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RESUMO

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem como sua maior aplicacdo a possibilidade de
amplificar um segmento de DNA, produzindo milhGes de copias do segmento selecionado. A
clonagem génica tem objetivo de introduzir um gene selecionado dentro de bactérias idénticas
entre si, e essa técnica requer a presenca de um vetor de clonagem capaz de amplificar um
fragmento de DNA neles clonados. O gene E do virus da dengue (DENV) é o mais utilizado
para estudos moleculares devido a importancia da proteina E. O presente trabalho teve como
objetivo estabelecer técnicas de amplificacdo do gene E do DENV-2 e DENV-4. A molécula
de DNA foi obtida da FIOCRUZ em Recife; os primers foram selecionados de modo a
englobar o gene E. A separacdo dos fragmentos foi feita por eletroforese em gel de agarose. A
amplificacdo por PCR foi satisfatoriamente estabelecida para o gene E. Uma vez
determinadas, estas técnicas sdo imprescindiveis nas etapas de obtengdo de DNA
recombinante no processo de clonagem e expressao da proteina E da dengue.

Palavras-Chave: Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR. Dengue. DENV. Gene E.



ABSTRACT

The polymerase chain reaction has as greater application the possibility of amplify a DNA
fragment, generating millions copies of the selected segment. Gene cloning aims to introduce
a selected gene into bacterias identical to each other, and this technique requires the presence
of a host cloning vector capable of amplifying a DNA fragment cloned therein. The E gene of
dengue virus (DENV) is the most commonly used for molecular studies due to the E protein
importance. The present study had as purpose to establish E gene amplification techniques for
both DENV-2 and DENV-4. The DNA molecule was obtained from FIOCRUZ organization
located in Recife; the primers were selected to encompass the E gene. The fragments
separation was performed by agarose gel electrophoresis. The PCR amplification was
satisfactorily established to the E gene. Once set, these techniques are indispensable steps for
obtaining a recombinant DNA in E protein cloning and expression process.

Keywords: Polymerase Chain Reaction - PCR. Dengue. DENV. E gene.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase foi concebida na década de 1980,
tendo como sua maior aplicacéo a possibilidade de amplificar determinado segmento de DNA
através de sintese enzimatica in vitro, produzindo milhGes de cépias do segmento especifico
selecionado (CARUSO, 2007; ZAHA et al.,, 1996). A PCR envolve trés etapas, que
constituem um ciclo basico de replicagdo por PCR: desnhaturacdo do DNA-molde,
hibridiza¢ao com “primers” que delimitardao a regido de interesse a ser duplicada, extensao do
segmento selecionado utilizando a enzima DNA-polimerase.

Além do processo de amplificacdo de sequéncias especificas num DNA, vérias outras
aplicacdes podem ser atribuidas e auxiliadas por essa técnica: a amplificacdo de um gene
utilizando a PCR é uma etapa primordial para obter a quantidade de DNA necessaria para ser
aplicada na etapa de clonagem molecular, e a PCR em tempo real é hoje aplicada para
quantificar a expressado de genes (CARUSO, 2007).

A clonagem génica tem objetivo de introduzir um gene selecionado dentro de
bactérias idénticas entre si (NASCIMENTO et al., 1999) e consiste no isolamento e
propagacao de moléculas de DNA idénticas, sendo a técnica central para estabelecer o método
da tecnologia do DNA recombinante (CARUSO, 2007). A técnica requer a presenca de um
vetor de clonagem capaz de amplificar um fragmento de DNA neles clonados - como os genes
obtidos por PCR - sendo o plasmideo um dos vetores de clonagem mais relevantes. O gene
amplificado deve ser ligado ao vetor e a molécula hibrida deve ser introduzida numa célula
hospedeira, geralmente células bacterianas (LIMA, 2008). A manipulacdo de genes
especificos utilizando transformacgdo bacteriana contendo as moléculas de DNA transgene
permite, ao fim das etapas, a expressao e obtencdo de proteinas hibridas.

A dengue é uma doenca infecciosa aguda que constitui um dos grandes problemas de
salde publica no mundo (GUBLER, 1998) e seu agente etiologico, o virus da dengue
(DENV), é classificado como arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus.
Sdo virus de RNA de fita simples, compreendendo quatro sorotipos virais de importancia
epidemioldgica (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), geneticamente relacionados,
compartilhando aproximadamente 65% da sequéncia de nucleotideos de seus genomas
(MONDINI et al., 2009; WHITEHEAD et al., 2007; MURREL et al., 2011). O genoma do
DENV codifica uma Unica poliproteina, posteriormente clivada em sete proteinas néo-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) e trés proteinas estruturais que
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constituem o virus (proteina C do capsideo, proteina M da membrana e proteina E do
envelope) (CHAMBERS et al., 1990).

Embora tenham grande proximidade genética, os sorotipos DENV sdo
antigenicamente distintos, principalmente devido a diferencas encontradas nas sequéncias de
aminoacidos presentes na proteina E dos quatro sorotipos virais (SHRESTHA et al., 2010).

Os quatro sorotipos da dengue podem causar, desde enfermidade febril indiferenciada
até formas mais graves, como a febre hemorragica da dengue, todas elas conferindo ao
individuo imunidade permanente ao sorotipo responsavel pela infec¢do. Contudo, a infecgédo
ndo confere imunidade cruzada contra os outros sorotipos (ORGANIZACAO
PANAMERICANA DA SAUDE, 1995),

Estando as formas mais graves associadas principalmente a resposta imunoldgica em
casos de reinfeccdo por um sorotipo diferente (MONGKOLSAPAYA et al., 2003), a distin¢do
do sorotipo infectante faz-se importante, mas a distincdo por PCR ou isolamento viral
combinado a métodos imunoldgicos de identificacdo de cepas utilizando anticorpos a proteina
ndo-estrutural NS1 é demorado, dificil e possui baixa sensibilidade (ARAUJO, 2015;
BRASIL, 2013; CARDOSA, 1998).

O gene E, alvo principal deste trabalho, é o mais utilizado para estudos moleculares do
DENV, devido & importancia da glicoproteina E codificada por este gene (CHAMBERS et al.,
1990; LEITMEYER et al., 1999). A proteina E é a maior proteina da superficie da particula
viral, formada por trés dominios distintos, com importantes fungdes na atividade bioldgica
viral, como interacdo a receptores celulares do hospedeiro e entrada do virus na célula.
Estudos sugerem que a proteina E € a mais indicada para escolha no diagnostico do sorotipo
viral (BARROS, 2007) por estar exposta na superficie do virion, ser responsavel pela
interacdo com receptores celulares e representar o principal alvo dos anticorpos neutralizantes
(JAISWAL et al., 2003), enfatizando a importancia da presente pesquisa.

Este trabalho faz parte de um projeto que tem como objetivo final a expressédo da
proteina E dos 4 sorotipos virais distintos, utilizando a molécula recombinante do gene E
inserida no vetor de clonagem pGEX-2T, por meio da clonagem génica, visando
desenvolvimento de um teste imunodiagndstico ELISA para distingdo dos sorotipos com
anticorpos monoclonais produzidos a partir da proteina E, em cooperacdo com o0
departamento de Engenharia Elétrica da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias da Central de Laboratdrios Trés
Marias, do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saide (CCBS) da Universidade Estadual da

Paraiba — UEPB, com objetivo de estabelecer técnicas para amplificacdo do gene E do



15

DENV-2 e DENV-4: sendo estas etapas essenciais a clonagem e expressao da proteina E
destes sorotipos. As etapas subsequentes para a técnica de clonagem molecular se encontra

em andamento no mesmo local.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Reacdo em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um procedimento que possibilita a
amplificacdo de fragmentos especificos de DNA, partindo-se de um DNA alvo, sendo uma
técnica bastante utilizada para clonar diretamente DNA com genes de interesse. A PCR € uma
técnica muito sensivel, permitindo a deteccdo e amplificacdo de uma Unica molécula de DNA
em uma amostra (ALBERTS et al., 2009).

Para aplicacdo da técnica, é necessario, inicialmente, a dupla fita do DNA - que servira
de molde para amplificacdo - e um par de oligonucleotideos (primers) especificos, que
iniciardo a sintese do DNA. Os primers sdo segmentos de fita simples e complementares as
fitas moldes em posi¢des que definem as extremidades do segmento a ser amplificado. A PCR
necessita, ainda de outros trés componentes: DNA polimerase, dNTPs, tampé&o e sais (MgCl)
(LIMA, 2008; NELSON et al., 2014; ALBERTS et al., 2009).

Na presenca de uma DNA-polimerase termoestavel, de precursores de DNA (os quatro
desoxirribonucleosideos fosfatados - dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), condigdes ideais de
pH (utilizando tamp&o), salinidade e o cofator enziméatico (jons magnésio bivalentes — Mg*?),
a sintese das novas fitas inicia. O volume da reacdo varia com o objetivo, sendo realizada em
volumes de 10 a 50ul (LUDWIG, 2010; UHLMANN et al., 1998).

O método da PCR consiste em ciclos repetitivos de 3 etapas:

Etapa 1 — DESNATURACAO DO DNA: As duas cadeias de DNA sdo mantidas
unidas na dupla-hélice por ligagc6es de hidrogénio relativamente fracas, que se quebram a altas
temperaturas. A mistura dos componentes € aquecida para desnaturar o DNA (geralmente a
94°C, por 1-2min), separando a dupla fita e formando duas fitas simples que serdo utilizadas
como moldes para os primers e para DNA polimerase. As ligacOes fosfodiéster entre o fosfato
e a desoxirribose sdo ligacdes covalentes mais fortes e permanecem intactas (LUDWIG, 2010;
UHLMANN et al., 1998; LIMA, 2008).

Etapa 2 - ANELAMENTO DOS PRIMERS: Em seguida, a temperatura é resfriada
para permitir a hibridizacdo dos primers (anelamento) as sequéncias complementares no
DNA, para que estes possam renaturar com o DNA. A temperatura de anelamento varia entre
50 a 60 °C, e depende da temperatura média de desnaturacdo dos primers (melting

temperature — T,). Primers exclusivos de cada extremidade da sequéncia alvo sdo necessarios
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para amplificar somente a sequéncia de interesse, por isso, € a varidvel mais importante para
determinar a especificidade da PCR, de forma que as temperaturas e os tempos de anelamento
variam de acordo com a sequéncia a ser amplificada (LUDWIG, 2010; Kim et al., 2002).
Etapa 3 — POLIMERIZACAO: Nesta etapa, a mistura é novamente aquecida para
temperatura 6tima de replicacdo (aproximadamente 72°C), de forma que o fragmento de DNA
seja replicado seletivamente na regido de anelamento de cada primer, pela adicdo de dNTPs
por uma enzima DNA polimerase. A depender do tamanho do segmento a ser amplificado, o
tempo de extensdo ird variar de 30s a 5min (LUDWIG, 2010; Kim et al., 2002; LIMA, 2008).

O ciclo de aquecimento, resfriamento e replicagdo é repetido de 20 a 30 ciclos em
termocicladores, que automaticamente controlam e alternam as temperaturas durante os
periodos programados de tempo, para o nimero apropriado de ciclos. Cada ciclo duplica a
quantidade de DNA sintetizado no ciclo anterior, e os fragmentos novos gerados servem
como molde para o préximo ciclo. Desta forma, varios ciclos resultam no acumulo
exponencial do fragmento de DNA flanqueado pelos dois primers (LUDWIG, 2010;
NELSON et al., 2014).

Como cada ciclo requer um tratamento de calor que separe as fitas da dupla-hélice do
DNA-molde, a PCR utiliza uma DNA-polimerase termoestavel, isolada de uma bactéria
termofilica Thermus aquaticus (Taq DNA polimerase), de forma que ela ndo é deshaturada
pelo aquecimento de cada ciclo (LUDWIG, 2010; NELSON et al., 2014; ALBERTS et al.,
2009).

O resultado da PCR (amplicon) é geralmente analisado por eletroforese em gel de
agarose ou poliacrilamida, e o tipo de matriz utilizada vai depender do tamanho dos
segmentos de DNA que se pretende separar e visualizar. Devido a diferenca no tamanho dos
poros das matrizes, geis de agarose sdo geralmente utilizados para separar fragmentos que
variam de 0,2 kb a 50 kb (1 kb = 1000pb - pares de base) e géis de poliacrilamida para
fragmentos de até 1kb.
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Figura 1 — Etapas do primeiro ciclo da amplificacdo de DNA pela técnica de PCR.

—*q T‘M

/ +DNA-polimerase SINTESE DE
s AQUECIMENTO PARA  HIBRIDIZACAO :gg‘; DNA 2 PARTIR
[ SEPARAR AS FITAS DOS INICIADORES g DOS INICIADORES

DNA de fita dupla +dCTP
\ +dTTP
[
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
PRIMEIRO CICLO

Fonte: ALBERTS, 20009.

Figura 2 - Resultado da amplificacdo de DNA apds varios ciclos, demonstrando que ao fim de varios ciclos, é
possivel obter cépias idénticas do fragmento selecionado em quantidades exorbitantes

Separagdo das fitas de DNA Sintese
e anelamento dos iniciadores de DNA
Separagdo das fitas Sintese ”
de DNA e anelamento de DNA [ B B
dos iniciadores / - - E———
Separagdo das fitas Sintese [ E— P E— |
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> - —
\ =N | — - [— ]
= - — T - \
- .‘ - q Sie
T 11 Oligonucleotideos - 3 = 3
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[ - T — W ) / - y
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amplihcado —— E— S — e
\ m m # - T |
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[ — B EE— |
\
PRIMEIRO CICLO SEGUNDO CICLO TERCEIRO CICLO
(produzindo duas moléculas (produzindo quatro moléculas (produzindo oito moléculas
de DNA de fita dupla) de DNA de fita dupla) de DNA de fita dupla)

Fonte: ALBERTS, 2009.

Neste trabalho, foram estabelecidos os protolocos para amplificacdo do gene E de
DENV-2 e DENV-4, utilizando primers especificos que incluiam este gene codificante da

proteina E.
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2.2 Clonagem molecular

A clonagem molecular ¢ a técnica central da tecnologia do DNA recombinante, a qual
consiste em isolar e propagar moléculas de DNA com gene recombinante de interesse em
celulas bacterianas geneticamente idénticas a inicial, isolando-as em colénias (LIMA, 2008).
Consiste basicamente de duas etapas:

ETAPA 1 - Ligacdo entre um fragmento de DNA com o gene de interesse (chamado
inserto), com outra molécula de DNA, o vetor de clonagem, para formacdo de uma quimera
ou DNA recombinante (BROWN, 2003).

ETAPA 2 - A molécula recombinante é transportada para dentro de uma célula
hospedeira compativel, geralmente uma bactéria, ocorrendo o processo chamado de
transformacdo. A celula que recebeu 0 DNA é chamada transformante (BROWN, 2003). Um
Unico transformante, em condi¢cdes ideais, sofre indmeros ciclos de divisdo celular,
produzindo colénias com milhares de cépias do DNA recombinante (LIMA, 2008; CARUSO,
2007).

Figura 3- Ligacao do vetor de clonagem com inserto (gene amplificado de interesse), produzindo uma molécula
de DNA recombinante.

-+ ==

Vetor Inserto Molécula de DNA
Recombinante

Fonte: LIMA, 2008.

Para realizacdo da etapa 1 da clonagem molecular, sdo imprescindiveis duas moléculas
de DNA: o inserto, contendo o gene de interesse; e uma molécula capaz de amplificar esta

informacdo em centenas de copias: um vetor de clonagem.
2.2.1 Vetores de clonagem
Os tipos basicos de vetores utilizados na metodologia do DNA recombinante

apresentam caracteristicas especiais que 0s tornam excelentes veiculos de clonagem, sendo 0s

vetores mais utilizados plasmideos de bactérias.
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Plasmideos s&o pequenas moléculas de DNA circular existentes em bactérias, de fita
dupla, fora dos cromossomos bacterianos, sendo capazes de se replicar de modo
independente. Os plasmideos variam em estrutura, tamanho, modo de replicacdo e na
habilidade de se propagarem em diferentes bactérias. S8o utilizados como veiculos de
clonagem desde que capacitem a amplificacdo de um gene de interesse neles inserido, contém
elementos necessarios a sua replicacdo e pelo menos um gene que confere resisténcia a
antibidtico (NASCIMENTO, 1999; CARUSO, 2007; LIMA, 2008).

Para ser considerado um bom vetor de clonagem, um plasmideo deve conter trés
caracteristicas basicas (NASCIMENTO, 1999; BROWN, 2003; WEAVER, 2001):

1) ORIGEM DE REPLICACAO — sequéncia de DNA que permite replicacio
do vetor, de forma independente, na célula hospedeira.

2) SITIOS DE CLIVAGEM - dois ou mais sitios de clivagem para
endonucleases de restricdo, no qual é inserido o fragmento de DNA, sem interferir na
funcionalidade do plasmideo. O conjunto desses sitios € denominado Mdltiplos Sitios de
Clonagem (MSC).

3) GENE QUE CODIFICA UM PRODUTO QUE DISTINGUE A CELULA
TRANSFORMADA DA CELULA NAO-TRANSFORMADA — como genes que conferem

resisténcia a antibiéticos.

Figura 4 - Estrutura molecular de um plasmideo tipico usado em clonagem molecular. Gene que confere
resisténcia ao antibiotico Ampicilina esta representado por AmpR, a regido de multiplos sitios de clonagem por

MSC e a origem de replicagéo por O.

AMpR MSC

Fonte: CARUSO, 2007.

O gene amplificado de DNA, como o gene da proteina E, foco deste trabalho, pode ser
inserido num plasmideo linearizado e tratado com a enzima fosfatase alcalina - impede a
religacdo vazia do vetor - juntamente com a enzima T4 DNA ligase, que permite a ligacdo

entre eles, gerando uma molécula de DNA transgénica.
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2.3 Organizacdo estrutural e gendmica do DENV

O DENV pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, com quatro sorotipos de
antigenicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (WESTAWAY et al.,
1985). H4, ainda, o sorotipo DENV-5, porém apenas 0s quatro primeiros possuem
importancia epidemioldgica até o presente momento (BARROS et al., 2008; MACIEL et al.,
2008; MUSTAFA et al., 2015). Ele é um virus esférico, com 40 a 50 nm de didmetro,
contendo um core elétron denso de 30 nm envolvido por um envelope bi-lipidico, onde se
encontram ancoradas as proteinas E em dimeros (envelope) e a proteina M (membrana)
(LINDENBACH et al., 2007; WESTAWAY et al., 1985).

Figura 5 — Estrutura da particula viral (DENV). O virus é envolvido por um envelope bilipidico onde estdo
ancoradas as proteinas E e M. Ainda, a proteina do capsideo C, com afinidade para o genoma viral de RNA.

VIRION

T=3-like organization
of surface dimers

Fonte: http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/43.html.

O virus apresenta a proteina C do capsideo, que € altamente basica e possui afinidade
para o genoma viral, que consiste de RNA fita simples com polaridade positiva e tamanho de
aproximadamente 11kb (ALCATRAZ-ESTRADA et al., 2010). Este genoma possui cerca de
11.000 nucleotideos e apenas uma fase aberta de leitura (ORF) (CHAMBERS et al., 1990), no
qual codifica uma Unica poliproteina que é posteriormente clivada por proteases celulares nas
3 proteinas estruturais (proteina C, proteina M e proteina E) — localizadas na porg¢do 5’ - e em
7 proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) — na porgao 3’
(BARROS, 2007; YAP et al., 2007).
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Figura 6 - Organizacao gendmica do DENV.

5 UTR
NS2A NS|4A

c M E NS1 NS3 NS5

| r
NS2B NS4B 3"UTR

Fonte: GUZMAN, 2010.

2.3.1 Proteina E

A glicoproteina E,constituinte do envelope, de 50-55 kDa é o principal componente da
superficie do virus, as principais propriedades biologicas do DENV estdo relacionadas a esta
proteina. E responséavel por propriedades fenotipica, antigénica, viruléncia e tropismo, além
de induzir a fusdo com a membrana e a ligacdo a receptores celulares (OLIVEIRA, 2013),
sendo essencial nas fases de absorcdo e penetragdo do virus na célula (HENCHAL et al.,
1990). De acordo com Bricks (2004) os anticorpos dirigidos a esta proteina determinam a
imunidade protetora de mais longa duracéo.

A proteina E possui trés dominios estruturais e funcionais (DI, DIl e DIII), aos quais
sdo relacionados a presenca de regides antigénicas e epitopos especificos (CRILL & CHANG,
2004). O dominio | constitui a regido central do N-terminal, o dominio Il constitui a regido de
dimerizacdo da proteina e esta envolvido na fusdo da membrana mediada pelo virus. O
dominio Il é a regido responsavel pela ligacdo da proteina ao receptor da célula hospedeira,
sendo, ainda, o dominio de maior alvo para neutralizagio de anticorpos (GUZMAN; KOURI,
2004).

Figura 7 - Representagdo dos trés dominios da proteina E. O dominio | esta representado em rosa, o dominio 11

em amarelo e o dominio 111 em azul.

Fonte: ZHANG, 2003.
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Apobs a ligacdo da glicoproteina E aos receptores de superficie, a particula viral é
internalizada em um compartimento endossomal. Sob condicdes de baixo pH, encontrada nos
endossomos, 0s homodimeros da proteina E se dissociam em mondmeros, se re-associando
em trimeros irreversiveis em seguida, de forma a expor o peptideo de fusdo do dominio II. O
trimero estende-se em dire¢cdo a membrana do endossomo, e o peptideo de fusdo se insere
nesta. A fusdo de membranas endossomal e viral possibilita a penetracdo do nucleocapsideo

viral na célula hospedeira e o desnudamento do genoma viral (MUKHOPADHY et al., 2005).

Figura 8 — Internalizagdo do virus mediada pela proteina E.

rapid collapse,

zippering if 22
neighboring trimers
P present

e rapid activation " g
trimerization
of monomers

receptor [ ) inserted 4
fusion loops - .

sufficient number
and availabillity
of monomers required

Fonte: CHAO, 2014.

A maioria dos anticorpos neutralizantes do virus sdo contra epitopos especificos da
proteina E (CARDOSA et al., 1998). Anticorpos monoclonais para a proteina E se mostraram
capazes de neutralizar o virus da dengue in vitro (CLYDE et al., 2006) e sua relagdo com
receptores celulares envolvidos na fusdo com a membrana e entrada do virus na célula ja
foram elucidadas para diferentes sorotipos do virus da dengue, sendo alvo de estudos para
muitas pesquisas (ARAUJO, 2015; KOSTYUCHENKO et al., 2014).
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3. METODOLOGIA

Para o processo de clonagem, é requerido um plasmideo recombinante com o gene E

inserido. Para isso, é necessario realizar a amplificacdo por PCR do gene E de DENV-2 e

DENV-4, para que se possa prosseguir com as etapas subsequentes da clonagem.
Os metodos para estabelecer a técnica de amplificagdo do gene E se encontram

descritos a sequir.

3.1 Amplificagdo do vetor pGEX-2T

O vetor de clonagem utilizado, pGEX-2T, consiste em uma molécula de DNA

circular, conforme a figura 9 abaixo:

Figura 9 - Plasmideo vetor de clonagem pGEX-2T. Pode-se observar que este plasmideo contém todas as
caracteristicas essenciais de um vetor: origem de replicagdo, sitio de clonagem (Sma | e Eco RI), inimeros sitios

de restri¢do (representados pelas siglas em negrito) e um gene que confere a resisténcia a ampicilina.

BfuAl - BspMI (62)

lac operator|

(4848) Btgl

(4740) Bsu361
) __EcoNI (268)

 Msecl (465)

BstBI (555)
| Swal (685)
|/ pGEX 5" Sequencing Primer (869 .. 891)

(4290) PIluTI

(4288) SfoIl |
(4287) NarI* __* |

(4286) Kasl — - |

BamHI (530)
(4153) Hpal._ | | Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (535)
(4097) EcoRV - ' BmeT110I (936)
(4058) BssHII — _Smal (237)
— EcoRI (940)

_ \\ipfol (1015)

\_\ pGEX 3' Sequencing Primer (998 .. 1020)
. “.PFIFI - Tth111I (1118)
BsaAl (1125)

(3858) Apal - BanII |
(3854) PSpOMI —
(3828) BStEII —

pGEX-2T
4948 bp

(3647) Miul ——
' Zral (1222)
AatIl (1224)
(3330) BStAPI
(3229) PFIMI
Pstl (1901)

\ Bsal (2077)
AhdI (2143)

(2622) AlwNI
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O vetor pGEX-2T é um vetor de expressdo proteica. Os sitios de restricdo Eco Rl e
Sma | permitem a linearizacdo do DNA circular do plasmideo, para que se possa realizar a
insercdo do gene de interesse no vetor, com formacdo do transgene. Pela insercdo do DNA
nestes sitios, € possivel gerar um texto de leitura de uma proteina quimérica, codificado pelo
gene Glutationa-S-Transferase (GST) e o DNA do gene inserido. O GST serve para
purificacdo da proteina expressa.

O vetor pGEX-2T havia sido anteriormente tratado com a enzima de restricdo Sma |
(937 pb), para posterior utilizacdo na clonagem. Um procedimento complementar a digestdo
foi feito para impedir a religacdo vazia do vetor: a remocéo do fosforo das extremidades 5’
livres do vetor linearizado, pela acdo da enzima fosfatase alcalina. Desta forma, o pGEX-2T,
devidamente linearizado e tratado, mantém-se apto a insercdo do transgene ap6s amplificacdo

adequada.

No presente trabalho, os primers selecionados visaram a amplificacdo de apenas um
fragmento do vetor pGEX-2T circular, de tamanho 1146 pb, objetivando estabelecer um PCR
de controle. Os primers utilizados para amplificacdo, assim como suas respectivas

temperaturas de desnaturagcdo encontram-se na tabela a seguir:

Tabela 1 — Primers utilizados para amplificacdo do fragmento de tamanho 1146 pb do vetor pGEX-2T e suas

respectivas temperaturas de desnaturacéo.

Forward primer | Reverse primer | Temperatura de desnaturacéo
(melting temperature)
pGEX-F2 pGEX-R2 pGEX-F2 (61,4°C)
pGEX-R2(61,4°C)

Sequéncias nucleotidicas dos primers:

PGEX-F2: TCAGGTGGCACTTTTCGGGG
pPGEX-R2: GAGCGTCAGACCCCGTAGAA

As sequéncias nucleotidicas do pGEX-2T, assim como a localizacdo dos primers
selecionados e o fragmento do genoma amplificado com estes primers encontra-se em
APENDICE A.
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Os componentes para mistura da reacao e suas respectivas quantidades, totalizando em
50 pl, estdo listados abaixo:

39,5 pl H0;

5 ul Tampao;

1,5 ul MgCl; (concentragdo — 50mM);

1 pl dNTPs (concentragdo — 10mM);

0,5 ul pGEX-2T (template);

1 pl Forward primer (concentragdo — 20mM);

1 pl Reverse primer (concentragdo — 20mM);

0,5 pl Taq polimerase.

3.2 Amplificacéo do gene E: DENV-2 e DENV-4

Para amplificacdo do gene E da proteina E do envelope viral, foi utilizada a técnica de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase). A molécula de DNA utilizada neste trabalho foi
obtida da FIOCRUZ em Recife, contendo o gene da proteina E do DENV-2 e DENV-4, com
cerca de 1500 pares de base — de acordo com dados disponiveis na plataforma do NCBI
(referéncias: Dengue virus type 2 isolate CEA2440 polyprotein gene, partial cds GenBank:
AY775303.1; Dengue virus 4 strain SPH317947 envelope glycoprotein gene, partial cds. e
envelope (E) protein [Dengue virus 4] NP_740317.1).

3.2.1 Primers — DENV-2 e DENV-4

Os primers forward e reverse para DENV-2 e DENV-4 foram utilizados nas

combinacges abaixo:

Tabela 2 - Primers utilizados para amplificacdo do DENV-2 e DENV-4 e suas respectivas temperaturas de

desnaturacao.

Forward primer Reverse primer Combinacéo Temperatura de
desnaturacao

(melting temperature)

DE2-F3 DE2-R2 DE2-F3R2 DE2-F3 (56,42°C)
DE2-R2(59,35°C)




DE2-F4 DE2-R3 DE2-F4R3 DE2-F4 (63,73°C)
DE2-R3(59,83°C)
DE4-F2 DE4-R2 DE4-F2R2 DE4-F2 (59,82°C)
DE4-R2(63,14°C)
DE4-F3 DE4-R3 DE4-F3R3 DE4-F3 (63,73°C)

DE4-R3(64,43°C)

Sequéncias nucleotidicas dos primers:

DE2-F3: AATG CGT TGC ATA GGA ATT TCA AAT

DE2-R2: GA GCT ATG GTG CAG GCT TGA
DE2-F4: GTG GGG AGG CAA GAG AAA GGG
DE2-R3: CGC CAT CAACTT TGG CAA GAG
DE4-F2: AATG CGA TGC GTA GGA GTA GG
DE4-R2: G GGC TTC ACA GTT GGC GCC
DE4-F3: CCT AAT GAT GCT GGT CGC CCC

DE4-R3: GGATGC GCC ATC AACTTT GGC AAG

3.2.2 A mistura de reacgao e os tipos de PCR realizados

E importante ressaltar que a combinagdo de primers DE2-FAR3 e DE4-F3R3 inicia a
sintese no gene prM (gene da glicoproteina precursora da membrana), externamente ao gene

E (primers externos), comparado a combinagdo DE2-F3R2 e DE4-F2R2 (primers internos),

que iniciam e terminam a sintese diretamente no gene E.

Figura 10 — Esquematizagdo dos primers externos e primers internos utilizados na amplificacdo do gene E.

Forward primers Cl>

Externo [nterno

Gene E

¥

T

Gene E

Interno Externo

<3 Reverse primers

l.;_|




28

A tabela 3 abaixo mostra todos os arranjos de reacgdo feitos na PCR do gene E, com os

respectivos primers e DNA template:

Tabela 3 — CombinacGes de primers e arranjos de reacdo da PCR do gene E.

DNA (template) Primers
DENV-2 DE2-F3R2 (primers internos)
DENV-2 DE2-FAR3 (primers externos)
Produto de PCR (DE2-F4R3) DE2-F3R2 (primers internos)
DENV-4 DE4-F2R2 (primers internos)
DENV-4 DE4-R3F3 (primers externos)
Produto de PCR (DE4-F3R3) DE4-F2R2 (primers internos)

As sequéncias nucleotidicas de parte do genoma de DENV-2 e DENV-4, assim como

a localizacdo dos primers internos e externos selecionados para amplificacdo do gene E no

genoma encontra-se em APENDICE B e APENDICE C, respectivamente.

Esta técnica é denominada Nested PCR. Haja vista que seriam utilizados fragmentos

de DNA maiores - resultantes da PCR dos primers externos — como template, o gene E teria

mais chances de sucesso na amplifica¢do, aumentando a sensibilidade da técnica.

Além disso, a aplicacdo da Nested PCR possibilita, frequentemente - mas ndo sempre -

a obtencdo de maior quantidade de produto final amplificado — neste caso, o gene E -

provenientes tanto da amplificagdo com os primers externos, quanto da amplificagdo com os

primers internos utilizando o produto da PCR anterior como template.

As mesmas quantidades para mistura de reacdo descritas anteriormente foram

utilizadas para este procedimento, conforme descrito no abaixo:

39,5 pl H0;

5 ul Tampao;

1,5 pl MgCl; (concentragdo — 50mM);
1 pl dNTPs (concentragcdo — 10mM);
0,5 ul DNA (template);

1 pl Forward primer (concentracdo — 20mM);
1 pl Reverse primer (concentracdo — 20mM);
0,5 ul Tag polimerase.
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3.3 Termociclador

3.3.1 Temperatura de anelamento

A temperatura para anelamento dos primers foi estabelecida de acordo com a formula

para o calculo da temperatura média de desnaturacdo dos mesmos (melting temperature):

TM= 69,3 + GC% x 0,41 — (650: N)

Onde,
TM = temperatura de desnaturacdo (melting temperature)
CG% = porcentagem de citosina e guanina na sequéncia nucleotidica do primer

N = total de nucleotideos no primer

Para programacdo do termociclador e realizacdo de todas as PCRs num mesmo
programa, o valor para temperatura de anelamento (55°C) foi determinada de forma que
estivesse abaixo da menor temperatura média de desnaturacdo dentre os primers, portanto,
abaixo de 56,42°C (DE2-F3).

3.3.2 Programacéo do termociclador

Todas as amplificagdes dos DNAs (DENV-2, DENV-4, pGEX-2T) com seus
respectivos primers e componentes, nas devidas quantidades, ocorreram num mesmo ciclo de

programacao do termociclador, conforme mostrado na tabela 4:

Tabela 4 - Programac&o dos ciclos de temperatura em termociclador da PCR, para amplificacdo do gene E da

dengue e do vetor de clonagem pGEX-2T.

Inicio 30 ciclos Fim
Desnaturacdo Anelamento Polimerizacéo
do DNA dos primers
94°C
Temperatura 72°C | 4°C
94°C 55°C 72°C
Tempo
60s 30s 30s 90s 300s 00
(segundos)
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3.4 Eletroforese

Para a separacdo e visualizacdo dos fragmentos amplificados pela técnica de PCR,
realizou-se a eletroforese em gel. A agarose foi selecionada por conter maiores poros em sua
matriz, sendo mais adequada para separagédo de fragmentos maiores (200-5000 pares de base),
como é o caso dos segmentos amplificados neste trabalho (aproximadamente 1500 pares de
base do gene E; 1146 pares de base do plasmideo vetor pGEX-2T).

O gel de agarose foi preparado na proporcdo a 1% (0,59 de agarose — 50 mL de
tampéo TAE 1x). O TAE 1x foi obtido a partir da diluicdo: 20 mL de TAE 50x em 980 mL de

H2Obigest., cOnforme descrigéo a seguir:

TAE 50x:

242 g Tris-base

57,1 ml acido acético

100 mL EDTA 5,0M

842,9 mL H,Opigest (até completar 1L)

Na preparacdo do gel, enquanto este se encontrava ainda no estado liquido, incluiu-se
2ul de SYBR Safe™ (Invitrogen) para possibilitar a visualizagdo dos fragmentos em luz UV
com uso de transiluminador.

A separacao ocorreu sob campo elétrico de 50-70 V, 45min.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado das amplificacdes por PCR separadas em gel de agarose podem ser

visualizadas na figura 11:

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose, mostrando resultado da amplificacdo de DNA por PCR. O poco 8
corresponde ao marcador de peso molecular, com fragmentos de tamanhos em pares de base e em ordem
decrescente iguais a: 10.000 pb; 8.000 pb; 6.000 pb; 5.000 pb; 4.000 pb; 3.000 pb; 2.000 pb; 1.500 pb; 1.000 pb;
500 pb e 100 pb. Os trechos amplificados aparecem nitidamente nos pocos 3, 4, 5 e 7; e fracamente nos trechos

1 e 6. Nada foi amplificado no poco 2.

Para melhor compreensdo, a tabela 5 abaixo descreve a mistura de componentes da

PCR correspondente a cada numero ilustrado na figura:

Tabela 5 — Mistura de componentes da PCR correspondente a cada poco, como indicado na figura 11.

PCR DNA Primers Tamanho esperado
1 DENV-2 DE2-F3R2 (internos) 1488 pb
2 DENV-2 DE2-F4R3 (externos) 1976 pb
3 DENV-4 DE4-F2R2 (internos) 1486 pb
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4 DENV-4 DE4-F3R3 (externos) 1546 pb

5e9 pGEX-2T pGEX-F2R2 1146 pb
6 PCR 2 DE2-F3R2 (internos) 1488 pb
7 PCR 4 DE4-F2R2 (internos) 1486 pb
8 Marcador - -

Os tamanhos esperados para os fragmentos amplificados correspondiam a:

- DENV-2: 1976 pb e 1488 pb utilizando os primers externos (DE2-F4R3) e primers
internos (DE2-F3R2), respectivamente;

- DENV-4: 1546 e 1486 pb utilizando os primers externos (DE4-F3R3) e primers
internos (DE4-F2R2), respectivamente;

- Vetor pGEX-2T: 1146 pb para a amplificacdo do fragmento do vetor pGEX-2T
utilizando os primers pGEX-F2R2.

Como pode ser visto na figura 11 correspondente a eletroforese em gel de agarose, o
tamanho dos fragmentos que foram amplificados com sucesso, correspondem ao tamanho
esperado de cada trecho.

Nos PCR’s 6 e 7, em que foram utilizados os produtos de PCR 2 e PCR 4,
respectivamente, como DNA template (Nested PCR) e os primers internos, houve producao
de fragmentos de tamanhos correspondentes ao das amplificagdes dos PCR’s 1 e 3 (DENV-2
e DENV-4 como template, e primers internos) nesta ordem, como também era esperado.

No PCR 4 com a combinacdo da molécula de DNA de DENV-4 e primers externos,
observam-se duas bandas, quando o previsto seria 0 aparecimento de apenas uma. Este

resultado indica que pelo menos um dos primers fez um anelamento em local erréneo.

E possivel observar que no PCR 2 (Template: DENV-2, primers externos) ndo houve
amplificacdo. Ja nos PCR 1 (Template: DENV-2, primers internos) e PCR 6 (Template: PCR
2, primers internos) obtiveram amplificacdo de tamanho esperado, embora tenham sido mais
fracamente amplificados em comparacgao aos demais.

Isso indicaria possiveis problemas na mistura de reacéo:

- O resultado visto no PCR 2 evidencia que ndo houve producdo de cdpias do

fragmento de DENV-2 utilizando os primers externos selecionados. 1sso pode ser corroborado
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pelo fato de que os PCR’s 1 e 6 possuem exatamente a mesma intensidade, realgcando que
apenas 0s primers internos, mas ndo os primers externos de DENV-2 funcionaram.
—-> Além dos problemas citados com os primers, a fraca amplificacdo também pode ter

sido causada possivelmente por mé qualidade no template DENV-2.

Apesar dos resultados obtidos para molécula de DNA do sorotipo-2, é possivel utilizar
o0 produto da amplificacdo com os primers internos na etapa de insercao do gene E no vetor de
clonagem.

Os fragmentos de amplificacdo correspondentes a molécula de DNA de DENV-4, ao
produto de PCR de DENV-4 e pGEX-2T puderam ser fortemente visualizados, confirmando a
obtencdo de inumeros copias do DNA que se buscou amplificar em cada reacdo, como
objetivou o presente trabalho. Assim, é possivel afirmar que a técnica para PCR desenvolvida

para estes fragmentos no trabalho foi satisfatoria.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho estabeleceu técnicas para amplificacdo do gene E dos sorotipos virais 2 e
4 da dengue, assim como para amplificagdo de um fragmento do vetor de clonagem pGEX-
2T. Uma vez determinadas, as técnicas da amplificacdo do gene E sdo imprescindiveis nas
etapas de obtengdo de DNA recombinante no processo de clonagem e expressdo da proteina E
da dengue.

A PCR estabelecida para DENV-2, assim como para DENV-4, foi mais bem sucedida
ao se utilizar a combinagdo de primers internos para amplificagao.

Outras técnicas precisam ser realizadas até expressdo da proteina E, incluindo as
etapas ligacdo do gene E amplificado ao plasmideo, a transformacéo de bactérias com o vetor
plasmideo contendo o DNA recombinante, e a expressdo e purificacdo da proteina E

quimérica resultante do transgene, com controle da expressdo em Western Blot.
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APENDICE A - SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DO VETOR pGEX-2T,
FRAGMENTO AMPLIFICADO E LOCALIZACAO DOS PRIMERS

Sequéncia nucleotidica completa do genoma circular do vetor pGEX-2T, totalizando
4948 pb:

- O fragmento amplificado do vetor (destacado em amarelo) contém 1146 pb e o0s
respectivos primers utilizados para esta amplificacdo encontram-se sublinhados e em

negrito.

ACGTTATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTG
GTATGGCTGTGCAGGTCGTAAATCACTGCATAATTCGTGTCGCTCAAGGCGCACTCCCGT
TCTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACATCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCT
GTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCAC
ACAGGAAACAGTATTCATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCA
ACCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCG
CGATGAAGGTGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCT
TCCTTATTATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATA
GCTGACAAGCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTT
GAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACTTT
GAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGAT
CGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGT
ATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATT
AGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAG
CAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCC
TCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGGGAATTCATCGTGACTGACTGACGAT
CTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGAC
GGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAG
CGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTG
TATAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGA
TAATAATGGTTTCTTAGACGTICAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCT
ATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGAT
AAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCC
TTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA
GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAAC
AGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTT
AAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGT
CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCAT
CTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC
ACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTG
CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCC
ATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAA
ACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGA
GGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCT
GATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGAT
GGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGAC
CAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCT
AGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCA
CTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGC
GCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGG
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ATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAA
ATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCC
TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGT
CTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAAC
GGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACC
TACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTAT
CCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTG
ATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTT
CCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGC
GCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGC
ATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAAATTCCGACACCATCGAATGGTGCAAAACCTTTC
GCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCA
GTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGG
TGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCG
GAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTG
ATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATT
AAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGG
CGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGAT
CATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGT
TCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCAT
GAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGC
GCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAA
ATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCA
TGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGC
TGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGC
GCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATA
TCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACC
GCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCAC
TGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGLGLGTTGG
CCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGC
AACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTC
CGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG
ACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGC
GTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA
GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTT
GCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAG
GCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTAC
ACCAACGTAACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACG
GGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGA
ATTATTTTTGATGGCGTTGGAATT

(Referéncias: pGEX-2T cloning vector, complete sequence.; GenBank: U13850.1)
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APENDICE B - SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DE DENV-2 E LOCALIZACAO DOS
PRIMERS NO GENOMA VIRAL

Parte da sequéncia nucleotidica do gene DENV-2, onde esté incluido o gene E:

- Gene prM (amarelo), onde o primer forward externo inicia a sintese;

- Gene E (azul), onde os primers internos forward e reverso iniciam e terminam a
sintese;

- Parte do genoma que codifica a proteina ndo-estrutural NS1 (cinza): nela, esta
localizado o primer reverso externo utilizados para amplificacdo do gene E.

- Os primers externos (sublinhados e em negrito), e os primers internos (negrito).

TTCCATTTAACCACACGTAATGGAGAACCACACATGATCGTGGGGAGGCAAGAGAAAG
GGAAAAGTCTTCTGTTCAAAACAGAGGATGGTGTCAACATGTGCACCCTCATGGCCATAG
ACCTTGGTGAATTGTGTGAAGATACAATCACGTACAAGTGTCCCCTCCTCAGGCAAAATG
AACCAGAAGACATAGATTGTTGGTGCAACTCTACGTCCACATGGGTAACTTATGGGACAT
GTACCACCACAGGAGAACACAGAAGAGAAAAAAGATCAGTGGCACTCGTTCCACATGTG
GGTATGGGACTGGAGACACGAACTGAAACATGGATGTCATCAGAAGGGGCCTGGAAACA
TGTTCAGAGAATTGAAACCTGGATCTTGAGACATCCAGGCTTTGCCATAATGGCAGCAAT
CCTGGCATACACCATAGGAACGACACATTTCCAAAGGGCCTTGATTTTCATCTTACTGAC
AGCTGTCGCTCCTTCAATGACAATGCGTTGCATAGGAATTTCAAATAGAGACTTCGTAG
AAGGGGTTTCAGGAGGAAGCTGGGTTGACATAGTCTTAGAACATGGAAGTTGTGTGACG
ACGATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGATTTTGAACTGATAAAAACAGAAGCCAAACA
ACCTGCCACTCTAAGGAAGTACTGTATAGAAGCAAAGCTGACCAATACAACAACAGAAT
CTCGTTGCCCAACACAAGGGGAACCCAGTCTAAATGAAGAGCAGGACAAAAGGTTCATC
TGCAAACACTCCATGGTAGACAGAGGATGGGGAAATGGATGTGGATTATTTGGAAAAGG
AGGCATTGTGACCTGTGCTATGTTCACATGCAAAAAGAACATGGAAGGAAAAGTCGTGCT
GCCAGAAAATCTGGAATACACCATCGTGATAACACCTCACTCAGGAGAAGAGCACGCTG
TAGGTAATGACACAGGAAAACATGGCGAGGAAATCAAAATAACACCACAGAGTTCCATC
ACAGAAGCAGAACTGACAGGCTATGGCACTGTCACGATGGAGTGCTCTCCGAGAACGGG
CCTCGACTTCAATGAAATGGTGCTGCTGCAGATGGAAGAGAAAGCTTGGCTGGTGCACAG
GCAATGGTTCCTAGACCTGCCATTACCATGGCTACCCGGAGCGGACACACAAGGATCAAA
TTGGATACAGAAAGAGACATTGGTCACTTTCAAAAATCCCCACGCGAAGAAACAAGATG
TCGTTGTTTTAGGATCTCAAGAAGGGGCCATGCACACGGCACTCACAGGGGCCCAAAAA
ATCCAGTTGGCAATCAGAAACTTACTGTTCACAGGACATCTCAAGTGCAGGCTGAGAATG
GACAAACTACAGCTCAAAGGAATGTCATACTCTATGTGTACAGGAAAGTTTAAAATTGTG
AAGGAAATAGCAGAAACACAACATGGAACAATAGTTATCAGAGTACAATATGAAGGGGA
CGGCTCTCCATGTAAGATCCCTTTTGAGATAATGGATTTGGAAAAAAGACACGTCTTAGG
TCGCCTGATTACAGTTAACCCAATCGTAACAGAAAAAGATAGCCCAGTCAACATAGAAG
CAGAACCTCCATTCGGAGACAGCTACATCATCATAGGAGTAGAGCCGGGACAATTGAAA
CTCAATTGGTTTAAGAAGGGAAGTTCCATCGGCCAAATGTTTGAGACAACAATGAGAGG
AGCGAAGAGAATGGCCATATTAGGTGACACAGCCTGGGATTTTGGATCCCTGGGAGGAG
TGTTTACATCTATAGGAAAGGCTCTCCACCAAGTTTTCGGAGCAATCTATGGGGCTGCTTT
TAGTGGGGTCTCATGGACTATGAAAATCCTCATAGGAGTCATCATCACATGGATAGGAAT
GAATTCACGTAGCACCTCACTGTCTGTGTCACTAGTATTGGTGGGAGTCGTGACACTGTA
CCTGGGAGCTATGGTGCAGGCTGATCAAGGATGCGCCATCAACTTTGGCAAGAGAGA
GCTCAAGTGCGGAGATGGTATCTTCATATTTAGAGACTCTGATGACTGGCTGAACAAGTA

(Referéncias: Dengue virus 2 isolate 57135/BR-PE/99, complete genome.; GenBank: JX669486.1)
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APENDICE C - SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DE DENV-4 E LOCALIZACAO DOS
PRIMERS NO GENOMA VIRAL

Parte da sequéncia nucleotidica do gene DENV-4, onde esté incluido o gene E:

- Gene prM (amarelo), onde o primer forward externo inicia a sintese;

- Gene E (azul), onde os primers internos forward e reverso iniciam e terminam a
sintese;

- Parte do genoma que codifica a proteina ndo-estrutural NS1 (cinza): nela, esta
localizado o primer reverso externo utilizados para amplificacdo do gene E.

- Os primers externos (sublinhados e em negrito), e os primers internos (negrito).

AGACCTCTCTTGTTTAAGACAACAGAGGGGATCAACAAATGCACTCTCATTGCCATGGAC
TTGGGTGAAATGTGTGAGGACACTGTCACGTATAAATGCCCCCTACTGGTCAATACCGAA
CCTGAAGACATTGATTGCTGGTGCAACCTCACGTCTACCTGGGTCATGTATGGGACATGC
ACCCAGAGCGGAGAACGGAGACGAGAGAAGCGCTCAGTAGCTTTAACACCACATTCAGG
AATGGGATTGGAAACAAGAGCTGAGACATGGATGTCATCGGAAGGGGCTTGGAAGCATG
CTCAGAGAGTAGAGAGCTGGATACTCAGAAACCCAGGATTCGCGCTCTTGGCAGGATTTA
TGGCTTATATGATTGGGCAAACAGGAATCCAGCGAACTGTCTTCTTCGTCCTAATGATGC
TGGTCGCCCCATCCTACGGAATGCGATGCGTAGGAGTAGGAAACAGAGACTTTGTGG
AAGGAGTCTCAGGTGGAGCATGGGTCGACCTGGTGCTAGAACATGGAGGATGCGTCACA
ACCATGGCCCAGGGAAAACCAACCTTGGATTTTGAACTGACTAAGACAACAGCCAAGGA
AGTGGCTCTGTTAAGAACCTATTGCATTGAAGCCTCAATATCAAACATAACTACGGCAAC
AAGATGTCCAACGCAAGGAGAGCCTTATCTGAAAGAGGAACAGGACCAACAGTACATTT
GCCGGAGAGATGTGGTAGACAGAGGGTGGGGCAATGGCTGTGGCTTGTTTGGAAAAGGA
GGAGTTGTGACATGTGCTAAGTTTTCATGTTCGGGGAAGATAACAGGCAATTTGGTCCAA
ATTGAGAACCTTGAATACACAGTGGTTGTAACAGTCCACAATGGAGACACCCATGCAGTA
GGAAATGACACATCCAATCATGGAGTTACAGCCATGATAACTCCCAGGTCACCATCGGTG
GAAGTCAAATTTCCGGACTATGGAGAACTAACACTCGATTGTGAACCCAGGTCTGGAATT
GACTTTAATGAGATGATTCTGATGAAAATGAAAAAGAAAACATGGCTCGTGCATAAGCA
ATGGTTTTTGGATCTGCCTCTTCCATGGACAGCAGGAGCAGACACATCAGAGGTTCACTG
GAATTACAAAGAGAGAATGGTGACATTTAAGGTTCCTCATGCCAAGAGACAGGATGTGA
CAGTGCTGGGATCTCAGGAAGGAGCCATGCATTCTGCCCTCGCTGGAGCCACAGAAGTGG
ACTCCGGTGATGGAAATCACATGTTTGCAGGACATCTCAAGTGCAAAGTCCGTATGGAGA
GATTGAGAATCAAGGGAATGTCATACACGATGTGTTCAGGAAAGTTTTCAATTGACAAAG
AGATGGCAGAAACACAGCATGGGACAACAGTGGTGAAAGTCAAGTATGAAGGTGCTGGA
GCTCCGTGTAAAGTCCCCATAGAGATAAGAGATGTAAACAAGGAAAAAGTGGTTGGGCG
TATCATCTCATCCACCCCTTTGGCTGAGAATACCAACAGTGTAACCAACATAGAATTAGA
ACCCCCCTTTGGGGACAGCTACATAGTGATAGGTGTTGGAAACAGCGCATTAACACTCCA
CTGGTTCAGGAAAGGGAGTTCCATTGGCAAGATGTTTGAGTCCACATACAGAGGTGCAAA
ACGAATGGCCATTCTAGGTGAAACAGCTTGGGATTTTGGTTCCGTTGGTGGACTGTTCAC
ATCATTGGGAAAGGCTGTGCACCAGGTTTTTGGAAGTGTGTACACAACCATGTTTGGAGG
AGTCTCATGGATGATTAGAATCCTAATTGGGTTCTTAGTGTTGTGGATTGGCACGAACTCA
AGGAACACTTCAATGGCTATGACGTGCATAGCTGTTGGAGGAATCACTCTGTTTCTGGGC
TTCACAGTTGGCGCCGATCAAGGATGCGCCATCAACTTTGGCAAGAGAGAGCTCAAG

(Referéncias: Dengue virus 4 isolate BR/SJRP/850/2013, complete genome.; GenBank: KP188566.1)




