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INTRODUCAO

O presente trabalho trata da aplicagdo de métodos moleculares voltados para a clonagem
génica da proteina E do virus da dengue, visando contribuir para o desenvolvimento de um teste
diagndstico rapido e barato capaz de distinguir os diferentes sorotipos infectantes em humanos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). Doenca aguda e sistémica, a dengue 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, com importancia
epidemioldgica atribuida apenas aos quatro primeiros (BARROS et al., 2008; MACIEL et al., 2008;
MUSTAFA et al., 2015). De acordo com a WHO (2016), estima-se em 3,9 milhdes o nimero anual
de casos de dengue no mundo, com cerca de 390 bilhGes de pessoas vivendo em areas de risco de
infeccdo, mas o numero atual de casos ndo € devidamente notificado e muitos casos sao
classificados inadequadamente (BENELLI & MEHLHORN, 2016).

A infeccdo pelo DENV apresenta quadros clinicos variaveis, desde casos assintomaticos até
a febre hemorragica da dengue (FHD), na qual é afetada a homeostasia do organismo como
consequéncia do baixo numero de plaquetas, havendo tendéncia a hemorragias juntamente com
queda de pressdo e tontura (PINHO, 2013). Nesse contexto, é crucial a deteccdo do sorotipo
infectante, uma vez que a gravidade da doenca pode ser elevada em decorréncia de infeccdes
sequenciais por sorotipos diferentes, como na FHD, a qual pode levar a ébito e esta associada
principalmente a resposta imunolégica em casos de reinfeccao por sorotipo diferente do que causou
a primeira infeccdo (MONGKOLSAPAYA et al., 2003). Conforme Singhi et al. (2007), a gravidade
de uma segunda infec¢do por sorotipo diferente esta relacionada a presenca de anticorpos residuais
de infeccBes 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. A glicoproteina E do
DENV constitui o antigeno primario que induz a fusdo com a membrana e ligacdo 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 regifes antigénicas e epitopos especificos (CRILL & CHANG, 2004). Os dominios
Dl e DIl séo classicamente reconhecidos pela neutralizagdo por anticorpos (SAUTTO et al., 2013).
Trata-se da maior proteina estrutural que medeia a infeccéo pelo virus e o dominio 111 é responsavel
pela ligacdo ao receptor celular (CHIANG et al., 2013). O objetivo do trabalho é o estabelecimento
de um protocolo de clonagem da proteina E da dengue, visando contribuir para o desenvolvimento
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de um teste de ELISA direto capaz de distinguir os diferentes sorotipos do DENV por meio de
anticorpos monoclonais.

METODOLOGIA

O DNA abrangendo o gene da proteina E do virus da Dengue, utilizado no presente trabalho,
foi fornecido pela FIOCRUZ em Recife e os experimentos foram realizados na Central de
Laboratdrios Trés Marias, UEPB.

A técnica de PCR foi aplicada para amplificacdo do gene da proteina E, que contém cerca de
1500 pares de bases, levado em consideracdo 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).
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. A
amplificacdo ocorreu em mix de reacdo contendo H,O (20,5 ul), tampédo (3 ul), ANTP (1,5 pl);
DNA template (1 ul); Primer farward (1,5 pl); Primer reverse (1,5 ul) e Taq polimerase (1ul) como
descrito na Tabela 1, sendo utilizado como controle um PCR ja testado de microssatélite.

Inicio | 35 ciclos Fim

Temperatura 94°C 52,5°C 72°C 72 °C 4°C
ggoc | Abertura | Anelamento | Polimerizagéo

do DNA | dos primers

Tempo 2min. | 1 min. 1 min. 2 min. 5min. | o

Tabela 1: Programa de temperaturas utilizado em termociclador para amplificacdo do gene da
proteina E da dengue por PCR.

Para a separacdo dos fragmentos amplificados por PCR neste trabalho, foi feita eletroforese
em gel de agarose a 1%. Assim, o gel continha proporcdo de 1g de agarose para cada 100ml de
TAE ou 0,609 de agarose para 60 ml de TAE, com o gel correndo sob campo elétrico de 80 V. 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
digerido e apds recuperado das células transformadas, a concentracdo de agarose foi de 1,8%
visando melhor distingdo das bandas. Para linearizacdo do vetor pGEX-2T foi utilizada a enzima
Smal, a qual reconhece a sequéncia de restricio CCCGGG, contida no vetor o qual também contém
0 gene de resisténcia a ampicilina, facilitando a selecdo de celulas transformadas. Posteriormente,
foi feita a remocédo de fosforo das extremidades 5° do vetor digerido utilizando-se fosfatase alcalina.
Células quimio-competentes foram geradas a partir de cultura de Escherichia coli BL21 em meio
LB, as quais foram transformadas por meio de choque térmico retirando-as do gelo para banho-
maria a 42°C por 45 segundos e posteriormente crescidas em meio de recuperagdo contendo o vetor.
Foi inoculada uma cultura de 100ml com bactérias transformadas no meio de crescimento LB
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contendo antibiotico seletivo (ampicilina) cujo crescimento se deu a 37°C. Para recuperacdo do
vetor das células transformadas foi utilizado o QUIAGEN Gel Extraction Kit, pulando o passo da
excisdo de um fragmento de gel, com purificacdo do vetor realizado por sucessivos ciclos de
centrifugacdo e posterior purificacdo em colunas por fluxo de gravidade, de acordo com as
recomendacdes do kit.

RESULTADOS E DISCUSSAO

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. Foi possivel verificar uma discreta
amplificacdo com aproximadamente o tamanho esperado do gene de interesse, mas indicando a
necessidade de otimizacdo da reacdo em cadeia da polimerase para melhores resultados no processo
de clonagem génica (Figura 1A).

Por sua vez, a digestdo do vetor de clonagem pela enzima Smal resultou na linearizagéo
esperada. A digestéo do vetor foi confirmada pelo seu comportamento uniforme na eletroforese, em
contraste com a migracdo irregular do vetor ndo digerido, que pode formar nimero variavel de
bandas. Enquanto permanece como molécula circular, o vetor apresenta comportamento variavel na
eletroforese em gel, uma vez que pode assumir diferentes conformagdes que resultam na formagao
de um namero variavel de bandas, mas uma vez linearizado pela digestdo, forma apenas uma banda
(Figura 1B). A geracdo bem-sucedida de células quimio-competentes foi primeiro indicada pelo
crescimento das mesmas no meio contendo ampicilina, cuja resisténcia é conferida pelo vetor de
clonagem pGEX-2T utilizado na transformagdo. Com a extracdo do vetor e realizacdo da
eletroforese, foi possivel observar a presenca do plasmideo nas células que passaram pela
transformacéo (Figura 2).
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1 %. A) Resultado de PCR do gene da proteina E da
dengue tipo 2 (pogos 2 e 3) e tipo 4 (pogos 3 e 4), com marcadores 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 nos pogos 1 e 6. B) Comportamento diferenciado do vetor pGEX-2T apds
digestdo com enzima Smal e tratamento com fosfatase alcalina, formando uma Unica banda no gel.
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O vetor que ndo passou por digestdo (pogo 2), forma mais de uma banda devido as diferentes
conformac®es decorrentes de sua estrutura circular. Pogo 3 — Marcador.

Com a transformacgéo bem-sucedida das
células de E. coli BL21, demonstrou-se o
sucesso na geracdo de células competentes ao
mesmo tempo em que foi possivel obter-se a
amplificacdo do vetor através das proprias
bactérias. A presenca de uma origem de
replicacdo autbnoma no plasmideo permite sua
multiplicacdo independente da multiplicacéo
bacteriana, permitindo assim a obtencdo de
muitas cépias do vetor em uma Unica célula
hospedeira, enquanto a resisténcia conferida
pelo plasmideo permite a selecdo das celulas
transformadas (LIMA, 2008).

Figura 2: Imagem de eletroforese apresentando 1 — Marcador. 2 e 3 — Vetor recuperado a partir das
células de E. coli BL21 transformadas.

Com este trabalho, foram estabelecidos protocolos para importantes etapas do processo de
clonagem e expressdo da proteina E da dengue em E. coli. Ainda serdo necessarias importantes
etapas até a conclusdo do projeto como um todo. Entretanto, com o vetor digerido, as células
competentes ja disponiveis e um proceso de transformacdo estabelecido, se dispde 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. A partir de entdo, pode-se
finalmente inserir o vetor pGEX-2T recombinante nas bactérias visando expressao e isolamento da
proteina E fusionada com a glutiona-S-transferase (GST), que possui alta afinidade a glutationa,
contida na coluna de onde sera feita eluicdo da proteina desejada. A proxima etapa sera a ligacdo de
um fragmento de DNA, amplificado por PCR, no vetor digerido com Smal, e subsequentemente a
expressao da proteina.

CONCLUSAO

A realizacdo desta pesquisa estabeleceu até entdo protocolos para importantes etapas do
processo de clonagem e expressao da proteina E da dengue em E. coli. Alguns procedimentos ainda
ndo haviam sido realizados na Universidade Estadual da Paraiba. Além da pesquisa em andamento
com o0 gene da proteina E, o presente trabalho também contribuiu para a disponibilidade das
técnicas nele aplicadas na instituicdo, abrindo possibilidade de realizacdo de novos trabalhos. A
PCR, embora tenha indicado a amplificacdo do gene de interesse, ainda requer otimizagdo. A
linearizacdo do vetor pela enzima de restricdo Smal, mostrou-se eficiente, assim como a geracgéo de
celulas competentes e a transformagdo 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 expressdo da proteina E, incluindo a adi¢éo de fésforo e subsequente ligagdo do gene
amplificado com o vetor digerido; transformacéo bacteriana com plasmideo contendo o transgene;

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br

www.conapesc.com.br



congresso nacional

DE PESQUISA E
_ensino em

CIENCIAS

isolamento e sequenciamento do plasmideo de diferentes clones; expressdo e purificacdo da
proteina quimérica GST-Proteina E, assim como o controle da proteina expressa com Western blot.
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