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RESUMO

OLIVEIRA, André Silva, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, junho, 2011.
Expressdo heteréloga do dominio lll da proteina de envolope (E) do virus
dengue-1 e 2 em Pichia pastoris. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula

Anualmente os virus dengue (DENV) sao responsaveis por 100 milhdes de
infeccdes em todo o mundo. O virus apresenta quatro sorotipos diferentes, DENV-1,
2, 3 e 4, e é constituido por trés proteinas estruturais (C, prM e E) e sete ndo-
estruturais. A proteina de envelope (E) é responsavel pela ligagdo do virus a célula
hospedeira, sendo composta por trés dominios (I, Il e Ill), onde destaca-se o dominio
[l (DIl) por apresentar conformacdo “imunoglobulina-like”, sendo considerado o
componente mais imunoestimulador. O diagnostico definitivo da infeccédo pelos virus
dengue pode ser feito somente no laboratdrio e depende do isolamento desses
virus, deteccado de antigenos virais ou RNA em soro ou tecidos, ou deteccdo de
anticorpos especificos no soro dos pacientes. Esse processo é demorado, o que
dificulta a intervencdo clinica e epidemiologica. Os kits de diagndstico rapido e
barato resolveriam esta questdo, porém o maior entrave para a sua produgdo tem
sido a obtencdo de proteinas com funcdo imunoestimulatéria em quantidade e
qualidade. Neste trabalho, usamos um sistema de expressao heterdloga para a
producdo do dominio Ill da proteina de envelope (E) do virus dengue-1 e 2 como
antigeno recombinante. . A levedura Pichia pastoris foi adotada para a expressao
deste dominio proteico por apresentar um padréo de modificagbes poOs-traducionais
semelhante a de mamiferos. Em nossos resultados, testes moleculares confirmaram
a integracdo do gene do DIIl da proteina E ao genoma da levedura. Os testes
preliminares quanto a expressdo mostraram resultados animadores evidenciando
que a expressao heterdloga em Pichia pastoris € promissora quanto a producéo de

antigenos de interesse biotecnologico.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, André Silva, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, june, 2011.
Heterologous expression of domain Ill of the envolope (E) protein of dengue
virus-1 and 2 in Pichia pastoris. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula

Annually, the dengue virus (DENV) are responsible for 100 million infections
worldwide. The virus has four distinct serotypes, DENV-1, 2, 3 and 4, and consists of three
structural proteins (C, prM and E) and seven non-structural. The envelope protein (E) is
responsible for binding the virus to the host cell, consisting of three domains (I, Il and IlI),
where stands the domain IIl (DIII) because it presents "immunoglobulin-like" conformation,
and it is considered the most immunostimulatory component. The definitive diagnosis of
infection by dengue virus can only be done in the laboratory and depends of the isolation of
these viruses, detection of viral antigens or RNA in serum or tissue, or detection of specific
antibodies in the serum of patients. This process is time consuming, which hinders the
epidemiological and clinical intervention. The rapid and cheap diagnostic Kits is the solution
for this, but the biggest obstacle to its production has been getting immunostimulating
proteins in quantity and quality. In this work, we used a heterologous expression system for
the production of domain Il of envelope protein (E) of dengue virus 1 and 2. The yeast Pichia
pastoris has been adopted for the expression of this protein domain because it presenting a
pattern of post-translational modifications similar to that of mammals. In our results,
molecular tests confirmed the integration of the DIIlI protein gene in the yeast genome.
Preliminary tests about the expression presented encouraging results, it showing that the
heterologous expression in Pichia pastoris is promising as the production of antigens of

biotechnological interest.



1 INTRODUGAO

1.1 O Virus Dengue

1.1.1 A familia Flaviridae

A familia Flaviviridae possui, entre os seus componentes, virus transmitidos
por artrépodes (arbovirus) de grande importancia médica para a Saude Publica. Em
particular, as infecgbes causadas pelos virus da dengue s&o as que assumem maior
importancia no nosso pais (FRANCKIet al., 1991). O virus da dengue possui 4
sorotipos denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3, e DENV-4 e a imunidade
adquirida apés infecgdo com cada um dos sorotipos é duradoura (DE PAULA E
FONSECA, 2004).

1.1.2 Epidemiologia

A dengue é a doenga mais importante causada por um arbovirus no mundo.
Anualmente as infecgcdes com o virus dengue ocasionam mais de 100 milhdes de
casos de dengue classico e mais de 500 mil de dengue hemorragico. Nos ultimos
vinte anos tém sido observado um incremento significativo na atividade epidémica,
expansao da distribuicdo geografica, transmissdo continua de varios sorotipos e
emergéncia da Febre Hemorragica da Dengue (DHF) em areas onde a doenca nao
era prevalente. (HALSTEAD, 2007).Nas Américas, no periodo de 2001 a 2006 foram
notificados 3.419.919 casos de dengue, incluindo 79.664 casos de DHF e 982
mortes, resultando em uma taxa de letalidade de 1,2% (PAHO, 2007). A doenca é
agora endémica em mais de 100 paises na Africa, Américas, Leste Mediterraneo,
Sudeste Asiatico e Oeste Pacifico (HUANG, et al., 2002), nessas regides, 90% dos
casos de DHF acometem criangas com idade inferior a 15 anos (NORMILE, 2007;
EDELMAN, 2005 e 2007). A distribuicao global da dengue € importante nas areas

tropicais e subtropicais, sendo a transmissdo desse virus feita por mosquitos do



género Aedes, principalmente o Aedes aegypti, caracterizando-se por ser
predominantemente urbano na sua distribuicdo (HALSTEAD, 2007).

No Brasil, no ano de 2010, até o dia 03 de julho foram notificados 942.153
casos, 58,7% a mais em comparagcao ao mesmo periodo do ano anterior. Os
estados com maior numero de casos foram o Acre (3.619,5 casos por 100 mil
habitantes), Mato Grosso do Sul (2.521,1 casos por 100 mil habitantes), Goias
(1.353,1 casos por 100 mil habitantes), Rondbnia (1.256,4 casos por 100 mil
habitantes), Roraima (1.146,9 casos por 100.000 habitantes) e Mato Grosso (1.095,5
casos por 100 mil habitantes). Esses seis estados concentram 75% dos casos no
pais. Quanto a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) foram notificados oficialmente
pelas Secretarias Estaduais de Saude 2.271 casos, com 367 o6bitos, sendo que
alguns ainda estdo sob investigacao (Disponivel em:

http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/informe denque se13 completo 17 05

10.pdf , acessado em 14 de janeiro de 2011) (Figura 01).
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Figura 01 Numero de casos de dengue por semana epidemiolégica nas regides brasileiras

no ano de 2009 e 1° semestre de 2010.

(Fonte:http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/informe_dengue_se13 completo 17 05
10.pdf, acessado em 14 de janeiro de 2011)

Os fatores responsaveis pelo aumento da dengue como um problema mundial
de saude publica nos ultimos 50 anos estao associados com as mudancgas sociais e
demograficas. Os principais fatores tém sido o crescimento populacional sem
precedentes e a urbanizagdo sem planejamento/descontrolada, especialmente nos
paises tropicais em desenvolvimento. No entanto, mudangas epidemioldgicas nas
Américas foram as mais drasticas. Nas décadas de 50, 60 e na maior parte da

década de 70, epidemias de dengue nas Américas eram raras devido a erradicagéo



do mosquito vetor (DE PAULA E FONSECA, 2004). Entretanto, o programa de
erradicagao do mosquito foi descontinuado no inicio dos anos 70 e essa espécie
voltou a aparecer, chegando a reocupar, nos anos 90 (Figura 02), a distribuicdo
geografica de antes da erradicacdo (DE PAULA E FONSECA, 2004; TAPIA-
CONYER, et al., 2009).

1965 2007
Erradicagao Reinfestacao

Figura 02 Reinfestagcdo com Aedes aegypti na América Latina. Em laranja aeras infectadas.

1.1.3 Manifestagdes Clinicas

As manifestagdes clinicas da dengue vao desde infecgdes assintomaticas a
doengas graves caracterizadas por hemorragia e choque, conhecidas como dengue
hemorragica, e que sdo responsaveis por altos indices de morbidade e mortalidade
(DE PAULA E FONSECA, 2004), e geralmente estao associadas a fatores de risco
como infecgdes secundarias, viruléncia do sorotipo, carga genética e imunidade pré-
existente do hospedeiro (GUY, 2008).



1.1.4 Estruturas e Sorotipos

Os dengue virus apresentam quatro sorotipos antigenicamente relacionados
denominados dengue-1 (DENV-1), dengue-2 (DENV-2), dengue-3 (DENV-3) e
dengue-4 (DENV-4). Suas particulas virais maduras consistem de um genoma de
RNA fita simples polaridade positiva, que funciona como RNA mensageiro apds a
entrada do mesmo na célula hospedeira. Essa molécula de RNA é circundada por
um nucleocapsideo icosaédrico de 30 nm de diametro, recoberto com um envelope
lipidico de cerca de 10 nm de espessura derivado da membrana da célula
hospedeira (LINDENBACH & RICE, 2001).

O genoma desses virus, bem como o de todos os outros flavivirus, consiste
de um RNA de fita unica de 11 kilobases (Kb), compolaridade positiva, cujo peso
molecular aproximado é de 3.3x10° daltons, e expressa as proteinas em uma "long
open reading frame" (Figura 03). As proteinas estruturais (C-prM-E) encontram-se
na porgcdo 5' e as nao-estruturais (NS1-NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5) na
por¢cao 3' (CHAMBERS, et al., 1990).
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Figura 03 Proteina truncada contendo as proteinas PrM e E do virus da dengue e
poliproteina (A) Segmentagdo da poliproteina do virus da dengue na regido N-terminal
através da membrana do reticulo endoplasmatico, mostrando as posi¢cdes do capsideo, prM,
E e proteinas estruturais. As setas coloridas indicam varios sitios de clivagem da protease.
(B) A ordem de proteinas virais na poliproteina de tipo selvagem e na construcdo de
proteinas recombinantes. As proteinas sao identificadas pelas mesmas cores que em A
(LONG Ll,et al, 2008).



O envelope viral apresenta uma bicamada lipidica originada a partir da
membrana da célula hospedeira e possui duas proteinas de superficie: prM/M e E
(Figura 04 e Figura 05) (MONATH, 1999). A proteina prM (associada a proteina M)
forma um heterodimero intracelular, que atua estabilizando a proteina E (LORENZet
al., 2002). prM sofre clivagem durante a exocitose e liberagao do virion, originando a
proteina M (LINDENBACH E RICE, 2001) que adquire nova mudanga
conformacional, a qual € necessaria para a correta disposi¢céo de E, fato que sugere

uma funcgao “chaperona-like” a proteina M (LORENZ et al., 2002).

Proteina do Envelope (E)

DominioI
DominioII
—— Dominio III

— Peptideo de fusdo

Figura 04 Virus da dengue evidenciando a proteina E e seus dominios.

A proteina E - uma glicoproteina de 53 a 54 kDa - é o principal componente
protéico do envelope viral. Participa de atividades bioldgicas relacionadas com a
fusdo a membrana celular durante o processo da penetracdo viral e com a
estimulacdo do sistema imune, pela sua capacidade de induzir anticorpos
neutralizantes e resposta de linfécito T (MANDL, et al., 1987; HEINZ, et al., 1990;
HENCHAL & PUTNAK, et al., 1990).
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Figura 05 Topologia de membrana das proteinas de Flavivirus no RE. As proteinas
estruturais (em vermelho) e as nao-estruturais (em azul) sdo mostradas na membrana do
RE, apds a tradugéo e o processamento da poliproteina viral pelas enzimas peptidase sinal,
protease viral NS2B/NS3 e furina. A interrogacdo representa a enzima responsavel pela
clivagem entre as proteinas NS1 e NS2A, ainda ndo descrita na literatura. As linhas em
vermelho representam os dominios transmembranares das proteinas estruturais.

As principais propriedades bioldgicas do virus dengue estdo relacionadas a
proteina E, que recobre totalmente a membrana e o genoma. A proteina E possibilita
a ligacao dos virus aos receptores celulares, tem tropismo celular e a capacidade de
hemaglutinar eritrocitos. Ha alguma variagdo na composigao da proteina E entre os
virus dengue, inclusive nos epitopos. Esses constituem antigenos de superficie que
determinam a resposta imune e a protegcdo contra o virus da dengue em seres
humanos. Devido a sua importancia, definem a classificagdo do virus em sorotipos.
Os anticorpos dirigidos a proteina E determinam a imunidade protetora de mais
longa duragao (BRICKS, 2004).

Essa proteina apresenta trés dominios estruturais (Figura 06): o dominio | (DI)
ou dominio central, com aproximadamente 120 residuos de aminoacidos que
contém predominantemente tipos especificos de epitopos ndo neutralizantes, o que
o leva a ser uma regido de dobradiga molecular envolvida na mudanga
conformacional desencadeada por baixo pH; o dominio Il (DIl), ou dominio de
dimerizacao da proteina, representa a interface entre os outros dois dominios, esta
envolvido na fusdo da membrana mediada pelo virus, além disso, contém muitos
epitopos de reacdo cruzada que gera neutralizacdo e n&o neutralizacdo de
anticorpos monoclonais (MAbs); e o dominio Il (DIll), que é caracterizado por uma
estrutura semelhante a uma imunoglobulina que forma a maioria dos "loops" da
superficie viral. Ele contém multiplos tipos e subtipos especificos de epitopos que

gera somente a neutralizagdo viral por MAbs e tem sido hipoteticamente aquele que



contém o local de ligagao da célula hospedeira ao anti-receptor. (ROEHRIGet al.,
1998 e 1997 e REYet al., 1995) (Figura 07).

Figura 06 Estrutura da proteina E do virus dengue-3 presente nas particulas virais maduras.
(A) Estrutura primaria da proteina E soluvel, apresentando seus trés dominios (sem a regido
de haste e ancora). O dominio | ou central é representado em vermelho, o dominio Il ou de
dimerizagcdo, em amarelo e o dominio Il ou tipo Ig, em azul. Os aminoacidos de 393 a 493
representam a regido haste ancora (HA) da proteina E, sendo que esta ultima porgao
consiste no C-terminal transmembranar dessa proteina. (B) Visdo frontal com o eixo duplo
de simetria. (C): Vista perpendicular do dimero. Os residuos glicanas sao indicados nos
residuos 67 e 153 do dominio Il .

Figura 07 Representagdo dos ectodominios da proteina E e seus dominios
transmembranares. O volume ocupado pelo dominio | esta representado em rosa, o dominio
Il em amarelo e o dominio Ill em azul. As algas das proteinas E e M estao representadas em
azul claro e laranja, respectivamente.

Devido a estas caracteristicas, a proteina E, em especial nesse trabalho o

dominio lll, tem sido um dos principais alvos no estudo de vacinas e no uso como



reagente (antigeno) no diagndstico de uma infecgdo por dengue (SUGRUEet al.,
1997).

1.2 Diagnéstico e Expressao Heteréloga

1.2.1 Diagndstico

O diagndstico definitivo da infecgdo pelos virus dengue € realizado somente
no laboratoério e depende do isolamento desses virus, deteccédo de antigenos virais
ou RNA em soro ou tecidos, ou deteccdo de anticorpos especificos no soro dos
pacientes (KING, et al., 1991; GUZMAN & KOURI, 1996).

Testes soroldgicos basicos tem sido usados para diagndstico da infecgao por
dengue: inibigdo da hemaglutinagéo (IH), fixagdo do complemento (FC), teste de
neutralizacdo (TN), ELISA tipo captura e sanduiche (DE PAULA & FONSECA,
2004).

O teste de neutralizacdo é o mais especifico teste soroldgico para o virus
dengue. Por sua elevada especificidade, o TN pode ser empregado para identificar o
sorotipo infectante em infecgbes primarias por dengue, isto € devido a relativa
resposta monotipica que € observada no soro de pacientes em fase de
convalescéncia (GUBLER & SATHE, 1988; VORDAM & KUNO; 1997).

Os sistemas imunoenzimaticos tém sido considerados de grande utilidade
para o diagndstico 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 (Ag) € possivel pelo método de ELISA. Por sua
simplicidade de execucgao e a necessidade de equipamentos ndo muito sofisticados,
esses testes tém se tornado os métodos sorolégicos mais utilizados para o
diagnostico da dengue nos ultimos anos. Além disso, por serem muito sensiveis no
diagndstico de anticorpos de fase aguda dispensam a necessidade de uma amostra
pareada no periodo de convalescenga (GUBLER & SATHE, 1988; VORDAM &
KUNO; 1997).



O MAC-ELISA tem sido uma valiosa ferramenta na vigilancia da dengue e
DHF. Em areas onde a dengue nao é endémica, esse metodo pode ser usado na
deteccédo clinica dos casos com sinais de infecgdo viral ou até mesmo ao acaso,
através de uma soro-inspegao da populacdo, podendo identificar uma infecgao
recente. Durante epidemias, uma vantagem do MAC-ELISA ¢é a determinacéo rapida
da propagacao da transmissdo. Em areas onde a dengue é endémica, MAC-ELISA
pode ser usado como um valioso meio na avaliagdo de um grande numero de
amostras laboratoriais com relativa facilidade (GUBLER & SATHER, 1988).

O IgG-ELISA tem sido desenvolvido sendo utilizado na diferenciagao de
infeccbes primarias e secundarias por dengue (CHUMGUE, et al., 1989). O teste é
simples e de facil manipulagédo, podendo ser assim utilizado na analise de grandes
volumes de amostras. O IgG-ELISA ndo é muito especifico dando reagdo cruzada
com outros flavivirus, e ndo pode ser utilizado na identificagado dos sorotipos virais do
dengue (GUBLER, 1998).

Os testes rapidos por imunocromatografia sdo seguros e de facil execugéao,
sendo que foram criados devido a necessidade de uma deteccgao rapida e eficaz. A
realizacdo do teste nao necessita instrumentacdo sofisticada, nem mesmo
treinamento especial para sua realizacdo. Esse tipo de teste €& extremamente
atrativo para clinicas e postos de saude (Programa da Saude da Familia),
consultérios médicos, salas de emergéncia, pequenos hospitais. Esses testes séo
realizados em uma membrana na qual é fixado um agente marcador utilizado para a
identificacdo do complexo antigeno-anticorpo e, portanto, quantifica ou identifica a
presenga de um determinado antigeno na amostra analisada (SANCHEZ, 2001). No
diagndstico da dengue, ndo existe ainda um teste eficaz de imunocromatografia no
mercado.

Na atualidade, o maior entrave para um melhor desempenho dos ensaios
imunoenzimaticos diz respeito a obtengdo dos antigenos. Os principais centros de
pesquisa e diagndstico do mundo tém apresentado grandes dificuldades na
obtencdo de preparagdes com conteudo adequado de antigeno, necessitando
concentrar o antigeno através de centrifugagao zonal continua de sobrenadantes de
culturas infectadas, sendo que a producgao relativamente baixa do virus dengue nas
culturas celulares surge como um obstaculo importante na produ¢do em larga escala
dos antigenos empregados em diversos ensaios usados na captura do anticorpo

presente no soro do paciente infectado. No Brasil, os antigenos atualmente usados



para diagnostico da dengue sao proteinas virais estruturais, preparados a partir do
cérebro de camundongos recém-nascidos artificialmente infectados, essa obtencao
de antigenos € extremamente laboriosa e cara.

A realizacdo de testes diagndsticos rapidos e baratos representa uma
necessidade crescente no Brasil viabilizando a realizacédo do diagndstico em larga
escala e em todo o pais, até nas regides mais afastadas das grandes cidades. Neste
cotnexto, este trabalho teve o objetivo de obter um antigeno em quantidade e
qualidade, utilizando um sistema de expressdo heteréloga de proteinas em

leveduras.

1.2.2 Sistema de Expresséo Heteréloga em Pichia pastoris

As leveduras, como P. pastoris sao consideradas promissores para a
producdo de diversos metabdlitos e proteinas de interesse da industria
biotecnolégica moderna (ROMANOS, et al., 1992). Esses organismos unicelulares
eucariotos sdo adequados para esse uso por apresentarem facilidade de
crescimento, manutengdo e serem facilmente manipuladas geneticamente. Outro
fator importante relacionado a esses micro-organismos € sua habilidade de conduzir
modificacdes poés-traducionais especificas de células eucaribticas, muitas vezes
essenciais para obtencdo de produtos biotecnologicos ativos ou adequadamente
processados. Os sistemas de expressdo em leveduras sao econdmicos, apresentam
em geral melhores rendimentos e demandam menos tempo e esforgos quando
comparados a outros sistemas de expressao eucaridticos como os baculovirus e
células de mamiferos (CREGG E HIGGINS, 1995). O sistema eucarioto P. pastoris é
amplamente utilizado na industria biotecnolégica, tem a capacidade de produzir a
maior parte das proteinas de forma estavel e com modificagbes pos-traducionais
caracteristicas de proteinas eucarioticas (COLAO et al., 2006).

Dentre as vantagens de utilizar a P. pastoris para produzir proteinas
heterdélogas € o fato dessa levedura apresentar o status GRAS (Generally Regarded
As Safe), bem como sua capacidade de converter 30% a 40% do seu peso em
proteinas (RATNER, 1989), além de glicosilar proteinas de forma mais préxima aos

mamiferos, cerca de 8-14 residuos de manose em cadeias de oligossacarideos
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(GRINNA & TSHOOP, 1989). Esse sistema de expressao € um dos mais produtivos,
existindo a probalidade de 50 a 75% de expressar uma proteina de interesse nessa
levedura (HIGGINS & CREGG, 1998).

Nesse trabalho, para obtencao do dominio Ill da proteina estrutural E do virus
dengue-1 e 2 em larga escala, visando a producgao de teste diagndsticos, utilizou-se
o sistema PichiaPink ™ (Invitrogen, USA) que é baseado nos sistemas de expressao
em uma cepa mutante de Pichia pastoris.

O dominio Ill da proteina E foi utilizado devido as suas caracteristicas
particulares ja descritas e por ser o principal componente do envelope viral, 0 que
possibilita o desenvolvimento de um diagnostico rapido e seguro. Para tanto, P.
pastoris foram transfomadas com plasmidios que carreiam o gene responsavel por
codificar o dominio Il da proteina E. Analises moleculares subsequentes foram
realizadas para verificar sua integracdo no genoma da levedura, sua transcricéo e
expressao do dominio Il da proteina E, que depois de detectada foi purificada e
concentrada. Os resultados obtidos neste trabalho contribuirdo para o diagnostico
rapido e eficaz da dengue, tendo como consequéncia a diminuicdo das
complicagdes por dengue causadas pelo diagndstico tardio. A correlagdo entre os
kits de diagndstico rapido, intervencdo médica adequada e historico do paciente
contribuirdo para o controle da doenca e diminuicdo dos Obitos causados por

dengue.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Expressado heterdloga do dominio Il da proteina de envelope (E) do virus

kTM

dengue-1 e 2 em Pichia pastoris (Pichiapin System — Invitrogen/USA).

2.2 Objetivos Especificos

e [solar o gene do dominio Ill da proteina estrutural E do virus dengue-1 e 2 e
inseri-lo no vetor de clonagem pGEM-T easy (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin);

e Transformar Escherichia coli DH5a com o vetor de clonagem pGEM-T easy
contendo os genes isolados;

e Transformar Escherichia coli DH5a com o vetor de expressdo pPINK-LC
(Invitrogen, USA) contendo os genes de interesse;

e Transformar Pichia pastoris via Escherichia coliDH5a, visando a utilizagdo dessa
levedura na produgao de proteinas heterélogas;

o Verificar através de analises moleculares a integragdo do gene que codifica o
dominio Il da proteina estrutural E do virus dengue-1 e dengue-2 no genoma da

levedura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estoque Viral

Grupos de 5 camundongos Swiss recém-nascidos, obtidos junto ao Biotério
do Centro de Ciéncias Bioldégicas e da Saude/UFV, foram inoculados por via intra-
cerebral com o DENV-1 (Nauru Island) e 2 (New Guinea C). Apds aproximadamente
5 dias da infecgdo, quando os animais comegaram a apresentar sinais de encefalite
e paralisia, esses foram eutanasiados, congelados e os cérebros foram extraidos,

macerados em PBS com albumina bovina a 7,5% e estocados a -70 °C.

3.2 Plasmideos

Plasmideos de clonagem pGEM-T easy (Figura 08) foram adquiridos junto a
Promega Corporation (Madison, Wisconsin) para inser¢ao dos genes do dominio Il

da Proteina E, para posterior transformacao de células E.coli DH5a competentes.
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Figura 08 Mapa do Plasmideo de Clonagem pGEM-T easy (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin).



Plasmidios de expressao pPINK-LC (Figura 09) produzidos pela Invitrogen

kTM

(USA) foram utilizados na transformacao de Pichia pastoris (PichiaPin System).

Affll

Spel EcoNI

Figura 09 Mapa do Plasmideo de Expressédo pPINK-LC (Invitrogen,USA).

3.3 Cepas de P. pastoris (PichiaPink ™ System) utilizadas

Foram utilizadas cepas de PichiaPink ™(Invitrogen, USA), que sdo mutantes
da levedura Pichia pastoris projetadas para a produc¢ao de proteinas recombinantes
em alto nivel e em grande escala. Nesta cepa, a marca auxotréfica € o gene ADE2
que codifica a enzima fosforribosilaminoimidazol carboxilase importante na
biossintese de bases puricas. Sendo que a auséncia/presenca de adenina no meio

de cultura estimula/inibe a expressao desse gene.

3.4 Extragao do RNA viral

Para a extracdo do RNA foi utilizado o reagente TRIzol® (Invitrogen, USA).

Ap6s adigao de 750ul do reagente TRIzol®, foi adicionado 500ul do macerado de
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cérebro infectado com DENV-1 e DENV-2, que foi misturado por agitagdao por 30
segundos e deixado a temperatura ambiente por 5 minutos.

Apos este procedimento foram adicionados 150ul de cloroférmio e a reacao
foi submetida a uma centrifugagdo a 12000 g por 15 minutos. A camada aquosa foi
entdo retirada, precipitada com 500 ul de isopropanol e centrifugada a 12000 g por
15 minutos. O precipitado resultante foi entdo suspendido em etanol 75% gelado,
estocado a -70°C por 12 horas e centrifugado a 12000 g por 5 minutos. O
precipitado formado foi seco a temperatura ambiente, suspenso em 200 ul de agua

deionizada e estocado a -70°C.

3.5 Confecgcao do cDNA

Apo6s extragdo do RNA total das amostras, a primeira fita do cDNA foi
confeccionada usando-se o kit Superscript |ll Reverse Transcriptase (InvitrogenTM,
New York, USA).

Para tanto, 1ul de “primer” randédmico (pd(N)6) (Amersham-Pharmacia, USA)
foi adicionado a aproximadamente 11ul de RNA extraido de cada amostra, sendo
submetido a aquecimento por 5 minutos a 70°C . Entdo, uma mistura contendo o
tampao da transcriptase reversa, DTT, transcriptase reversa e dNTPs foi realizada.
Promoveu-se entdo o aquecimento dessa mistura por 60 minutos a 37°C e, em
seguida, foi adicionada a amostra. Logo apdés, incubou-se a solugao por 20 minutos

a 70°C para desnaturar a transcriptase reversa.

3.6 Primers e Reagcao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para realizar a amplificagdo do gene do dominio Ill da proteina E do DENV-1
e DENV-2, “primers” flanqueando a regido responsavel pela codificagcdo do gene
foram sintetizados (Tabela 1). Esses “primers” foram desenhados de forma a inserir

sitios unicos de restricdo para as enzimas Kpn | e EcoR |, que também foram
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utilizadas posteriormente para a clonagem dos mesmos no vetor de expressao
pPINK-LC.

Tabela 1. Sequéncia dos “primers” utilizados na amplificacdo do dominio Ill da

proteina E
Virus “Primers” Sequéncias Tam. do
fragmento
D1DIllIEcoRI 5'- GAATTC ATGCAC ACT GCGTTG ACT GGA -3’
DENV-1 413 pb

D1DIlKpnl 5-GGT ACCCTG CTT CCC TTC TTG AAC CAG -3’

D2DIlIEcoRl  §- GAATTC AAG TGC AGG CTG AGA ATG GAC -3’
DENV-2 401 pb

D2DIKpnl 5- GGT ACC TCG CCC AAAATG GCCATT CTT -8

As amostras contendo as fitas hibridas de RNA/cDNA foram amplificadas
empregando-se a técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e os “primers”
descritos no subitem anterior. O volume final da reacao foi de 50 yL contendo 0,5
pmol/uL dos “primers” sense e antisense, 0,2 mM dNTPs, tampédo 1X da enzima e
2,5U da Platinum® Tagq DNA polymerase, recombinant (Invitrogen™, New York, USA).
Para ativacao da enzima Taq DNA polimerase, foi realizado um um ciclo inicial de 94°C
por 10 minutos. Em seguida as amplifica¢gdes foram feitas por 38 ciclos de 95°C por 1
minuto, 55°C por 2 minutos e 72°C por 2 minutos e um ciclo final de 72°C por 10
minutos. Os fragmentos de DNA foram amplificados corretamente, apresentando
aproximadamente 413 pares de bases (pb), foram evidenciados em gel de agarose
1,5% corado com brometo de etideo 1 pg/mL, visualizado a luz ultra-violeta e

digitalizado pelo fotodocumentador Vilber Lourmat.
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3.7 Preparacao de bactérias competentes para a transformacgao

Bactérias E. coli DH5a, previamente estocadas em nosso laboratério em meio
LB/DMSO 10% (dimetilsulféxido) foram semeadas em placas contendo LB/agar
1,5% e incubadas a 37°C por 18 horas. Uma das col6nias isoladas foi inoculada em
5 mL de meio LB liquido para crescimento durante 18-20 horas a 37°C em agitagéo
orbital constante de 180 rpm, e entdo 0,5 mL dessa cultura foi inoculado em 50 mL
de meio LB, para novo crescimento a 18°C. As bactérias foram colhidas em fase
exponencial de crescimento (absorbancia a 550 nm em aproximadamente OD 0,6).
As bactérias foram entdo sedimentadas por centrifugacédo a 4.000 g por 10 minutos
a 4°C, e logo suspensas em 0,5 volumes de uma solugdo de CaCl, 50 mM. Apds 2
horas de incubacdo em gelo, as bactérias foram novamente centrifugadas e o
precipitado foi suspenso em 0,08 volume de solugdo tampao FSB (acetato de
potassio 10 mM pH 7,5; MnCl,.4H,O 45 mM; CaCl,.2 H,O 10 mM; KCI 100 mM;
glicerol 10%). Para armazenamento das bactérias em freezer -70°C foi adicionado
DMSO a 10%. As bactérias foram aliquotadas em volumes de 200 pL, congeladas

em nitrogénio liquido e posteriormente estocadas a -70°C.

3.8 Clonagem do dominio lll da proteina E no plasmideo de clonagem pGEM-T

easy

A ligacédo dos fragmentos de DNA obtidos na amplificacdo do cDNA com os
“primers” descritos no item 3.6 ao plasmideo de clonagem pGEM-T easy foi feita
com a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs, Massachussets, EUA). Os
fragmentos foram utilizados. Os produtos dessa ligagdo foram utilizados na
transformacao de bactérias competentes E.coli DH5a, objetivando a producao de
clones de plasmideos recombinantes contendo a regiao responsavel por codificar o
dominio Il da proteina E do virus DENV-1 e 2.

Para a ligagcado T-A, aproximadamente 3 pyL dos produtos da RT-PCR foram
usados numa reacao de 10 uL, que continha 5 yL da solucédo tampéao 2X, 1 uL do

vetor pGEM-T easy e 1 yL da enzima T4 ligase. A reacdo foi homogeneizada
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suavemente e mantida a 4°C por 10 horas. O produto dessa reagéo foi utilizado para

a transformacao de células competentes pelo método do choque térmico.

3.9 Transformacgao de células competentes DH5a com o vetor de clonagem

Para a transformacdo de células competentes com o produto da ligagao, as
aliquotas de células foram descongeladas em banho de gelo e 5 uL das reacdes de
ligacao foram adicionados as aliquotas, que foram mantidas em gelo por 20 minutos.
Em seguida, as células foram levadas ao banho-maria a 42°C, por exatamente 40
segundos e depois rapidamente levadas ao gelo novamente. Foram adicionados 800
ML de meio SOC a cada aliquota de células, que entdo foram levadas a agitagao
orbital por 150 rpm por 1 hora a 37°C. Apos agitagdo, 50-100 uL de cada cultura
foram semeados em placas contendo LB/agar 1,5%, contendo antibiotico (ampicilina
100 ug/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. As coldnias obtidas
nas placas de transformacgao foram processadas para isolamento do DNA plasmidial
(modificado de Sambrook et al,1989).

3.10 Anadlise do DNA plasmidial extraido das colénias DH5a transformadas

com o vetor de clonagem

Os plasmideos foram extraidos através do método da lise alcalina (MANIATIS,
FRITSCH & SAMBROOK, 1989). Para tanto, cada colénia obtida das
transformacgdes foi cultivada em 3 mL de meio LB contendo ampicilina 100 ug/mL a
370C, sob agitagdo constante de 180 rpm, por aproximadamente 18 horas. As
suspensdes bacterianas foram centrifugadas por 10.000 g por 2 minutos. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados de células foram suspensos em
200 L de tampéao de suspensao (glicose 50 mM; Tris-HCI 25 mM pH8,0; EDTA 10
mM pH 8,0) e incubados a temperatura ambiente por 5 minutos. A cada amostra
foram adicionados 400 pL de uma solugéo alcalina fresca ou tampéo de lise (NaOH

0,2N; SDS 1%), essas foram homogeneizadas e incubadas em gelo por 5 minutos.



Em seguida, 300 pyL de solugcédo de acetato de aménio 7,5 M foram adicionados a
cada amostra, e essas foram incubadas em gelo por no minimo 40 minutos para a
precipitacdo de RNA de alto peso molecular e DNA cromossomial. Procedeu-se a
centrifugagéo dessas amostras a 10.000 g por 3 minutos. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos tubos de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 0,6 volumes
(aproximadamente 480 uL) de isopropanol, incubando-os por 20 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram novamente centrifugadas por 15.000 g
por 10 minutos para a sedimentacdao do DNA plasmidial. Os precipitados obtidos
foram lavados com etanol 70%, suspensos em 50 uL de agua deionizada e
armazenado em freezer a -20 oC.

O DNA plasmidial extraido das colénias transformantes foi submetido a
reacdo de PCR para a deteccdo de clones que foram efetivamente transformados
com o vetor pGEM-T easy contendo o inserto de interesse. Os produtos do PCR
foram visualizados em gel de agarose 1,2% submetido a luz violeta e digitalizado
pelo fotodocumentador Vilber Lourmat. Os clones positivos para a presenga dos
insertos foram estocados a -70 oC, na propor¢cao de 70% de suspensao bacteriana,

em LB liquido, para 30% de glicerol estéril.

3.11 Ensaios de restricao

Os plasmideos recombinantes purificados foram submetidos a digestao
enzimatica com as enzimas de restricdo previamente selecionadas: EcoRl e Kpnl
(Invitrogen, Califérnia, EUA) para a liberagao dos fragmentos de aproximadamente
413 pb, correspondente a regiao responsavel por codificar o dominio Il da proteina
E. As reagdes foram realizadas conforme instrugdes do fabricante, num volume final
de 20 uL contendo, 1U da enzima por ug de DNA. Os volumes utilizados foram de 2
ML de tampao React 2uL do plasmideo pGEM-T easy com o inserto de
aproximadamente 413 pb e 1 yL de Kpnl. As reacdes foram levadas ao banho-maria
37°C por 8 horas e em seguida, mais 2 L de tampao React 3 e 1 uL de EcoRI foram
adicionados as reacbes, mantendo-as novamente em banho-maria 37°C, por
aproximadamente 5 horas. Os fragmentos de tamanho esperado foram

evidenciados em gel de agarose 1,2%, visualizado a luz ultravioleta e recuperados
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do gel pelo “kit” Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin).

O plasmideo de expressao também foi submetido a digestdo enzimatica pelas
mesmas enzimas e utilizando o mesmo protocolo mencionado acima, para a
formacido de extremidades coesivas capazes de receber o inserto correspondente
ao dominio Il da proteina E e liga-lo na orientagdo correta para expressao no vetor
pPINK-LC. Os plasmideos digeridos foram visualizados também em gel de agarose
1%, submetido a luz ultravioleta e recuperados do gel através do “kit” Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System.

3.12 Transformagao de células competentes DH5a com o vetor de expressao

Para a transformacdo de células competentes com o vetor de expressao
pPINK-LC contendo o inserto, utilizou-se a mesma metodologia utilizada para

transformacao de células E. coli DH5a com o vetor de clonagem.

3.13 Analise do DNA plasmidial extraido das col6nias transformadas com o

vetor de expressao

Cada colbénia obtida das transformagdes foi cultivada da mesma forma
realizada com as células E. coli DH5a transformadas com o vetor de clonagem.

O DNA plasmidial extraido das colénias transformantes foi submetido a
reacdo de PCR para a deteccdo de clones que foram efetivamente transformados
com o vetor pPINK-LC contendo o inserto de interesse. Os produtos do PCR foram
visualizados em gel de agarose 1%, submetido a luz violeta e digitalizado pelo
fotodocumentador Vilber Lourmat. Os clones positivos para a presenca dos insertos
foram estocados a -70 °C, na proporgdo de 70% de suspensdo bacteriana, em LB

liquido, para 30% de glicerol estéril.
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3.14 Ensaios de restricao

O plasmideo de expressao também foi submetido a digestdo enzimatica pelas
mesmas enzimas utilizadas para a liberagdo do inserto do vetor de clonagem e
utilizou-se 0 mesmo protocolo mencionado anteriormente, para a formagao de
extremidades coesivas capazes de receber o inserto correspondente ao dominio |l
da proteina E e liga-lo na orientagéo correta para no vetor pPINK-LC. Os plasmideos
digeridos foram visualizados também em gel de agarose 1% submetido a luz
ultravioleta e recuperados do gel através do “kit” Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System.

3.15 Transformagao em Pichia pastoris (PichiaPink ™ System)

Células da levedura Pichia pastoris cepa PichiaPink ™ (Invitrogen, USA)
foram crescidas em meio YPD agar até o aparecimento de coldnias isoladas. Foi
realizado um pré-inoculo com 10 ml de YPD em Erlenmeyer de 125 ml utilizando
uma coldnia isolada e fresca de levedura. O pré-indculo foi incubado a 28°C durante
12 horas em shaker a 300 rpm. No dia seguinte, quando a ODggo atingiu 0.2 o pré-
in6culo foi adicionado a 100 ml de YPD em Erlenmeyer de 1 L.

Quando o in6culo atingiu a ODgyo de 1.4 fez-se incubagdo no gelo por 15
minutos para cessar o crescimento. As células foram centrifugadas a 1.500 x g por 5
minutos a 4°C. O precipitado foi suspenso em 250 ml de agua gelada. Foi realizado
uma outra centrifugacdo nas mesmas condigdes anteriores e o precipitado suspenso
em 50 ml de agua estéril gelada. Apdés mais uma centrifugagcdo nas mesmas
condigdes, as células foram suspensas a 10 ml de sorbitol 1 M gelado. As células
entdo, foram aliquotadas e mantidas no gelo. Foram misturados 80 uL de célula com
aproximadamente 5 ug de DNA linearizado. A mistura foi colocada em 4 cubetas de
0.2 cm e incubada por 5 minutos no gelo. A eletroporacdo das 4 cubetas foi
realizada com os seguintes parametros: 1.500 v, 25 pF, 400 Q. Imediatamente apds
a eletroporacdo, foi adicionado e misturado meio YPDS gelado. Seguiu-se a

incubacao a 28°C por 4 horas sem agitacao.
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Apo6s a incubacéo, foi semeado 120 uL por placa de meio MD, totalizando 12
placas, que foram incubadas 28°C por 7 dias até o crescimento de colbnias. As
coloénias que apresentaram coloragcédo branca (evidéncia de transformacgao) obtidas

nas placas de transformacao foram processadas para isolamento do DNA.

3.17 Analise do DNA extraido das col6nias transformantes de Pichia pastoris
(PichiaPink ™ System)

As colbnias testadas cresceram em 10 ml de meio YPD até atingirem uma
ODsggo em torno de 0,5, quando foram centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos em
temperatura ambiente. Apds a centrifugacao, as células foram lavadas em 10 ml de
agua miliQ e novamente centrifugadas, como no passo anterior. Posteriormente, fez-
se uma suspensao em 2 ml de tampao SCED (1 M de sorbitol, 10 mM de citrato de
sédio — pH 7,5, 10 mM de EDTA e 10 mM de DDT), pH 7,5. Adicionou-se 0,2 mg de
zimoliase, incubou-se a 37°C por 50 minutos. Apds a incubacéo, foi adicionado 2 mi
de SDS 1%, misturado suavemente, e incubado em gelo por 5 minutos.
Posteriormente, adicionou-se 1,5 ml de acetado de potassio 5 M — pH 8,9, seguido
de centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C, onde o sobrenadante foi
recuperado e adicionado de 2 volumes de etanol, sendo incubado a temperatura
ambiente por 15 minutos.

Apdés a incubagao, fez-se uma centrifugagao de 10.000 x g por 20 minutos a
4°C. O precipitado foi suspenso suavemente em 0,7 ml de buffer TE (Tris-EDTA) pH
7,4 e adicionado a um volume equivalente de fenol:cloroférmio (1:1 v/v), seguido da
adicdo de um mesmo volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A fase aquosa
foi recuperada, dividida em 2 tubos, adicionado meio volume de acetato de amoénio
7,5 M - pH 7,5, e dois volumes de etanol em cada tubo, encubado por 10 minutos
em gelo. Posteriormente, o material foi centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos a
4°C, os precipitados foram lavados com 1 ml de etanol 70% e logo apds suspenso
em 50 pl de 4gua ultrapura.

O DNA extraido das colbnias transformantes foi submetido a reagcdo de PCR
para a deteccdo de clones que foram efetivamente transformados com o vetor

pPINK-LC, contendo o inserto de interesse. Os produtos do PCR foram visualizados
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em gel de agarose 1%, submetido a luz violeta e digitalizado pelo fotodocumentador
Vilber Lourmat. Os clones positivos para a presencga dos insertos foram estocados a
-70 °C, na proporcéo de 50% de suspenséao da cultura em YPD liquido para 50% de

glicerol estéril.

3.18 Expressao da proteina E

A biomassa proveniente de um litro de cultura foi coletada por centrifugacéo,
7.000xg por 10 minutos a 4°C, ressuspensa em 50mL de tampao de lise, PBS
contendo 1% de Triton X-100, e incubadas por 30 minutos em gelo. Posteriormente,
foram lisadas com auxilio de sonda de ultrassom (Branson sonifier 250 analdgico),
foram realizados 5 pulsos de 100W por 30 segundos, com intervalos regulares de
um minuto entre cada pulso, em banho de gelo. A amostra lisada foi centrifugada,
7.000xg por 10 minutos a 4°C, apos a centrifugacdo o sobrenadante foi clarificado
por filtracdo em papel de filtro, para a etapa de purificacio.

Na etapa cromatografica de purificagdo, utilizou-se resina de afinidade
HisTrap FF crude (GE Healthcare) de 1mL de volume de coluna, acoplada a um
sistema automatizado Pharmacia (Pharmacia), visando a purificagdo da proteina de
fusdo (histag+proteina dengue). A resina foi previamente equilibrada com 5 volumes
de coluna, de tampao de equilibrio, fosfato de sédio 20mM, NaCl 0,5M e 10mM de
Imidazol pH7,4, entdo o sobrenadante do lisado ja clarificado, foi aplicado na coluna,
com fluxo de 1ml por minuto. Apds lavagem da resina, com aproximadamente 15
volumes de tamp&o de equilibrio, a amostra referente a proteina de fusao, foi eluida
com tampao fosfato de sdédio 20mM, NaCl 0,5M e 0,5M de Imidazol pH7,4 e coletada
em banho de gelo. Aliquotas de todas as etapas da purificagdo foram submetidas a

ensaios eletroforéticos em gel de poliacrilamida, para caracterizacao.

23



4 RESULTADOS

4.1 Extracdo de RNA, Sintese de cDNA e Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR)

Primeiramente foi realizado a extracdo do RNA total das amostras, o qual
serviu de base para a sintese das fitas de cDNA, que foram submetidas a uma
Reacdo de Cadeia da Polimerase. Os genes responsavel por codificar o dominio Il
da proteina E de DENV-1 (413 pb) e de DENV-2 (401 pb) foram detectados (Figura
10).

400 pb = =413pPb 400 pb = =401 pb

Figura 10 Deteccao do gene que codifica o dominio Ill da proteina E. Gel de agarose a 1%:
A. DENGUE-1: 1- Marcador de DNA de 100 pb (100 pb DNA Ladder, Invitrogen, California,
USA); 2- Fragmento de 413 pb correspondente ao gene do dominio Ill; B. DENGUE-2: 1-
Marcador de DNA de 100 pb; 2 a 3- Fragmento de 401 pb correspondente ao gene do
dominio lll; 4- Controle negativo.

4.2 Clonagem do gene do dominio lll da proteina E em vetor pGEM-T easy

Clonou-se os genes do dominio Il da proteina E de DENV-1 e DENV-2 no
vetor pGEM-T easy para transformacao de células competentes Escherichia coli
DHb5a, as quais, apos transformadas, foram estocadas a -70°C. Posteriormente, foi

feita a extracdo de plasmideos, seguida de uma nova amplificagao para verificar a
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presenga de insertos ligados ao vetor de clonagem. Este processo foi realizado
através dos “primers” D1DIlIEcorl, D1DIlIKpnl, D2DIlIEcorl e D2DIIIKpnl e o

resultado das amplificagdes foi detectado em gel de agarose a 1% (Figura 11).

Figura 11 Amplificacdo do gene que codifica o dominio Il da proteina E por PCR de
Colbnia. Gel de agarose a 1%: A. DENGUE-1: 1- Marcador de DNA de 100 pb; 2- Controle
positivo demonstrando presenga de banda com 413 pb; 3 a 5- trés bandas referentes a
fragmentos de 413 pb correspondente as colbnias 05, 10 e 14 respectivamente; B.
DENGUE-2: 1- Marcador de DNA de 100 pb; 2 a 3- duas bandas referentes a fragmentos de
401 pb correspondente as colbnias 1 e 2.

4.3 Digestao do plasmideo pGEM-T easy/DIII

As bactérias transformadas com o vetor de clonagem contendo o inserto
foram crescidas em meio seletivo. Os plasmidios pGEM-T easy/D1/Dlll e pGEM-T
easy/D2/DIll foram submetidos a uma dupla digestdo através das enzimas EcoR | e
Kpn |, que teve como consequéncia a liberagdo do dominio Ill da proteina E do

dengue-1 e dengue-2 (Figura 12).
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= 3015 pb
1500 pb

«== 401 pb
400 pb

Figura 12 Dupla digestao do plasmidio pGEM-T easy/DlIll. Gel de agarose 1%: A. DENGUE-
1: 1- Marcador de DNA 100 pb; 2- Fragmento de 413 pb correspondente ao gene do DIII; B.
DENGUE-2: 1- Marcador de DNA 100 pb; 2- Fragmento de 401 pb correspondente ao gene
do DIII.

4.4 Extracao do plasmideo pPINK-LC

Células de E. coli DH5a foram transformadas com o vetor pPINK-LC (Dengue-
1 e Dengue-2) e crescidas em meio seletivo para realizar extragdo de DNA
plasmidial. Posteriormente, foi realizado PCR para confirmar presenca dos vetores
que foi comprovada através de gel de agarose, o qual demonstrou a presencga dos

mesmos na sua forma linearizada (Figura 13).

Linearizado
(EcoRl)

(EcoRl)

Figura 13 Presenca do vetor pPINK-LC em bactérias E. coli DH5a. A. DENGUE-1: Gel de
agarose a 1%: 1- Marcador de DNA A Hind lll; 2 a 3- Plasmideos pPINK-LC extraidos de 2
estoques diferentes de células E. coli transformadas; B. DENGUE-2: Gel de agarose a
0,8%: 1- Marcador de DNA AHind lll; 2- Controle Positivo; 3- Plasmideo pPINK-LC extraido
por midiprep de células E. coli transformadas; 4- Plasmideo pPINK-LC extraido por miniprep
de células E. coli transformadas.
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4.5 Digestao do plasmidio pPINK-LC

ApoOs a extragdo dos plasmideos, os mesmos foram submetidos a dupla
digestdo através das enzimas EcoR | e Kpn |. Como produto desse processo foi
obtido uma banda de 7,7 kb correspondente ao vetor pPINK-LC em condi¢cdes de se

ligar ao inserto.

4.6 Analise e Selecao das coldnias transformadas

Apods a dupla digestao dos plasmideos de expressao pPINK-LC (Dengue-1 e
Dengue-2), foi realizada a ligagdo dos vetores ao gene do dominio Ill da proteina E
de DENV-1 e DENV-2. Apos a ligacdo, as bactérias foram transformadas e as
colbnias resultantes tiveram seu DNA extraido para analise da presenca dos vetores

e dos insertos de interesse (Figura 14).

B 1 23 45

400 pb = «= 401 pb

Figura 14 Amplicagédo do gene DIll de DENV-1 e DENV-2 extraido de bactérias E. coli DH5a
transformadas com o vetor pPINK-LC/DIIl. A. DENGUE-1: Gel de agarose 1%: 1- Marcador
de DNA de 100 pb; 2 a 3- Bandas apresentando 413 pb referentes ao gene do dominio Ill da
proteina E (colénias 1 e 2, respectivamente); 4 e 5- Colénias 3 e 4 que nao foram
transformadas com o vetor de expressdo; B. DENGUE-2: Gel de agarose a 1,7%: 1-
Marcador de DNA de 100 pb; 2 e 3- vetor pPINK vazio; 4 e 5- bandas apresentando 401 pb
referentes ao gene do dominio Il da proteina E.



4.7 Deteccao da transformacao de Pichia pastoris: Extragao de DNA e PCR

Leveduras Pichia pastoris (PichiaPink ™ — Invitrogen/USA) foram

transformadas por eletroporacdo com o vetor de expressao pPINK-LC/D1/Dlll e
pPINK-LC/D2/DIll. O DNA genbmico de P. pastoris foi extraido para avaliar a
presenca dos genes responsaveis por codificar o dominio Ill da proteinas E dos
virus dengue-1 e dengue-2. A Figura 15 apresenta amplificagdo de PCR desses
genes nas colbnias transformantes, o que confirma a integragdo dos genes de

interesse ao genoma da levedura.

Figura 15 Amplificacdo do gene DIII/DENV1 inserido em leveduras P. pastoris (PichiaPink
™) transformadas com o vetor pPINK-LC/DIll. A. DENGUE-1: Gel de agarose 1%: 1-
Marcador de DNA de 100 pb; 2- Banda apresentando 413 pb referente ao gene do dominio
lll da proteina E; 3- Controle negativo; B. DENGUE-2: Gel de agarose 1,7%: 1- Marcador de
DNA de 100 pb; 2 e 3- Bandas apresentando 401 pb referentes ao gene do dominio Ill da
proteina E (mesma amostra); 4- Controle negativo.

4.8 Expressao da proteina E do virus dengue-1

Para verificar se a proteina de interesse estava sendo expressa, foi realizado
ensaios preliminares de expressdo da mesma seguido de analise em SDS-PAGE.
Como produto desse processo foi obtido uma bada de 17 kDa coerente com o peso
molecular estimado do dominio Ill da proteina E do virus dengue-1, demonstrando

que provavelmente a transformacéao de Pichia pastoris foi eficiente (figura 16).
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Figura 16 SDS-PAGE pés separagao cromatrografica do lisado celular de cultura de Pichia
pastoris transformadas com o Dlllda proteina E do virus dengue-1 em coluna HisTrap FF
crude.: 1- Marcador Molecular; 2- Banda de 17 kDa coerente com o peso molecular
estimado do dominio Il da proteina E; 3- Controle negativo.
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5 DISCUSSAO

Pichia pastoris esta cada vez mais cotada para expressdo heterdloga de
proteinas. Esta levedura haploide e metilotréfica apresenta vantagens em relagao
aos sistemas de expressao em procariotos, mantendo a facil manipulagdo genética
associada ao crescimento rapido em meios de cultivo relativamente simples,
permitindo a sua expansao para a producdo de proteinas em escalas industriais,
além de possuir um forte promotor induzivel por metanol. Outra vantagem do uso de
P. pastoris baseia-se no fato de ter capacidade fermentativa pobre, tendo
preferéncia por crescimento respiratorio, o que permite a obtencado de cultivos com
densidades celulares extremas sem que os produtos da fermentacdo causem danos
de toxicidade para as células (CEREGHINO & CREGG, 1999 e 2000; GELLISSEN,
2000; TORRES & MORAES, 2000; CEREGHINO et al., 2002).

Por ser um organismo eucarioto simples, a P. pastoris proporciona a
expresséo de proteinas com modificagbes pos-traducionais, como a glicosilagdo e
adicdo de pontes dissulfidicas, além de secretar as proteinas heterélogas de forma
soluvel no meio, simplificando etapas de purificagdo (CEREGHINO & CREGG,
1999). Neste trabalho, construimos um sistema de expressao heterdloga em Pichia
pastoris para obtengdo do dominio Ill da proteina estrutural E dos virus dengue-1 e
dengue-2 em larga escala visando a produgéo de testes diagndsticos.

A proteina E esta presente na supeficie do DENV, e é responsavel pela
ligacao viral ao receptor celular, fusdo do envelope viral com a membrana do
endossomo e montagem de particulas virais. Representa o antigeno dominante do
virus sendo o principal alvo de anticorpos neutralizantes. O dominio Ill desta
proteina, neste contexto, € o mais relevante, pois contém o local de ligagao da célula
hospedeira ao anti-receptor, o que justifica a sua utilizacdo neste trabalho como
antigeno para producdo de kits de diagndstico rapido (REY et al, 1995 and
ROEHRIG et al, 1998).

Os resultados obtidos demonstraram a clonagem dos genes do DIl da
proteina E de DENV-1 e 2 e confirmaram a presenca desses nos plasmidios pGEM-
T easy e pPINK-LC. Os genes clonados apresentam 413 pb (DENV-1) e 401 pb
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(DENV-2) e foram amplificados utilizando primers especificos, que flanqueiam a
regido do gene da proteina. A confirmacao da clonagem foi feita a partir de PCR e a
analise em gel de agarose demonstrou que os produtos da PCR apresentavam
tamanho préximo a 400 pb quando comparado aos marcadores moleculares. Por
simililaridade de tamanho, o resultado indica que as sequéncias obtidas
correspondem aos genes dos DIlll da proteina E de DENV-1 e 2.

Na primeira etapa dessa pesquisa, os vetores de clonagem foram
construidos, p-GEM-T easy/D1/DIll, que contem o gene do DIll de dengue-1 e p-
GEM-T easy/D2/DIll que contem o gene do DIll de dengue-2. Esses plasmidios
foram utilizados para clonar células de E. coli DH5a, originando bactérias
recombinantes, com o bjetivo de produzir multiplas cépias dos insertos. Na etapa
seguinte, os genes de interesse foram inseridos no vetor de expresséo, pPINK-
LC/D1/DIll para dengue-1 e pPINK-LC/D2/DIll para dengue-2. Esses plasmidios
foram utilizados para transformar E. coli DH5a, originando bactérias recombinantes
que foram utilizadas como sistema de transferéncia de genes para uma cepa
mutante de Pichia pastoris.

Para confirmacéo da transformagao no vetor de clonagem e no de expresséo,
foi feita PCR e eletroforese que demonstrou bandas de 413 pb (DENV-1) e 401 pb
(DENV-2), confirmando a presenca do inserto do DIl das duas cepas virais.

Os plasmidios de expressao construidos foram utilizados para transformar
Pichia pastoris que é capaz de crescer através da utilizagdo de metanol como fonte
unica de carbono, sendo que esta rota metabdlica é totalmente reprimida na
presengca de outra fonte, como glicerol. Enzimas que participam desta rota estdo
presentes em altos niveis na célula, como a Alcool Oxidase (AOX) que pode chegar
a niveis acima de 30% do total de proteinas celulares, no entanto, estas mesmas
enzimas nao sao detectaveis quando outras fontes de carbono estdo disponiveis
(CEREGHINO & CREGG, 2000; GELLISSEN, 2000).

A primeira etapa no metabolismo do metanol € a sua oxidagédo pela AOX,
resultando na formagédo de formaldeido e perdxido de hidrogénio, o qual é enviado
para 0os peroxissomos para evitar a toxicidade. Por ter pouca afinidade com O, a
AOX é gerada em grandes quantidades pela célula, como forma de compensagéo.
Dois genes codificam para a enzima AOX: AOX71 e AOX2, sendo o primeiro
responsavel por grande parte da presenga de AOX ativa nas células. A regulagao

dos genes envolve dois mecanismos: inibigao/desinibicdo mais um mecanismo de
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indugcdo (COUDERC & BARATTI, 1980; 21 CREGG et al.,, 1985, CEREGHINO &
CREGG, 2000).

Os vetores utilizados para a transformacdo da P. pastoris beneficiam-se da
forte repressdo exercida sobre os genes AOX e na facilidade de induzi-los,
permitindo que altas densidades celulares sejam obtidas sem que a proteina
heteréloga, a qual pode ser toxica, seja expressa (GELLISSEN, 2000). Vetores
utilizados para a geracdo de recombinantes s&o integrados no genoma de forma
randémica ou por recombinagdo homdloga, garantindo maior estabilidade do inserto
(CEREGHINO & CREGG, 2000).

A presenca, no vetor, de uma sequéncia compartilhada com o genoma
estimula os eventos de recombinagdo homologa. Utilizamos o vetor pPINK-LC que
possui a sequéncia 5 do promotor AOX17 e na 3, uma sequéncia necessaria para
conduzir o término da transcricdo. Entre as sequéncias promotoras e terminadoras,
ha um sitio de multipla clonagem para a inser¢do do gene heterdlogo. Além disso,
esse vetor ndo permite que as proteinas sejam secretadas no meio, ja que nao
apresenta a sequéncia sinal do -Mating Factor (-MF) de Saccharomyces cerevisiae
fusionada (encontrada nas versdes “a” do mesmo vetor). Para a manutencéo e
replicagao do plasmidio em E. coli, ha uma origem de replicacdo de procariotos,
sendo que a selegdo, em procariotos como € realizada através do gene de
resisténcia ao antibiético Ampicilina. Ja& em leveduras (Pichia Pink) a selegcédo se da
pelo gene ADEZ2, deletado nas leveduras e presente no vetor, de forma que a
levedura nao transformada é dependente a adicao de Adenina no meio de cultivo.

Todos os vetores de expresséo integrativos para Pichia pastoris como pPINK-
LC possuem pelo menos uma sequéncia de DNA homodloga a uma sequéncia de
DNA do genoma da P. pastoris. A digestao através de enzimas de restrigao do vetor
pode direciona-lo de duas formas: por crossover simples (integracdo de todo o vetor
— integracdo por adi¢do); ou por crossover duplo entre as regides homologas
provocando a dele¢cdo da regiao homologa da levedura (integragdao por delegao).
Independente do tipo de integragéo ocorrida, os transformantes podem n&o conter o
vetor de expressao por causa de eventos de conversao génica, que ocorrem quando
ha recombinagcdo somente entre as regides homologas, ndo ocorrendo qualquer
adicao da sequéncia do vetor (HUANG et al, 2002).

Células de Pichia pastoris foram transformadas via E. coli DH5a com
plasmidios de expressdao (pPINK-LC/D1/Dlll e pPINK-LC/D2/DIIl) através de
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eletroporagao. Para confirmacdo da transformagdo das colénias de P. pastoris
transformantes foi realizada extracdo do genoma e PCR seguida de analise em gel
de agarose, onde pode-se constatar a presenca das bandas de 413 pb e 401 pb
para DENV-1 e 2, respectivamente.

Para o virus dengue-1, ensaios preliminares de separagdo cromatografica
seguida de SDS-PAGE mostraram uma banda de 17 kda coerente com o tamanho
estimado do dominio Il da proteina E, sugerindo que a expressao esta ocorrendo de
forma adequada. Testes mais sensiveis como Werstern Blot deverao ser realizados
para confirmagao. Para dengue-2, 0s mesmos ensaios serao realizados.

Diversas proteinas virais de interesse médico ou veterinario ja foram
eficientemente expressas em P. pastoris, inclusive proteinas estruturais do virus da
Dengue (SUGRUE et al, 1997; BISHT et al, 2001; WEI et al, 2003; VALDES et al,
2007) demostrando que esta levedura pode ser um recurso para a expressao de
proteinas de forma segura e em larga escala, possibilitando o uso destas tanto em

vacinas como em exames de diagnostico.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi demonstrado que as colonias de Pichia pastoris
apresentaram a integracdo do gene codificador do dominio Ill da proteina E dos
virus dengue-1 e 2. Os ensaios de expressao tém sido animadores e sugerem que 0
sistema de expressao heterdloga em Pichia pastoris é de fato eficiente.

Ensaios de expresséo/purificacdo serdo realizados para dengue-2 e
ampliados para dengue-1. Seguida as confirmagdes, devera ser padronizado um
protocolo de produgao em larga escala.

As proteinas recombinantes produzidas a partir das leveduras transformadas
poderdo ser utilizadas para desenvolvimento de kits de diagndstico. Como
consequéncia, a realizacdo desses exames em pacientes suspeitos permitira um
diagndstico mais rapido, com uma intervengao clinica em tempo habil colaborando,
através da correlagcdo com o histérico do paciente, para evitar ocorréncias como a
febre hemorragica. Além disso, um diagndstico mais rapido permite ag¢des de
vigildncia epidemioldgica imediatas, o que tem como consequéncia um maior

controle da disseminagao da doenca evitando o surgimento de novos casos.
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