 12C)
e para a anadlise do perfil proteico dos extratos por SDS-PAGE (Fig. 12D), a
caracterizacdo da amostra transformada foi realizada por imunoblotting com soro de
pacientes previamente confirmados para dengue (Fig. 12E). Pode-se observar uma
banda de aproximadamente 45 kDa diferencialmente expressa nas plantas
transformadas em relagdo ao controle ndo transformado, esta banda foi revelada no

imunoblottting, confirmando assim a expressao da proteina NS1.
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Figura 12. Expressao da proteina NS1 do virus dengue-2. (A) Amplificacédo do gene
NS1. 1- Marcador de DNA 100 pb; 2- Controle positivo da PCR; 3- Controle negativo-
planta ndo transformada; 4 e 5- Amostras de plantas transformadas. (B) RT-PCR para
transcritos do gene NS1. 1- Marcador de DNA 100 pb; 2 e 3- Amostras equivalentes a
N. tabacum transformada; 4- Controle negativo-planta ndo transformada. (C) Detecgao
da proteina NS1 por dot blot. 1 a 4- Amostras equivalentes a N. tabacum transformada
apresentando a expressao da proteina NS1; 5- Controle negativo-planta néao
transformada. (D) Perfil eletroforético dos extratos, em gel de poilacrilamida 12%. 1-
Marcador de peso molecular; 2- Controle negativo-planta ndo transformada; 3- Amostra
equivalente a N. tabacum transformada. (E) Imunoblotting. 1- Marcador de peso
molecular; 2- Controle negativo-planta nao transformada; 3- Amostra equivalente a N.
tabacum transformada.
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1.4- Padronizagao de soros

Para padronizar a concentracdo de soros utilizada nas analises foi realizado
ELISA indireto. A partir dos resultados encontrados pode-se observar que a melhor
diluicdo a ser utilizada de soro na analise com anti-lgM humano é de 1:100 (Figura
13B), ndo apresentando diferencga significativa na analise com anticorpos anti-lgG em

nenhuma das dilui¢des de soros (Figura 13A).
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Figura 13. Padronizagdao da concentragao de anticorpos por ELISA indireto. (A)
Diferentes diluicbes de soro com anti-lgG. (B) Diferentes diluigdes de soro com anti-
IgM. Negativo: soro de doadores saudaveis como anticorpo primario. Positivo: soro de
paciente previamente confirmado para dengue como anticorpo primario.

1.5- Caracterizagao e purificagao da proteina NS1 recombinante

Para avaliar a utilizacdo da proteina NS1 como um potencial candidato para
métodos diagndsticos, realizou-se ELISA indireto com amostras de plantas
transformadas com anti-lgM humano na concentracao 1:100. Apds a extragcéo de
proteinas, as amostras foram passadas em coluna Dessalting no HPLC, para retirada
de ureia (foi utilizado 1 pug de proteina total por pogo). Como anticorpo primario foi
utilizado soro de pacientes previamente confirmados para dengue ou amostras de soro
de doadores saudaveis (Figura 14A). Nao houve diferenca significativa entre as

amostras testadas. Devido a hipdétese de que constituintes da planta poderiam estar
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interferindo nos resultados do ELISA, decidiu-se incubar as amostras com soro de
camundongo nao imunizado antes da realizagdo do ELISA na tentativa de adsorver
estes constituintes (Figura 14B). Os resultados ndo apresentaram diferenca

significativa entre as amostras testadas.
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Figura 14. Caracterizagao da proteina NS1/DENV2 por ELISA indireto. (A) Amostra
de extrato total de planta transformada. (B) Amostra de extrato de planta transformada
apos adsor¢cdo com soro de camundongo nao imunizado. Negativo: soro de doadores
saudaveis como anticorpo primario (n=23); Positivo: soro de pacientes previamente
confirmados para dengue como anticorpo primario (n= 23).

Na tentativa de purificar a proteina NS1 recombinante, foi realizada uma
cromatografia por troca ibnica com concentragdes crescentes de cloreto de sdédio
(NaCl), a partir de 0% de NaCl no tampéao de eluigdo até 100% do mesmo (1: 10%; 2:
10%; 3: 25%; 4: 50%; 5: 100%), e posteriormente foi realizado SDS-PAGE a 12% com
as fragdes obtidas. Observou-se uma banda de aproximadamente 43 kDa na canaleta
correspondente a eluicdo com 25% do tampado, o que comprova a presenca da
proteina NS1 nas amostras testadas (Figura 15A e B). No ELISA realizado com esta
fracdo de amostra ndo houve diferenca significativa entre as amostras testadas com

soro de doador saudavel ou soro previamente confirmado para dengue (Figura 16).
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Figura 15. Purificagdo da proteina recombinante por cromatografia. (A)
Cromatograma da purificagdo de NS1 recombinante em concentragdes crescentes de
NaCl (1: 10%; 2: 10%; 3: 25%; 4: 50%; 5: 100% do tampao de elui¢do). (B) SDS-PAGE
indicando as fragbes obtidas a partir da purificacdo de NS1. *: banda de
aproximadamente 43 kDa correspondente a proteina NS1.
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Figura 16. Caracterizagao da proteina NS1/DENV2 por ELISA indireto apods
cromatografia. Fracdo de amostra de planta transformada apds cromatografia por
troca ibnica com 25% do tampao de eluicdo. Negativo: soro de doadores saudaveis
como anticorpo primario (n=20); Positivo: soro de paciente previamente confirmado
para dengue como anticorpo primario (n=20).

Devido a hipétese de que ao eluir nossas amostras em coluna Dessalting no
HPLC para a retirada de ureia, a concentragcdo de proteinas totais poderiam estar

diminuidas nas amostras, foi realizado imunoensaio com amostras de plantas
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transformadas e nao transformadas sem esta etapa (foi utilizado 10 ug de proteina total
por pogo). Para realizagdo deste ELISA, as placas foram incubadas a 37 °C apds a
etapa de incubagao com soro de pacientes.

Como anticorpo primario foi utilizado soro de pacientes previamente confirmados
para dengue e soro de doadores saudaveis, totalizando 181 amostras de soro (140
amostras de soros previamente confirmados para dengue e 41 amostras de doadores
saudaveis). Para IgM anti-dengue obteve-se 71.74% especificidade e 73.24% de
sensibilidade (Figura 17A) e para IgG anti-dengue foi observado 73.91% de
especificidade e 43.48% de sensibilidade (Figura 17B).
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Figura 17. Elisa indireto utilizando a proteina NS1 recombinante. (A) ELISA indireto
utilizando anticorpos anti-lgM humano. (B) ELISA indireto utilizando anticorpos anti-IgG
humano. NS1+: amostra de planta transformada. CTR-: amostra de planta nao
transformada.

Na tentativa de aumentarmos a especificidade e sensibilidade do teste para IgM
anti-dengue que apresentou melhor resultado no primeiro ensaio, foi realizado um
segundo ensaio, do tipo sanduiche, neste as placas foram previamente sensibilizadas
com anticorpo monoclonal anti-NS1 e anti-D4 (produzido a partir de extrato total de
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virus dengue-4) e posteriormente acrescentou-se os extratos de planta transformada
ou néo (foi utilizado 10 ug de proteina total por pogo). Como anticorpo secundario foi
utilizado somente anti-IgM humano. De acordo com os resultados encontrados, a
sensibilidade e especificidade dos testes aumentaram significativamente (Figura 18A e
B). Com o anti-NS1 obteve-se 93,75% de especificidade e 95,74% de sensibilidade.
Para anti-D4 foi observado 93,75 % de sensibilidade e 78,72% de especificidade.
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Figura 18. Elisa tipo sanduiche utilizando a proteina NS1 recombinante. (A) ELISA
sanduiche utilizando anticorpos anti-NS1 e extrato de planta transformada. (B) ELISA
sanduiche utilizando anticorpos anti-D4 e extrato de planta transformada.
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2- CONSTRUGAO DE UM VETOR OTIMIZADO CONTENDO O GENE DA PROTEINA
NAO ESTRUTURAL 1 DO ViRUS DENGUE-2 PARA A EXPRESSAO EM Arabidopsis
thaliana
2.1- Obtencgao de Escherichia coli TOP10F recombinantes contendo o plasmideo
pUCS57/NS1

O gene da proteina NS1 otimizado com as sequéncias especificas para a
expressao em plantas foi sintetizado no plasmideo pUC57. O vetor pUC57/NS1 foi
utilizado para a transformagcao de E. coli TOP10F competentes e posteriormente foi
realizado a extragao de DNA plasmidial. Um fragmento de aproximadamente 1000 pb
foi amplificado por PCR (Figura 19A). O plasmideo pUC57/NS1 foi submetido a uma
dupla digestdo com as enzimas de restricdo Bgl Il e BstE Il e o fragmento do gene NS1
foi liberado (Figura 19B).
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Figura 19. Obtencao do vetor de clonagem pUC57/NS1. (A) Amplificagdo do gene
NS1/DENV2 sintetizado. 1- Marcador de DNA 100 pb; 2 a 7- Amplificagdo do gene
NS1/DENV2 a partir da extragcdo plasmidial de clones recombinantes de E. coli
transformadas; 8- Controle negativo. (B) Digestdo do plasmideo pUC57/NS1. 1-
Marcador de peso molecular; 2- Dupla digestdo do plasmideo pUC57/NS1 de colénias
de E. coli TOP 10F transformadas; 3- Plasmideo pUC57/NS1 nao-digerido.
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2.2- Obtengao de E. coli TOP10F e A. tumefaciens recombinantes contendo o
plasmideo pCAMBIA 3301/NS1

Foi realizada a extragdo do DNA plasmidial de E. coli TOP10F transformadas
com o vetor de expressao pCAMBIA 3301. Na Figura 20A sdo visualizadas as bandas
referentes as formas encontradas do plasmideo pCAMBIA 3301: fechado, linear e
superenovelado. Apos a extracéo, o plasmideo pCAMBIA 3301 foi submetido a dupla
digestdo com as enzimas de restricao Bgl Il e Bst Ell que gerou um fragmento de
aproximadamente 9800 pb correspondente ao vetor linearizado (Figura 20B). Apds a
ligacao do inserto ao plasmideo pCAMBIA3301, foi realizada a transformacao de E. coli
TOP10F (Figura 21A). As colbnias transformadas foram crescidas em meio seletivo
para a realizacdo da extragdo do DNA plasmidial e posterior transformacdo de A.
tumefaciens LB4404. A Figura 21B mostra trés clones diferentes de Agrobacterium

tumefaciens transformadas com o gene NS1.

1500 -

Figura 20. Obtencao do vetor de expressao pCAMBIA3301/NS1. (A) Extracéo de
DNA plasmidial de E. coli transformadas com pCAMBIA 3301. 1- Marcador de DNA
AHind 1ll. 2 e 3- Plasmideos pCAMBIA 3301 extraidos de 2 estoques diferentes
resultantes da transformacédo de células competentes E. coli TOP10F. * - fechado,
» -linear, - » superenovelado. (B) Digestdo do plasmideo pCAMBIA 3301. 1-
Marcador de peso molecular; 2 e 3- Dupla digestdo do plasmideo pCAMBIA 3301
extraidos de dois estoques diferentes resultantes da transformacdo de células
competentes E. coli TOP 10F.
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Figura 21. Transformagao de A. tumefaciens com o vetor de expressdao pCAMBIA
3301/NS1. (A) Digestao do plasmideo pCAMBIA3301/NS1 de E. coli transformadas; 1-
Marcador de peso molecular; 2 a 5- Fragmento de aproximadamente 1300 pb
resultante da dupla digestdo do plasmideo pCAMBIA 3301/NS1 extraidos de diferentes
clones de E. coli TOP10F transformadas. (B) Transformagao de A. tumefaciens com o
vetor pCAMBIA 3301/NS1. 1- Marcador de peso molecular; 2 a 4- Banda de
aproximadamente 1300 pb resultante da dupla digestdo do plasmideo pCAMBIA
3301/NS1 extraidos de diferentes clones de A. tumefaciens transformadas.

DISCUSSAO

Um diagndstico rapido de qualquer doenca infecciosa pode conduzir ao inicio de
intervencdo terapéutica de todos os casos suspeitos. Em muitas doencgas virais, a
eliminagao do virus é maior durante o inicio da fase sintomatica. Tem sido relatado que
o antigeno NS1 é encontrado na circulagéo a partir do primeiro dia apds o inicio dos
sintomas até o nono dia (Dipankar et al., 2009), por isso justifica-se a utilizagcdo da
proteina NS1 como potencial candidato para métodos diagnosticos.

Um empecilho para a realizagdo de testes diagndsticos para dengue reside na
dificuldade de produgéo em grande escala de antigenos a serem usados na captura do

anticorpo presente no soro de pacientes infectados. Estudos demonstram que a
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proteina recombinante purificada a partir de células procariéticas tem demonstrado ser
inadequada para estudos imunolégicos, devido a sua conformagdo e auséncia de
determinantes antigénicos da proteina nativa (Georgiou e Valax, 1996; Kolaj et al.,
2009). Neste trabalho objetivou-se a expressao da proteina NS1 do virus dengue-2 em
Nicotiana tabacum “Havana” visando a produgcdo de antigeno para diagnosticos
sorologicos e a construgdo de um sistema de expressao otimizado para plantas. As
plantas possuem uma maquinaria de processamento pds-transcricional semelhante a
dos mamiferos, por isso sao capazes de produzir proteina com determinantes
antigénicos semelhantes a proteina nativa (Blais, 2006; Streatfield, 2006). Dentro do
limen do reticulo endoplasmatico, mondmeros de NS1 sofrem N-glicosilagdes e rapida
dimerizagdo. Posteriormente, no complexo de Golgi, outras modificagcbes nos
carboidratos nos dimeros de NS1 sdo realizadas antes de seu transporte para a
superficie celular e posterior liberacdo a partir das células infectadas, o que justifica a
utilizagdo de um organismo eucarioto para a expresséo da proteina NS1 (Noisakran et
al., 2007).

O vetor recombinante pCAMBIA/NS1 foi utilizado para transformar A.
tumefaciens, originando bactérias recombinantes que foram utilizadas como sistema de
transferéncia natural de genes para transformagcdo do tabaco. O sistema de
transformacéo via Agrobacterium foi utilizado por ser um sistema com baixo custo
operacional e simplicidade na realizagdo dos protocolos de transformacéo e selecao
(Brasileiro e Carneiro, 1998).

Plantas cultivadas in vitro foram utilizadas como fonte de explantes foliares no
processo de transformacdo de N. tabacum via A. tumefaciens contendo o gene
codificador da proteina NS1/DENV2. O produto da PCR do DNA vegetal derivado das
plantas transformadas gerou, na analise em gel de agarose, um fragmento de
aproximadamente 1000 pb. Este resultado indica, por similaridade de tamanho, que a
sequéncia obtida é correspondente ao gene responsavel por codificar a proteina
NS1/DENV-2.

Posteriormente, foram realizadas as técnicas de SDS-PAGE e imunoblot para
comprovar a expressdo da proteina NS1. A proteina NS1 & uma glicoproteina de
aproximadamente 43 a 48 kDa (Young et al., 2000; Chung, 2007). Nestas analises

43



foram detectadas uma banda de aproximadamente 45 kDa somente nas plantas
transgénicas, juntamente com a analise do imunoblotting com soro de paciente
previamente diagnosticado com dengue, comprova que somente as plantas
transgénicas expressam esta proteina.

A deteccdo de anticorpos especificos utilizando ELISA representa um dos mais
importantes avancos e se tornou uma ferramenta bastante valiosa no diagnostico
laboratorial de rotina para dengue (Oliveira et al., 2011). Um estudo realizado por
Blacksell et al., (2012), comparando 7 kits comerciais para deteccédo de anticorpos anti-
dengue em fase aguda, amostras de 239 pacientes positivos e 98 pacientes negativos
para dengue foram testados. As sensibilidades e especificidades dos testes ELISA para
a proteina NS1/DENV variaram de 45 a 57% e de 93 a 100% e dos testes ELISA para
IgM anti-NS1 variou de 85 a 89%, e 88 ao 100%, respectivamente.

No presente trabalho, realizou-se ELISA com diferentes diluicdes dos soros de
pacientes previamente confirmados para dengue e soro de doadores saudaveis com
anticorpos anti-IgM e anti-lgG humano para padronizar a melhor concentracéo a ser
utilizada nas analises imunoenzimaticas posteriores. Diferentes titulos de anticorpos
podem alterar o resultado encontrado nas analises por ensaios imunoenzimaticos,
resultados em amostras falso-negativas pelo excesso de anticorpos (Nadal e Framil,
2007). A partir dos resultados encontrados pode-se observar que a melhor diluicédo a
ser utilizada de soro na analise com anti-lgM humano é de 1:100, ndo apresentando
diferenca significativa na analise com anticorpos anti-lgG em nenhuma das diluigdes
de soros.

No primeiro ELISA indireto realizado, nao houve diferenga significativa entre as
amostras testadas com soro previamente confirmado para dengue e soro de doadores
saudaveis. Uma justificativa para o resultado obtido é a ligagcado inespecifica dos
metabdlicos secundarios das plantas aos anticorpos dos soros de pacientes utilizados
como anticorpo primario nestes ensaios. Estes compostos podem ter agido como
interferentes nestas analises, o que ndo ocorreu no imunoblotting, porque devido ao
seu baixo peso molecular, estes metabdlicos se separaram da proteina NS1 durante a
eletroforese, o que auxiliou na detecgdo desta proteina nesta técnica (Pereira e

Cardoso, 2012). Outro fator relevante pode ter sido a conformagao das proteinas. No
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imunoblot, as amostras séo tratadas com um detergente aniénico (dodecil sulfato de
sédio) e aquecidas anteriormente. A ebulicdo e o detergente desnaturam proteina,
desenovelando-a completamente, o que resulta na linearizagdo das proteinas das
amostras, o que pode ter facilitado a ligagdo do anticorpo ao seu sitio antigénico, o que
n&o ocorre neste ELISA (Almeida e Kurtenbach, 2002).

Posteriormente, foi realizado o tratamento das amostras com soro de
camundongo ndo imunizado antes da realizacdo do ELISA, na tentativa de remover
proteinas das plantas que poderiam estar agindo como interferentes através de
ligagdes com anticorpos inespecificos deste soro. Os resultados ndao apresentaram
diferenga significativa entre as amostras testadas.

Apés, foi realizado a purificagdo da proteina NS1 através de cromatografia por
troca ibnica. Analisando o SDS-PAGE, foi visualizada uma banda de aproxidamente 43
kDa referente ao pico de eluicdo com 25% de NaCl, o que pode-se inferir a presencga
da proteina NS1 nesta fragdo cromatografica. No ELISA realizado com esta fragdo de
amostra ndo houve diferenga significativa entre as amostras testadas com soro
previamente confirmado para dengue e soro de doadores saudaveis.

Devido a hipotese de que ao eluir as amostras em coluna Dessalting no HPLC
para a retirada de ureia, a concentracdo das proteinas totais poderia estar diminuida
nas amostras, foi realizado ELISA indireto com amostras de plantas transformadas e
nao transformadas sem esta etapa. Para realizacdo deste ELISA, as placas também
foram incubadas a temperatura 37 °C apds incubagado com soro de pacientes. Segundo
Almeida e Kurtenbach (2002) até mesmo a exposi¢cao a temperaturas moderadas (como
37 °C) pode causar lenta e gradativa mudanga de conformagéo de algumas proteinas.

No ELISA indireto, em 181 amostras de soro testadas, observou-se 71.74% de
especificidade e 73.24% de sensibilidade para IgM e 73.91% de especificidade e
43.48% de sensibilidade para IgG.

Posteriormente foi realizado ELISA sanduiche utilizando anticorpos anti-NS1 e
anti-D4 adsorvidos a placa e anticorpos anti-IlgM humano. Com anticorpo anti-NS1
resultou 95,74% de sensibilidade e 93,75% de especificidade e com anticorpo anti-
dengue 4 resultou em 93,75% de especificidade e 78,72% de sensibilidade, justificando

a utilizacao da proteina NS1 como potencial candidato para métodos diagndsticos.
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Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura. Anticorpos IgM sao
0 primeiro isotipo a aparecer durante a infecgdo primaria na dengue, em torno do
terceiro ao quinto dia da doengca em 50% dos pacientes hospitalizados e em torno do
sexto ao décimo dia em 93-99% dos casos. Os maiores picos de IgM ocorrem
aproximadamente na segunda semana apo6s o inicio da febre e diminuiu a niveis
indetectaveis durante os proximos dois a trés meses. Anticorpos IgG sdo detectaveis
em baixos titulos no final da primeira semana da doenca e aumentam lentamente
(WHO, 2009). Uma razao IgM/IgG maior que 1,78 é considerada indicativa de infec¢ao
primaria, enquanto a razao inferior a esse valor seria indicativa de infeccdo secundaria
(Guzman e Kouri, 2004). A técnica de captura de IgM por ELISA (em inglés, MAC-
ELISA), que € baseada na deteccdo especifica de IgM anti-dengue humano
previamente adsorvida a fase sélida, tem apresentado em torno de somente 10% de
reagdes falso-negativas e 1,7% de reagdes falso-positivas (Nawa et al., 2001; Guzman
e Kouri, 2004).

Um problema comum em testes diagndsticos sorolégicos € a detecgdo de
anticorpos circulantes de reagdo cruzada com outros Flavivirus. De acordo com
Blacksell et al., (2012), através da combinagao de resultados de métodos de detecgao
de antigenos e anticorpos resultados ideais de sensibilidade e especificidade nos
testes seroldgicos séo alcangados.

Estudos anteriores relatam que algumas variaveis como as respostas
imunolégicas individuais dos pacientes, o tipo de sorotipo, infec¢do primaria ou
secundaria, podem provocar alteragdes na sensibilidade e especificidade de 65 a 100%
(Guzman et al., 2010;Duong et al., 2011).

Paralelamente, na tentativa de padronizar a expressdo da proteina NS1,
construiu-se um vetor otimizado para expressao em plantas com o intuito de elevar os
niveis de expressado da proteina recombinante nas plantas transgénicas e facilitar sua
purificagdo. Foi realizada a transformacdo de Agrobacteruim tumefaciens e a
confirmagdo do inserto em algumas colbnias. Posteriormente foi realizada a
transformacédo de Arabidopsis thaliana. Esta planta foi utilizada por ser possivel sua

transformacéo genética de maneira muito eficiente e rapida, inclusive pela aspersao de
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suas flores com solucdo contendo a bactéria recombinante, facilitando a obtengao de

proteinas recombinantes (Delatorre e Silva, 2008).

CONCLUSAO
Com este trabalho podemos concluir que as plantas N. tabacum “Havana”
expressam a proteina NS1 recombinante. Com os resultados do ELISA, justifica-se a
utilizagdo da proteina NS1 recombinante como potencial candidato para métodos
diagnosticos e posteriormente as Agrobacterium tumefaciens foram transformadas com

o vetor de expressao otimizado para plantas.

PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho sdo importantes para a continuagcéo de
estudos para obtencao de um potencial antigeno a ser utilizado em kits de diagndstico
para dengue. Trabalhos posteriores irdo confirmar a presencga do inserto de interesse
em Arabidopsis thaliana e verificardo a expressao da proteina NS1 recombinante nas
plantas transgénicas.

As contribuicbes destes resultados poderdo ser verificadas indiretamente no
controle da dengue e no cuidado aos pacientes, através do desenvolvimento de kits de
diagnéstico. Finalmente, a realizagdo de testes nos pacientes suspeitos permitira a
medicagao correta para cada caso e viabilizara a correlagdo entre o histérico do
paciente a infecgbes anteriores com a ocorréncia da sindrome do choque e da dengue

hemorragica.
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