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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo estabelecer procedimentos necesséarios a clonagem e
expressao da proteina E da dengue. Realizou-se amplificacdo in vitro do gene da proteina E
dos sorotipos 2 e 4 da dengue por meio de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A digestdo
do vetor de clonagem pGEX-2T foi realizada com a enzima de restricdo Sma | com a
subsequente remogao de fosforo das extremidades 5 do vetor digerido utilizando-se fosfatase
alcalina. Foram geradas células quimio-competentes a partir de Escherichia coli BL21, as
quais foram posteriormente transformadas com a utilizacdo do vetor pGEX-2T por meio de
choque térmico. A PCR para o gene da proteina E apresentou necessidade de otimizacdo. A
digestdo do vetor com a enzima Sma | ocorreu conforme esperado, bem como a geracéo de
células quimio-competentes e a transformacgdo bacteriana. Com a realizagdo da presente
pesquisa, foi possivel estabelecer procedimentos até entdo ndo disponiveis para esta linha de
pesquisa na Universidade Estadual da Paraiba.

Palavras-Chave: Dengue. Clonagem. pGEX-2T.



ABSTRACT

The objetive of the study was to establish procedures necessary to the cloning and expression
of E protein of dengue virus. In vitro amplification of E protein gene from serotypes 2 and 4
of dengue virus was performed by means of polymerase chain reaction (PCR). Digestion of
the pGEX-2T vector cloning was accomplished with the Sma | restriction enzyme and
subsequent removal of phosphorus 5' extremities of the digested vector was carried out using
alkaline phosphatase. Chemically competent cells were generated from E. coli BL21, and
were afterwards transformed through heat shock using the pGEX-2T vector. The PCR for E
protein gene needed further optimization. Digestion of the vector with Sma | enzyme occurred
as expected, likewise the generation of chemically competent cells and bacterial
transformation. After this very investigation was completed, it became possible to establish

procedures previously unavailable to this research stream in the Universidade Estadual da
Paraiba.

Keywords: Dengue. Cloning. pGEX-2T.
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca aguda, sistémica e tem como agentes etioldgicos arbovirus do
género Flavivirus (familia Flaviviridae), dos quais sdo conhecidos cinco sorotipos distintos:
DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e DENV-5, mas apenas 0s quatro primeiros
apresentam importancia epidemiolégica até o momento (BARROS et al., 2008; MACIEL et
al., 2008; MUSTAFA et al., 2015). De acordo com Dias et al. (2010) o virus é transmitido
principalmente pela picada dos mosquitos Aedes albopictus e Aedes aegypti, sendo este
altimo o vetor responsavel pelos surtos epidemioldgicos no Brasil, onde apresenta grande
impacto na saude publica (PESSANHA et al., 2010).

A virose tem representado um problema de saude publica de grande evidéncia no
Brasil nas ultimas décadas (PESSANHA et al., 2010). A distribuicdo da virose impde
dificuldades ao seu controle e pesquisas para tracar seu perfil epidemiol6gico vém sendo
empreendidas no pais além de buscas pelo controle a nivel internacional (MACIEL et al.
2008).

Segundo Torres & Castro (2007), a virose apresenta aspectos que variam
geograficamente, como a faixa etaria mais atingida, além de quadros clinicos variados que
vao desde casos assintomaticos até graves, como a febre hemorrégica da dengue (FHD), a
qual pode levar a 6bito e estd associada principalmente a resposta imunoldgica em casos de
reinfeccao por sorotipo diferente do que causou a primeira infeccdo (MONGKOLSAPAYA et
al., 2003).

O diagndstico molecular tem sido um dos principais avan¢cos no combate a
mortalidade por dengue e o ensaio imunossorbente ligado a enzima (ELISA), aliado a
expressao recombinante de polipeptideos imunogénicos e anticorpos monoclonais, tem
apresentado novas possibilidades de diagndstico, embora esta estratégia (por clonagem) ainda
seja pouco explorada no Brasil (GUZMAN & KOURI 2004; MARTINS et al., 2014;
RODRIGUEZ-ROCHE & GOULD, 2013).

A distincdo do sorotipo infectante é importante, pois 0s casos graves de dengue estao
geralmente associados a infec¢Bes subsequentes por sorotipo diferente daquele responsavel
pela infeccdo anterior, mas esta distincdo através de PCR ou isolamento viral é dificil e a

proteina NS1, apesar da sua especificidade, possui baixa sensibilidade (CARDOSA, 1998;
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BRASIL, 2013). Além de demandar tempo e alto custo financeiro, devido as condic¢des de
infra-estrutura exigidas para sua realizacdo, o diagndstico molecular encontra-se
principalmente relacionado as capitais e cidades polo, ndo possuindo aplicacdo
descentralizada sendo geralmente inviaveis nos hospitais ou laboratérios convencionais
(LICKS, 2013).

No presente trabalho, foram realizados testes necessarios a clonagem do gene da
proteina E da dengue, incluindo a amplificacdo do gene da proteina E dos sorotipos 2 e 4,
geracdo de células quimiocompetentes, e a transformacao bacteriana com vetor de clonagem

pGEX-2T, além da digestdo do vetor.

O obijetivo final do projeto, que envolve vérias etapas, € o desenvolvimento de um
teste imunodiagnostico de MAC ELISA répido e barato onde se possam distinguir os 4
diferentes sorotipos do virus com importancia epidemioldgica na atualidade com anticorpos
monoclonais produzidos a partir da proteina E. O desenvolvimento do teste se dara em
cooperacdao com o departamento de Engenharia Elétrica da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG). O trabalho aqui apresentado é parte dos procedimentos necessarios a
clonagem e expressdao da proteina E do DENV, cuja realizacdo esta em andamento nas
dependéncias da Central de Laboratorios Trés Marias, do Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude (CCBS) da Universidade Estadual da Paraiba - UEPB.

Os procedimentos realizados neste trabalho envolvem a amplificacdo do gene da
proteina E por PCR, cujos produtos foram visualizados em gel de agarose a 1%; digestdo do
vetor de clonagem pGEX-2T pela enzima de restricdo Sma I, visando sua linearizac¢ao no sitio
onde serd inserido o gene da proteina E; geracdo de células quiocompetentes a partir de
cultivo de Escherichia coli BL21 e transformacéo bacteriana, na qual o vetor de clonagem foi
introduzido nas bactérias por meio de choque térmico, a fim de verificar a competéncia
geneética das bactérias e também como meio de amplificacdo do vetor dentro das proprias

bactérias.

Até que a proteina seja finalmente expressa, ainda serdo necessarias as seguintes
etapas: | - Adicdo de fosforo ao plasmideo digerido e ligacdo do gene amplificado ao
plasmideo; Il - Transformacao bacteriana com plasmideo contendo transgene; Il - Isolamento
e sequenciamento do plasmideo de diferentes clones; IV — Expresséo e purificacdo da proteina

GST-Proteina E; V — Controle da proteina com Western blot.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem geografica e sorotipos

Nas Américas, 0 Unico transmissor do virus da dengue com importancia
epidemioldgica é o mosquito Aedes aegypti (L), uma espécie cosmotropical (BARRETO &
TEIXEIRA, 2008). Apesar da ocorréncia de Aedes albopictus no continente americano, sua
capacidade como vetor inter-humano em dengue epidémica nas Ameéricas € controversa
(DEGALLIER et al., 2003; DIAS et al., 2010). A. aegypti é um diptero da familia Culicidae,
provavelmente originario da Etiopia, acompanhou muitas rotas de migracdo humanas
dispersando-se para varias regifes, possui habitos diurnos e alimenta-se por hematofagia,
transmitindo o Flavivirus através de picadas das fémeas em periodo reprodutivo (HIRAGI et
al., 2009).

A origem do virus € atribuida a macacos da Malasia, entre 0s quais se encontram virus
geneticamente semelhantes ao da dengue (UJVARI, 2008). A origem dos tipos de virus da
dengue foi analisada por Wang et al. (2000), que sugeriram a origem independente dos tipos
que divergiram a partir de ancestrais selvagens na ordem de 100 a 1500 anos atrds e houve
adaptacdo para diferentes hospedeiros e vetores; visto que A. Aegypti provavelmente nédo
ocorria na regido quando a dengue emergiu, A. albopictus ou outros Aedes sdo mais provaveis
como vetores iniciais. A evolugdo dos diferentes sorotipos foi novamente analisada por
Twiddy et al. (2003), com énfase nas taxas de substituicdo e datas de divergéncia no gene da
proteina E com novos critérios de analise, como a exclusdo de todas as sequéncias
recombinantes conhecidas e aplicagdo do método de maxima verossimilhanga (ML) para
calibragem da histéria evolutiva do virus a longo prazo considerando também a data de

isolamento das amostras.

Estes autores estimaram que a transmissdo da dengue silvestre (de macacos) para
humanos ocorreu entre 125 e 320 anos atras, bem como que a atual diversidade genética
global nos quatro sorotipos do virus da dengue apareceu durante o século passado, e que 0
recente aumento na diversidade genética global do virus emerge no contexto das atividades
humanas recentes como urbanizacdo e deslocamento em massa, que tém favorecido a

proliferacdo dos vetores e disseminacédo do virus (TWIDDY et al., 2003).
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2.2 Estrutura do virus e etiologia da infecgéo

As proteinas estruturais do DENV sdo a proteina E, do envelope, a proteina da
membrana (M), inserida na membrana lipidica do capsideo é sintetizada como o precursor
prM, enquanto a proteina do capsideo (C) é altamente basica com afinidade para o genoma
viral, que consiste em RNA de polaridade positiva com aproximadamente 11 Kb. Os
determinantes antigénicos estdo em sua maior parte contidos na proteina E, de fundamental
importancia para a adesdo a superficie celular e endocitose mediada por receptor
(ALCARAZ-ESTRADA et al., 2010).

O genoma do virus é policistrénico e codifica a formacdo de uma Unica molécula que
é posteriormente clivada por proteases celulares em sete proteinas ndo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) e nas trés proteinas estruturais C, prM e E (YAP et
al., 2007). A entrada na célula hospedeira se da por endocitose mediada por receptores da
proteina E na superficie celular, em cujo processo ha uma mudanca conformacional na
proteina E desencadeada pelo baixo pH do endossomo e o RNA viral é traduzido pelos
ribossomos do reticulo endoplasmético rugoso (RER) das células infectadas (ALCARAZ-
ESTRADA et al., 2010; GANDHAM et al., 2014).

A glicoproteina E do DENV constitui 0 antigeno primario que induz a fusdo com a
membrana e ligacao a receptores celulares, além de afetar a gama de hospedeiros, o tropismo
tecidual e viruléncia, com trés dominios estruturais e funcionais (DI, DIl e DIII) apresentando
estrutura de barril beta, aos quais se relaciona a presenca de regides antigénicas e epitopos
especificos (CRILL & CHANG, 2004). Dentre estes dominios, dois (DI e DII) sao
classicamente reconhecidos pela neutralizacdo por anticorpos (SAUTTO et al., 2013). Trata-
se da maior proteina estrutural que medeia a infecgéo pelo virus e o dominio I11 é responsavel
pela ligacdo ao receptor celular (CHIANG et al., 2013). A expressdao recombinante do
dominio I, bem como sua possivel aplicacdo em vacinas, tém se mostrado promissores,
assim como o uso de anticorpos monoclonais especificos para a mesma proteina
(RODRIGUEZ-ROCHE & GOULD, 2013).

A infeccdo pode ocorrer de modo assintomatico ou sintomatico, com a forma
sintomatica tendo duas formas clinicas principais: a febre classica da dengue (FD),
caracterizada por febre alta de inicio subito, dores de cabeca, dor nos olhos, nduseas, vomitos,

mialgia, artralgia, dor abdominal, calafrio e exantema; ou a mais grave, a febre hemorragica
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da dengue (FHD). Esta, com quadro clinico semelhante & FD, porém, com ocorréncia de
hemorragias, relacionadas com inflamagbes nos vasos que acarretam alto consumo de
plaquetas. Como conseqiiéncia do baixo numero de plaquetas, é afetada a homeostasia do
organismo, que passa a apresentar tendéncia a hemorragias gastrintestinais, cutaneas,

gengivais e nasais juntamente com queda de presséo e tontura (PINHO, 2013).

A dengue hemorragica (FHD) é relacionada com a resposta imunoldgica, quando
considerada sua ocorréncia em pacientes previamente imunizados que sofrem uma infeccao
sequenciais por um sorotipo diferente do virus da dengue, culminando com o quadro clinico
da FHD através de resposta imunolégica secundaria (CARDOSA, 1998). As infeccBes
sequenciais tem se mostrado mais propensas a desenvolver a forma hemorragica (FHD), por
causa do envolvimento da reacdo cruzada de anticorpos ndo neutralizantes que ligam a
infeccdo heterdloga anterior ao virus na infeccdo secundaria, facilitando a entrada nas células

e aumentando o numero do antigeno (VAUGHN et al., 2000).

Dessa forma, a gravidade de uma segunda infeccdo por sorotipo diferente esta
relacionada a presenca de anticorpos residuais de infeccdes anteriores que se ligam ao virus,
mas sdo incapazes de neutraliza-lo, de modo que o virus envolvido por anticorpos tem mais
facilidade para entrar na célula (SINGHI et al., 2007). Ha registro de manifestacdes
neurologicas da infeccdo pelo virus da dengue, o que se acredita ser também uma

consequéncia da resposta imunolégica (ARAGAO et al., 2010).

2.3 Diagndstico da infecgéo

Mesmo com algumas vacinas em estudo, a necessidade de um diagnéstico mais eficaz
para a dengue permanece, uma vez que a vacina mais avancada contra 0s sorotipos de
importancia epidemioldgica, a vacina tetravalente da Sanofir Pasteur, ainda ndo apresenta
garantias na imunizacdo e ndo se sabe dos possiveis riscos de haver dispersdo do quinto
sorotipo entre humanos (MUSTAFA et al., 2015). Além disso, a complexa resposta
imunoldgica do organismo humano & infeccdo continua sendo um grande desafio ao
desenvolvimento de uma vacina capaz de resolver o problema da dengue, pois apesar da

soroconversao da vacina tetravalente, a eficacia mostrou-se baixa (FLIPSE & SMIT, 2015).
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Enquanto isso, Fibriansah et al. (2015), demonstraram que a proteina E continua sendo
um importante foco no estudo da resposta imunoldgica a infeccdo por dengue devido ao
importante papel que desempenha na interacdo antigeno-anticorpo, reforcando assim a
importancia da presente pesquisa, que visa utilizar os anticorpos para esta proteina em prol de
um diagndéstico mais eficaz da doenca e capaz de distinguir os sorotipos.

Sendo a reducdo da mortalidade por dengue um dos principais fatores no combate a
doenca (TAUIL, 2002), a busca por novas alternativas no diagndéstico representa um potencial

avanco no combate a doenca.

A ocorréncia dos diagnosticos equivocados, os quais podem confundir a dengue com
outras doencas tropicais, como a maléria, € uma das dificuldades na compreenséo e avaliacéo
dos casos (GUBLER, 2011). De acordo com Carme et al. (2009), ambas as doencas ndo so
sdo suspeitas em pacientes febris nas areas onde elas ocorrem, como também ha casos

registrados de co-infec¢des de dengue e malaria.

Houve também um importante aumento no nimero de casos de dengue cléssica e FHD
no Brasil, assim como na América Latina nas ultimas décadas, provavelmente devido a
circulacdo de novos sorotipos juntamente com diagndésticos equivocados (SIQUEIRA JR et
al., 2005; TORRES & CASTRO, 2007).

Erros no diagnostico clinico ocorrem pela ndo detecgdo da infeccdo por dengue em
alguns pacientes, como apontam Martins et al. (2014). De Pina Costa et al. (2010), relatam a
ocorréncia de diagndstico tardio de malaria ap6s diagnostico clinico equivocado de dengue
onde a mesma ocorre com frequéncia, evidenciando assim a necessidade de diagnosticos mais

precisos.

De acordo com as recomendagdes do Ministério da Saude (BRASIL, 2013), considera-
se caso suspeito de dengue todo paciente que apresente doenca febril aguda, com duracdo
méaxima de sete dias, acompanhada de pelo menos dois sintomas como cefaléia, dor retro-
orbitéaria, mialgia, artralgia, prostragdo ou exantema, com histéria epidemiolégica positiva,
tendo estado nos ultimos 15 dias em area com transmissdo de dengue ou que tenha a presencga
do A. aegyti. Seguindo tais recomendacfes, o diagndstico clinico deve incluir anamnese
detalhada para identificacdo de fatores associados a doenca e exame fisico geral, com
verificacdo do estado de consciéncia, pulso (normal, débil ou ausente), sangramento de

mucosas, grau de hidratacéo e freqiiéncia cardiaca, além dos sintomas supramencionados. Sao
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suficientes, segundo Singhi et al. (2007) dois sintomas clinicos e um laboratorial para
elaboracdo de um diagndstico provisorio de FHD. Elevacdo do hematdcrito acima de 20% do
valor basal e plaguetopenia (< 100.000 célulassmm®) devem ser considerados e s&o
detectaveis especialmente com acompanhamento desde os primeiros estagios da doenca,

sendo o diagndstico clinico suficiente para iniciar o tratamento.

Para o diagnostico laboratorial da infeccdo sdo utilizados, segundo Barros et al.
(2008), exames inespecificos como hemograma, coagulograma, provas de funcdo hepatica e
dosagem de albumina sérica e especificos, como testes de isolamento viral e pesquisa de
anticorpos, sendo este bastante utilizado por meio da deteccdo de niveis aumentados de IgM a

partir do 6° dia de evolugédo da doenca.

2.3.1 Diagnostico laboratorial

Em laboratério, podem ser realizados para a investigacdo soroldgica, imunoensaio
enzimético (ELISA) para IgG e IgM, deteccdo do antigeno NS1Ag (proteina 1 ndo estrutural)
do DENV na fase precoce da doenca, isolamento viral, ou RT-PCR para diagnostico
molecular do sorotipo em casos graves (SILVA et al., 2014), sendo tais processos descritos a
seguir. A confirmacdo laboratorial é importante para o manejo seguro de pacientes e
identificacdo de sorotipos, de modo a dar maior precisdo diagnostica e informacGes para
vigilancia epidemioldgica. Por isso, apresenta também um importante papel no combate a
doencga, tanto no aspecto epidemioldgico como no que diz respeito ao contexto hospitalar
(BRASIL, 2013).

2.3.2 Diagnostico molecular por PCR

A deteccdo por RT-PCR pode diagnosticar precocemente a doenca com identificacdo
do sorotipo infectante, 0 que € possivel utilizando-se primers sorotipo especificos para a
regido 5°do genoma viral (POLONI, 2009).

Porém a aplicacdo de PCR em diagndstico requer condi¢bes muito especificas

procedimentais e de infra-estrutura, de modo que poucos laboratérios estdo aptos a fazé-lo
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(LICKS, 2013). A amplificagdo de uma sequéncia especifica de DNA por meio de PCR
semelhante ao processo incluso na se¢do “METODOLOGIA” do presente trabalho.

2.3.3 Isolamento Viral

Testes de isolamento viral possuem grande relevancia no diagnostico laboratorial,
tendo sido empregados em diferentes protocolos de diagnostico em combinagdo com cultura
de células e anticorpos monoclonais (FIGUEIREDO et al., 1992). Isto por ser especialmente
importante combinando-se métodos imunoldgicos de identificacdo de cepas, as quais sdo
reconhecidas por anticorpos monoclonais especificos para o sorotipo pesquisado com base na
proteina NS1, mas estando a especificidade do isolamento viral relacionada com a

amplificacdo in vivo, o exame torna-se demorado, levando até 11 dias (YOUNG et al. 2000).

O isolamento viral seguido de imunofluorescéncia indireta é a técnica considerada
referéncia para deteccdo e identificacdo do DENV. Entretanto, esse procedimento apresenta
importantes desvantagens na sua aplicagcdo, uma vez que requer instalagcdes apropriadas,
apresenta custo elevado e demora cerca de 7 a 10 dias para ser concluido (SILVA et al.,
2013).

2.3.4 ELISA

De acordo com Guzman & Kouri (2004), a aplicagdo de ELISA para captura de IgM
(MAC ELISA) foi um dos maiores avancos no diagnéstico da dengue e a busca por
protocolos para a deteccdo de antigenos recentemente tem apontado novas e eficazes
alternativas para o diagndstico. Nesta perspectiva, se incluem o radioimunoensaio (RIA) e
protocolos baseados em ELISA para a deteccdo da proteina 1 ndo estrutural (NS1).

As metodologias de diagnostico, por si s6, ndo resolvem o problema de salde publica
representado pela virose, pois como demonstra Gubler (2011), a dengue esta atrelada a
diversos fatores da dindmica populacional, mas o diagndstico tem importante papel no
tratamento adequado de pacientes e na sua vigilancia epidemioldgica. Além disso, em nivel de

sistema, as informacdes referentes ao diagnostico da doenca apresentam varios problemas,
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como dados imprecisos e digitagfes inadequadas, que dificultam a consulta aos dados e a

vigilancia epidemioldgica da mesma no Brasil (LICKS, 2013).

O ensaio imunossorbente ligado a enzima (ELISA, do inglés enzyme-linked
immnossorbent assay) € um importante teste para a pesquisa soroldgica e pode ser utilizado
para deteccdo tanto de antigenos (ELISA direto) como de anticorpos (ELISA indireto),
mostrando-se bastante eficaz e rapido (TORTORA et al., 2012). Em estudo feito por Martins
et al. (2014) em criancas na Amazonia, verificou-se a eficiéncia do diagndstico por ELISA
sem distincdo de sorotipos. Os autores observaram que a maioria das crian¢as que possuiam
anticorpos para a dengue, ndo havia tido diagnostico clinico por um profissional da salide nem
reconhecimento da doencga pelos familiares, demonstrando a dificuldade na deteccdo das

infeccbes de dengue e a importancia do estabelecimento de novos critérios de diagnostico.

A realizacdo de imunodiagndstico laboratorial da dengue por ELISA, embora seja
aplicavel, consiste principalmente a ELISA indireto (cujo resultado negativo ndo descarta a
possibilidade de infeccdo) embora também haja kits para Elisa direto especialmente para a
proteina NS1, como alternativa a RT-PCR ou isolamento viral e, de acordo com os dados
atuais para o Brasil, esses sdo 0s principais métodos de diagnostico laboratorial, realizados
nos laboratorios centrais (LACEN) de capitais ou cidades polo (MARTINS et al., 2014;
LICKS, 2013, SILVA et al. 2011;SILVA et al., 2014). No Brasil, a aplicacdo de ELISA
indireto (captura de IgM especifica para dengue) no imunodiagnéstico foi utilizada para
dengue epidémica ja na década de oitenta, no Rio de Janeiro (NOGUEIRA et al, 1988).
Dittmar et al. (1979) apontaram limitagc6es na aplicacdo de ensaio de imunoabsorc¢éo ligado a
enzima indireto para a captura de IgM, enquanto (MARTIN et al., 2000) afirmam que a ndo
captura de IgM em infeccdes recentes, pode indicar ndo a auséncia da infec¢do, mas uma

resposta imunologica inicial insuficiente.

2.3.5 Deteccdo da proteina NS1

Sendo secretada por células infectadas in vitro e in vivo, a proteina NS1 parece ser
importante para a ancoragem do complexo de replicagdo na membrana do reticulo
endoplasmatico (HANG et al., 2009). Encontra-se associada a organelas celulares durante a
replicacdo viral ou é alternativamente transportada através da via secretora para a superficie

celular; uma forma hexamérica solivel pode ser libertada de uma forma dependente da
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glicosilacdo de células de mamiferos infectadas, encontrando-se NS1 circulante no soro de
doentes durante a fase aguda da doenca (ALCON et al., 2002).

O antigeno tem se mostrado importante no diagnostico da dengue e seus niveis
parecem estar associados com a gravidade da doenca, havendo altos niveis em casos de FHD
(PARANAVITANE et al., 2014). E feito um teste qualitativo, usado na deteccdo do antigeno
NS1 da dengue pela técnica ELISA de captura; auxilia no diagnostico sorolégico da doenga
em amostras colhidas principalmente até o terceiro dia do inicio dos sintomas; o ideal é que a
amostra seja colhida no primeiro dia dos sintomas, 0 que, muitas vezes, permitira a liberacdo
do resultado antes do momento da defervescéncia da febre; seu desempenho é equivalente ao
do RT-PCR, porém, ndo permite a identificacdo do sorotipo (BRASIL, 2013).

Anticorpos monoclonais para NS1 apresentaram protecdo in vivo, enquanto soro
policlonal e anticorpos monoclonais para as proteinas prM e E, se mostraram capazes de
neutralizar o virus da dengue in vitro, além disso, a identificacdo de residuos da proteina E
envolvidos na neutralizagdo e reagdo cruzada com anticorpos, tém sido matéria de muitas
pesquisas (CLYDE et al., 2006). A maioria dos anticorpos neutralizantes do virus sdo, de
acordo com CARDOSA (1998), contra epitopos especificos da proteina E. A estrutura do
envelope viral, bem como sua relacdo 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 (KOSTYUCHENKO et al., 2014).
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3 METODOLOGIA

O processo de clonagem requer a combinacdo de diferentes técnicas de Biologia
Molecular, desde a amplificacdo do gene de interesse por PCR até a inser¢do do plasmideo
com o gene da proteina E em E. coli e sua expressdo nas bactérias. Os métodos ja empregados

no desenvolvimento deste trabalho estdo descritos a seguir.

31 PCR

O DNA abrangendo o gene da proteina E do virus da Dengue, utilizado no presente
trabalho, foi fornecido pela FIOCRUZ em Recife. A técnica de PCR foi aplicada para
amplificacdo do gene da proteina E, que contem cerca de 1500 pares de bases, levado em
consideragdo os 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) bem como na literatua (AMARILLA et al., 2009).

Na PCR para amplificagdo do gene da proteina E, foram utilizados os primers farward
DE2-f2 (A ATG CGT TGC ATA GGA ATA TC) e reverse DE2-r1 (TTA AGC CTG CAC
CAT AGC TCC C) para dengue 2; farward DE4-f1 (G ATG CGA TGC GTA GGA GTA
GG) e DE4-r1 (TTA CGC TTG AAC CGT GAA GCC C) para dengue 4, os quais foram

incluidos nos respectivos mix de reagdo, conforme encontra-se descrito abaixo.

20,5 pl H0;
3 ul Tampao;
1,5 ul ANTP;
1 pl DNA (template);
1,5 pl Primer farward;
1,5 ul Primer reverse;

1ul Taq polimerase.
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A reacdo ocorreu em termociclador conforme o programa mostrado na Tabela 1,

abaixo:
Inicio | 35ciclos Fim
Temperatura 94°C 52,5°C 72°C 72°C 4°C
g4oc | Abertura | Anelamento | Polimerizagéao
do DNA | dos primers
Tempo 2min. | 1 min. 1 min. 2 min. 5min. |

Tabela 1. Programa de ciclos de temperatura utilizado para PCR de amplificacdo do gene da

proteina E da dengue.

Como controle, foi utilizado PCR ja testado de microssatélite, descrito a seguir
juntamente com seu programa de ciclos de temperatura, na Tabela 2. No mix de reacdo do
controle mostrado abaixo, foram testados a Taq polimerase, o dNTP e o tampé&o utilizados na

amplificacdo do gene da proteina E da dengue.

9,26 pl H,0;

1,25 pl Tampéo;

0,23 pul dNTP;

0,28 pl Primer farward;
0,28 pl Primer reverse;
1,0 ul DNA template;
0,2 ul Taqg polimerase.

Inicio | 30 ciclos Fim

Temperatura 94 °C 55°C 72°C 72°C
94°C Abertura | Anelamento | Polimerizagéo
do DNA | dos primers

Tempo 5min. | 30 seg. 30 seg. 30 seg. 5 min.

Tabela 2. Programa de ciclos de temperatura utilizado para PCR de controle.

3.2  Eletroforese
Para a separacdo dos fragmentos amplificados por PCR neste trabalho, foi feita

eletroforese em gel de agarose a 1%. Assim, o gel continha propor¢éo de 1g de agarose para
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cada 100ml de TAE (1x, preparado a partir do TAE 50x como descrito abaixo) ou 0,609 de

agarose para 60 ml de TAE, com o gel correndo sob campo elétrico de 80 V.

TAE 50x:

242 g Trys-base

57,1 ml &cido acético

100 ml EDTA 5,0M

842,9 ml HyOpigest (até completar um litro)

TAE 1x obtido pela diluigdo de 20 ml de TAE 50x em 980 ml H,Opigest.

Para visualizacdo dos fragmentos em luz UV com uso de transiluminador foram
incluidos 2ul de SYBR Safe no gel ainda em estado liquido. Para eletroforese do PCR de
controle bem como do vetor recuperado das células transformadas, a concentracdo de agarose

foi de 1,8% visando melhor distingdo das bandas.

3.3  Digestao do vetor pGEX-2T

O vetor de clonagem utilizado, pGEX-2T, consiste em uma molécula de DNA circular
que inclui a sequéncia CCCGGG, reconhecida para corte pela enzima de restricdo Sma |
(Figura 1).
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Figura 1. Vetor pGEX-2T, com sequéncia reconhecida pela enzima Sma | em posicéo

adjacente ao gene da glutationa S-transferase. Pode-se ver também a regido que confere a

resisténcia a ampicilina.

A digestdo para linearizagcdo do vetor foi feita com a enzima Sma I, cujo protocolo é

descrito abaixo.

14 ul HL0;
2 ul Vetor;
2 ul Enzima Sma I,

2 ul Tampao de Sma I.

A mistura de reagentes acima descrita foi entdo incubada a 30°C por 2 horas para a

digestdo do vetor pela enzima Sma I. Apos a digestéo, o vetor foi purificado.
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3.4 Purificacéo do vetor digerido

Foi utilizado o QUIAGEN gel extraction kit, pulando o passo da excisdo de um
fragmento de gel. Para purificar o vetor foram utilizados, no tubo onde foi feita a digestdo, os

seguintes reagentes:

20 pl Vetor digerido;
20 pl Isopropanol
300 ul Tampédo QG

1. Misturados e postos numa coluna (QUIAGEN).

2. Centrifugacédo a 13000 rpm por 1 min.

3. Adicdo de 750 pl do tampéo PE (QIAGEN) na coluna

4. Centrifugacdo a 13000 rpm por 1 min.

5. Trocar o tubo. Adicdo de 50 pl HyOpigest Na coluna e deixando em repouso (2) min.
6. Centrifugagédo a 13000 rpm por 1 min.

Amostra colocada em um gel

Apos purificacdo do vetor digerido, foi feita remocéo do fésforo das extremidades
5’pela fosfatase alcalina, um procedimento complementar a digestdo para impedir a religacéo
vazia (sem o gene de interesse) das extremidades livres do vetor linearizado, mantendo o
vetor apto a insercdo do transgene. O procedimento utilizado no presente trabalho para a

remocao do fosfato da extremidade 5 do vetor pGEX-2T é descrito a seguir.

50 pl Vetor pGEX-2T purificado;
6 ul Tampao;

3 pl Enzima fosfatase alcalina;

1 pl H0.
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Para atuacdo da enzima, os reagentes foram incubados a 37°C por 1 hora e

posteriormente foi feita nova purificacdo, conforme o protocolo descrito anteriormente.

3.5  Células competentes.

Para a geracdo de células competentes, as bactérias E. coli BL21 foram cultivadas
inicialmente por uma noite a 37 °C em LB (c=0,02g/ml) sem antibiético para formacédo de
cultura inicial, a partir da qual foram geradas células competentes pelo método abaixo. Em
todo o processo se usou material estéril e autoclavado para eliminar possiveis agentes
contaminantes como outras bactérias ou fungos. Para a ressuspensao das células se usou uma
pipeta eletrénica. Todo o trabalho foi realizado em gelo e os passos de centrifugacdo em
temperatura de 4°C. Se ndo indicado diferente, os volumes aplicados para a ressuspensio

foram cada vez aprox. 250ml.

1 - Foram inoculados 10 ml da cultura inicial em LB para crescer a 37 °C em agitacédo
moderada até que a turvacdo do meio indicasse crescimento bacteriano, conferido a
cada hora. Com esta cultura inicial se inoculou 4 x 250ml de cultura crescido durante

uma noite.

2 - A cultura ja crescida foi posta no gelo por meia hora com agitacdes ocasionais ao
longo do arrefecimento, dividida em quatro partes e centrifugadas a 3000 G por 15
min a 4 °C. Decante do sobrenatante.

3 - Para colher as células, estas foram posteriormente colocadas em suspensao com

cloreto de magnésio (MgCl,) a 0,1 M.

4 - Novamente colhidas por centrifugacdo a 2000 G por 15 min a 4 °C, com
decantagdo do sobrenatante formado.

5 - A ressuspensdo das células em CaCl,a 85 mM e centrifugagdo nas mesmas

condicdes de temperatura do ciclo anterior.
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6 - Nova ressuspensdo em CaCl, 85 mM e glicerol a 15%, a qual foi realizada também

sobre o gelo conforme a etapa precedente.

7 - Novamente as células foram ressuspensas em 2 ml de CaCl, 85 mM e glicerol a

15%. Aliquotas de 50 pl foram armazenadas no refrigerador.

3.6 Transformacéao de células competentes

Realizou-se a transformacdo das células por meio de choque térmico retirando-as do
gelo para o banho-maria a 42°C por 45 segundos e posterior crescimento em meio de
recuperacdo Soc (80 ml) contendo o vetor pGEX-2T, para que pudesse ser testada a
competéncia genética das bactérias para a clonagem génica; a selecdo das células
transformadas baseou-se no cultivo das bactérias em meio seletivo contendo ampicilina, a
qual o vetor confere resisténcia, o que permitiu obter a amplificacdo do plasmideo nas

proprias bactérias.

3.7 Purificacdo do vetor plasmideo a partir das bactérias

A recuperacdo do plasmideo a partir das células transformadas foi feita com a
utilizacdo do kit QIAGEN Plasmid Mini Kit.

1 - Foi inoculada uma cultura de 100ml com bactérias transformadas (veja ponto 5) no
meio de crescimento LB contendo antibi6tico seletivo (ampicilina) cujo crescimento
se deu a 37°C para recuperacgdo das células por centrifugacdo a 6000 G por 15 min a
4°C.

2 - As células colhidas foram colocadas em ressuspensdo em solucdo de 0,3 ml de
tampdo contendo RNA e LyseBlue, seguido da adicdo do tampdo P2 para lise celular

no gelo por 5 min.
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3 - Apds homogeneizagéo, adicionou-se 150 pl do tampéo P3 induzindo diminuigdo da
viscosidade e formacdo de precipitado contendo DNA, com a mistura sendo

centrifugada a 13000 rpm por 10 min, recuperando-se o0 sobrenatante contendo DNA.

4 - Nas colunas QIAGEN-tip 20, foi adicionado 1 ml de tampé&o QBT (esvaziando-se
por fluxo de gravidade) seguido do sobrenatante, cuja entrada na resina da coluna

também se deu por fluxo de gravidade.

5 - Foi em seguida feita lavagem da coluna com 2 x 2 ml de tampéo QC sendo o DNA

eluido com 0,8 ml de tampéo QF.

6 - O DNA precipitado acrescido de isopropanol (0,56 ml de por 0,8 ml de eluigéo) foi
entdo centrifugado a 10000 rpm por 30 min formando pellet lateralmente no fundo do
tubo.

7 - Uma vez removido o sobrenatante, o pellet foi lavado com 1 ml de etanol 70% e

centrifugado a 10000 rpm por 10 min para remogéo de sais.

8 - Apds decantamento do sobrenatante, obteve-se o plasmideo purificado deixando-se

secar por 10 min para volatilizacao do etanol.

9. Se resolveu 0 DNA do vetor plasmideo em 50 pl de HzOpigest.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PCR

O tamanho do material ja amplificado, de acordo com o que foi mostrado pela
eletroforese em gel de agarose, corresponde em tamanho ao trecho de DNA de interesse
(contendo cerca de 1500 pares de bases), o qual codifica para a proteina E, conforme pode ser

visto na Figura 2 (abaixo).

N
W

1
~——
—-—
 m—
N
- ~ o

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose, mostrando resultado da amplificacdo de
DNA por PCR. Pogo 1 — marcador de peso molecular com fragmentos de tamanhos
em kilobase (kb) e em ordem decrescente iguais a: 10,0; 8,0; 6,0; 5,0; 4,0; 3,0; 2,0;
1,5; 1,0; 055. O trecho amplificado aparece fracamente nos pogos 2 a b5,
correspondendo aos PCRs do gene da proteina E da dengue tipo 2 (pogos 2 e 3) e

dengue tipo 4 (pocos 4 e 5); poco 6 — marcador.

Os resultados obtidos por PCR apontam a necessidade de otimizacdo da reacdo em
cadeia da polimerase para melhores resultados no processo de clonagem génica. Testes com
diferentes controles positivos indicaram possiveis problemas no template utilizado, resultando

em discreta amplificacao.
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A insercdo do gene de interesse no plasmideo requer ainda amplificacdo mais precisa

para posterior transformacao das bactérias por meio do plasmideo recombinante.

4.2 Digestéo do vetor

A digestdo do vetor pela enzima Sma | resultou na linearizacdo esperada. Enquanto
permanece como molécula circular, o vetor apresenta comportamento variavel na eletroforese
em gel, pois pode assumir diferentes conformagGes que resultam na formac&o de um nimero
variavel de bandas, ao passo que sendo linearizado pela digestdo, forma apenas uma banda
(Figura 3).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose mostrando: 1 — O comportamento do vetor

pGEX-2T apds digestdo com enzima Sma | e tratamento com fosfatase alcalina,
formando uma Unica banda no gel. 2 — O vetor que ndo passou por digestdo, forma
mais de uma banda devido as diferentes conformacdes decorrentes de sua estrutura
circular. 3 — Marcador de peso molecular com fragmentos de tamanhos em kilobase
(kb) e em ordem decrescente iguais a: 10,0; 8,0; 6,0; 5,0; 4,0; 3,0; 2,0; 1,5; 1,0; 0,5.
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A linearizacdo do vetor demonstrou a correta digestdo pela enzima Sma I, uma vez
gue o seu comportamento na eletroforese mostra-se diferenciado antes de depois do
tratamento com a enzima. O uso do vetor ndo digerido pela enzima Sma | como controle na
eletroforese justifica-se, uma vez que apresenta forma circular e em conseqiiéncia disso, tende
a formar namero varidvel de bandas, diferindo do vetor linearizado. Assim, controle da
digestdo por meio de eletroforese em gel bidimensional permite verificar o comportamento do
vetor linearizado e ndo linearizado, sendo uma técnica ha muito aplicada com esta finalidade
(ITOetal., 1983).

Controle semelhante tem sido utilizado na digestdo de vetores em diferentes
procedimentos de clonagem e expressdo de genes em microrganismos, combinando digestdo
enzimatica e eletroforese em gel de agarose (FERRO, 2011; SHENG, 1995; SHIZUYA,
1992).

4.3  Transformacéo de células competentes

Com a transformagdo bem-sucedida das células de E. coli BL21, demonstrou-se o
sucesso na geracao de células competentes ao mesmo tempo em que foi possivel obter-se a

amplificacdo do vetor através das proprias bactérias.

O crescimento das bactérias no meio contendo ampicilina, cuja resisténcia € conferida
pelo vetor de clonagem pGEX-2T utilizado na transformacao, consistiu no primeiro indicio de
que as mesmas haviam internalizado o plasmideo. Com a extracdo do vetor (ver “Purificagdo
do vetor plasmideo através das bactérias”, na METODOLOGIA) e realizacao da eletroforese
mostrada na Figura 4, foi possivel observar a presenca do plasmideo nas células que passaram
pela transformacdo. Deste modo, obteve-se a confirmacdo da geracdo de células
quimiocompetentes para transformacéo a partir de DNA exdgeno e também um meio para a

obtencdo de mais copias do vetor pGEX-2T através do cultivo das células transformadas.
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Figura 4. Imagem de eletroforese apresentando 1 — Marcador de peso molecular com

fragmentos de tamanhos em kilobase (kb) e em ordem decrescente iguais a: 10,0; 8,0;
6,0; 5,0; 4,0; 3,0; 2,0; 1,5; 1,0; 0,5. 2 e 3 — Vetor recuperado a partir das células de E.

coli BL21 transformadas.

A presenca de uma origem de replicacdo autbnoma no plasmideo permite sua
multiplicacdo independente da multiplicagdo bacteriana, permitindo assim a obtencdo de
muitas cdpias do vetor em uma Unica célula hospedeira, enquanto a resisténcia conferida pelo

plasmideo permite a selecdo das células transformadas (LIMA, 2008).

Ainda serdo necessarias importantes etapas até a conclusdo do projeto como um todo.
Entretanto, com o vetor digerido e as células competentes ja disponiveis, se dispbe de
importantes subsidios as proximas etapas, quais sejam a melhora nos resultados da
amplificacdo do gene da proteina E e sua ligacdo ao plasmideo ja digerido e desfosforilado,
para que se possa finalmente inserir o vetor pGEX-2T recombinante nas bactérias visando
expressdo e isolamento da proteina E. A préxima etapa sera a ligacdo de um fragmento de

DNA, amplificado por PCR, no vetor digerido com Sma I, e subsequentemente a amplificacio
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deste plasmideo pelas células competentes. A recuperacdo do plasmideo permitiria o controle

do DNA inserido por PCR, Sequenciamento e/ou a aplicacdo de enzimas de restricéo.
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CONCLUSAO

Com este trabalho, foram estabelecidos protocolos para importantes etapas do
processo de clonagem e expressdo da proteina E da dengue em E. coli. Alguns procedimentos
ainda ndao haviam sido realizados na Universidade Estadual da Paraiba. Assim, o presente
trabalho também contribuiu para a disponibilidade destas técnicas na instituicdo, abrindo
possibilidade de realizacdo de novos trabalhos. A PCR, embora tenha indicado a amplificagao
do gene de interesse, ainda requer otimizacdo. A linearizacdo do vetor pela enzima de
restricdo Sma |, mostro-se eficiente, assim como a geracdo de células competentes e a

transformacéo bacteriana com o vetor pGEX-2T por meio de choque térmico.

Dada a complexidade do processo de clonagem, outras etapas e técnicas precisam ser
realizadas até expressao da proteina E, incluindo a adi¢do de fosforo ao plasmideo digerido e
ligacdo do gene amplificado ao plasmideo; transformacao bacteriana com plasmideo contendo
transgene; isolamento e sequenciamento do plasmideo de diferentes clones; expressao e
purificacdo da proteina quimérica GST-Proteina E, assim como o controle da proteina

expressa com Western blot.
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