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RESUMO

O Cell Fusing Agent Virus (CFAV), considerado como o primeiro “flavivirus
especificos de insectos” (ISF), parece estar exclusivamente adaptado aos seus
hospedeiros, ndo replicando em células de vertebrados. Apesar de ter sido identificado
h& mais de trés décadas (1975), a verdade é que muito pouco se conhece sobre a sua
biologia. Dado o seu parentesco filogenético com alguns outros flavivirus encontrados
naturalmente em mosquitos de diferentes géneros colhidos em diferentes regides do
globo, este virus poderd ser usado como modelo para o estudo de ISF. No entanto,
necessitam do desenvolvimento de ferramentas bésicas, tais como clones moleculares
ou baterias de soros contendo anticorpos que reconhecam uma ou mais proteinas
codificadas pelo genoma viral, produzidas, por exemplo, a partir de antigénios virais

produzidos de forma recombinante.

Com este trabalho pretendeu-se a optimizagdo de protocolos que permitiram a
expressdo e purificacdo parcial de quatro proteinas [duas proteinas estruturais (C e E) e
duas néo estruturais (NS3hel e NS5B)] do CFAV em E. coli, todas elas produzidas
como proteinas de fusdo com “caudas” (tags) de hexahistidina nos seus extremos

carboxilo.

Para a expansdo do CFAV foram utilizadas células Aedes albopictus (C6/36).
Apos a realizacdo da extraccdo do RNA viral e a obtencdo de cDNA, procedeu-se
amplificacdo, por RT-PCR, das regibes codificantes das proteinas C, E, NS3hel e
NS5B, utilizando primers especificos. Os quatro fragmentos de DNA foram
independentemente inseridos no vector pJTEL.2/blunt usando E. coli NovaBlue como
hospedeira de clonagem e, posteriormente, inseridos em vectores de expressdo pET-28b
e pET-29b usando E. coli BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS como hospedeiras de

expressao.

Apos da inducdo, expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes C, E,
NS3hel e NS5B, foi confirmada a autenticidade destas proteinas produzidas através do

método Western Blot com um anticorpo anti-histidina.



ABSTRACT

The Cell Fusing Agent virus (CFAV) considered as the first “insect- specific
flavivirus™ (ISF) and seems to be uniquely adapted to their hosts, not replicating in
vertebrate cells. Although it has been known for more than three decades (1975), the
truth is very little is known about its biology. Given its close phylogenetic relationship
with other flavivirus naturally circulating in various genera of mosquitoes collected
from different regions of the globe, this virus could be used as a model for the study of
ISF. However, such studies require the development of experimental basic tools, such as
molecular clones or serum batteries containing antibodies that recognize one or more
proteins encoded by the viral genome, produced, for example, from viral antigens

recombinant produced.

In this work, we carried out the optimization of protocols that allowed the
expression and partial purification of four proteins [two structural proteins (C and E)
and two nonstructural proteins (NS3hel and NS5B)] CFAV in E. coli as fusion protein
for c-terminal hexahistidine tags.

For the expansion of the CFAV we used Aedes albopictus (C6/36) cells. After
completion of the viral RNA extraction and cDNA obtained, amplification of the coding
regions of the C, E, NS5B and NS3hel proteins was carried out by RT-PCR using
specific primers. The four DNA fragments were independently inserted into the vector
pJTEL.2/blunt using E. coli NovaBlue as cloning host and then inserted into expression
vectors pET-28b and pET-29b using E. coli BL21(DE3)pLysS and Rosetta(DE3)pLysS

as expression host.

After induction, expression and purification of recombinant C, E, NS3hel and
NS5B proteins Western Blot analyses with an anti-histidine antibody confirmed the
authenticity of these proteins produced.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO
1.1. Considerac0es gerais

A familia Flaviviridade é organizada em trés géneros bem estabelecidos:
Hepacivirus, que inclui o virus da Hepatite C (HCV-Hepatitis C Virus), o hepacivirus
canino e, provavelmente, o virus GBV-B; Pestivirus, cujo principal representante é o
virus da diarreia viral bovina (BVDV-Bovine Viral Diarrhea Virus) e Flavivirus (Wu et
al., 2005; Lindenbach et al., 2007; Kapoor et al., 2011). Para além destes trés géneros,
recentemente foi proposta a inclusdo na familia Flaviviridae de um quarto género,
denominado de Pegivirus, que devera integrar os virus GBV-A, GBV-C e GBV-D
(Stapleton et al., 2011).

O género Flavivirus é constituido por um grande namero de virus (mais de 70),
alguns dos quais sdo importantes agentes patogénicos para 0 homem e para outros
animais, com o potencial para provocarem grandes epidemias associadas a elevadas
taxas de mortalidade e morbidade, e dos quais se destacam, entre muitos outros, o virus
da Dengue (DENV), o virus da Encefalite Japonesa (JEV), o virus do Nilo Ocidental
(WNV) e o virus da Febre Amarela (YFV) (Gritsun e Gould, 2006; Lindenbach et al.,
2007; Perera et al., 2008; Bollati et al., 2010). Este género esta subdividido em quatro
grupos principais, nos quais os agentes virais sdo divididos com base nas suas relagdes
filogenéticas, sendo que esta divisdo é apoiada, em grande medida, pelas diferentes
caracteristicas ecoldgicas dos respectivos hospedeiros. Assim, num destes grupos
encontramos virus transmitidos por mosquitos, noutros virus transmitidos por carragas,
e num terceiro inclui a maioria dos flavivirus zoonoticos sem vector invertebrado
conhecido (NKV-No Known Vector) (Hoshino et al., 2007). No entanto, e sobretudo
durante os altimos anos, inimeros estudos tém vindo a colocar em evidéncia o facto de

que esta classificacdo ndo esgota a diversidade genética dos flavivirus.

E disso exemplo a descoberta do Tamana Bat Virus (TABV), que apesar de ter
sido isolado a mais de trés décadas e de estar mais estreitamente relacionado com o0s
flavivirus, do que com outros géneros (Pestivirus e Hepacivirus), ainda ndo foi
determinada sua posicdo filogenética. Recentemente, a determinacdo completa da sua
sequéncia genomica veio apoiar a sugestdo de que este virus venha a integrar um género

diferente dentro da familia Flaviviridae (de Lamballerie et al., 2002).



INTRODUCAO

A parte do TABV, um quarto grupo inclui ja varios virus conhecidos, tais como
0 Cell Fusing Agent Virus (CFAV), o Kamiti River Virus (KRV), o Culex Flavivirus
(CxFV) ou o Quang Binh Virus (QBV). A anélise de um grande nimero de popula¢des
naturais de mosquitos indica que estes virus formam um grupo geneticamente diverso,
com uma maior prevaléncia e dispersdo geografica do que inicialmente se antecipou.
Ainda que filogeneticamente distintos da grande maioria dos demais flavivirus, a sua
insercdo no genero é sustentada por semelhangas com flavivirus “classicos” em termos
de morfologia dos viribes, organizacdo dos seus genomas, e de identidade de sequéncias
em certos componentes estruturais e funcionais (para além dos perfis de hidrofilia) das
diferentes proteinas virais. No entanto, ao contrario da maioria dos flavivirus, eles ndo
replicam, pelo menos in vitro, em células de vertebrados, justificando a sua designagdo
como “flavivirus especificos de insectos” (ISF- insect-specific flavivirus) (Crabtree et
al., 2003, Sang et al., 2003; Hoshino et al., 2007; Blitvich et al., 2009; Cook et al.,
2006, 2009, 2012; Parreira et al., 2012). Neste grupo, por sua vez, os virus dividem-se,
pelo menos, em trés outras linhas distintas, uma constituida por virus associados a
mosquitos do género Culex, outra por virus associados a mosquitos do género Aedes
(Crabtree et al., 2003, Sang et al., 2003; Cook et al., 2006) e uma terceira por virus
associados a mosquitos do género Ochlerotatus (Huhtamo et al., 2012)

Embora o nimero de estudos envolvendo a identificacdo e caracterizacdo de ISF
tenha sofrido uma “explosdao” em anos recentes, o primeiro destes virus (CFAV) foi
identificado ha mais de 3 décadas (ver seccdo seguinte). Recentemente, o CFAV foi
encontrado em outros culicideos de diversas areas do mundo, particularmente nos
membros do género Aedes (Aedes aegypti, Aedes albopictus) e, curiosa e
inesperadamente, também entre alguns mosquitos do género Culex. Sdo destes estudos
exemplo os que reportam a identificacdo de CFAV em populagbes naturais de
mosquitos colhidos em Porto Rico (Cook et al., 2006), ou a identificacdo de sequéncias
especificas do CFAV em homogeneizados de mosquitos Aedes aegypti colhidos na
Tailandia por Kihara e colaboradores (2007).

Estudos com base em inferéncia filogenética, demostraram que o CFAV e KRV
ocupam uma linhagem mais divergente dentro da linhagem ISF, sugerindo que sdo 0s
flavivirus primordiais e que, provavelmente, emergiram antes dos outros membros deste

género a partir de um ancestral comum (Crabtree et al., 2003; Peyrefitte et al., 2007;
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Hoshino et al., 2007; Kim et al., 2009), sendo ainda possivel que os virus transmitidos
por artropodes possam ter evoluido a partir de virus especificos de insectos (Cook et al.,
2006).

Talvez, o mais surpreendente de tudo foi a identificagdo de sequéncias de DNA
filogeneticamente relacionada com os genomas do CFAV e KRV, e identificadas no
genoma de células de Aedes albopictus (C6/36), assim como no quer de mosquitos
selvagens e criados no laboratério em diversas areas do mundo (Crochu et al., 2004).
No caso especifico das células de Aedes albopictus (C6/36), tais sequéncias deverao
representar a integracdo de sequéncias de um virus denominado Cell Silent Agent (CSA;
hoje em dia claramente defectivo em mdltiplas ocasides). Estes resultados podem
indicar que os ISF estdo intimamente relacionados com 0s mosquitos e que podem
existir em ambientes naturais que nao foram ainda identificados até a data (Cook et al.,
2006; Hoshino et al., 2007). Tal facto, s6 por si, levantou questdes importantes tais
como possiveis implicacBes importantes no que diz respeito a evolucdo (uma vez que
representa um método para transferéncia horizontal de genes em celulas eucaridticas;
Kim et al., 2009), dos efeitos de mortalidade e morbidade dos ISF em mosquitos e suas
interacdes com estirpes patogénicas ser completamente desconhecidas (Parreira et al.,
2012).

1.2.  Cell Fusing Agent Virus (CFAV): da sua descoberta a actualidade

Ha& mais de trés décadas, Stollar e Thomas (1975), isolaram no laboratério um
agente viral, o qual veio a ser designado de Cell Fusing Agent Virus (CFAV), a partir de
uma linha de células de Aedes albopictus (C6/36) usando um macerado de mosquito
Aedes aegypti. Este nome foi-lhe dado em virtude do caracteristico efeito citopatico
aquando da sua replicacdo nestas células, o qual se traduz pela formacdo de sincicios

enormes.

Os viribes do CFAV apresentam uma morfologia esférica e dimensdes
aproximadas de 50 nm de didmetro. Possuem um invélucro lipidico e um genoma de
RNA em cadeia simples e polaridade positiva [SSRNA (+)]. Cerca de 15 anos mais
tarde, a sequenciacdo do genoma completo deste virus veio revelar uma unica grelha de
leitura aberta (ORF- Open Reading Frame) a qual codifica uma unica poliproteina
(Cammisa-Parks et al., 1992). Esta ORF é flanqueada por regides ndo codificantes
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(UTRs —Untranslated Terminal Regions) nas extremidades 5  (estabilizado por uma
estrutura cap) e 3, a qual € desprovida de cauda de poli (A) (Gritsun e Gould, 2006;
Lindenbach et al., 2007). No decurso da replicacéo viral, e a semelhanca do que ocorre
durante a replicacdo dos flavivirus que foram, até hoje, estudados, esta poliproteina
(com aproximadamente 3400 residuos de aminoacidos) devera ser processada pela
actividade combinada de proteases virais e celulares, dando origem a 3 proteinas ditas
estruturais (proteina da capside, proteina da membrana e glicoproteina do invélucro) e 7
proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B e NS5), estas ultimas
desempenhando funcgdes regulatérias e enzimaticas. A organizacdo do genoma dos

flavivirus encontra-se representada na figura 1.1.

I ~ 3400 aa I
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Figura 1.1. Representagdo esquematica da organizacdo do genoma e processamento da poliproteina dos
flavivirus. As caixas abaixo do genoma, onde estdo indicadas as regides que codificam os componentes
estruturais e ndo estruturais, indicam precursores e proteinas maturas originadas pela cascata de
processamento proteolitico. As proteinas estruturais estdo coloridas de azul e as proteinas ndo estruturais
(NS) estdo coloridas de branco. Séo indicados os locais de clivagem: (#) proteases celulares, ()
proteases viral, (¥) uma furina ou protease, e (?) proteases desconhecidas (Adaptado de Lindenbach et
al., 2007).

Estas caracteristicas correspondem a algumas das que apoiam a inclusdo do CFAV no
género Flavivirus da familia Flaviviridae (Cook et al., 2006; Peyrefitte et al., 2007;
Bollati et al., 2010). Apesar de, apds o seu isolamento, o CFAV ter sido classificado
juntamente com os demais virus dos géneros Flavivirus e Pestivirus, como sendo um

possivel membro da familia Togaviridae (Westaway et al., 1985), a sua inclusdo no
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género Flavivirus da familia Flaviviridae foi homologada pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (Peyrefitte et al., 2007).

Mas apesar de ser considerado como sendo o primeiro ISF (Crabtree et al.,
2003, Sang et al., 2003; Hoshino et al., 2007; Blitvich et al., 2009; Cook et al., 2009), a
biologia do CFAV, como, alids, a da totalidade dos demais ISF, ndo foi, até hoje,
minimamente caraterizada. Nada se sabe sobre a sua replicagdo in vivo ou in vitro,
sendo que a maioria dos estudos até hoje realizados abordam os ISF de uma forma
descritiva, centrando-se, essencialmente, sobre a sua analise do ponto de vista
filogenético. Por analogia, € expectavel que o seu ciclo replicativo reproduza as
caracteristicas do descrito para os demais flavivirus (essencialmente patogénicos)

estudados até hoje.

1.3.  Ciclo replicativo dos flavivirus

Os flavivirus replicam no citoplasma das células que infectam (ver Fig. 1.2),
sendo que o ciclo replicativo € iniciado com a ligacdo dos virus a superficie da célula
por multiplas interaccBes entre receptores virais e celulares. As particulas virais sao
internalizadas por endocitose. O pH baixo resultante da acidificacdo dos endossomas
primarios provoca o rearranjo estrutural das glicoproteinas virais que promove a fusdo
da particula viral com a membrana do endossoma, a descapsidacdo do virido e a
consequente libertacdo do RNA viral no citoplasma.

A replicacdo do genoma viral ocorre em complexos replicativos citoplasmaticos
associados a membranas na regido perinuclear, e depende da sintese de um RNA
intermediario de polaridade negativa (-) formando um intermediério de cadeia dupla
(dsRNA) que, por sua vez, sera usado para a sintese de novas moléculas de RNA de
polaridade positiva (+). Estas servirdo quer como mRNA quer como RNA gendmico, a
ser encapsidado nas novas particulas virais (Lindenbach et al., 2007; Perera et al.,
2008). A morfogénese é coincidente com a encapsidacdo de moléculas de RNA
genomico nas novas particulas virais e ocorre ao nivel da membrana do reticulo
endoplasmatico (RE). Nestas, as proteinas da capside, o RNA gendmico e as
glicoproteinas sdo envolvidos pela membrana do RE, formando particulas virais

imaturas. Estas s@o transportadas para regido distal do aparelho de Golgi (trans-Golgi)
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onde sofrem a maturacdo, e em seguida sdo encaminhadas para o exterior de células em
vesiculas intracelulares, da qual séo libertadas por exocitose (Lindenbach et al., 2007;
Perera et al., 2008; Sampath e Padmanabhan, 2009).

G
; ¢ Libertagdo de
. A g virus maturo £ ?r
Ligagio ao receptor &

e endocitose

Maturagio do virus
Clivagem de prM
por uma furina |

desmontagem do virido

RNA 1/\ m

\ionta«zem do virido

C Tradugio de proteinas & ]
processamento da pohprot»ma RE

D Replicagio de RNA viral

Figura 1.2. Ciclo replicativo dos flavivirus (Adaptado de Perera et al. 2008).

1.4. Proteinas estruturais e ndo estruturais dos flavivirus

A proteina da capside (C) é a primeira proteina estrutural a ser traduzida. E uma
proteina altamente basica, com massa molecular de aproximadamente de 11kDa, e que
interage com o RNA gendémico viral, formando uma nucleocapside (Sampath e
Padmanabhan, 2009). Possui um dominio hidrofébico no extremo carboxilo, através do
qual interage com as membranas celulares, e desempenha um papel importante na
encapsidacdo do genoma viral nas particulas virais em formacdo (Kofler et al., 2002;
Jones et al., 2003; Lindenbach et al., 2007). No entanto, pouco se sabe sobre o
reconhecimento do RNA viral pela proteina C. Para a maioria dos flavivirus, ainda néo
é claro como, quando, e onde a proteina C recruta 0 RNA viral durante a morfogénese

da particula viral (Samsa et al., 2009).

A proteina estrutural M encontra-se ancorada no invélucro de particulas virais
maduras e é formada a partir de uma glicoproteina precursora de membrana (prM), cujo

processamento também origina o segmento pr. A importancia da proteina M prende-se

7
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com o papel que desempenha na montagem das particulas do virus. Para além disso,
protege a proteina E prematura durante as mudancas conformacionais da maturacéo e

libertacdo de particulas virais (Murray et al., 2008; Perera et al,. 2008).

A glicoproteina E, com aproximadamente 53kDa, desempenha um papel
essencial no ciclo replicativo viral. E responsavel por mediar a adsor¢do da particula
viral a célula hospedeira através da ligacdo a receptores celulares, e pela fusdo do
involucro viral com a membrana celular, permitindo assim a libertacdo da nucleocapside
no citoplasma da célula (Kofler et al., 2002; Lindenbach et al., 2007; Perera et al.,
2008).

Recentes avancos na determinacdo da estrutura dos flavivirus e das suas proteinas déo
especial destaque as mudancas conformacionais sofridas pela proteina E, como as
transicOes entre as formas imaturas, maturas, e do desempenho de um papel importante
durante a montagem do virus. Superficies especificas da proteina E sdo descritas como
potenciais alvos para o desenho de drogas antivirais e estratégias alternativas para a
inibicdo viral que sdo abordadas com base na interac¢do da proteina E com moléculas
receptoras e da proteina E com anticorpos neutralizantes. Além disso, a informacéo
estrutural adquirida a partir dessas interac¢cdes podem ser utilizadas para conceber novos
inibidores de entrada de virus com eficacia aumentada (Perera et al., 2008).

Por seu lado, o grupo das proteinas ndo estruturais engloba 7 componentes, dos

quais o primeiro a ser traduzido é designado NS1.

Esta proteina, com aproximadamente 46kDa, ¢ uma glicoproteina localizada
dentro de células infectadas, bem como na sua superficie, sendo ainda eficientemente
secretada pelas células infectadas por flavivirus. A proteina NS1 é clivada na juncéao
NS1/NS2A por uma enzima provavelmente celular mas, até hoje, desconhecida. Ela
actua como um cofactor da replicacio de RNA viral, apesar de ainda serem
desconhecidos os mecanismos moleculares envolvidos (Lindenbach e Rice, 1999;
Lindenbach et al., 2007; Youn et al., 2010). Uma mutacdo na NS1 do YFV mostrou ser
prejudicial na acumulacdo de RNA (Youn et al., 2010). Lindenbach e Rice (1999)
revelaram a interaccdo genética entre a NS1 e a NS4A, e a importancia desta na
replicacéo de RNA.



INTRODUCAO

A NS2A é uma proteina hidrofobica e relativamente pequena, apresentando uma
massa molecular estimada de aproximadamente 22kDa (Lindenbach et al., 2007; Geiss
et al.,, 2009), sendo um componente essencial do complexo de replicagdo viral
(replicase). O processamento da regido NS2A-NS2B-NS3 é realizado pela protease NS3
associada ao seu cofactor NS2B (ver abaixo). A NS2A também é clivada pela protease
viral originando assim uma proteina na forma truncada que é designada de NS2Aa
(Murray et al., 2008). Mutacdes no local de clivagem da NS2Aa do virus da Febre
Amarela (YFV) mostraram evidéncias de que a NS2Aa esta envolvida na montagem do
virus (Lindenbach et al., 2007). Além disso, a NS2A parece interactuar com outras
proteinas ndo estruturais, incluindo a NS3 (Murray et al., 2008) e a NS5, e com a regido
UTR 3"-terminal (Lindenbach et al., 2007).

A NS2B, com aproximadamente 14kDa, é uma pequena proteina associada a
membrana. Esta forma um complexo estavel com a proteina NS3 e actua como cofactor
(NS2B-NS3 protease) (Lindenbach et al., 2007; Bollati et al., 2010).

Esta ultima (NS3), com aproximadamente 70kDa, é uma enzima multifuncional
com actividades de protease, helicase (RNAhel) e trifosfatase (RTPase) de RNA
(Nomaguchi et al., 2004; Lindenbach et al., 2007; Borowski et al., 2008; Bollati et al.,
2010). O dominio responsavel pela actividade proteésica da NS3 encontra-se localizado
na sua regido N-terminal, enquanto que os dominios que conferem a NS3 actividade de
trifosfatase e helicase de RNA, se encontram na regido C-terminal (Lindenbach et al.,
2007; Borowski et al., 2008). Tal como acima mencionado, a protease NS3 e 0 seu
cofactor, a proteina NS2B, estdo envolvidos no processamento da poliproteina viral.
Participam na clivagem das juncGes de NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e NS4B-
NS5 (Nomaguchi et al., 2004; Bollati et al., 2010). A actividade de trifosfatase de RNA
esta envolvida na sintese da estrutura 5" -cap do genoma viral (Crabtree et al., 2003;
Nomaguchi et al., 2004; Bollati et al., 2010).

O dominio proteico que confere a NS3 actividades de helicase de RNA esta
envolvido na separacdo de cadeias de RNA formadas durante a replicacdo viral e na
remocéo de proteinas ligadas ao RNA viral (Borowski et al., 2008; Geiss et al., 2009).
A separacgdo de cadeias é uma reac¢do dependente de energia dirigida pela hidrolise de
ATP. Portanto, todas as helicases de RNA possuem, ainda, actividade de ATPase. No
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entanto, as helicases de RNAs codificadas pelos flavivirus podem hidrolisar diferentes
nucledsidos trifosfatados, razdo pela qual esta actividade enzimatica é vulgarmente
descrita como NTPase (Sampath e Padmanabhan, 2009). Adicionalmente, a proteina
NS3 atraves da sua actividade de helicase de RNA, participa no inicio da replicacdo,
promovendo o “desenrolamento” de estruturas secundarias que tendem a formar-se
especialmente na regido ndo traduzida da extremidade 3~ do RNA viral (Wu et al.,
2005).

A estrutura da helicase de RNA dos flavivirus consiste em trés subdominios, dois dos
quais sdo conservados entre 0s membros desta familia de proteinas, e estdo envolvidos
na hidrdlise de nucleosidos trifosfatados, e um subdominio C-terminal que pode estar
envolvido no reconhecimento de proteinas e RNA de virus especificos (Wu et al., 2005;
Lindenbach et al., 2007). Anélise mutacional mostrou que alteracdes das actividades de
RNAhel, RTPase ou ATPase resultam na reducdo ou supressao total da replicacao viral
(Geiss et al., 2009).

Devido as suas caracteristicas enquanto enzima e ao seu papel crucial no ciclo
replicativo viral, quer através na sua participagdo como componente da replicase (ver
abaixo), quer como a principal protease implicada no processamento da poliproteina
codificada pelos genomas dos flavivirus, NS3 constitui um dos alvos prioritérios para o
desenvolvimento de novas drogas com actividade antiviral (Sampath et al., 2006;
Borowski et al., 2008; Assenberg et al., 2009; Bollati et al., 2010).

A NS4A e NS4B sdo pequenas proteinas (16kDa e 27kDa, respectivamente) que
através das suas inimeras regides hidrofébicas permanecem associadas as membranas
intracelulares (Lindenbach et al., 2007). As suas fungdes ainda sdo pouco conhecidas,
mas estas proteinas parecem ter um papel importante na replicacéo viral. Supde-se que
desempenham um papel na inducdo de alteracbes de membrana, adoptadas para
servirem de suporte para a formacao do complexo de replicacdo viral (Roosendaal et al.,
2006).

Finalmente, a proteina NS5 é a maior (com aproximadamente 100kDa) e mais
conservada das proteinas virais (Tan et al., 1996). Parece possuir duas actividades
enziméticas que desempenham um papel fulcral na replicacdo viral. S&o por elas

responsaveis um dominio localizado na regido N-terminal e que lhe confere actividade
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de metiltransferase (NS5MTase) e que justifica o seu envolvimento na formacdo da
estrutura cap presente na regido 5 -terminal do RNA gendmico viral, enquanto que na
regido C-terminal um grande dominio com varios motivos conferem a proteina NS5
actividade de polimerase de RNA dependente de RNA (RpRd) (Tan, et al., 1996;
Nomaguchi et al., 2004; Geiss et al., 2009; Bollati et al., 2010). Assim sendo, a proteina
NS5 é a principal proteina responsével pela sintese de cadeia de RNA (-) e cadeia de
RNA gendmico (+) (Geiss et al., 2009). Vérios estudos que permitiram demostrar que
proteinas NS5 codificadas por alguns flavivirus [tais como, o virus da Dengue (DENV),
virus Kunjin (KUNV), virus da Encefalite Japonesa (JEV)] e pelo virus da Hepatite
(HCV), expressas como proteinas recombinantes apresentavam actividade de RpRd,
sendo capazes de iniciar a replicacdo de RNA viral na auséncia de outros cofactores
virais e celulares (Tan et al., 1996; Ferrari et al., 1999; Guyatt et al., 2001; Nomaguchi
et al., 2004; Yu et al., 2007; Murray et al., 2008; Bollati et al., 2010). H& evidéncia de
que durante o processo de replicacdo a proteina NS5 interactua com o dominio C-
terminal da proteina NS3, isto é, a NS5RpRd reconhece e liga-se a dsSRNA (+), a partir
das quais, e em combinagdo com actividade da proteina NS3helicase sintetizam uma
nova cadeia de RNA (+). As actividades da NS5MTase e da NS3RTPase auxiliam a
formagc&o da estrutura cap do RNA viral (Assenberg et al., 2009; Geiss et al., 2009). A
semelhanca do que acontece com a proteina NS3, a proteina NS5 tem sido alvo de
inimeros estudos que visam o desenvolvimento inibidores com actividade de baixa
toxicidade e actividade in vivo, 0s quais possam poder vir a ser utilizados como novas

drogas para a terapia antiviral.

1.5.  Sistemas de expressao de proteinas recombinantes

Ao longo dos dltimos anos tém sido desenvolvidos processos de producdo de
proteinas com varias aplicacdes, nomeadamente, em medicina (quer em diagnostico
quer em terapéutica), na agricultura (plantas modificadas), na obtencdo de produtos
alimentares e na tecnologia associada, por exemplo, ao uso de enzimas (Demain e
Vaishnav, 2009).

A escolha de um sistema de expressdo para a elevada producdo de proteinas

recombinantes depende de alguns factores. Estes incluem as caracteristicas e requisitos
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nutricionais que garantem o crescimento celular dos hospedeiros de expressdo, o nivel
de expressdo proteica pretendido, a localizacdo celular das proteinas a produzir
(expressdo intracelular ou extracelular), a sua eventual modificagdo pds-traducéo, e a
manutencdo da sua actividade bioldgica hipotética. Para além disso, a seleccdo de um
sistema de expressao particular exige uma reparticdo dos custos em termos de processo,
construcdo, e outras consideracdes de ordem econdémica (Makrides, 1996).

Sdo duas a principais abordagens genéricas para a expressao heter6loga de
proteinas recombinantes: o sistema “procariota” (baseado na utilizacdo de celulas
procariontes como as bactérias) e o sistema “eucariota” (fazendo o uso de células
eucariontes tais como leveduras, células de insectos, plantas e mamiferos) (Demain e
Vaishnav, 2009).

Os sistemas de expressdo baseados na utilizacdo de hospedeiros procariontes
sdo, geralmente, a primeira escolha para a producdo de proteinas recombinantes. A tal é
devida o facto de as bactérias normalmente utilizadas (na grande maioria das vezes
Escherichia coli) séo faceis de manipular, apresentam um crescimento rapido em meios
de composicao bem conhecida e pouco dispendiosa, e permitem expressdo proteica de
alta produtividade a baixo custo (Terpe, 2006). Sdo, sobretudo, excelentes sistemas para
a expressao de proteinas funcionais ndo glicosiladas. No entanto, apresentam algumas
desvantagens, nomeadamente, o facto de que a sobre-expressdo de proteinas no
citoplasma das células bacterianas levar, frequentemente, a formacdo de agregados
insoltveis de proteinas (designadas corpos de inclusdo). Por outro lado, a elevada
densidade celular leva a acumulacdo de acetato resultando em toxicidade celular, para
além de que sdo genericamente incapazes de introduzir modificacdes pos-traducionais
nas proteinas que expressam (Terpe, 2006; Demain e Vaishnav, 2009).

Assim sendo, a escolha de sistemas que dependam da utilizacdo de células
eucariontes surge como alternativa a expressdo em bactérias, especialmente quando séo
necessarias modificacdes pos-traducionais, frequentemente essenciais quando se
pretende, por exemplo, a utilizacdo das proteinas expressas em ensaios funcionais para
caracterizagdo da sua fungdo bioldgica e/ou das interaccOes que estabelecem com outras
proteinas. No entanto, este sistema apresenta algumas deficiéncias, como por exemplo,
o sistema de células de insectos € inferior aos sistemas “procariotas” e leveduras em
termos de sua capacidade de fermentacdo continua. Além disso, as células de insectos e

as células de mamiferos diferem nos seus padrbes de glicosilacdo (Yin et al., 2007;
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Demain e Vaishnav, 2009), como nos comprimentos dos oligossacarideos e no seu
conteddo em manose (Yin et al., 2007). Por outro lado, o sistema de culturas de células
de mamiferos apresenta outras limitacdes como o custo relativamente alto, tecnologia
complexa, potencial contaminacdo com virus e 0 uso destes sistemas requerem um
periodo de producdo relativamente mais longo, (Yin et al., 2007; Demain e Vaishnav,
2009).

1.5.1. Escherichia coli como hospedeiro de expressdo de proteinas

recombinantes

A bactéria Gram-negativa E. coli € o organismo mais comummente usado para a
producdo de proteinas heterélogas (Terpe, 2006). Uma das razdes para tal prende-se
com o facto deste organismo, em termos genéticos e da sua biologia molecular, ser bem
caracterizado (Makrides, 1996; Baneyx, 1999). A expressdo de proteinas baseada na
utilizacdo de E. coli apresenta inUmeras vantagens. De entre elas destacam-se 0 seu
rapido crescimento, facil sub-cultura e conservacao, e a rapida expressao das proteinas a
produzir, as quais podem ser obtidas com, elevado rendimento e a custo relativamente
baixo (Yin et al., 2007; Sahdev et al., 2008; Demain e Vaishnav, 2009). Obviamente, a
producdo de proteinas heterdlogas em E. coli apresenta varias limitagdes. De entre estas
destaca-se o facto de que, muitas proteinas sdo complexas, apresentando subunidades
maltiplas, cofactores (Mahmoud, 2007), ou modificacbes pds-traducionais (como por
exemplo, N- e O- glicosilacdo, acilacdo dos &cidos gordos, fosforilacdo, e
estabelecimento de ligacdo dissulfeto) as quais sdo essenciais para a sua funcéo (Yin et
al., 2007). Nestes casos, a sua producdo usando E. coli ndo é aconselhada.

Embora E. coli tenha uma notavel capacidade para produzir proteinas com
elevado rendimento, muitas vezes estas sdo expressadas em quantidades limitadas,
especialmente se se tratarem de proteinas com origem em células eucariontes ou
codificadas pelos virus que as infectam. Uma das razdes para tal prende-se com o
desajuste que pode existir entre o uso de coddes que codificam a proteina de interesse
relativamente aos de E. coli (Makrides, 1996; Sahdev et al., 2008). Para além deste, se 0
MRNA de interesse contém muitos coddes, que sdo raros em E. coli, a diminui¢do da

quantidade de tRNAs dai decorrente pode, ainda, levar & incorporacdo de aminoacidos
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erréneos e/ou o truncamento do polipéptido a ser sintetizado, causando efeitos sobre 0s
niveis de expressdo e a qualidade de proteinas heter6logas produzidas (Mirzahoseini et
al, 2011). Duas estratégias alternativas séo, entdo, utilizadas para corrigir o problema da
presenca de coddes raros. Por um lado podemos socorrer-nos de uma abordagem
baseada na mutagénese dirigida da sequéncia codificante da proteina de interesse, de
forma a gerar coddes que sejam reconhecidos pelo “pool” de tRNAs do sistema
hospedeiro, sem modificar a sequéncia primaria da proteina codificada. Por outro, fazer
uso da co-expressdo no hospedeiro procarionte dos tRNAs que reconhecam coddes
raramente utilizados por este, normalmente a partir de plasmideos (Hannig e Makrides,
1998; Sahdev et al., 2008; Mirzahoseini et al, 2011).

Ap0s sintese da proteina de interesse, esta necessita de adquirir uma estrutura
tridimensional especifica, da qual depende directamente a sua funcao, por um processo
designado de folding proteico (Bross e Gregersen, 2003; Vabulas et al., 2010). Alguns
dos autores traduzem este processo para portugués por ‘“enrolamento”, mas neste
trabalho optou-se por manter a designacdo anglo-saxonica. O processo de folding
proteico tem sido um assunto intensamente estudado desde os trabalhos pioneiros de
Anfinsen e seus colaboradores acerca do folding/unfolding da ribonuclease A (Anfinsen,
1973). Estes mostraram que uma cadeia polipeptidica pode adquirir o folding
espontaneamente in vitro sem requerer a assisténcia de nenhum factor celular (Anfinsen,
1973), provando que toda a informacdo necessaria para uma proteina adquirir a sua
conformacdo nativa se encontra codificada na sua sequéncia linear de aminoacidos. O
processo de folding inicia-se com a sintese da cadeia polipeptidica e termina com a
conformacdo nativa da proteina. No entanto, o processo de folding ganha em
complexidade quando a proteina obtida possui residuos de cisteinas que estabelecem
ligacOes dissulfeto. A presenca de ligacbes dissulfeto € importante na manutencao do
processo de folding de muitas proteinas secretadas para o exterior do citoplasma. Em
contraste, proteinas encontradas no citoplasma estabelecem ligacdes dissulfetos apenas
como parte de seu ciclo catalitico e ndo como uma forma de estabilizacdo do processo
de folding (Hiniker e Bardwell, 2003). No entanto, a E. coli tem capacidade limitada de
realizar ligacOes dissulfeto, do qual pode resultar na obtengédo de proteina inactiva. Esta
perda de actividade biolégica da proteina produzida, também, pode ser devido a
formacdo de agregados insoluveis (designados de corpos de inclusdo) (Sahdev et al.,
2008).
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De forma a lidarem com os desafios do processo de folding, os sistemas
biologicos, nomeadamente os procariontes, desenvolveram uma maquinaria proteica
especifica - o sistema de controlo de qualidade proteica. Este compreende os chaperdes
moleculares, proteases e factores reguladores que regulam a actividade ou permitem a
comunicacdo entre os varios componentes (Gregersen et al., 2006; Sahdev et al., 2008).
Este sistema tem a capacidade de supervisionar o folding, contrariar a agregacdo e
seleccionar e eliminar polipéptidos com baixa capacidade de folding ou com erros que
poderiam exercer efeitos toxicos para a célula (Bross e Gregersen, 2003; Hartl e Hayer-
Hartl, 2009; Vabulas et al., 2010). Este sistema é também capaz de se adaptar a stress
ambientais como alteragdes de pH, temperatura e stress oxidativo, os quais afectam
fortemente o processo de expressao de proteina recombinante (Bross e Gregersen, 2003;
Sahdev et al., 2008).

Para a producdo da proteina heter6loga de interesse sdo vulgarmente utilizados
trés tipos de vectores de expressdo: plasmideos, bacteriéfagos e cosmideos (Snyder e
Champness, 1997). Os vectores de expressdo sdo capazes de auto-replicar e regular a
expressao dos genes neles codificados.

A expressao proteica € ainda dependente das elevadas taxas de transcricdo
conseguidas através da inclusdo nos vectores de promotores de transcricdo forte e
facilmente indutiveis, os quais incluem, os frequentes promotores de transcri¢cdo T7-lac,
lac, tac, trc, (Snyder e Champness, 1997; Sorensen e Mortensen, 2005), a0 mesmo
tempo, firmemente regulados de forma a garantir um nivel de expressdo basal (ou
residual) baixa, especialmente nos casos em que a proteina de interesse € tdxica ou, de
alguma forma prejudica o crescimento da célula hospedeira (Hannig e Makrides, 1998;
Demain e Vaishnav, 2009).

1.6. Osistema pET

O sistema de expressdo comercialmente conhecido por pET (Novagen) é dos
mais frequentemente usado quando se pretende produzir uma proteina heteréloga
usando E. coli como hospedeira de expressdo, e inclui uma panoplia de vectores
plasmidicos e estirpes bacterianas. Os vectores pET integram uma familia de vectores a

partir dos quais a expressao proteica pode ser induzida e controlada através da acgédo
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combinada da polimerase de RNA do fago T7 e dos promotores de transcri¢do por esta
reconhecidas (Snyder e Champness, 1997; Baneyx, 1999). A estratégia geral para a
utilizacdo de um vector pET é ilustrada na figura 1.3.

/' IPTG Induction PTG Induction \
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Figura 1.3. Estratégia para a regular a expressao de genes clonados dentro de um vector pET (Adaptado
do catalogo 2009/2010, pag 79, Novagen, Madison, EUA).

A inducdo da expressdo das proteinas de interesse é promovida pela activacéo da
transcricdo dos genes que as codificam pela polimerase de RNA do fago T7 presente
nas células hospedeiras. Esta enzima € extremamente activa e selectiva, fazendo com
que parte consideravel dos recursos bioldgicos da bactéria hospedeira sejam
mobilizados para a expresséo dos genes pretendidos.

A expressdo proteica ocorre, por seu lado, numa estirpe de expressdo particular que
apresenta no seu cromossoma um gene que codifica uma polimerase de RNA do fago
T7 (sob o controlo transcricional do promotor lacUV5) integrada no genoma de uma
variante do fago lambda (DE3), o qual pode ser induzido com IPTG (Isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo). Esta estirpe de expressao possui, ainda, um plasmidio designado
pLysS (ou um dos seus derivados) que transporta um gene que codifica a lisozima do
fago T7, a qual é, por sua vez, inibidora natural da respectiva polimerase de RNA e, por
consequéncia, permite manter o nivel de expressdo proteica basal a um nivel reduzido.
Por outro lado, os vectores de expressdo possuem um operador lac a jusante do

promotor T7, para além do que transportam o promotor natural e a sequéncia que
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codifica para o repressor lac (lacl). Este repressor lac actua tanto no promotor lacUV5
no cromossoma da célula hospedeira, ao reprimir a transcri¢cdo do gene da polimerase de
RNA do fago T7 feita pela polimerase do hospedeiro, como no promotor T7lac no
vector, bloqueando a transcri¢do do gene alvo feita pela polimerase de RNA do fago T7
expressa. Desta forma, este sistema oferece um controlo bastante apertado da expressédo
basal dos genes clonados, reduzindo o risco de perder clones recombinantes, por
toxicidade do produto de expressao para a célula hospedeira (Mierendorf et al., 1999).

1.7.  Notas finais e objectivos

Apesar de o CFAV ter sido identificado ha mais de trés décadas (1975), a
verdade é que muito pouco se conhece sobre a sua biologia. Dado o seu parentesco
filogenético estreito com alguns outros flavivirus encontrados naturalmente em
mosquitos de diferentes géneros colhidos em diferentes regides do globo, este virus
podera ser usado como modelo para o estudo dos ISF.

A analise da estratégia replicativa utilizada pelo CFAV e as interaccdes que
estabelece, in vitro e in vivo, com as células em que replicam carecem, no entanto, do
desenvolvimento de ferramentas basicas, tais como clones moleculares ou baterias de
soros contendo anticorpos que reconhecam uma ou mais proteinas codificadas pelo
genoma viral. Assim sendo, foi nosso intuito obter, de forma recombinante, 4 das
proteinas codificadas pelo CFAV [duas estruturais (C e E) e duas ndo estruturais
(NS3hel e NS5B)], as quais poderdo vir a ser utilizadas tanto como antigénios para
producdo de anticorpos, cristalizadas para determinacdo da sua estrutura tridimensional
e/ou, e em especial no que diz respeito a NS3hel e NS5B, directamente utilizadas em
ensaios que visem a sua caracterizacdo bioquimica do ponto de vista da sua actividade
enzimatica.

O principal objectivo deste trabalho consistiu, entdo, na optimizacdo de
protocolos que permitam a expresséo e purificacdo de quatro proteinas do CFAV em E.
coli na qual vieram a ser produzidas como proteina de fusdo com “caudas” (tags) de

hexahistidina nos seus extremos C-terminais.
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2.1. Expansdo do CFAV

A expansdo do CFAV (gentilmente cedido por Victor Stollar, Department of
Molecular Genetics, Microbiology & Immunology, UMDNJ Robert Wood Johnson
Medical School, New Jersey-USA) foi feita com base na utilizacdo de métodos
convencionalmente utilizados em virologia para a replicacdo de virus usando culturas
celulares, e fazendo uso de uma linha C6/36 de celulas de Aedes albopictus (gentilmente
cedida por Anna-Bella Failloux, Unité de Génétiqgue Moléculaire des Bunyavirus,
Institut Pasteur, Paris). Estas células foram mantidas a 28°C (na auséncia de CO;) em
meio Leibovitz L-15 (Lonza, EUA) suplementado com 10% de soro fetal de bovino
(fetal bovine serum - FBS, Lonza, EUA), 200 mM de L-glutamina (Gibco BRL, EUA),
1000 U/ml de uma mistura de penicilina e streptomicina (Gibco BRL, EUA), e meio de
triptose fosfato (AppliChem GmbH, Alemanha) diluido 1:50. Para a replicacdo do
CFAV, a concentracdo de FBS foi reduzida para 5%. Apo6s 5 dias, procedeu-se a recolha
dos sedimentos de células infectadas com CFAV, bem como do sobrenadante contendo

0 virus, para posteriores utilizacdes.

2.2. Extracgdo de DNA total a partir de sedimentos celulares

Para a extraccdo de DNA total a partir de sedimentos celulares mencionados em
2.1. foi utilizado um protocolo experimental que contemplou a lise celular por accao de
detergentes e a remocdo de proteinas contaminantes com uma mistura de fenol e
cloroférmio. Basicamente, as suspensdes celulares foram recolhidas para tubos Falcon
(15 ml) e centrifugadas a aproximadamente 1000g durante 15 minutos a 4°C.

Apos a centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 500 pl de PBS [8%
(m/v) NaCl; 0,2% (m/v) KCI; 1,15% (m/v) Na,HPO,,7H,0; 0,2% (m/v) KH,PO,; pH
6,5] e novamente sedimentadas por centrifugacdo durante 10 minutos a 2300g, e a 4°C.
Em sequida, adicionaram-se 300 pl de tampao de lise (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI
pH 8,3, 2,5 mM MgCl,, 0,1 mg/ml de gelatina, 0,45% (v/v) NP40 e 0,45% (v/v) Tween
20), tendo a inversdo sucessiva dos mesmos estimulando a lise das células. Os tubos

foram centrifugados a 16000g durante 2 minutos a temperatura ambiente. Apds esta
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centrifugacgdo, foram adicionados 400 pl de uma mistura de fenol, cloroférmio e &lcool
isoamilico (nas propor¢des de 25:24:1) a cada tubo, os quais foram agitados de forma a
promover a formacdo de uma emulsdo e, em seguida, centrifugados nas mesmas
condicdes descritas anteriormente. O sobrenadante foi, entdo, transferido para novos
tubos contendo 400 ul de isopropanol, e o seu conteldo homogeneizado por inversao
suave. Em seguida, os acidos nucleicos precipitados foram colhidos por centrifugacéo a
16000g durante 30 minutos a temperatura ambiente. O sedimento de &cidos nucleicos
foi lavado com 250 pl de etanol 70% e centrifugado a 16000g durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Decantou-se o sobrenadante e os sedimentos foram secos sob
vacuo (Concentrator 5301-Eppendorf, EUA). Por fim, o sedimento seco foi
ressuspendido em 30 pl de TE (25 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA) com RNase
(10 pg/ml) e guardados a -20°C.

2.2.1. Amplificacdo de fragmentos de DNA por reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Para amplificacdo de fragmentos de DNA por PCR foram utilizados dois
sistemas: illustra™ PuReTaq VReady-To-Go™ PCR Beads (GE Healthcare, Reino
Unido) e o sistema Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Finlandia),

segundo as instrucBes recomendadas pelos fabricantes.

O sistema illustra™ PuReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads apresenta-se sob a
forma de esferas liofilizadas (bead) as quais, quando reconstituida num volume final de
25 ul ddo origem a uma mistura de reac¢do constituida em 200 uM de cada dNTP, 10
mM Tris-HCI, pH 9,0, 50 mM KClI, 1,5 mM MgCl; e 2,5 unidades de uma polimerase
de DNA. A reconstituicdo das esferas liofilizadas foi feita com adicdo de 1 pl de cada
um dos primers ITS1-F (5-GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3")/ITS2-R (5°-GTC
GGTGTTCATGTGTCCTG-3") (Freitas F. e Pinto J., comunicacdo pessoal) com
concentracéo final de 10 pmol/ul e &gua MilliQ. O passo seguinte consistiu na adicéo de
2 pl de DNA extraido de sedimentos celulares, perfazendo um volume final de reaccao

de 25 pl. As condigOes da reaccdo de PCR utilizadas estdo representadas na tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — CondicBes utilizadas nas amplificagdes, por PCR, dos fragmentos de DNA (sedimentos

celulares) da regido ITS do genoma das células C6/36.

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 2 min 1
Desnaturacéo 94°C 30 seg
Hibridacdo 55°C 45 seg 35
Extensédo 72°C 45 seg
Extenséo final 72°C 5 min 1
Conservacgéao 4°C o0 1

O sistema Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase, possui inGmeras
vantagens, nomeadamente, a utilizacdo de um enzima Phusion DNA Polymerase que é
capaz de amplificar fragmentos de DNA com uma eficiéncia e fidelidade (anteriormente
inatingiveis com uma Unica enzima) devido a sua capacidade de correccdo de erros, a
qual resulta da combinagéo de actividade polimerase (5'—3") e exonuclease (3’ —5") de

DNA. Esta enzima gera produtos de amplificacdo com extremidades cegas.

Resumidamente, as misturas de reaccao foram preparadas para num volume final
de 50 pl, contendo 10 pl de tampdo de reaccdo Phusion GC concentrado 5x
(suplementado com 1,5 mM MgCl,), 1 ul de 10 mM dNTP, 1 pl de cada um dos
respectivos primers (concentracdo final de 10 pmol/ul), 5 pl de cDNA (ver seccdo
2.3.1), 0,5 ul de Phusion DNA polymerase (para uma concentracdo final de 2 U/ul) e
agua MilliQ. As condicBes da reaccdo de PCR utilizadas estdo representadas na tabela
2.2.

Tabela 2.2 — Condigdes utilizadas nas amplificacdes, por PCR, dos fragmentos de cDNA das quatro
regides codificantes do genoma do CFAV (capside, glicoproteina do invélucro, dominio helicase da
proteina NS3 e NS5B).
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Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 98°C 30 seg 1
Desnaturacéo 98°C 10 seg
Hibridagéo 50°C 30 seg 35
Extenséo 72°C 1:30 min
Extenséo final 72°C 10 min 1
Conservagéao 4°C o0 1

A preparacdo das misturas de reaccdo e as adi¢cfes de DNA as mesmas foram
efectuadas em compartimentos separados. Em todas as reaccdes de PCR foram
contemplados controlos negativos de modo a avaliar possiveis contaminac¢@es durante o
processo de amplificacdo. As reaccdes de PCR decorreram num termociclador
myCycler (Bio-Rad, EUA).

2.2.2. Visualizacéo dos produtos de PCR

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram visualizados ap0s terem
sido separados por electroforese em gel de agarose a 1% (em solu¢do TAE 0,5x) na
presenca de 0,5 pg/ml de brometo de etidio. Os tamanhos dos diferentes fragmentos de
amplificacdo obtidos foram estimados por comparagdo da sua migracdo electroforética
com a de um marcador de massa molecular contendo moléculas lineares de DNA em
cadeia dupla com tamanhos a variar de 100 pb (GeneRuler™ 100pb Plus DNA ladder;
Fermentas, Lituania). Para a visualizacdo e registo em suporte digital de imagens sob
luz ultravioleta (UV) dos produtos amplificados (valido para todo trabalho executado)
utilizou-se o sistema Gel Doc XR System (Bio-Rad, EUA).

2.3. Extraccdo do RNA viral

A extraccdo de RNA viral a partir de sobrenadante de cultura de células C6/36
infectadas pelo CFAV, foi efectuada através da utilizacdo do sistema comercial
INSTANT Virus RNA Kit (AnalytikJena, Alemanha). O protocolo experimental foi

realizado de acordo com as instrucdes recomendadas pelo fabricante. Basicamente, este
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pressupds o descongelamento de aliquotas de sobrenadante de cultura (previamente
conservadas a -80°C) a temperatura ambiente, seguido de um passo de lise dos virides
em tubos de extraccdo, lavagem das colunas onde se fixa 0 RNA e, por fim, a sua
eluicdo com agua livre de RNAses. O volume final de cada extraccdo (30 ul) foi
dividido em aliquotas de 5 pl, as quais foram conservadas a temperatura de -80°C até

posterior utilizagdo.

2.3.1. Sintese, por transcricdo reversa (RT), de DNA complementar (cDNA) a

partir de RNA viral

Para a sintese de cDNA a partir das moléculas de RNA viral, extraidas como
descrito na seccdo anterior, foi utilizado o sistema comercial RevetAid™ H Minus First
Strand cDNA synthesis Kit (Fermentas, Lituania). O protocolo experimental foi
realizado de acordo com as instru¢des recomendadas pelo fabricante. Genericamente, a
5 ul de extracto de RNA foram adicionados 1 pl de oligonucleétidos (hexameros)
sintéticos iniciadores com sequéncias aleatorias, e 6 ul de agua tratada com dietil
pirocarbonato (DEPC). A mistura foi incubada a 70°C durante 5 minutos (desnhaturacao
do RNA para eliminar estruturas secundarias que as moléculas de RNA viral
eventualmente formem) e, em seguida, colocada em gelo durante igual periodo de
tempo. Seguidamente, foi preparada uma mistura de reaccdo contendo 4 pl solucéo de
tamp&o concentrada 5x, 1 pl inibidor de RNases (RiboLock™ RNase Inhibitor, 20 U/pl),
2 ul dNTPs (concentragdo final de 10 mM) e 1 pl de transcriptase reversa (RevertAid™
H Minus M-MuLV, 200 U/ul) perfazendo um volume total de 20 pl. As reaccOes de
transcricdo reversa foram efectuadas num termociclador myCycler de acordo com o

programa representado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Condicdes utilizadas para as reac¢des de transcrigdo reversa a partir de RNA viral.

Etapa Temperatura Tempo Numero de
(°C) (min) ciclos
Hibridacao 25 5 1
Extenséo 42 60 1
Inactivacdo da enzima RT 70 5 1
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Os produtos resultantes da transcricdo reversa (cDNA) foram conservados a -20°C
até posterior utilizagao.

2.4.  Delineamento de oligonucleétidos sintéticos (primers) iniciadores de PCR

O desenho dos primers para amplificacdo, por PCR, de regides da sequéncia
nucleotidica do CFAV que codificam a proteina estrutural da cépside (C), a
glicoproteina do involucro (E), e as proteinas ndo estruturais NS3 (dominio com que
confere a proteina actividade de helicase de RNA; a partir daqui designada NS3hel) e
NS5B (polimerase de RNA dependente de RNA), foi elaborado manualmente, com base
a sequéncia nucleotidica do CFAV, disponivel na base de acesso publico (acedido
através do portal do NCBI, NationalCenter for Biotechnology Information em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001564.1) com o nimero NC_001564.

As sequéncias complementares aos primers que permitiram amplificar as
sequéncias codificantes das proteinas estruturais C e E foram identificadas de forma a
eliminar dos produtos amplificados as regiGes que codificam sec¢des hidrofobicas
destas proteinas, com o intuito de melhorar a sua expressdao em Escherichia coli. De
modo semelhante, o desenho dos primers para a amplificacdo de NS3hel teve por base a
delimitacdo do dominio responsavel pela sua actividade de helicase de RNA (utilizando
a ferramenta CDART: Conserved Domain Architecture Retrieval Tool, disponivel em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cgi?cmd=rps) na sequéncia

de NS3 do CFAV. Por fim, o par de primers complementar a sequéncia codificante de

NS5B foi desenhado de forma a permitir a amplificacdo da totalidade da mesma.

Para além disso, na extremidade 5" de cada um dos primers foram adicionados
nucleodtidos ndo complementares as sequéncias virais (vulgarmente designados por tag)
contendo sequéncias nucleotidicas que, nos produtos amplificados, corresponderiam a
locais de clivagem por enzimas de restricdo do tipo Il. Estas sequéncias sao
reconhecidas pelos enzimas Ncol, Notl e Asel/Vspl, os quais foram escolhidos tendo em
conta a sua auséncia nas sequéncias virais amplificadas, bem como os locais de restri¢éo
enzimatica disponiveis nas sequéncias dos vectores de expressao utilizados. Neste caso,
foram utilizados os enzimas Ncol e Notl quando o vector de clonagem/expressao foi o

pET-28b (Novagen, EUA) e os enzimas Notl e Asel/Vspl (compativel com o enzima
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Ndel) quando o vector utilizado foi o pET-29b (Novagen, EUA). Toda informacao
acerca dos primers utilizados encontra-se representada na tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Informacgdo relativa ao conjunto de primers utilizados nas amplificacdes, por PCR, de
cDNA de CFAV efectuados ao longo deste trabalho.

Regido Nome Sequéncia Tamanho TM! Posicéo
do do de o
genoma primer primer (5'---3) (nt) (°C)  NC_001564
c CEor Neol CCGGTCGCCACCATGGAGAGGAAG 38 68,50 114-139
GATTTAGAGGCGCG

CRev Notl ATATATATTGCGGCCGCACGTCGGG 42 74,65 410-435

ATAATGAGCGAATTCGC
c EFor Nool CCGGTCGCCACCATGGTAAAGGGG 39 7308 939-962
GAGTTTGTTGAACCG
ERev Notl ATATATATTGCGGCCGCACCAACCG a1 7163 2094-2119
AAAACTTTCCGACCAG
CCGGTCGCCACCATTAATGGAGAGC 44 71,94 4992-5015
NS3hel NS3helFor Asel TTGAACTGTGATTCGACC
ATATATATTGCGGCCGCGCGGCAG 42 6931 62036228
NS3helRev Notl -1 A TGTAGAAATCAATG
CCGGTCGCCACCATTAATGGCTCTG 43 71,54 7473-7496
NS5B  NSSBForAsel A AAAGTCAACAACGATC
ATATATATTGCGGCCGCATCATTTC 42 65,50 10106-10131
NS5BRevNotl - TTCGATATCGACTC

Todos os primers foram adquiridos comercialmente a empresa STAB-VIDA

(Portugal).

Nota: ' TM: temperatura de desnaturagdo (do inglés temperature of melting). A temperatura de
desnaturacdo dos primers foi calculada com recurso & ferramenta disponivel em
https://www.finnzymes.fi/tm_determination.html, e a partir da sequéncia sem marcacdo a negrito. O
inicio da sequéncia destacada a negrito corresponde a sequéncia de reconhecimento de enzima (s) de
restricdo (tag). O nt corresponde a “nucledtidos”.
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Na tentativa de amplificacdo de sequéncias virais a partir do DNA total extraido
dos sedimentos celulares utilizando primers especificos para o CFAV foi utilizado o
sistema illustra™ PuReTaq™Ready-To-Go™ PCR Beads (GE Healthcare, Reino

Unido), tal como descrito na sesséo 2.2.1.

Os produtos amplificados foram visualizados apds terem sido separados por

electroforese em gel de agarose a 1,5%, tal como descrito na sesséo 2.2.2.

2.5.  Amplificacdo de sequéncias virais a partir de cDNA

A amplificacdo das regides codificantes das proteinas C, E, NS3hel e NS5B foi
realizada a partir de cDNA viral produzido como descrito na seccao 2.3.1., utilizando os
primers especificos apresentados na Tabela 2.4. Em cada uma das reacces de
amplificacdo utilizou-se o sistema Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase, tal como
descrito na sec¢do 2.2.1 Os produtos amplificados foram visualizados ap6s terem sido

separados por electroforese em gel de agarose a 1,5%, tal como descrito na sessao 2.2.2.

2.6. Clonagem molecular de fragmentos do genoma do CFAV no vector
pJETL1.2/blunt

O vector pJTE1.2/blunt (Fermentas, Lituania) foi utilizado no presente estudo.
Os quatro fragmentos de DNA amplificados por PCR a partir de cDNA produzido tal
como descrito na sec¢do 2.3.1, foram independentemente clonados no vector
pJTEL.2/blunt. A insercdo dos genes de interesse neste vector permitiu a estabilizacdo
das sequéncias codificantes de proteinas do CFAV num vector plasmidico, levantando
quaisquer eventuais limitagcGes técnicas impostas pela limitacdo as quantidades de
cDNA disponiveis para posterior clonagem nos vectores de expressdo. O pJTE1.2/blunt
é obtido comercialmente sob a forma de moléculas lineares com extremidades cegas.
Como principais caracteristicas, o vector contém o promotor de transcri¢do do fago T7,
um gene bla que codifica para a beta-lactamase (e cuja presenca confere resisténcia a
ampicilina), e duas regides com sequéncias reconhecidas por multiplas endonucleases
de restricdo, as quais ladeiam o local onde se podem ser ligados produtos de PCR com

extremidades cegas. Possui também um gene “letal” (codificando uma endonuclease de

26



MATERIAL E METODOS

restricdo de corte frequente) que pode ser interrompido por ligacdo de um inserto de
DNA no local de clonagem. Como resultado, apenas as células com plasmideos
recombinante sdo capazes de se propagar, o que facilita o despiste de clones desejados.
O mapa e caracteristicas do vector pJET1.2/blunt encontram-se esquematizados na

figura 2.1.

Fagl 103 Adel 120
Bvel 219

Cspbl, Asal 2474
Tatl, Scal 2473

Pyul 2962 Hindlll 24
BowCl, Bpul0I 717
Nsbl 2915 Myval269l 722
NmeAll z118 Espdl 729
Ball 2109
Ciri0l 2075 Mssl 761
Gsul 2080
Eco3ll 2082
Hr_il 2040 Munl sg2
Eam1105] 1890 smul &1
BsaXl 955
Azsl 1204
Bredl 1588 Lyud 578

Figura 2.1. Esquema representativo do vector pJET1.2/blunt. (http://www. fermentas.com/ en/support

[technical -reference/phage-plasmid-dna/pjet12).

Para a ligacdo de DNA a este vector, foi utilizada uma razdo molar
inserto/vector de 3:1. As misturas de ligacdo foram preparadas de forma a conterem 10
pl de solugdo tampdo de ligacdo concentrada 2x, 1 pl do vector (50 ng/ul), 1 ul de
ligase de DNA do fago T4 e agua MilliQ para perfazer um volume final de 20 pl. Estas
misturas foram incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos, tendo sido
posteriormente utilizadas na transformacdo das células competentes de E. coli NovaBlue
(Novagen, EUA).

2.6.1. Preparacdo de células competentes de E. coli e sua transformacgdo por
choque térmico

A preparacdo de células competentes de E. coli foi efectuada com base numa
versdo ligeiramente modificada de um protocolo inicialmente descrito na bibliografia
por Chung e colaboradores (Chung et al., 1989). O processo foi iniciado através da
obtenc¢do de uma cultura saturada da estirpe NovaBlue. Primeiro, foi inoculada em 3 ml
de meio liquido de crescimento de Luria-Bertani (LB; Sambrook et tal., 1989), a partir
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de uma suspensdo celular (pura e concentrada) conservada a -80°C, seguida da sua
incubacdo a 37°C com agitacdo durante a noite. Apos esse periodo, 50 pl da suspensao
celular obtida foram diluidas em 15 ml do mesmo meio de cultura, tendo sido incubadas
nas condic¢des de crescimento descritas em cima, até que as mesmas apresentassem uma
densidade Optica a variar entre 0,3-0,5 (leitura a 600 nm). Em seguida, as células
bacterianas foram colhidas por centrifugacdo a 45009, durante 10 minutos, a 4°C, tendo
sido desprezado o sobrenadante. O sedimento celular foi directamente ressuspendido em
500 pl de TSS [do inglés, transformation and storage solution; Lb 1x, 10% (v/v) PEG
6000, 5% (v/v) DMSO, 50 mM MgSO,, pH 6,5] mantido a 4°C.

Para a transformacdo das células competentes, adicionaram-se 10 ul de cada
mistura de ligagdo a 200 pl das células ressuspendidas em meio TSS em tubos de 1,5 ml
frios. As suspensfes obtidas foram mantidas em gelo durante 1 hora. Seguidamente
estas foram submetidas a um choque térmico a 42°C durante 90 segundos, e
imediatamente recolocados 10 minutos em gelo. Em seguida, foi adicionado a cada tubo
um volume de 900 pl de meio SOC (Super Optimal broth for Catabolite repression;
Sambrook et al., 1989), e mantidas 1 hora a 37°C, com agitacdo suave. Findo este
periodo de tempo, distribuiram-se 200 pl da suspensédo bacteriana a superficie de caixas
de meio LB sélido suplementado com antibidticos [ampicilina (100 pg/ml)/tetraciclina
(12,5 pg/ml) ou canamicina (30 pg/ml)/ cloranfenicol (25 pg/ml), dependendo da
estirpe e do vector utilizado]. As caixas foram incubadas a 37°C numa estufa, durante a

noite (entre 16 a 18 horas) de forma a permitir o crescimento de colonias bacterianas.

2.6.2. Extraccdo do DNA plasmidico por lise alcalina

A extraccdo do DNA plasmidico foi executada atraves da lise alcalina de
suspensdes bacterianas. As coldnias identificadas como possiveis clones recombinantes,
obtidos pela inser¢cdo de DNA alvo nos vectores utilizados, foram repicadas, com um
palito esteril, para tubos com 3 ml de meio LB liquido suplementado com antibioticos
[ampicilina (100 pg/ml)/tetraciclina (12,5 pg/ml) ou canamicina (30 pg/ml)/
cloranfenicol (5 pug/ml), dependendo do vector utilizado]. Estes foram mantidos durante
a noite a 37°C, com agitagdo, até a obtencdo de uma cultura bacteriana saturada.

Posteriormente, centrifugou-se 2 ml da mesma a 16000g durante 2 minutos, tendo o
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sedimento celular sido recuperado, apds decantacdo do sobrenadante. As células foram,
posteriormente, ressuspendidas em 200 pl de TEG (25 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM
EDTA, 1% de glucose). Em seguida, adicionaram-se 250 ul de solucdo de lise (0,2 M
NaOH, 1,5% SDS) e procedeu-se a agitacdo suave dos tubos, por inversdo, para
estimular a lise das células bacterianas. Em seguida adicionaram-se 250 pl de acetato de
potéssio (3 M, pH 5,4) e procedeu-se, novamente, a sua agitacdo por inversdes
sucessivas. Os tubos contendo o lisado celular foram centrifugados a 16000g durante 15
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos
contendo igual volume de isopropanol (aproximadamente 700 ul), e 0 seu contetdo
homogeneizado por inversao suave. Em seguida, os acidos nucleicos precipitados foram
colhidos por centrifugacdo nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. O sedimento
de &cidos nucleicos foi lavado com 250 ul de etanol 70% e centrifugado a 160009
durante 5 minutos. Decantou-se 0 sobrenadante e os sedimentos foram secos sob vécuo.
Por fim, o sedimento seco foi ressuspendido em 30 pl de TE (1 M Tris-HCI, pH 8,0, 0,5
M EDTA) com 100 pg/ml de RNase e incubado a 37°C, em banho-maria, durante 30

minutos, para permitir uma eficiente degradacdo do RNA presente.

Para a identificacdo das moléculas de DNA plasmidico potencialmente
recombinantes, analisou-se a migragéo, em gel de agarose a 0,7% (tal como descrito em
2.2.2.) das moléculas extraidas sem que estas tenham sido digeridas com qualquer
enzima de restricdo. Foi observada a diferenca no padrdo de migracéo destas moléculas
comparativamente a de um plasmideo de referéncia (controlo negativo) com
aproximadamente 3 kb, tendo sido seleccionadas as moléculas de plasmideo com

migracdo retardada para posterior analise por digestdo enzimatica.

2.6.3. Digestdo enzimética de DNA plasmidico

A identidade dos clones de DNA recombinante pretendidos foi confirmada pela
sua clivagem enziméatica com endonucleases de restricdo. Para o efeito, foram
preparadas misturas de reac¢do com extractos contendo DNA plasmidico com volumes
a variar entre 1,5 a 6 pl (dependendo da quantidade obtida no processo de extraccao),
0,3 pl de enzima [Notl e Ncol (C/E); Notl e Asel/Vspl (NS3hel/NS5B)], 2 pl de solugéo
tampé&o concentrada 10x, e &gua MilliQ para um volume final de 20 pl. As reaccdes de
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digestdo foram incubadas a 37°C em banho-maria durante, aproximadamente, 2 horas.
Uma vez terminada esta incubagdo, os produtos resultantes foram analisados por

electroforese em gel de agarose 1%, tal com descrito em 2.2.2.

2.6.4. Analise de moléculas recombinantes de DNA plasmidico através da

amplificacdo, por PCR, dos fragmentos clonados

Quando conveniente, a confirmacdo da natureza recombinante das moléculas de
DNA plasmidico foi efectuada através da amplificacdo, por PCR, dos insertos de DNA
nelas contidos. Para tal, foi utilizou-se o sistema Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase, tal como descrito na secgdo 2.4, com algumas alteracbes, nomeadamente,
na preparacdo das amostras de DNA plasmidico em que se fez uma dilui¢do: C (1:10), E
(1:50) e NS5B (1:5). As condicdes de amplificacdo utilizadas encontram-se descritas na
Tabela 2.5.

Tabela 2.5. Condic@es utilizadas nas amplificacBes, por PCR, dos fragmentos de DNA das quatro regides

codificantes do genoma do CFAV (cépside, glicoproteina do involucro, NS3hel e NS5B).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 2 min 1
Desnaturacgéao 95 10 seg
Hibridagao 50 45 seg 40
Extenséo 72 1:30 min
Extens&o final 72 5 min 1
Conservacgao 4 0 1

Os produtos amplificados foram visualizados ap6s terem sido separados por

electroforese em gel de agarose a 1,5%, tal como descrito na sesséo 2.2.2.
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2.6.5. Purificacdo dos produtos de PCR

Os produtos obtidos por PCR foram purificados de forma a puderem ser, em
seguida, utilizados na reaccao de ligacdo aos vectores de expressdo. Para tal, utilizou-se
um sistema comercial DNA Clean & Concentrator V-5 (Zymo Research, EUA). O
protocolo experimental foi realizado de acordo com as instrugcdes recomendadas pelo
fabricante. Basicamente, o protocolo de purificacdo emprega um sistema de um Gnico
tampé&o que permite a adsorcdo eficaz de DNA pela matriz, lavagem das colunas e, por
fim, a eluicdo dos acidos nucleicos purificados. A eluicdo do DNA foi feita com 20 pl
de tampédo Tris-HCI (pH 8,0) diluido a 10 mM. Uma vez terminada a purificacdo, 0s

produtos resultantes foram analisados por electroforese em gel de agarose 1%, tal com
descrito em 2.2.

2.7. Preparacéo dos vectores de expressdo pET-28b e pET-29b

Os vectores de expressdo utilizados neste trabalho foram o pET-28b e 0 pET-
29b (Novagen, EUA). Como principais caracteristicas, estes vectores contém um
promotor reconhecido pela polimerase de RNA do fago T7 (o qual ndo é reconhecido
pela polimerase de RNA de E. coli), uma sequéncia do operador lac (lacl), o local de
clonagem multipla e um gene que confere resisténcia a canamicina (kan). Os mapas de

restricdo, as caracteristicas e as sequéncias com o0s locais de ligacdo dos insertos, dos

vectores pET-28b e pET-29b encontram-se esquematizados na figura 2.2.
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i 4
PET .:st'\eaﬂ primer #30214-3 T7 promoter lac operator Xbal rhe
Mool His*Tag Mde ] Nhel TT+Tag

FATrATE

CATCATCATCATCA

FrTTRRRRCE T APRTETTRAREERTT TTT TR

AANCECETCTTGAGEEE

Eag .
EcoRlV Bamti | FgoR | Sac| _Sall_ Hind Il norl  Xhe His*Tag

CTCGAGCACCACCACCALLACCACTRAGATE CBGE TROT AACAAAGL LT ET-28b |+

wBlwllisHisHisHI sHisHI sEnd
BpuAl021 TT terminator

Figura 2.2. Esquemas representativos dos mapas dos vectores pET-28a e pET-29a (Novagen, EUA). Os
mapas mostram a origem de replicacdo (ori), um local de clonagem multipla (seta a negrito) e um gene
que confere resisténcia a canamicina (kan) (http://www.merck-chemicals.com/life-science-research/
vector-table-novagen-pet-vector-table/cHdSh.s1077QAAAEQPgsLd cab).

2.7.1. Digestdo enzimética dos produtos de PCR purificados e dos vectores de
expressao pET-28b e pET-29b

Para a construcdo dos plasmideos de expressdo contendo os insertos dos genes
codificantes das proteinas C, E, NS3hel e NS5B, obtidos conforme descrito
anteriormente, foram realizadas digestfes enzimaticas. Os fragmentos codificantes das
proteinas C e E e o vector pET-28b foram duplamente digeridos com os enzimas de
restricdo Ncol e Notl. Quanto aos fragmentos codificantes das proteinas NS3hel e
NS5B, estes foram duplamente digeridos com os enzimas de restricdo Asel/Vspl e Notl
e 0 vector pET-29b com os enzimas de restricdo Ndel (compativel com Asel/Vspl) e
Notl.

As reacgdes de digestdo foram efectuadas num volume final a variar entre 30 a
70 pl (dependendo da quantidade de DNA obtida no processo de purificacdo), 3 a 7 ul
de tampdo de reaccao concentrado 10x e 0,75 a 2 pl de enzima de restrigéo (dependendo

da abundancia do fragmento a digerir).
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As segundas reac¢des de digestdo enzimética foram antecedidas de uma dialise
das amostras de DNA previamente clivados por uma primeira enzima (insertos e
vectores), contornando as incompatibilidades impostas as digestdes subsequentes pela
composicao dos tampdes de reaccdes de restricdo utilizados inicialmente. Basicamente,
numa placa de Petri com dgua MilliQ colocaram-se discos de nitrocelulose de 0,025 pum
(Millipore, Irlanda) a flutuar e no centro de cada um deles, foram aplicadas as amostras

a dialisar, tendo esta decorrido durante duas horas.

Todas as reaccOes de digestdo enzimatica foram incubadas a 37°C em banho-
maria durante 2 horas. Seguidamente as amostras foram aplicadas num gel de agarose
1%, tal com descrito na sec¢do 2.2.2. Todas as enzimas de restricdo utilizadas neste
trabalho séo comercializadas pela Fermentas (Lituania).

2.8. Clonagem molecular de fragmentos do genoma do CFAV nos vectores de
expressao pET-28b e pET-29b

Antes de se realizar as reaccOes de ligacdo dos insertos de DNA aos vectores de
expressao, ambas as moléculas foram co-precipitadas (para concentracdo dos acidos
nucleicos) depois da inactivacdo, por tratamento pelo calor, dos enzimas previamente

utilizados.

A inactivacdo das misturas de digestdo enzimatica decorreu a 80°C num banho
seco (Test tube Heater SHT 10 - Stuart, Reino Unido) durante 30 minutos tendo sido,
posteriormente, adicionados em cada tubo agua MilliQ (para prefazer um volume final
de 100 ul), 1 ul de glicogénio (20 mg/ml; Fermentas, Lituania), 10 pl de acetato de
sodio 3 M, pH 5,4, e 300 ul de etanol 96%. De imediato, as misturas foram agitadas
vigorosamente durante alguns segundos e incubadas a -80°C durante 30 minutos.
Terminada a incubacdo, seguiu-se a centrifugacdo a 16000g durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Os sedimentos foram lavados com 300 pl de etanol 70% e
centrifugados a 16000g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Decantou-se 0

sobrenadante e os sedimentos de acidos nucleicos foram secos sob vacuo.

A reaccdo de ligacdo foi iniciada ressuspendendo os sedimentos obtidos com 17
pl de agua MilliQ, 2 ul de tampéo adequado, concentrado 10x, e 1 ul de ligase de DNA
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do fago T4, concentrada a 5 U/ul (Fermentas, Lituania). As misturas foram incubadas a
16°C durante a noite e, posteriormente, guardadas a -20°C.

A preparacdo de células competentes de E. coli e sua transformagdo foi
efectuada, tal como descrita na seccdo 2.6.1. A extraccdo do DNA plasmidico por lise
alcalina foi efectuada, tal como descrita na sec¢do 2.6.2. Para a identificacdo das
moléculas de DNA plasmidico potencialmente recombinantes, analisou-se a migracéo,
em gel de agarose a 1,5%, tal como descrito em 2.2.2. [mas com a utilizacido de outro
marcador de massa molecular contendo de moléculas lineares de DNA em cadeia dupla
ADNA/Eco911 (BstEII); Fermentas, Lituania].

Para confirmar a presenca do inserto no plasmideo e a ligacdo correcta do
inserto, os clones recombinantes foram digeridos com enzimas de restricdo [Asel/Vspl
(PET-28b::C e pET-29b::NS3hel/NS5B), Xhol (pET-28b::E) e Ncol (pET-29b::NS3hel)
], tal como descrito na seccdo 2.6.3. Os produtos resultantes foram analisados por

electroforese em gel de agarose 1,5%, tal com descrito em 2.2.2.

2.8.1. Purificacdo de DNA plasmidico

Os produtos obtidos pela extraccdo do DNA plasmidico por lise alcalina foram
purificados utilizando um sistema comercial DNA Clean & Concentrator™-5. O
protocolo experimental foi realizado de acordo com as instrucdes recomendadas pelo
fabricante e tal com descrito na sec¢do 2.6.5. Uma vez terminada a purificagcdo, os
produtos resultantes foram analisados por electroforese em gel de agarose 1,5%, tal com

descrito em 2.2.2.

2.8.2. Sequenciagdo de DNA

As moléculas de DNA purificadas foram sequenciadas pela empresa STAB
VIDA (Costa de Caparica, Portugal), por recurso a técnica de terminagdo da
polimerizagdo em cadeia com didesoxi-ribonuledtidos, descrita inicialmente por Sanger
(Sanger et al., 1977). Foi efectuada a sequenciacdo parcial das moléculas de DNA

clonados (regido proxima dos locais onde ocorreu a ligagédo de insertos aos plasmideos
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utilizados como vectores), e em ambos os sentidos, utilizando primers universais,

complementares as sequéncias dos vectores.

2.9. Expresséo de proteinas recombinantes

A escolha das estirpes de expressdo depende das caracteristicas da proteina e do
uso que se lhe destina. E. coli tem sido um dos sistemas bacterianos de primeira
escolha, por se tratar de um microrganismo da qual se conhece o genoma, ser féacil de
transformar, ndo ser patogénico (pelo menos ndo o sdo as estirpes comummente
utilizadas em experiéncias de clonagem e expressdo proteica) e com produtividade

elevada em termos de biomassa.

Um dos passos para a expressao de proteinas recombinantes em E. coli foi
escolher e preparar as estirpes de expressao para a sua transformacéo. E neste trabalho,
as estirpes de E. coli utilizadas foram a BL21(DE3)pLysS [F-ompT hsdSg (rg” mg’) gal
dcm (DE3)pLysS (Cam®)] e Rosetta(DE3)pLysS [F-ompT hsdSg (rs” mg) gal dem
(DE3)pLysSRARE2 (CamF)]. Ambas possuem um gene que codifica uma polimerase
de RNA do fago T7 (sob o controlo transcricional do promotor lacUV5) integrada no
genoma de uma variante ndo indutivel do fago lambda (DE3), o qual pode ser induzido
com isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG). Estas estirpes apresentam, ainda,
deficiéncia nas proteases OmpT e Lon, reduzindo a degradacdo das proteinas
recombinantes durante a sua purificacdo. A presenca do plasmideo pLysS que codifica
um gene que Ihes confere resisténcia ao cloranfenicol e um gene que codifica a lisozima
do fago T7 que ¢é inibidora natural da respectiva polimerase de RNA, permite manter o
nivel de expressao proteica basal a um nivel reduzido. A lisozima do fago T7 reduz a
expressdo basal dos genes alvo e, portanto, estabiliza os plasmideos que expressam
proteinas toxicas para a E. coli. Para além disso, a estirpe Rosetta (DE3)pLysS tem
como caracteristica muito particular transportar genes que codificam tRNA para coddes
raramente utilizados em E. coli (AGG/Arg, AGA/Arg, AUA/lle, CUA/Leu, CCC/Pro, e
GGA/Gly). Estes genes sdo veiculados numa variante de plasmideo pLysS (designado
pLysSRARE), permitindo a expressdo de proteinas em cuja sequéncia codificante estes

estejam presentes.
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A preparacdo de celulas competentes de E. coli foi efectuada, tal como descrita
na sec¢do 2.6.1., e os clones bacteriano contendo plasmideos recombinantes foram re-
inoculados e preparados para posterior conservacdo a -80°C, tal como descrito na seccao
2.8.1.

2.9.1. Inducdo da expressdo de proteinas recombinantes e avaliacdo da sua
toxicidade através da monitorizacdo do crescimento bacteriano em meio

liquido

Para esta etapa do trabalho, foram utilizados os protocolos, com ligeiras
modificacdes, descritos no pET System Manual 11" Edition (Novagen, EUA).

A partir de uma cultura bacteriana conservada a -80°C, foi efectuado um riscado
em meio LB sélido suplementado com canamicina (30 pg/ml) e cloranfenicol (25
pg/ml), pretendendo-se a obtencdo de coldnias isoladas. Em seguida, preparou-se um
pré-inéculo em meio liquido, repicando com um palito estéril uma coldnia para tubos
com meio LB liquido suplementado com canamicina (30 pg/ml) e cloranfenicol (5
pg/ml). Estes foram mantidos durante a noite a 37°C, com agitacdo, até a obtencdo de
uma cultura bacteriana saturada. Seguidamente, esta cultura bacteriana foi diluida 1:100
em 20 ml de meio LB liquido suplementado com canamicina (30 pg/ml) e cloranfenicol
(5 ng/ml), e mantida a 37°C com agitagdo, promovendo o crescimento bacteriano até ser
atingida uma densidade éptica (600 nm) de aproximadamente 0,5. Neste ponto, a
expressao proteica foi induzida com adicdo de IPTG para uma concentracdo final de 1
mM e as culturas foram incubadas a 30 e 37°C com agitacdo durante 4 horas. Ao longo
deste periodo o crescimento da cultura foi seguido através do registo da D.O.gp0nm das
diferentes culturas. De 30 a 30 minutos, e em paralelo com as medidas de densidade
Optica, foram recolhidas aliquotas de 1 ml das diferentes culturas bacterianas, em
condicBes assépticas. As células nelas contidas foram colhidas por centrifugacéo
durante 1 minuto a 16000g a temperatura ambiente. Decantou-se 0 sobrenadante e 0s
sedimentos celulares foram guardados a -80°C para, posteriormente, serem utilizados

para avaliar o nivel de expressdo das proteinas.
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2.9.2. Efeito da temperatura e concentracao de indutor na expressao proteica

Existem varios pardmetros que influenciam a expressdo de proteinas
recombinantes usando ceélulas procariontes e que incluem, entre outros, a estirpe
bacteriana utilizada, a sua temperatura de crescimento, a concentracdo do agente
indutor, e a fase de crescimento na qual deve ser efectuada a inducdo da expressao
proteica.

Neste trabalho foram avaliados dois parametros: a temperatura de crescimento e
a concentracdo do indutor (IPTG), que podem afectar, de forma significativa, a
qualidade conformacional, o rendimento de producdo e a solubilidade de proteinas
recombinantes produzidas.

Foram testadas trés temperaturas diferentes, 15, 25 e 37°C, e para o efeito, a
inducdo foi realizada, tal com o descrito na seccdo 2.8.3., sendo que as culturas
bacterianas foram induzidas com 1 mM de IPTG e incubadas durante a noite, com
agitacao.

Ao mesmo tempo, também foram testadas duas concentragdes de indutor
(IPTG), 0,4 e 1 mM. Procedeu-se a inducdo, tal com descrito anteriormente, excepto a
temperatura de incubacdo que foi de 37°C (durante 4 horas e com agitacdo). A
diferentes momentos apds a adicdo de indutor, procedeu-se a recolha de aliquotas de 1
ml, em condicBes assépticas, das quais se recolheram as células bacterianas por
centrifugacdo durante 1 minuto a 16000g a temperatura ambiente. Decantou-se o
sobrenadante e os sedimentos celulares foram guardados a -80°C para, posteriormente,

serem analisados por SDS-PAGE.

2.9.3. Preparacdo de extractos de proteinas solGveis totais e sua andlise por SDS-
PAGE

Para a verificacdo da solubilidade dos extractos proteicos foi utilizado um
volume de 20 ml de cultura no qual a expressdo de proteinas recombinantes foi
promovida por adi¢do de 1 mM de IPTG, seguida da incubacédo das culturas em questao
durante 4 horas a 37°C. Todo o volume submetido a uma centrifugacéo a 4500g durante
10 minutos a 4°C para recolha das células bacterianas. Decantou-se 0 sobrenadante e o

sedimento foi guardado a -80°C, até serem utilizados.
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O sedimento congelado foi ressuspendido em tampéo de lise frio concentrado
10x (20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, pH 7,5) numa raz&o de 4 ml de tampé&o de lise por
cada 40 ml de cultura. Em seguida, as suspensfes foram lisadas por sonicagdo num
sonicador Ultrasonic processor UP200S (Hielscher, Alemanha) nas seguintes
condicdes: 60% de amplitude, 0,5 ciclos e 1-10 minutos (dependendo da viscosidade da
suspensdo). Os lisados obtidos foram centrifugados a 140009 durante 10 minutos a 4°C,

de modo, a obtermos duas fracc¢des: solivel (sobrenadante) e insoltvel (pellet).

Em seguida, procedeu-se a lavagem da fraccao insolivel com 375 pl de tampéo
frio concentrado 10x (20 mM Tris-HCI, 0,5 M NacCl, pH 7,5) seguida de centrifugacdo a
10000g durante 5 minutos a 4°C. Repetiu-se a lavagem e, no final, o sedimento foi
ressuspendido em 750 pl de 1% de SDS. Fez-se a recolha de aliquotas de 100 ul de cada

uma das frac¢des (soltvel e insoluvel) e o restante volume foi guardado a -80°C.

Para andlise de proteinas presente nos extractos proteicos obtidos anteriormente
procedeu-se a ressuspensdo dos sedimentos e das aliquotas congeladas em 100 pl de
tampdo de amostra [0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 20% (v/v) de glicerol, 10% (m/v) SDS,
0,5% (m/v) de azul de bromofenol, 5% (m/v) de B-mercaptoetanol]. As suspensdes
foram levadas a ferver durante 10 minutos a 100°C e, posteriormente, aplicadas num gel
de electroforese de poliacrilamida (concentracdo a variar entre 9 e 10%) usando um
sistema de tampdes contendo tricina e SDS (Haider et al., 2010). Apo6s terminada a
electroforese o gel de poliacrilamida foi corado com uma solugdo comercial de Azul de
Coomassie (Bio-Safe™ Coomassie Blue G250 Stain; BioRad, EUA) e incubado com
agitacdo orbital suave, a temperatura ambiente até as bandas proteicas serem claramente
visiveis. As massas moleculares das diferentes proteinas foram estimadas por
comparagdo com a migracdo relativa de um marcador de proteinas com massa
moleculares conhecidas com bandas de 170, 118, 75, 49, 38, 25, 18, 12 e 9 kDa
(ProSieve® Color Protein Markers; Lonza, EUA).

2.10. Purificagéo de proteinas recombinantes com “caudas” de hexahistidina

A purificagdo das proteinas C, E, NS3hel e NS5B expressas em fusdo com uma
“cauda” de 6 residuos de histidina foi realizada por cromatografia de afinidade. Esta foi

levada a cabo através da passagem de extractos proteicos por uma coluna empacotada
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com resina contendo ides niquel imobilizados. Neste trabalho foram utilizados dois
sistemas comerciais: His SpinTrap (GE Healthcare, Reino Unido) e Ni-NTA Spin Kit
Handbook (Qiagen, Alemanha), dependendo da disponibilidade dos mesmos no

laboratdrio. O processo foi iniciado com a inducéo, tal com o descrito na sec¢do 2.8.3.

2.10.1. Purificagdo de proteinas em condicGes desnaturantes

Para a purificagdo, em condicOes desnaturantes, de proteinas recombinantes com
“caudas” de hexahistidina, foi utilizado o protocolo do sistema comercial His SpinTrap
(GE Healthcare, Reino Unido), segundo as instru¢des do fabricante, mas com algumas
modificacdes. Basicamente, o protocolo pressupés a ressuspensdo do sedimento celular
congelado (tal como descrito na sec¢do 2.9.3.) em tampéao de lise, seguido de um passo
de lise mecénica, clarificacdo do lisado, lavagem da coluna onde se fixa a proteina e,
por fim, a eluicdo da proteina.

Nos tampdes de ligacao, lavagem e elui¢do foram preparados com 20 mM Tris-
HCI, 500 mM de NaCl e adicionados de 1% de detergente Triton""X-100 e 10% de
glicerol. Os sedimentos celulares (correspondente a 20 ml de cultura induzida) foram
ressuspendidos utilizando 1,4 ml de tampé&o de fixagdo (binding-buffer) contendo 8 mM
de ureia e 56 ul de inibidor de proteases [L mM cOmplete - protease inhibitor cocktail
(Roche, Alemanha)]. Em seguida, as suspensdes foram lisadas por sonicacdo nas
seguintes condicdes: 70% de amplitude, 0,7 ciclos e 3 a 10 minutos (dependendo da
viscosidade da suspensdo). Os lisados foram centrifugados a 14000g durante 10 minutos
a 4°C. Os clarificados obtidos foram aplicados a coluna e, finalmente eluidos, com
concentracdes de imidazol a variar entre 100, 200 e 500 mM. Os extractos purificados

foram guardados a -80°C para, posterior quantificacao.

2.10.2. Purificagdo de proteinas em condicGes nativas

Para a purificacdo, em condi¢Bes nativas, de proteinas recombinantes com
caudas de hexahistidina, foi utilizado o protocolo do sistema comercial Ni-NTA Spin Kit
Handbook (QIAGEN, Alemanha), segundo as instrucdes do fabricante, mas com

algumas modificacdes. Os tampdes de lise, lavagem e eluicao foram preparados com 50
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mM NaH,P0O4.H,0, 500 mM de NaCl e adicionados de 1% de detergente Triton™"X-
100 e 10% de glicerol. Os sedimentos celulares (correspondente a 20 ml de cultura
induzida) foram ressuspendidos com 1,4 ml de tampéo de lise e 56 ul de inibidor de
proteases [1 mM cOmplete - protease inhibitor cocktail (Roche, Alemanha)], e
incubados no gelo durante 30 minutos. Em seguida, as suspensdes foram lisadas por
sonicagdo nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Os lisados foram
centrifugados a 12000g durante 25 minutos a 4°C, e os clarificados obtidos foram
aplicados a coluna e, finalmente eluidos com uma solugdo contendo 500 mM de
imidazol. As amostras purificadas foram guardadas a -80°C para, posterior
quantificacéo.

2.11. Deteccdo de proteinas por Western Blot

Para a identificacdo das proteinas recombinantes com “caudas” de hexahistidina
foi utilizado o método Western Blot. Basicamente, esta técnica pressupde a separacao de
proteinas por electroforese, a sua transferéncia para uma membrana, o bloqueio da
mesma com uma solucgdo proteica, a deteccdo de proteinas imobilizadas com anticorpos

(primério e secundario) e, finalmente, a deteccdo de complexos antigénio/anticorpo.

2.11.1. Transferéncia de proteinas para a membrana de nitrocelulose

A transferéncia de proteinas separadas por SDS-PAGE de um gel de acrilamida
para uma membrana de Nitrocellulose Hybond™ECL™ (Amersham Pharmacia Biotech,
Reino Unido) foi efectuada mediante a utilizacdo do sistema Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell (Bio-Rad, EUA), segundo as instru¢cbes do fabricante. Apds a
transferéncia (sistema “semi-seco”), a presenca de proteinas na membrana de
nitrocelulose foi verificada usando uma solucdo de Rouge Ponceau (CHROMA-
Gesellschaft Schmid GMBH & CO, Alemanha). Esta solucéo de coloragédo foi removida

através da lavagem da membrana com uma solucdo 0,1 M de NaOH e &gua destilada.
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2.11.2. Bloqueio e incubagdo com anticorpos

Para o bloqueio da membrana de nitrocelulose foi utilizada uma solucdo de
TBST (10 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl; 0,05% Tween 20; pH 8,0) contendo 10% leite
magro (Blotting Grade Blocker NonFat Dry Milk; Bio-Rad, EUA). A membrana foi
incubada durante a noite a 4°C. Apdés a incubacdo, a membrana foi lavada 3x durante 5
minutos com solucdo de TBST, para retirar 0 excesso da solucdo de bloqueio. Em
seguida, a membrana foi colocada a incubar com 2 pl de anticorpo primario
(monoclonal anti-polyhistidin antibody produced in mouse; Sigma-Aldrich, EUA) em
TBST contendo 2% leite magro, diluido 1:10000, com agitacéo suave durante 2 horas a
temperatura ambiente. Decantou-se a solucdo contendo o anticorpo priméario e a
membrana foi lavada 3x 5 minutos com TBST. A membrana foi colocada, novamente, a
incubar com 2 pl de anticorpo secundario (anti-mouse IgG peroxidase; Sigma-Aldrich,
EUA) em TBST contendo 2% leite magro, diluido 1:5000, com agitacdo suave durante
1 hora a temperatura ambiente. Decantou-se a solucdo contendo o anticorpo secundario
e a membrana foi lavada 4x 5 minutos com TBST.

Para a deteccdo dos complexos antigénio-anticorpo foi utlizado o sistema
comercial SIGMAFAST™ DAB With Metal Enhancer (Sigma-Aldrich, EUA), segundo
as instrucbes do fabricante. A comparacdo entre a membrana e o gel permite, assim, a

identificacdo das proteinas relevantes e, eventualmente, o isolamento e caracterizacéo.

2.12. Quantificacdo das proteinas

A quantificacdo de proteinas nos extractos obtidos apds cromatografia de
afinidade foi efectuada utilizando um sistema comercial Protein Assay (Bio-Rad, EUA),
segundo as instrucdes do fabricante. O ensaio foi realizado em duplicado e através da
leitura da densidade dptica das amostras a 595 nm (D.O.s¢5 nm) Num espectrofotdmetro
UV/Vis Smart Spec™ 3000 (Bio-Rad, EUA). O valor de absorvancia obtido, em cada
amostra, foi utilizado para calcular a concentragdo de proteina purificada (mg/ml)
através de uma recta padrdo de densidade Optica versus concentracdo de proteina. Esta
recta padrdo foi construida utilizando concentragdes conhecidas de gama-globulina

sérica de bovino.
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3. RESULTADOS
3.1. Expansdo do CFAV em cultura de células C6/36

O virus CFA (CFAV) foi expandido (para obtencdo de uma suspensdo viral com
um titulo elevado) utilizando a linha celular C6/36 (derivada de Aedes albopictus),
conforme procedimento descrito na seccdo 2.1. do capitulo anterior. Ap6s uma
passagem (com reducdo da concentracdo de FBS no meio de cultura de 10% para 5%) e
cinco dias de incubacdo, foi possivel observar o efeito citopatico que melhor caracteriza
a replicacdo do CFAV nestas células, e do qual deriva a designacdo deste virus. De
facto, e tal como se pode verificar na Figura 3.1.B, as células C6/36 infectadas com o
CFAYV fundem-se (muito provavelmente entre si e com células ndo infectadas), dando

origem a formacao de sincicios de dimensdes variaveis.

Figura 3.1. Observacdo ao microscopico optico de células C6/36 ndo infectadas (A; x100) ou infectadas

com o CFAV (B; x400). As setas indicam os sincicios de diferentes dimensoes.

Findo o periodo de incubagdo acima mencionado, procedeu-se a recolha dos
sedimentos celulares e dos respectivos sobrenadante de culturas de células C6/36
infectadas com o CFAV, os quais serviram de material de partida para a extraccdo de
DNA gendmico total (sedimentos celulares) e de RNA viral (partindo dos sobrenadantes
de cultura). Com este material, pretendemos, inicialmente, verificar se os primers
desenhados (seccdo 2.4. do capitulo anterior) permitiam a amplificacdo de sequéncias
virais a partir do cDNA que ira ser preparado a partir de RNA viral, e se esses mesmos
primers permitiam, ou ndo a amplificacdo de sequéncias de um virus defectivo,
designado Cell Silence Agent (CSA), integrado sob a forma de maultiplos fragmentos de
DNA nas células C6/36 (Crochu et al., 2004). Antes, porém, de verificarmos estes dois
passos, optamos por nos assegurarmos da qualidade da matriz a ser utilizada. Para tal,

procedeu-se a utilizacdo de primers genéricos para a regido ITS dos operbes de rRNA
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dos mosquitos e constatar a possibilidade de amplificacdo de DNA a partir dos

sedimentos celulares obtidos.

3.2.  Amplificacdo de fragmentos de DNA a partir dos sedimentos de células

C6/36, por reaccdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os sedimentos de células C6/36 infectadas, ou ndo, com o CFAV foram
recolhidos e utilizados para extraccdo de DNA total. Uma por¢do do DNA total extraido
foi, posteriormente, amplificada por PCR (regido ITS1 do rRNA; ver sec¢do 2.2.1.) com
0 objectivo de verificarmos a sua integridade, tal como acima descrito. O resultado da
separacdo por electroforese em gel de agarose 1% comprovou a amplificagdo de um
fragmento de DNA com tamanho de aproximadamente 600pb (Figura 3.2).

M 1 2
1000pb —» =
—— <« ~ 600 pb
500 pb — -

Figura 3.2. Separacéo por electroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos usando primers
complementares a regido 1TS1 do operdo de rRNA e DNA extraido de células C6/36 infectadas, ou nao,
com o CFAV. (M) marcador de massa molecular, representado & esquerda (GeneRuler™ 100pb Plus
DNA ladder), e fragmento, de aproximadamente 600pb, correspondente ao produto de amplificacdo
obtido usando extractos de DNA de: (1) células C6/36 ndo infectadas; (2) células C6/36 infectadas com o
CFAV.

Subsequentemente, procedeu-se a tentativa de amplificacdo de sequéncias virais
a partir do DNA total extraido dos sedimentos celulares utilizando primers especificos
para o CFAV. Estes primers amplificam sec¢des do genoma do CFAV que codificam as
diferentes proteinas que nos propusemos produzir enquanto moléculas recombinantes
usando E. coli como hospedeira de expressdo. Foram elas a proteina estrutural da

capside (C), a glicoproteina estrutural de superficie (E) (ambas desprovidas de dominios
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hidrofobicos de insercdo em membranas), e as proteinas ndo estruturais NS3hel
(dominio com que confere a proteina actividade de helicase de RNA) e NS5B
(polimerase de RNA dependente de RNA).

A andlise dos produtos obtidos como resultado do processo de amplificagdo
revelou (em gel de agarose) a auséncia de DNA amplificado especificamente, sugerindo
que, durante a sua replicacdo em células C6/36, 0 CFAV nao se integrou no genoma das
mesmas. Por outro lado, os primers desenhados parecem ser especificos para o0 CFAV
(como esperado) ndo permitindo a amplificacdo de fragmentos do CSA. Assim, a
auséncia dos produtos de amplificacdo esperados usando extractos de DNA de células
C6/36 infectadas com CFAV traduz ainda a especificidade (ainda que parcial no caso
dos primers complementares a NS5B, pistas F na Figura 3.3) dos oligonucleotidos
desenhados tendo por base a sequéncia deste virus. No entanto, a presenca de um
fragmento de DNA com tamanho de aproximadamente 200pb foi constatada aquando da
utilizacdo de primers complementares a sequéncia codificante de NS5B 0s quais
permitem amplificar uma regido conservada da regido codificante desta proteina,
presente no genoma de todos os flavivirus conhecidos (Parreira et al., 2012) (Figura
3.3).

Figura 3.3. Observacdo dos produtos de PCR resultantes da amplificacdo de fragmentos de DNA
correspondentes as regiGes C, E, NS3hel e NS5B (extraido dos sedimentos celulares de C6/36 infectadas
com o CFAV), utilizando os primers especificos e ap0s a sua separacdo por electroforese em gel de
agarose. ldentificacdo das pistas: (A) células C6/36 ndo infectadas (controlo negativo). (B) amplificacdo
da regido codificante da proteina C; (C) amplificacdo da regido codificante da proteina E; (D)
amplificagdo da regido codificante da proteina NS3hel e (E) amplificacdo da regido codificante da
proteina NS5B, a partir de DNA extraido dos sedimentos celulares de C6/36 infectadas com o CFAV. (F)
amplificagdo de uma regido altamente conservada na sequéncia codificante da proteina NS5B, presente
no genoma de todos os flavivirus. (M) Marcador de massa molecular, representado a direita
(GeneRuler™ 100pb Plus DNA ladder).
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3.3.  Amplificacdo dos fragmentos do genoma do CFAV a partir de DNA
complementar (cDNA)

O RNA total extraido a partir de sobrenadante de cultura de células C6/36
infectadas com o CFAV foi utilizado para a producdo de cDNA, através da sua sintese
por transcricdo reversa (RT) usando hexameros de sequéncia aleatdria. Posteriormente,
a presenca de sequéncias complementares ao genoma do CFAV foi confirmada pela
amplificacdo, por PCR, de parte das regibes codificantes da proteina C, E, NS3hel e
NS5B, utilizando primers especificos (ver sec¢do 2.4 do capitulo anterior). A anélise
dos produtos obtidos como resultado desta amplificacdo revelaram a presenca, e tal
como esperado, de fragmentos de DNA com tamanhos de aproximadamente 321pb,
1180pb, 1236pb e 2660pb, correspondente as regides codificantes das proteinas C, E,
NS3hel e NS5B (Figura 3.4), respectivamente.

3000 pb

1000 pb

500 pb

Figura 3.4. Separacdo por electroforese em gel de agarose dos fragmentos de DNA amplificados por
PCR a partir de ¢cDNA produzido por transcricdo reversa (RT) a partir de RNA total extraido de
sobrenadante de cultura de células C6/36 infectadas pelo CFAV. Identificacdo das pistas: 1- Fragmento
correspondente ao produto de amplificacdo referente a regido codificante da proteina C. 2- Fragmento
correspondente ao produto de amplificacdo referente a regido codificante da proteina E. 3- Fragmento
correspondente ao produto de amplificacdo referente a regido codificante da proteina NS3hel. 4-
Fragmento correspondente ao produto de amplificacdo referente a regido codificante da proteina NS5B.
(M) Marcador de massa molecular (GeneRuler™ 100pb Plus DNA ladder). As setas assinalam a presenca

de fragmentos de DNA com os tamanhos esperados.
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3.3.1. Clonagem molecular de fragmentos do genoma do CFAV no vector
pJETL1.2/blunt

Os quatro fragmentos de DNA correspondentes a parte das regides codificantes
das proteinas C, E, NS3hel e a totalidade da sequéncia codificante de NS5B de CFAV,
uma vez amplificados por PCR, foram independentemente inseridos no vector
pJTEL.2/blunt usando E. coli NovaBlue como hospedeira de clonagem. O sistema de
clonagem utilizado permitiu a seleccdo, a priori, dos clones bacterianos contendo
plasmideos recombinantes, uma vez que o vector utilizado possui um gene “letal”
(codifica uma endonuclease de restrigéo de corte frequente) o qual, ao ser interrompido
por ligacdo de um inserto de DNA no local de clonagem, permite que as células
bacterianas com plasmideos recombinante se propaguem. A razdo pela qual foi
realizado este passo, prendeu-se, exclusivamente, com o facto de nos permitir estabilizar
as sequéncias codificantes das proteinas em estudo num vector de clonagem. Desta
forma, tal procedimento permitiu a obtencdo de uma boa quantidade de fragmentos de
DNA que codificam as proteinas em estudo através da sua amplificacdo,
posteriormente, por PCR, eliminando limitacdes impostas quanto a disponibilidade de
material bioldgico de partida (cDNA).

Apobs expansdo dos potenciais clones recombinantes em meio adequado (sete
colbnias para cada clone construido), e subsequente extraccdo do respectivo DNA
plasmidico, as moléculas de DNA recombinante foram identificadas pela analise do seu
padrdo electroforético em gel de agarose. Esta andlise foi baseada na comparacdo da
migracdo de aliquotas de extractos de DNA plasmidicos, proveniente de diferentes
clones, relativamente a um extracto de DNA plasmidico contendo moléculas de
referéncias de tamanho semelhante ao vector utilizado (aproximadamente 3kpb). As
potenciais moléculas recombinantes deveriam apresentar uma migracdo retardada
relativamente as de referéncias (Figura 3.5.), como resultado da insercdo de fragmentos
de DNA exdgeno (inserto), e do consequente aumento da respectiva massa molecular,

guando comparada com o vector de clonagem.
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Figura 3.5. Analise do padrdo de migracdo, em gel de agarose, do DNA plasmidico de alguns dos clones
bacterianos obtidos na sequéncia de clonagem de fragmentos de DNA referentes as regides C, E, NS3hel
e NS5B. A pista 1- DNA plasmidico correspondente ao vector pBluescriptSKII™ (Stratagene). (A) DNA
plasmidico correspondente a derivados do vector pJET1.2/blunt, contendo a regido C de CFAV; (B) DNA
plasmidico correspondente a derivados do vector pJET1.2/blunt potencialmente recombinantes, contendo
a regido E de CFAV; (C) DNA plasmidico correspondente a derivados do vector pJET1.2/blunt, contendo
a regido NS3hel de CFAV e (D) DNA plasmidico correspondente a derivados do vector pJET1.2/blunt,
contendo a regido NS5B de CFAV. As setas apontadas para cima indicam potenciais moléculas de DNA
plasmidico recombinante. A seta apontada para baixo indica a forma circular, covalentemente fechada e

super-enrolada do plasmideo pBluescriptSKII™ (Stratagene) com 3kpb.

Subsequentemente, a estrutura dos clones de DNA recombinante pretendidos foi
verificada através de uma andlise dos perfis electroforéticos dos fragmentos obtidos
mediante a hidrdlise dos plasmideos em estudo com diferentes enzimas de restricdo (ver
seccdo 2.6.3), cujos locais de reconhecimento e corte flanqueiam o local de clonagem
maultipla do vector utilizado (resultados ndo apresentados). Depois de confirmada a
estabilizacdo no vector pJET1.2/blunt das sequéncias codificantes das proteinas C, E,
NS3hel e NS5B, foi possivel obté-las numa quantidade aprecidvel através da sua
amplificagdo por PCR. Uma vez obtidos, esses fragmentos foram, entéo, digeridos com
enzimas adequadas para que pudessem vir a ser clonados nos vectores de expressdo
(pET-28b e pET-29b).
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3.4. Clonagem das regides codificantes das proteinas C, E, NS3hel e NS5B em
vectores de expressao proteica (pET-28b e pET-29b)

Para a construcdo dos vectores de expressdo contendo insertos correspondente as
sequéncias codificantes das proteinas C, E, NS3hel e NS5B de CFAV, foi realizada a
digestdo dos plasmideos em estudo com enzimas de restricdo adequadas. Os fragmentos
codificantes das proteinas C e E (produtos purificados) e o vector pET-28b foram
duplamente digeridos com os enzimas de restricdo Ncol e Notl. Quanto aos fragmentos
codificantes das proteinas NS3hel e NS5B (produtos purificados), estes foram
duplamente digeridos com os enzimas de restricdo Vspl e Notl e o vector pET-29b com
os enzimas de restricdo Ndel (que gera extremidades compativeis com as geradas apés

clivagem com Vspl) e Notl (procedimento descrito em 2.7.1.).

Apds as reaccOes de digestdo, procedeu-se a preparacdo de reaccdes de ligacdo
dos insertos de DNA aos vectores de expressdo, tal com descrito na secgdo 2.8. Em
seguida, estas foram utilizadas na transformacdo de células competentes de E. coli
NovaBlue. Foram seleccionadas col6nias contendo moléculas de DNA potencialmente
recombinantes e procedeu-se a extraccdo dos seus contedos em DNA plasmidico por
lise alcalina, e usando uma estratégia analitica semelhante a descrita em 3.3.1, a qual
nos permitiu seleccionar clones potencialmente recombinantes com base na migracao
retardada das moléculas de DNA plasmidico neles presentes relativamente as dos

vectores de clonagem originais (resultados ndo apresentados).

A fase seguinte correspondeu a confirmacdo da presenca dos insertos desejados
no plasmideo vector, a qual foi efectuada através de uma andlise dos perfis
electroforéticos dos fragmentos obtidos mediante a hidrolise dos plasmideos em estudo
com diferentes enzimas de restricdo: Vspl (pET-28b::C e pET-29b::NS3hel/NS5B),
Xhol (pET-28b::E) e Ncol (pET-29b::NS3hel). A confirmacdo da presenca dos
fragmentos do DNA de interesse foi indicada pelo perfil de digestdo enzimatica obtido
usando o enzima Vspl e Ncol. Neste, foi revelado, como esperado, a presenca de bandas
com aproximadamente 2,76kpb, 2,17kpb e 1,43kpb correspondente ao plasmideo pET-
29b::NS3hel digerido com o enzima Vspl. Este enzima corta cinco vezes o vector pET-
29b, na posicdo 382, 1810, 1869, 4627 e 4816, e ndo clivando a sequéncia do inserto.
Né&o foi possivel visualizar as outras duas bandas por terem relativamente menores
dimensGes (59 e 189pb). Analisando o perfil enzimatico originado pela digestdo com o
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enzima Ncol podemos visualizar a presenca de uma banda com aproximadamente
7,0kpb, uma vez que este enzima corte apenas uma vez o vector (posi¢do 212) (Figura
3.6.). Este procedimento foi equivalente para os restantes plasmideos construidos.

Figura 3.6. Andlise do perfil de digestdo resultante da hidrolise, pelos enzimas Vspl e Ncol de potenciais
plasmideos recombinantes contendo o inserto correspondente a regido codificante da proteina NS3hel.
(M) Marcador de tamanho molecular [ADNA/Eco911 (BstEII)]. As setas indicam os fragmentos de DNA
obtidos.

Apos a verificacdo da identidade dos clones recombinantes através da analise do
seu perfil de digestdo enzimatica, procedeu-se a extraccdo do DNA plasmidico, seguida
da sua purificacdo, e a subsequente sequenciacdo usando, para tal, primers universais
complementares a sequéncias localizadas nos limites do local de clonagem multipla dos
vectores pET utilizados. A sua sequenciagdo permitiu, essencialmente, constatar a
inser¢do correcta dos insertos de interesse nos vectores de expressdo, nomeadamente
verificando a distancia entre o promotor T7 e 0 coddo AUG de iniciacdo da traducao,
bem como da manutencao da grelha de leitura que permitiria a expressdo das 4 proteinas
do CFAV como extensdes de 6 residuos de histidinas nos seus extremos C-terminais

(resultados ndo apresentados).
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3.5.  Expressao de proteinas recombinantes
3.5.1. Efeito da inducdo da expressdo de proteinas heterélogas sobre o
crescimento de cultura de E. coli BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS

Um dos passos fundamentais para a expressdo, com sucesso, de proteinas
recombinantes em E. coli consiste na escolha, tdo criteriosa quanto possivel, da(s)
estirpe(s) de expressdo que vira(ao) a ser utilizada(s) para o efeito. Para este trabalho,
foram selecionadas as estirpes a BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS de E. coli.

Frequentemente, a estirpe BL21(DE3)pLysS é usada na expressdo de proteinas
heter6logas em E. coli pois combina a auséncia das proteases OmpT (localizada na
membrana externa) e Lon (localizada no citoplasma), com a possibilidade de expressédo
proteica sob o controlo de um promotor de transcrigdo altamente especifico (presente no
genoma do fago T7). Este promotor €, por sua vez, controlado pela actividade da
polimerase do fago T7, expressa a partir do genoma celular, onde a sua sequéncia
codificante faz parte do fago lambda (DE3), e no qual se encontra sob o controlo
transcricional de um promotor indutivel pelo IPTG. A este, é aliada a manutencao de
um nivel baixo de expressdo proteica [0 qual se deve a alguma “permeabilidade”
(leakiness) do sistema de expressao], através do controlo da actividade da polimerase de
RNA fagica pelo seu inibidor natural, a lisozima do fago T7, expressa a partir do

plasmideo pLysS.

Houve necessidade de considerar, que os antigénios virais que se pretendiam
expressar correspondem a proteinas codificadas por um virus de células eucariontes. Na
sequéncia codificante das mesmas constatou-se a presenca de coddes raramente
utilizados pela maioria das estirpes de E. coli (Tabela 3.1), e que, por conseguinte, ndo
deveriam ser reconhecidos de forma preferencial pelo pool de tRNAs acilados presente
no citoplasma da estirpe de E. coli BL21(DE3)pLysS. Pelo contrério, a estirpe de E. coli
Rosetta(DE3)pLysS transporta um derivado do plasmideo pLysS (designado pRARE)
onde se alia a sequéncia codificante da lisozima do fago T7 as que codificam tRNAs
para alguns dos coddes raramente utilizados por E. coli (AGG/Arg, AGA/Arg, AUA/Ile,
CUA/Leu, CCC/Pro, e GGA/GIy). Devido ao eventual desajuste na utilizacdo de coddes

foi feita uma andlise, em paralelo, das diferencas de expressdo nestas duas estirpes.
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Tabela 3.1. Frequéncia com que aparecem os coddes raros nas sequéncias das quatro regides codificantes
do genoma do CFAV (cépside, glicoproteina do inv6lucro, NS3hel e NS5B).

Proteina Coddes raros

AUA/lle AGG/Arg AGA/Arg CUA/Leu GGA/Gly CCC/Pro

C 0 4 4 1 8 2
E 4 4 2 5 14 1
NS3hel 4 6 4 2 11 4
NS5B 6 10 9 5 25 9

Para comecar, os potenciais efeitos deletérios da expressdo proteica sobre o
crescimento bacteriano foram analisados seguindo o crescimento das mesmas (uma vez
transformadas com plasmideos de expressao) apos a inducdo da expressao das proteinas
pretendidas. Para tal, o crescimento de clones derivados das estirpes de E. coli BL21
(DE3)pLysS e de E. coli Rosetta(DE3)pLysS, transformadas, ou n&o, com o0s
plasmideos de expressdo ou os seus derivados, foram seguidos atraves do registo da
densidade optica (600 nm) de culturas mantidas a 37°C nas quais, uma vez atingido o
valor D.0.=0,5, a expressdo proteica foi induzida com adicdo de IPTG para uma
concentracéo final de 1mM (tal como sugerido pelo manual do sistema pET/Novagen,

disponivel em http://pef.aibn.ug.edu.au/support/ material/download/ Novagen pET

system manual2003.pdf). Estas culturas foram, entdo, mantidas a 30 e 37°C, com

agitacdo, durante 4 horas. Os valores de D.O. obtidos pela monitorizagdo do
crescimento bacteriano com leituras feitas a intervalos regulares de 30 minutos foram
utilizados para a construcdo de curvas de crescimento para cada uma das estirpes. Ao
contréario do que foi registado para os derivados de E. coli BL21(DE3)pLysS contendo
o0s 4 plasmideos de expressdo construidos e nas quais, a indugdo de expressdo de cada
uma das proteinas pretendidas, quer a 30 ou 37°C, ndo teve qualquer impacto no
crescimento das mesmas (resultados ndo apresentados). Os registos relativos ao
crescimento dos derivados de E. coli Rosetta(DE3)pLysS estdo graficamente

representados nas Figuras 3.7. e 3.8.
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Figura 3.7. Curvas de crescimento em meio LB. (A) Figura representa as curvas de crescimento de
culturas de E.coli Rosetta(DE3)pLysS ndo transformada e transformada com os plasmideos pET-28b::C e
pET-28b::E, ndo induzidas e induzidas a uma densidade optica (D.O. gy nm) de 0.5 com concentracdo de 1
mM de IPTG e incubadas a 30°C. (B) Figura representa as curvas de crescimento de culturas de E.coli
Rosetta (DE3)pLysS ndo transformada e transformada com os plasmideos pET-28b::C e pET-28b::E, ndo
induzidas e induzidas a uma densidade 6ptica (D.O. g0 nm) de 0.5 com concentragdo de 1 mM de IPTG e

incubadas a 37°C. Nos painéis A e B, o tempo é indicado em horas ap0s o inicio da inducao.

Como se pode verificar pela analise da Figura 3.7.B, a temperatura de 37°C as
culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS uma vez induzida a expressao das proteinas C e
E de CFAYV, apresentam uma reducdo na taxa de crescimento, quando comparadas com
as culturas transformadas ndo induzidas. Esta reducdo foi, especialmente, evidente no
caso proteina viral E. Este dado sugere que a desaceleracdo no crescimento bacteriano
(relativamente as estirpes onde a expressao proteica ndo foi induzida) possa resultar de
um qualquer efeito toxico associado a producdo das proteinas heterdlogas em questdo
ou, em alternativa, da mobilizagdo da maquinaria celular para a producdo das proteinas
do CFAV, reduzindo, assim, o crescimento bacteriano. Por outro lado, as mesmas
culturas, quando induzidas e incubadas a temperatura de 30°C, apresentam uma ligeira

reducdo na taxa de crescimento, quando comparadas com as culturas ndo induzidas.
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Figura 3.8. Curvas de crescimento em meio LB. (A) Figura representa as curvas de crescimento de
culturas de E.coli Rosetta(DE3)pLysS nédo transformada e transformada com os plasmideos pET-
29b::NS3hel e pET-29b::NS5B, ndo induzidas e induzidas a uma densidade 6ptica (D.O. gy nm) de 0.5
com concentracdo de 1 mM de IPTG, e incubadas a 30°C. (B) Figura representa as curvas de crescimento
de culturas de E.coli Rosetta (DE3)pLysS ndo transformada e transformada com os plasmideos pET-
29b::NS3hel e pET-29b::NS5B, ndo induzidas e induzidas a uma densidade éptica (D.O. gy nm) de 0.5
com concentra¢do de 1 mM de IPTG, e incubadas a 37°C. Nos painéis A e B, o tempo é indicado em

horas apds o inicio da inducéo.

Como pode ser verificado pela figura acima, as culturas de E. coli Rosetta
(DE3)pLysS transformadas com os plasmideos pET-29b::NS3hel e pET-29b::NS5B
induzidas e incubadas as temperaturas 30 e 37°C tiveram um comportamento (taxa de
crescimento) similar, quando comparadas com as culturas transformadas (ndo
induzidas) e com as culturas néo transformadas (n&o induzidas e induzidas). Este dado
indica que a producdo destas proteinas nesta estirpe ndo parece exercer qualquer efeito
de toxicidade com impactos directos sobre o metabolismo celular ou promover, por
mobilizacdo de recursos metabdlicos, uma desaceleragdo no crescimento das mesmas.

Enquanto que o registo, aquando da inducdo da expressdo de proteinas
heterdlogas em E. coli, de um impacto, mais ou menos significativo, de alteragcdes no

crescimento celular, pode ser indicativa de que estas estdo, de facto, a ser produzidas in
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vivo, 0 contrario ndo €, necessariamente verdadeiro. Ou seja, a auséncia de um efeito da
inducdo da expressdo de proteinas sobre o crescimento de uma estirpe bacteriana pode,
simplesmente, traduzir uma auséncia de efeitos nefastos da sua producéo e acumulagéo
sobre o metabolismo celular, e ndo auséncia da sua sintese. Por esta razéo, em paralelo
com a monitorizacdo do impacto da presumivel sintese de proteinas codificadas pelo
CFAV em E. coli, procedeu-se a recolhida de aliquotas durante a monitorizacdo do
crescimento bacteriano, de forma a constatar a expressdo das proteinas heterdlogas
pretendidas. Apos a sua recolha, as células contidas nos diferentes sedimentos celulares
foram ressuspendidas em tampdo de amostra e desnaturadas por calor, conforme o
procedimento descrito na secc¢do 2.9.4. Os extractos proteicos totais obtidos a partir de
derivados de E. coli BL21(DE3)pLysS (transformada, ou ndo, com os plasmideos de
expressao) foram analisados por SDS-PAGE. Esta analise foi baseada na comparacéo de
bandas proteicas identificadas nos extractos analisados relativamente a extractos
derivados de E. coli BL21(DE3)pLysS transformadas, apenas, com os vectores pET-28b
e pET-29b, e a um marcador de massa molecular contendo bandas proteicas de
referéncia (massa molecular conhecida).

Através desta analise foi possivel constatar, a aparente auséncia, 4 horas apos
inducdo a 30 e a 37°C, das proteinas desejadas (Figura 3.9), em extractos proteicos
totais obtidos a partir de derivados de E. coli BL21(DE3)pLysS. Estes dados indicam
que, muito provavelmente, a ndo observacdo de qualquer tipo de impacto da inducdo da
expressao de proteinas heter6logas no crescimento destas estirpes se deve a auséncia de
expressdo das proteinas C, E, NS3hel e NS5B, ou a sua produ¢do em quantidades téo
diminutas que relegam a sua deteccdo para a utilizacdo de métodos analiticos mais

sensiveis (exemplo: deteccdo com anticorpos ou marcacao radioactiva).

M
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Figura 3.9. Analise do padréo electroforético em gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-PAGE) de extractos
proteicos totais derivados de culturas de E. coli BL12(DE3)pLysS nédo transformada e transformada com
os plasmideos construidos, 4 horas ap6s inducdo com 1 mM de IPTG a 30 e 37°C. Identificacdo das
pistas: M - marcador de massa molecular (Lonza, EUA); 1-Controlo (estirpe sem o vector de expressao);
2, 3, 4 e 5- extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli BL21(DE3)pLysS transformada com
os plasmideos pET-28b::C, pET-28b::E, pET-29b::NS3hel e pET-29b::NS5B, induzidos a 30°C; 6, 7, 8 e
9- extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli BL21(DE3)pLysS transformada com os
plasmideos pET-28b::C, pET-28b::E, pET-29b::NS3hel e pET-29b::NS5B, induzidos a 37°C.

De forma a constatar se a expectavel presenca em E. coli Rosetta(DE3)pLysS de
tRNAs acilados ndo existente em E. coli BL21(DE3)pLysS se traduziu na producdo de
uma quantidade significativamente diferente das diferentes proteinas do CFAV,
extractos proteicos totais de derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS foram
também analisados por SDS-PAGE. Esta analise permitiu, de facto, confirmar a
presenca de uma banda com aproximadamente 12kDa, correspondente & massa estimada
da proteina C, nos extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli
Rosetta(DE3)pLysS transformada com o plasmideo pET-28b::C, depois das culturas
bacterianas terem sido induzidas a temperatura de 37°C com 1mM de IPTG durante 4
horas. No entanto, 0 mesmo ndo se verificou quando as culturas bacterianas foram
induzidas a temperatura de 30°C com 1mM de IPTG durante 4 horas. Por outro lado,
nem sempre foi possivel visualizar, de forma clara, as bandas dos extractos proteicos
totais derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS transformada com o0s
plasmideos pET-28b::E, pET-29b::NS3hel e pET-29b::NS5B, ap6s a inducdo da
expressao proteica a temperatura de 30 e 37°C com 1mM de IPTG durante 4 horas. Tal
facto, pode ocorrer quando ha sobreposicdo da banda correspondente a proteina
recombinante com outra banda de E. coli Rosetta(DE3)pLysS. Além disso, as bandas
esperadas correspondentes as proteinas C, E, NS3hel e NS5B néo séo visualizadas em
extractos proteicos preparados a partir de culturas que ndo foram sujeitas a tratamento
com IPTG, dando a indicag¢@o de que ndo ocorre “expressdo basal” consideravel (Figura
3.10. e Figura 3.11.).
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Figura 3.10. Analise do padrdo electroforético em gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-PAGE) de
extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS ndo transformada e
transformada com os plasmideos construidos, 4 horas apés indu¢do com 1 mM de IPTG a 30 °C e 37°C.
(A) A figura representa 0s extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS
ndo transformada e transformada com os plasmideos pET-28b::C e pET-28b::E, apds indugdo com 1mM
de IPTG a 30°C. Identificagdo das pistas: M - marcador de massa molecular (Lonza, EUA); le 2-ndo
transformada (indugdo t=0h e t=4h); 3, 4 e 5- transformada com o plasmideo pET-28b::C (inducéo t=0h,
t=2h e t=4h); e 6, 7 e 8- transformada com o plasmideo pET-28b::E (inducéo t=0h, t=2h e t=4h). (B) A
figura representa 0s extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS néo
transformada e transformada com os plasmideos plasmideo pET-28b::C e pET-28b::E, ap6s indu¢do com
1mM IPTG a 37°C. Identificacdo das pistas: M - marcador de massa molecular (Lonza, EUA); 1e 2-ndo
transformada (indugdo t=0h e t=4h); 3, 4 e 5- transformada com o plasmideo pET-28b::C (inducéo t=0h,
t=2h e t=4h); e 6, 7 e 8- transformada com o plasmideo pET-28b::E (indugdo t=0h, t=2h e t=4h). As setas

indicam as bandas presumivelmente correspondentes a proteina C.
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Figura 3.11. Andlise do padrdo electroforético em gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-PAGE) de
extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS ndo transformada e
transformada com os plasmideos construidos, 4 horas apds inducdo com 1 mM de IPTG a 30 °C e 37°C.

(A) A figura representa 0s extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS
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ndo transformada e transformada com os plasmideos pET-29b::NS3hel e pET-29b::NS5B, ap6s indugdo
com 1mM de IPTG a 30°C. Identificacdo das pistas: M - marcador de massa molecular (Lonza, EUA); 1e
2-ndo transformada (inducdo t=0h e t=4h); 3, 4 e 5- transformada com o plasmideo pET-29b::NS3hel
(inducdo t=0h, t=2h e t=4h); e 6, 7 e 8- transformada com o plasmideo pET-29b::NS5B (inducéo t=0h,
t=2h e t=4h). (B) A figura representa os extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli
Rosetta(DE3)pLysS ndo transformada e transformada com os plasmideos plasmideo pET-29b::NS3hel e
PET-29b::NS5B, ap6s indugdo com 1mM IPTG a 37°C. Identificacéo das pistas: M - marcador de massa
molecular (Lonza, EUA); 1e 2-ndo transformada (indugdo t=0h e t=4h); 3, 4 e 5- transformada com o
plasmideo pET-29b::NS3hel (indugdo t=0h, t=2h e t=4h); e 6, 7 e 8- transformada com o plasmideo pET-
29b::NS5B (inducdo t=0h, t=2h e t=4h).

Apds a avaliacdo da inducdo da expressdo através da monitorizacdo do
crescimento bacteriano, procedeu-se com a optimizacdo de dois parametros distintos,
utilizando apenas a estirpe de E. coli Rosetta(DE3)pLysS, por razbes mencionadas

acima.

3.5.2. Efeito da temperatura e concentracdo de indutor na expressao de proteina

A verificacdo dos niveis de expressdo proteica foi levada a cabo através da
avaliacdo que nela tém dois pardmetros distintos: a temperatura de crescimento
bacteriano e a concentracdo do indutor (IPTG). Estes parametros podem influenciar,
independentemente, o crescimento celular e a producdo de proteina. Foram testadas trés
temperaturas diferentes: 15, 25 e 37°C, sendo que a inducdo da producdo de proteinas
heter6logas foi induzida pela adicdo de 1mM de IPTG durante aproximadamente 16
horas. Findo este periodo de tempo procedeu-se a recolhida de aliquotas que,
posteriormente, foram ressuspendidas em tampdo de amostra para posterior analise por
SDS-PAGE (procedimento descrito em 2.9.4 capitulo anterior). Através desta analise
foi possivel constatar a expressdo da proteina C, revelada pela identificacdo no extracto
proteico total derivado de uma cultura mantida a 37°C e induzida com IPTG de uma
banda com aproximadamente 12kDa. Esta mesma banda foi visualizada no extracto
proteico total derivado de uma cultura mantida a 25°C e induzida com IPTG, mas
indicando que o nivel de expressdao foi mais baixo quando comparado com o extracto
proteico derivado de uma cultura mantida a 37°C (e induzida com IPTG). O mesmo néo

aconteceu no extracto proteico derivado de uma cultura mantida a 15°C e induzida com
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IPTG, em que ndo foi possivel visualizar a mesma banda. Esta mesma banda néo é foi
visualizada, como esperado, nos extractos proteicos derivados das culturas mantidas a
15, 25 e 37°C e induzidas com IPTG, correspondentes a E. coli Rosetta(DE3)pLysS ndo
transformada com o vector pET-28b (Figura 3.12.A). No entanto, ndo foi possivel
visualizar de forma clara bandas correspondentes as esperadas proteinas E, NS3hel e
NS5B nos extractos proteicos totais das estirpes onde deveriam estar presentes (Figura
3.12.A e Figura 3.12.B).
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Figura 3.12. Analise do padrdo electroforético em gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-PAGE) dos
extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS ndo transformada e
transformada com os plasmideos construidos, ap6s a indugcdo com 1mM de IPTG a 15, 25 e 37°C durante
a noite. (A) A figura representa 0s extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli
Rosetta(DE3)pLysS ndo transformada e transformada com os plasmideos pET-28b::C e pET-28b::E.
Identificacdo das pistas: M- marcador de massa molecular (Lonza, EUA); 1, 2 e 3- ndo transformada
(inducdo a 15, 25 e 37°C); 4, 5 e 6- transformada com o plasmideo pET-28b::C (indugdo a 15, 25 e 37°C);
e 7, 8 e 9- transformada com o plasmideo pET-28b::E (indugdo a 15, 25 e 37°C). (B) A figura representa
0s extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS nédo transformada e
transformada com os plasmideos plasmideo pET-29b::NS3hel e pET-29b::NS5B. Identificacdo das pistas:
M- marcador de massa molecular (Lonza, EUA); 1, 2 e 3- ndo transformada (inducédo a 15, 25 e 37°C); 4,
5 e 6- transformada com o plasmideo pET-29b::NS3hel (inducdo a 15, 25 e 37°C); e 7, 8 e 9-
transformada com o plasmideo pET-29b::NS5B (inducdo a 15, 25 e 37°C). As setas indicam as bandas

presumivelmente correspondentes a proteina C.

Outro parametro avaliado foi a concentracdo do indutor (IPTG), tendo sido
analisada a expressao de proteinas durante 4 horas a temperatura de 37°C (procedimento
descrito na sec¢do 2.9.2) testando duas concentracgdes (0,4 e 1 mM) desta substancia. Os
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extractos proteicos totais obtidos a partir de derivados de E. coli Rosetta(DE3)pLysS
(transformada com os plasmideos pET-28b::C/E e pET-29b::NS3hel/NS5B) foram
analisados por SDS-PAGE. Esta anélise revelou que os niveis de expressdo proteica
resultantes da utilizacdo de duas concentracbes distintas de IPTG foram,
essencialmente, equivalentes, tendo sido possivel visualizar uma banda com
aproximadamente 12kDa, correspondente & massa estimada para a proteina C, tanto nos
extractos proteicos totais derivados de culturas induzidas com 0,4 mM de IPTG como
nos extractos proteicos totais derivados de culturas induzidas com 1 mM de IPTG. No
entanto, ndo foi possivel visualizar bandas correspondentes as proteinas E, NS3hel e
NS5B, tanto nos extractos proteicos totais derivados de culturas induzidas com 0,4 mM
de IPTG como nos extractos proteicos totais derivados de culturas induzidas com 1 mM
de IPTG (Figura 3.13.).
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Figura 3.13. Analise do padrdo electroforético em gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-PAGE) dos
extractos proteicos totais derivados de culturas de E. coli Rosetta (DE3)pLysS ndo transformada e
transformada com os plasmideos construidos, ap6s indugdo com 0,4 e 1 mM de IPTG a 37°C durante 4
horas. Identificagdo das pistas: M- marcador de massa molecular (Lonza, EUA); 1- controlo (estirpe sem
vector de expressdo) onde a expressdo proteica ndo foi induzida; 2- controlo (estirpe sem vector de
expressdo) onde a expressdo proteica foi induzida com 1mM de IPTG; 3 e 4- transformada com o
plasmideo pET-28b::C (inducdo com 0,4 e 1 mM de IPTG); 5 e 6- transformada com o plasmideo pET-
28b::E (inducdo com 0,4 e 1 mM de IPTG); 7 e 8- transformada com o plasmideo pET-29b::NS3hel
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(inducdo com 0,4 e 1 mM de IPTG); 9 e 10- transformada com o plasmideo pET-29b::NS5B (indugdo

com 0,4 e 1 mM de IPTG). As setas indicam as bandas, provavelmente, correspondentes a proteina C.

Ap0s a verificacdo dos dois parametros optou-se por, nas fases seguintes, induzir
a expressao das proteinas em estudo com 1 mM de IPTG durante 4 horas a 37°C.

(condigbes de referéncia, tal como sugerido em http://pef.aibn.ug.edu.au/support/

material/download/Novagen pET system manual2003.pdf).

3.5.3. Verificacdo da solubilidade de proteinas heter6logas

A verificacdo da solubilidade das proteinas recombinantes expressas em E. coli
foi feita analisando a fraccdo proteica de sedimentos celulares de culturas induzidas com
1mM de IPTG e incubadas durante 4 horas a 37°C. Estes sedimentos celulares foram
ressuspendidos em tampdo de lise (ver na sec¢do 2.9.3.) e as células desintegradas por
sonicacdo (ciclos com 60% de amplitude maxima, com um racio de 0,5 entre as
emissdes sonoras e as pausa ciclicas, durante um 1 a 10 minutos). Apds uma
centrifugacdo, foram obtidas duas fraccBes: uma sollvel (correspondendo ao
sobrenadante) e uma insollvel (correspondendo ao sedimento), tendo estas duas
fraccBes sido, de seguida, analisadas por electroforese em gel de poliacrilamida
(Tricina-SDS-PAGE). Através desta analise foi possivel visualizar bandas
correspondendo a proteinas com aproximadamente 12, 43 e 49kDa, supostamente
correspondentes as proteinas C, E e NS3hel, na fraccdo insoltvel, dando a indicacéo de
que nas estirpes onde a sua producdo foi induzida tenha ocorrido a formacdo de que
corpos de inclusdo. Quanto as pistas correspondentes as fraccdes sollveis referentes as
proteinas C e E, revelam a, quase, auséncia de bandas proteicas e, tal facto, muito
provavelmente, deve-se a lise incompleta das células durante a sonicacdo. Por outro
lado, ndo foi possivel visualizar a banda correspondente a proteina NS5B, tanto na
fraccdo soluvel como na fracgédo insoluvel. Este facto, muito provavelmente, deve-se a
sua producdo em quantidades diminutas, que relegam a sua deteccéo para a utilizacéo de
métodos analiticos mais sensiveis (por exemplo: deteccdo com anticorpos ou marcagdo

radioactiva) (Figura 3.14.).
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Figura 3.14. Analise do padrdo electroforético em gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-PAGE) de
aliquotas das fraccbes soltveis (Fs) e insoliveis (Fi) obtidas a partir de extractos proteicos totais
derivados de culturas de E. coli Rosetta (DE3)pLysS ndo transformada e transformada com os plasmideos
construidos, onde foi induzida a producgdo da proteina C, E, NS3hel e NS5B. Identificacdo das pistas: M-
marcador de massa molecular (Lonza, EUA); 1- extracto proteico total derivados de culturas de E. coli
Rosetta (DE3)pLysS ndo transformada; 2 e 3- fracgdo insollvel e solGvel correspondente a proteina C; 4 e
5- frac¢do insolivel e solivel correspondente a proteina E; 6 e 7- fracgdo insolivel e sollvel
correspondente a proteina NS3hel; e 8 e 9- fraccéo insollvel e solivel correspondente a proteina NS5B;
As setas indicam, provavelmente, as proteinas de interesse.

3.5.4. Purificacdo de proteinas recombinantes com “caudas” de hexahistidina

Para a confirmacédo da identidade das proteinas C, E, NS3hel e NS5B expressas
em E. coli como produtos recombinantes fundidos a uma “cauda” de histidina,
prosseguiu-se com a purificacdo das mesmas por cromatografia de afinidade com ibes
niquel. A purificacdo foi realizada forcando (por centrifugacdo) a passagem de um
extracto proteico através de uma coluna de cromatografia empacotada com resina
contendo i6es niquel imobilizados. Esta técnica foi realizada em condigdes
desnaturantes e em condic¢des nativas (procedimentos experimentais descritos em 2. 10.
1.22.10.2).

A desnaturagdo proteica foi assegurada pela presenca de uma elevada
concentracdo (8 M) de ureia, uma vez que este composto, exercendo uma acgédo
caotropica, vai desnaturando e solubilizando as diferentes proteinas presentes num
extracto. As solucdes de ligacdo e lavagem das colunas onde proteinas com caudas de

histidinas sdo imobilizadas incluiam na sua composi¢cdo imidazol. Esta molécula

62



RESULTADOS

apresenta uma estrutura quimica em anel, com afinidade para os i6es niquel, com a
finalidade de reduzir a formacéo de ligacfes ndo especificas entre estes ides e eventuais
proteinas contaminantes com menor afinidade para a matriz. O imidazol, em elevada
concentracdo, pode ainda ser usado para a elui¢do da proteina que se pretende purificar.
Neste trabalho optou-se, pela eluicdo com trés concentracOes diferentes de imidazol,
100, 200 e 500 mM. Realizaram-se entre quatro a seis passos de lavagens, com 600 pl
cada, e trés passos de eluigdo com 300 pl cada. Posteriormente, realizou-se a analise dos
produtos obtidos (eluatos) por electroforese em gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-
PAGE).

A andlise dos eluatos obtidos na sequéncia da purificacdo de proteinas em
condicBes desnaturantes permitiu a deteccdo das proteinas com massas moleculares
compativeis com as calculadas (teoricamente) para C, E, NS3hel e NS5B a partir do
primeiro eluato. Neste, estas apresentavam um nivel de purificacdo consideravel,
revelado pela presenca de bandas proteicas bem evidentes com massas moleculares
esperadas de aproximadamente 12, 43, 49 e 100kDa (pista 5, 6, 7 e 8). No entanto, em
quase todos eles constatou-se ainda a presenca de uma quantidade variavel de proteinas
contaminantes (nomeadamente nos extractos contendo as proteinas E, NS3hel e NS5B)
que ndo foram removidas das colunas de cromatografia pela solucdo de lavagem
utilizada. Uma forma de contornar este problema consistiu na adicdo 30 mM de
imidazol ao tampdo de ligacdo das proteinas a coluna de cromatografia, com o objectivo
de diminuir a ligagdo inespecifica de outras proteinas a mesma. No entanto, mesmo
nestas condicdes, os eluatos revelaram, repetidamente, uma pequena quantidade de
proteinas contaminantes. Ainda assim, foi possivel obter a proteina C com um nivel de

purificacdo consideravel (Figura 3.15.).
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Figura 3.15. Resultados da purificacdo por cromatografia de afinidade com ides Ni®* das proteinas C, E,
NS3hel e NS5B a partir de lisados bacterianos. Identificacdo das pistas: M- marcador de massa molecular
(Lonza, EUA); 1, 2, 3 e 4- extractos proteicos purificados em condi¢Bes nativa correspondentes as
proteinas C, E, NS3hel e NS5B; 5, 6, 7 e 8- extractos proteicos purificados em condi¢Bes desnaturantes
correspondentes as proteinas C, E, NS3hel e NS5B. As setas indicam as proteinas recombinantes

purificadas.

Como se pode verificar pela analise da figura 3.15., a eluic¢do das proteinas C, E,
NS3hel e NS5B purificadas em condigfes nativas (pista 1, 2, 3 e 4), revelou a presenga
de uma banda correspondente a uma proteina com uma massa compativel com a
estimada (teoricamente) para a proteina C. No entanto, ndo sO a presenca das proteinas
E, NS3hel e NS5B ndo foi evidente como também se verificou a presenca de uma
grande quantidade de contaminantes nos eluatos obtidos, proteinas estas que
permaneceram fixadas as colunas cromatograficas apesar das sucessivas lavagens das
mesmas. A ndo fixacdo, em condi¢cbes nativas, das proteinas E, NS3hel e NS5B as
colunas de cromatografia podera dever-se ao facto de que, durante a sua producao, estas
possam ter adquirido uma conformacéo, de tal forma que a “cauda” de histidina pode
ndo ter ficado exposta na superficie proteica, impedindo, entdo, a sua ligacdo a resina.
Em contrapartida, a solubilizacdo dos corpos de inclusdo com 8 M de ureia tera
promovido a desnaturacdo de todas (ou pelo menos a maioria) das proteinas nos
extractos produzidos, de forma que a “exposicdo” das “caudas” de histidina, terd

viabilizado a sua ligacdo aos ifes niquel da coluna.

Uma forma de confirmar a autenticidade das proteinas produzidas e purificadas
com “caudas” de histidina, e que tém a massa molecular esperada, é a sua deteccao

utilizando métodos analiticos tais como a sua deteccdo com anticorpos (Western Blot).

3.5.5. Deteccdo de proteinas por Western Blot

Com objectivo de confirmar a presenca de “caudas” de histidina nas proteinas
purificadas em condi¢des nativas e desnaturantes, procedeu-se a deteccdo das mesmas
por Western Blot, usando, para tal, um anticorpo anti-histidina, conforme procedimento
descrito na seccdo 2.11. do capitulo anterior. Os resultados de imunodetec¢éo,
referentes as proteinas purificadas, em condigdes desnaturantes, a partir aos extractos

proteicos totais das diferentes estirpes derivadas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS
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expressando proteinas do CFAV, permitiram confirmar, de forma especifica, a presenca
de dominios ricos em histidinas em quatros proteinas com aproximadamente 12, 43, 49
e 100kDa. Tal como esperado, estas deverdo corresponder as proteinas C, E, NS3hel e
NS5B (pista 1, 2, 3 e 4). Quanto aos extractos proteicos obtidos em condi¢cfes nativas,
foi possivel detectar, apenas, a proteinas C (pista 1, Figura 3.16.B). Por outro lado, os
resultados de imunodeteccdo, referentes aos extractos proteicos totais obtidos das
diferentes estirpes derivadas de E. coli BL21(DE3)pLysS expressando proteinas do
CFAYV, revelaram a auséncia de dominios ricos em histidinas em proteinas, que
deveriam corresponder as proteinas C, E e NS5B (pista 2, 3 e 5). No entanto, na pista 4
em que foi possivel confirmar a presenca de um dominio rico em histidina numa
proteina com aproximadamente 49kDA, a qual, devera corresponder a proteina NS3hel
(Figura 3.16.B).
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Figura 3.16. Deteccdo especifica das proteinas recombinantes. (A) A figura representa o gel corado com
solugdo de Rouge Ponceau antes de realizar-se 0 “Western Blot”. Da esquerda para direita: extractos
proteicos totais: 1- E. coli BL21(DE3)pLysS nédo transformada (controlo); 2, 3, 4 e 5- E. coli
BL21(DE3)pLysS transformada com os plasmideos pET-28b::C/E, e pET-29b::NS3hel/NS5B. (M)
marcador de massa molecular (Lonza, EUA). Extractos purificados em condigBes nativas e desnaturantes,
correspondentes a E. coli Rosetta(DE3)pLysS transformada com os plasmideos pET-28b::C/E e pET-
29b::NS3hel/NS5B: 1- C, 2- E, 3- NS3hel e 4- NS5B. (B) A figura representa o gel de “Western Blot”. Da
esquerda para direita: extractos proteicos totais: 1- E. coli BL21(DE3)pLysS néo transformada; 2, 3, 4 e
5- E. coli BL21(DE3)pLysS transformada com os vectores pET-28b::C/E e pET-29b::NS3hel/NS5B. (M)
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marcador de massa molecular (Lonza, EUA). Extractos purificados em condi¢des nativas e desnaturantes,
correspondente a E. coli Rosetta(DE3)pLysS transformada com os vectores pET-28b::C/E e pET-
29b::NS3hel/NS5B: 1- C, 2- E, 3- NS3hel e 4- NS5B. As setas indicam as proteinas recombinantes

detectadas.

Abaixo da banda da proteina de interesse (pista 4 a esquerda e pista 3 a direita,
Figura 3.16.B) reconhecida pelo anticorpo anti-histidina, registou-se ha presenca de
outras bandas correspondendo a proteinas com massas inferior a esperada, que
igualmente reagiram com o anticorpo anti-histidina. Estas devem corresponder a

produtos resultantes da degradacéo de NS3hel.
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4. DISCUSSAO DE RESULTADOS

O Cell Fusing Agent Virus (CFAV) foi o primeiro “flavivirus especifico de
insectos” (ISF) a ser descrito (Stollar e Thomas, 1975) e, tal como os demais ISF, é
expectavel que, na Natureza, esteja exclusivamente adaptado ao seu hospedeiro natural
(Aedes aegypti). Ainda que, in vitro, a sua replicacdo ocorra em celulas de Ae.
albopictus (como sao as que compdem a linha celular designada C6/36), ndo replica em

células de vertebrados (Cammisa-Parks et al., 1992).

Apesar de ter sido identificado h&a mais de trés décadas (1975), a verdade é que
muito pouco (ou nada) se conhece sobre a sua biologia. Dado o seu parentesco
filogenético com alguns outros flavivirus encontrados naturalmente em mosquitos de
diferentes géneros colhidos em diferentes regides do globo, o CFAV podera ser usado
como modelo genérico para o estudo de ISF, incluindo a analise da sua estratégia
replicativa, e as interaccdes que estabelece, in vitro e in vivo, com as células em que
replica. Tal pode acontecer, ou pelo menos algumas das etapas deste processo s6 podem
ser avaliadas, se estiverem disponiveis ferramentas, tais como, anticorpos, de
preferéncia monoclonais. Obviamente, que a producdo destes anticorpos pode ser
levado a cabo usando péptidos sintéticos como antigénios, a verdade é que, 0 processo
funciona melhor se forem usadas proteinas inteiras, devido a grande variedade de
epitopos disponiveis. Dada a pouca informacéo disponivel sobre a biologia dos ISF em
geral, bem como do CFAV em particular, seria também, interessante analisar a estrutura
tridimensional das suas proteinas, por exemplo, através de técnicas cristalograficas, ou
estudar a actividade de algumas delas, tais como, as ndo estruturais (NS), e para tal, é
necessario que a possamos trabalhar com proteinas pura ou, pelo menos, extractos

proteicos com elevado grau de pureza.

Neste contexto, e tendo em conta o facto de haver enorme limitacdo no que
respeita a disponibilidade de ferramentas béasicas que possam ser usadas,
laboratorialmente, tendo em vista uma melhor compreensdo da sua biologia, com o
presente trabalho propusemo-nos a optimizar protocolos que permitissem a expressao e
purificacdo de quatro proteinas codificadas pelo CFAV: duas proteinas estruturais (C e
E), e duas proteinas ndo estruturais (NS3hel e NS5B). Ainda que se as proteinas em
causa sejam codificadas por um virus que infecta células eucariontes, a verdade é que as

vantagens dos sistemas de expressao proteica baseados na utilizacédo de E. coli levaram
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a sua escolha como hospedeira para a producdo de proteinas virais como fusdes a

“caudas” (tags) de hexahistidina.

A primeira etapa do trabalho aqui apresentado consistiu na expansdo do CFAV a
partir de um lisado gentilmente cedido por V. Stollar numa linha celular, designada
C6/36, de forma a obter uma suspensdo viral de elevado titulo. Tal como descrito
inicialmente por Stollar e Thomas (1975), foi possivel observarmos o efeito citopatico
que caracteriza a replicacao deste virus nestas células, o qual se traduz pela formacéo de
sincicios de tamanhos variaveis. Ainda que ndo tenhamos procedido a titulagdo da
suspensdo viral assim obtida (através da quantificacdo de acidos nucleicos ou antigénios
virais), o RNA extraido de sobrenadantes de culturas permitiu verificarmos a
especificidade dos primers desenhados no decurso deste trabalho, através da
amplificacdo de sequéncias virais presentes no cDNA que foi preparado a partir de
extractos de RNA viral. Estes mesmos primers foram utilizados na tentativa de
amplificacdo de sequéncias virais a partir de DNA total também extraido dos
sedimentos celulares (células infectadas). Os resultados obtidos evidenciam que durante
a sua replicacdo em células C6/36, o CFAV ndo se integrou no genoma das mesmas. De
igual modo, os primers desenhados parecem ser especificos para o CFAV (como
esperado) ndo permitindo a amplificacdo dos fragmentos remanescentes de um virus
(agora defetivo) designado Cell Silence Agent (CSA), integrado sob a forma de
maltiplos fragmentos de DNA no genoma das células C6/36 (Crochu et al., 2004;
Hoshino et al., 2007). No entanto, foi possivel constatar a presenca de um fragmento de
DNA com tamanho de aproximadamente 200pb aquando da utilizacdo de primers
complementares a sequéncia codificante de NS5B. Estes resultados ndo sdo, no entanto
inesperados, dado que os primers utilizados nas amplificagdes de parte da sequéncia
codificante de NS5B tém como alvo uma regido conservada da regido que codifica esta
proteina, presente no genoma de todos os flavivirus conhecidos (Parreira et al., 2012).

A obtencdo de cDNA a partir do RNA viral, através da sintese por transcri¢do
reversa (RT), permitiu, entdo, a amplificacdo, por PCR, das regifes dos genes
codificantes das proteinas C (proteina estrutural da capside), E (glicoproteina estrutural
de superficie), NS3hel (dominio que confere a proteina ndo estrutural NS3 actividade de
helicase de RNA) e NS5B (polimerase de RNA dependente de RNA) do CFAYV, sob a
forma de fragmentos de DNA com aproximadamente 321pb, 1180pb, 1236pb e 2660pb.
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A amplificacdo, por PCR, destas regides alvo foram conseguidas ap6s optimizacdo do
protocolo de amplificacdo. Além disso, e porque a expressao de proteinas heterdlogas
com dominios hidrofobicos pode gerar uma seérie de problemas, as sequéncias
complementares aos primers que permitiram amplificar as sequéncias codificantes das
proteinas estruturais C e E foram identificadas de forma a eliminar dos produtos
amplificados as regifes que codificam sec¢des hidrofébicas destas proteinas. Desta
forma, antecipamos melhorar a sua expressdo em E. coli. De modo semelhante, o
desenho dos primers para a amplificacdo de NS3hel teve por base a delimitacdo do
dominio responsavel pela sua actividade de helicase de RNA na sequéncia de NS3 do
CFAV. De facto, embora muitos estudos ja reportem a caracterizagdo do dominio com
actividade de protease deste tipo de proteinas codificadas por flavivirus diversos, muito
poucos sao aqueles que se dedicam ao estudo das helicases.

Neste trabalho foi proposta, a priori, a insercdo independentemente dos produtos
de PCR obtidos para as quatro regides (C, E, NS3hel e NS5B) no vector pJTE1.2/blunt
usando E. coli NovaBlue como hospedeira de clonagem. Este procedimento permitiu a
estabilizacdo das sequéncias codificantes de proteinas do CFAV no vector plasmidico e
a obtencdo de quantidades, a priori ilimitadas, de fragmentos de DNA que codificam as
proteinas em estudo, através da sua amplificacdo, por PCR. Posteriormente, a expansdo
dos potenciais clones recombinantes em meio adequado, subsequente extrac¢do do
respectivo DNA plasmidico, confirmacdo do perfil de digestdo enzimatica de cada um
dos clones recombinantes, a amplificacdo (por PCR), a purificacdo, consumou-se a
reaccao de ligacdo dos insertos obtidos aos vectores de expressao utilizados (pET-28b e
pET-29b).

A utilizacdo da bactéria Gram-negativa E. coli como hospedeira de expressdo
apresenta inumeras vantagens tais como, rapido crescimento, facil sub-cultura e
conservacao, e a rapida expressdo das proteinas a produzir, as quais podem ser obtidas
com, elevado rendimento e a custo relativamente baixo (Yin et al., 2007; Demain e
Vaishnav, 2009). Apesar, dos inimeros sistemas de expressdao de proteinas heterologas
centrados na utilizacdo de E. coli apresentam, frequentemente, uma notavel capacidade
para produzir proteinas com elevado rendimento, eles apresentam ainda assim, varias
limitagBes. A parte do facto de que a expressdo, em células procariontes, de proteinas

com origem em células eucariontes (ou nos seus virus) carecer das eventuais
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modificacdes pds-traducionais que estas podem sofrer in vivo, a expressdo de proteinas
heter6logas pode resultar na sua producdo em quantidades diminutas devido a sua
toxicidade. Em alternativa, se as sequéncias que codificam as proteinas a expressar
contém muitos coddes raramente utilizados em E. coli, as limitacbes quantitativas
decorrentes da baixa quantidade de tRNAs no citoplasma do hospedeiro de expressdo
pode, ainda, levar & incorporacdo de aminodcidos erréneos e/ou o truncamento do
polipéptido a ser sintetizado, causando efeitos deletérios sobre os niveis de expresséo e
a qualidade de proteinas heter6logas produzidas (Mirzahoseini et al., 2011). Porém, e
como forma a minimizar este efeito, encontram-se disponiveis diversas estirpes
bacterianas geneticamente modificadas, para atender as mais diversas condi¢bes de

expressdo de proteinas recombinantes (Baneyx, 1999).

Neste trabalho, as estirpes de expressdao utilizadas foram E. coli
BL21(DE3)pLysS e E. coli Rosetta(DE3)pLysS. Esta escolha baseou-se nalgumas das
suas caracteristicas. Por um lado, ambas possuem um gene que codifica uma polimerase
de RNA do fago T7 (sob o controlo transcricional do promotor lacUV5) integrado no
genoma de uma variante ndo indutivel do fago lambda (DE3), o qual pode ser induzido
com IPTG. Além de apresentarem deficiéncia nas proteases OmpT e Lon, possuem um
plasmidio designado pLysS (ou um dos seus derivados) que codifica um gene que Ihes
confere resisténcia ao cloranfenicol e um gene que codifica a lisozima do fago T7, a
qual é, por sua vez, inibidora natural da respectiva polimerase de RNA e, por
consequéncia, permite manter o nivel de expressdo proteica basal a um nivel reduzido.
Por outro lado, a estirpe Rosetta(DE3)pLysS tem como caracteristica muito particular
transportar genes que codificam tRNA para coddes raramente utilizados em E. coli
(AGG/Arg, AGA/Arg, AUA/lle, CUA/Leu, CCC/Pro, e GGA/Gly) num derivado de
pLysS designado pRARE. Basicamente, a utilizagdo destas duas estirpes de expressao
permitiram-nos verificar até que ponto as diferencas entre as suas caracteristicas podem

afectar a expressao de uma, ou mais, das proteinas que nos propusemos produzir.

Quando se pretende produzir uma proteina heterdloga usando E. coli como
hospedeira de expressdo, a escolha do sistema de expressao € fundamental. Um dos
sistemas de expressdo mais frequentemente usado, e que inclui uma panoplia de
vectores plasmidicos, é comercialmente conhecido por pET (Novagen). Os vectores

PET integram uma familia de plasmideos a partir dos quais a expressdo proteica pode
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ser induzida, e controlada, através da accdo combinada da polimerase de RNA do fago
T7 e dos promotores de transcri¢cdo por esta reconhecidas (Snyder e Champness, 1997;
Baneyx, 1999). Além disso, este sistema permite obter niveis de expressdo mais
elevados, maior controlo sobre o nivel de expressdo basal, bem como escolher as

“caudas” (tags) de fusdo em N-terminal e C-terminal para deteccdo, purificacdo e

localizacdo da proteina a ser produzida (http://pef.aibn.ug.edu.au/support/material/
download/Novagen pET system manual 2003.pdf).

Os vectores de expressdo utilizados neste trabalho foram o pET-28b e o pET-
29b. Estes vectores contém um promotor reconhecido pela polimerase de RNA do fago
T7 (0 qual ndo é reconhecido pela polimerase de RNA de E. coli), uma sequéncia do
operador lac (lacl), o local de clonagem mdltipla e um gene que confere resisténcia a

canamicina (kan).

A insercéo dos vectores de expressao (pET-28b e pET-29b) contendo o0s insertos
desejados (C, E, NS3hel e NS5B) em hospedeiros de expressao, permitiu, assim, estudar
os efeitos da inducao da expressdo de proteinas recombinantes e avaliar a sua toxicidade
através da monitorizacdo do crescimento bacteriano, utilizando duas temperaturas 30 e
37°C. Os resultados obtidos para os derivados de E. coli BL21(DE3)pLysS contendo 0s
4 plasmideos de expressdo construidos (induzidas a 30 e 37°C), mostraram que a
inducdo da expressdo proteica ndo pareceu ter qual quer impacto no crescimento das
mesmas. O mesmo ndo aconteceu com as culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS
contendo o plasmideo de expressdo da proteina C e o plasmideo de expressdo da
proteina E, em que uma vez induzida a expressdo proteica e incubadas a 37°C, as
culturas bacterianas apresentaram uma reducdo na sua taxa de crescimento, quando
comparadas com as culturas bacterianas ndo induzidas, especialmente evidente no caso
proteina viral E. Por outro lado, as mesmas culturas quando induzidas e incubadas a
30°C apresentam uma ligeira reducdo na taxa de crescimento quando comparadas com
as culturas ndo induzidas. Estes resultados sugerem que a desaceleracdo no crescimento
bacteriano (relativamente as estirpes onde a expressdo proteica nao foi induzida) possa
resultar ou de um qualquer efeito toxico associado a producéo das proteinas heterdlogas
em questdo ou, em alternativa, da mobilizacdo da maquinaria celular para a produgéo
das proteinas do CFAV, reduzindo, assim, o crescimento bacteriano. Miroux e Walker,

1996, demostraram que um componente essencial da toxicidade da sobre-expressao de
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proteina em sistemas de E. coli pode estar ligado a transcricdo do gene de interesse e
que, a sobre-expresséo de certos produtos, como por exemplo, da B-galactosidade, pode
levar a destruicdo de RNAs ribossomais e, subsequentemente, causar efeitos letais a
célula. Outros estudos evidenciam que a sobre-expressao, provavelmente, ocorre devido
ao desacoplamento da transcricdo da traducdo (lost e Dreyfus, 1995; Makarova et al.,
1995). No entanto, uma das estratégias utilizada para suprimir os efeitos toxicos
provocados pelo nivel de expressdo basal € a co-transformacdo de um plasmideo (pLysS
ou pLysE) que codifica a lisozima T7 (inibidora da polimerase de RNA do fago T7)
com o plasmideo contendo o gene de interesse (Miroux e Walker, 1996; Mierendorf et
al., 1999).

Ao contrério das culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS contendo o plasmideo
de expressao da proteina C e o plasmideo de expressao da proteina E, as estirpes de E.
coli Rosetta(DE3)pLysS contendo o plasmideo de expressdo da proteina NS3hel e o
plasmideo de expressdo da proteina NS5B, quando induzidas e incubadas a 30 e 37°C,
parecem ndo exercer qualquer efeito de toxicidade com impactos directos sobre o
metabolismo celular, pois que, apresentaram um comportamento similar, quando
comparadas com as culturas transformadas (ndo induzidas) e com as culturas ndo
transformadas (induzidas e ndo induzidas). Alem disso, estes dados d&o a indicacdo de

que estas proteinas estdo, de facto, a ser produzidas in vivo.

Quanto ao nivel de expressdo proteica, foi possivel constatar, a aparente
auséncia, 4 horas ap6s inducdo a 30 e 37°C, das proteinas desejadas nos extractos
proteicos totais obtidos a partir de derivados de E. coli BL21(DE3)pLysS contendo os
plasmideos construidos. Por outro lado, nos extractos proteicos totais de derivados de E.
coli Rosetta(DE3)pLysS contendo o plasmideo de expressdo da proteina C, 4 horas ap6s
inducdo a 37°C com 1 mM de IPTG, foi possivel constatar a presenca de uma banda
com aproximadamente 12kDa, correspondente a massa estimada da proteina C. Mas, 0
mesmo nem sempre foi possivel constatar nos extractos proteicos totais derivados de E.
coli Rosetta(DE3)pLysS contendo os 3 plasmideos de expressdo das proteinas E,
NS3hel e NS5B. Estes dados corroboram com um estudo desenvolvido em parceira com
varios laboratérios em que confirmaram que, 0 uso de estirpes que transportam o
plasmideo pLysSRARE (codifica tRNA para codBes raramente usados por E. coli)

apresentou melhores resultados, aquando da expressdao de proteinas de origem em
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células eucariontes (Berrow et al., 2006). Estes resultados permitem comparar, assim, o
nivel de expressdo de proteinas desejadas nos dois sistemas utilizados, que diferem num
facto em particular, pLysS [E. coli BL21(DE3)pLysS] e pLYysSRARE [E. coli Rosetta
(DE3)pLysS].

Tanto a temperatura de crescimento bacteriano, como a concentracao de indutor
(IPTG), podem influenciar, independentemente, o crescimento celular e a producao de
proteina. Estudos publicados tém demonstrado que a temperatura de crescimento
bacteriano pode influenciar na producgdo de proteina, ndo s6 acelerando a sua sintese
através da estimulacdo, dentro de certos limites, do metabolismo celular, como, e
principalmente, afectando a sua solubilidade. Normalmente, a temperaturas baixas a
solubilidade da proteina aumenta, ja a temperaturas mais elevadas a sua producdo em
maior escala pode conduzir a formacéo de agregados insoltveis, também designados de
corpos de inclusdo (Carrié e Villaverde, 2002; Berrow et al., 2006; Vera et al., 2007).
Um outro estudo referiu que concentracbes elevadas de indutor podem resultar em
rendimentos de proteina heterdloga superior a 50% de proteina celular total e que, a
incapacidade da bactéria suportar todas as modificacdes pos-traducionais que uma
proteina requer para a aquisicdo de uma estrutura tridimensional correcta podem

proporcionar também a formacéo de corpos de inclusdo (Baneyx e Mujacic, 2004).

No presente estudo foram verificados os niveis de expressdo proteica através da
avaliacdo de dois pardmetros distintos: a temperatura de crescimento bacteriano e a
concentracdo do indutor (IPTG). Das trés temperaturas testadas (15, 25 e 37°C durante
16h, com 1 mM de IPTG) sé foi possivel verificar que houve expressdo da proteina C,
nos extractos proteicos totais derivados de E. coli Rosetta(DE3)pLysS contendo o
plasmideo de expressdo da proteina C, induzidos a 25 e 37°C. Além disso, ndo foram
visualizadas de forma clara as bandas correspondentes as proteinas E, NS3hel e NS5B
nos extractos proteicos totais derivados de E. coli Rosetta(DE3)pLysS contendo os
plasmideos de expressdo destas mesmas proteinas. Quanto as duas concentracdes de
IPTG testadas, 0,4 mM e 1 mM, os resultados foram equivalentes e, apenas, foi possivel
visualizar uma banda com aproximadamente 12kDa, correspondente & massa estimada
para a proteina C, em ambas as concentragdes. Muitas vezes, ao utilizarmos
concentragdes elevadas de indutor, o sistema pode responder negativamente resultando

na obtencdo de quantidades diminutas de proteina do que quando utilizamos
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concentracdes baixas de indutor. Neste caso, e ainda que os resultados obtidos,
referentes as duas concentracdes de IPTG utilizadas fossem equivalentes, 1 mM de
IPTG ndo pareceu induzir qualquer alteragdo negativa na expressdo proteica. Por esta
razdo, optou-se por trabalhar, nas fases seguintes, 1 mM de IPTG, de acordo com as

instrucbes referidas no manual de referéncia http://pef.aibn.ug.edu.au/support

/material/download/Novagen pET system manual2003.pdf). Quanto, a temperatura,

optou-se por trabalhar com a temperatura de 37°C e induzir as culturas durante 4 horas.

Como ndo existem regras pre-definidas no que diz respeito a definicdo de
condicdes que permitam a expressao heterologa de proteinas num qualquer hospedeiro,
tanto nas etapas de expressdo como durante a subsequente purificacdo, os protocolos
utilizados sdo quase sempre adaptacdes dependentes da proteina a ser produzida. Além
disso, a questdo da solubilidade da proteina recombinante é um factor determinante na

elaboracdo dos protocolos de purificacéo.

Neste trabalho, uma das limitagdes que constatamos prendeu-se com aparente
incapacidade, nalguns casos, de promocdo, por sonicacdo, de uma lise das células
bacterianas, provavelmente associada a sobressaturacdo da suspensdo bacteriana. Apds
a realizacdo da sonicacdo, para a desintegracdo das células, verificou-se a solubilidade
dos extractos proteicos totais obtidos, para cada uma das proteinas em estudo. Os
resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-PAGE) permitiram a
visualizacdo de bandas com aproximadamente 12, 43 e 49kDa, correspondentes as
proteinas C, E e NS3hel, na fraccéo insolivel, dando indicacdo de que nas estirpes onde
a sua producéo foi induzida tenha ocorrido a formacao de corpos de inclusdo. No que
diz respeito aos extractos proteicos totais correspondente a proteina NS5B, ndo foi
possivel visualizar uma banda no gel, tanto na fraccdo solivel como na fraccdo
insoltvel. Tal facto pode acontecer, provavelmente, devido a sobreposicdo da banda
correspondente a proteina recombinante com outra banda de E. coli
Rosetta(DE3)pLysS, e/ou devido a sua producdo em quantidades diminutas, que
relegam a sua deteccdo para a utilizagdo de métodos analiticos mais sensiveis.
Analogamente, um estudo demonstra que proteinas recombinantes de CFAV sao,
normalmente, produzidas como corpos de incluséo insollveis (Peyrefitte et al., 2007).
No entanto, nos extractos proteicos totais correspondentes as proteinas C e E, constatou-

se que a lise celular ndo foi completa, dai a auséncia de proteinas nas frac¢fes sollveis.

75


http://pef.aibn.uq.edu.au/support%20/material/download/Novagen%20pET%20system%20manual2003.pdf
http://pef.aibn.uq.edu.au/support%20/material/download/Novagen%20pET%20system%20manual2003.pdf

DISCUSSAO DE RESULTADOS

Estes dados parecem indicar que, ou utilizou-se células “a mais”, e/ou as condi¢des de
sonicagdo ndo foram ideais. Consequentemente, devido ao factor tempo, ndo foram
realizados mais protocolos de lise, além disso, queriamos verificar se as proteinas
desejadas estavam, efectivamente, ou ndo, nos extractos proteicos totais obtidos.
Obviamente, que em futuros trabalhos teriamos de fazer alteracbes aos protocolos
utilizados, e/ou utilizacdo de ciclos de congelacdo e descongelacdo antecedendo a
sonicagdo, ou submetendo as células bacterianas a mecanismos de lise fisica mais

agressivos que a sonicacdo, tais como o seu tratamento numa prensa de French.

Existem inimeras técnicas disponiveis para a purificacdo de proteinas a partir de
um extracto complexo. Os procedimentos em causa e a ordem dos métodos a aplicar
dependem do tipo de proteina e empregam-se de acordo com as caracteristicas da
mesma. Ou seja, depende da localizacdo e da solubilidade da proteina, da acessibilidade
da “cauda” (tag) de fusdo, e/ou se a actividade bioldgica deve ser mantida. O processo
de purificacdo pode ser feito em condi¢bes desnaturantes ou nativas. Proteinas que
permanecem sollveis no citoplasma, ou que sdo secretadas, geralmente, podem ser
purificadas em condicbes nativas. A purificacdo de proteinas sollveis é de execugdo
rapida e menos dispendiosa, do que a purificacdo e renaturacdo de proteinas a partir de
corpos de inclusdo (Sorensen e Mortensen, 2005). No entanto, a purificacdo em
condicBes nativas pode ser prejudicada se a proteina alvo for insollvel, agregada em
corpos de inclusdo, ou se possuir uma estrutura terciaria que obstrui a cauda de fusdo da
proteina. Em situagdes como estas, a proteina pode ser purificada em condi¢fes em que
se promova a sua desnaturacao, utilizando para tal elevadas concentracdes de reagentes
caotrdpicos, tais como, a ureia ou o hidrocloreto de guanidina, de forma, a permitir a
desnaturacdo e a solubilizacdo da mesma (Bornhorst e Falke, 2000; Singh e Panda,
2005).

Através da passagem de extractos proteicos totais através de uma coluna de
cromatografia empacotada com resina contendo i6es niquel imobilizados realizamos a
purificacdo das proteinas C, E, NS3hel e NS5B do CFAV, expressas em fusdo com uma
cauda de hexahistidina, quer em condigdes nativas, quer em condi¢des desnaturantes.
Relativamente aos resultados obtidos, as tentativas de purificacdo de proteinas em
condicBes desnaturantes revelaram a presenca das proteinas com massas moleculares

compativeis com as calculadas (teoricamente) para C, E, NS3hel e NS5B. Estas
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apresentavam um nivel de purificacdo consideravel, revelado pela presenca de bandas
proteicas bem evidentes com massas moleculares esperadas de aproximadamente 12,
43, 49 e 100kDa, na Figura 3.17.B. Quanto aos resultados obtidos na sequéncia da
purificacdo de proteinas em condigdes nativas, estes revelaram, apenas, a presenca de
uma banda correspondente a uma proteina com uma massa compativel com a estimada
para a proteina C. Estes resultados parecem indicar que, apenas, a proteina C pode ser
purificada nas duas condices, e que as restantes proteinas s6 podem ser purificadas em
condi¢cdes desnaturantes. Face aos objectivos tracados, seria mais interessante
purificarmos as proteinas desejadas em condicdes nativas pois que, assim, seria possivel
estudarmos actividade de algumas delas, nomeadamente, nomeadamente, da NS3hel e
NS5B. Obviamente, que sera necessario, em futuros trabalhos, ajustar alguns
parametros de modo, a melhorar a solubilidade das proteinas obtidas. A formacdo de
corpos de inclusao representa um obstaculo para a producéo de proteinas, uma vez que,
mesmo favorecendo o elevado rendimento de produto e a possibilidade de se obter o
produto quase puro, a recuperacéo in vitro da sua bioactividade depende tecnicamente
de diferentes e complexos procedimentos de renaturacdo (Carrio e Villaverde, 2002;
Singh e Panda, 2005). Muitas vezes, o rendimento global de proteina bioactiva a partir
de corpos de inclusdo é cerca de 15-25% de proteina total e representa 0 maior custo de
producdo de proteina recombinante em E. coli (Singh e Panda, 2005).

Subsequentemente, com a utilizacdo de métodos analiticos tais como a detec¢do
com anticorpos anti-histidina (Western Blot), foi possivel confirmar a autenticidade das
proteinas produzidas e purificadas (condi¢cdes nativas e condi¢cdes desnaturantes) com
“caudas” de histidinas. Os resultados dos extractos proteicos totais obtidos em
condicBGes desnaturantes, permitiram confirmar, de forma especifica, a presenca de
dominios ricos em histidinas em quatros proteinas com aproximadamente 12, 43, 49 e
100kDa, as quais, e tal como esperado, deverdo corresponder as proteinas C, E, NS3hel
e NS5B. Pelo contrario, nos extractos proteicos obtidos em condi¢des nativas, foi
possivel detectar, apenas, a proteinas C, com aproximadamente 12kDa, na Figura
3.18.B.

Feita a imunodeteccdo de dominios ricos em histidina em quatro proteinas,
procedeu-se a quantificacdo de, apenas, a proteina C nos extractos totais obtidos. O

valor para o extracto proteico total que contém a proteina C (1,25mg/ml), parece
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aproximar-se a real quantidade de C no extracto purificado. E de salientar que mesmo
nos extractos proteicos totais quando observamos directamente o extracto de proteinas
totais a banda correspondente a C foi sempre facilmente identificada em todos os geéis
de SDS-PAGE preparados. Embora todos os demais extractos apresentem um nivel de
purificacdo aparentemente bom, as concentracdes aparentes calculadas parecem estar
francamente inflaccionadas, tal como demonstram os resultados das quantificacdes
efectuadas (ndo apresentados), devendo tal facto estar associado a presenca de proteinas

contaminantes.

Em suma, podemos afirmar que foi possivel expressar as quatros proteinas
codificadas pelo CFAV em E. coli. Rosetta(DE3)pLysS, sob a forma de corpos de
inclusdo. Apesar de os corpos de inclusdo serem resistentes a protedlise, de conterem
grandes quantidades de material relativamente puro (Baneyx e Mujacic, 2004; Yin et.
al., 2007), e de simplificar a purificacdo de proteinas, ndo ha qualquer garantia de que a
sua renaturacao in vitro, atraves, por exemplo, da remocéo do agente desnaturante por
diélise possa conduzir a obtencdo de grandes quantidades de produto biologicamente
activo (Terpe, 2006). No entanto, é do conhecimento que a extensdo de agregacao de
proteinas é determinada, pelo menos parcialmente, por uma combinacdo de parametros
do processo, incluindo a composicdo de meio de cultura, a temperatura de crescimento,
a taxa de producdo (como resultado de diversos factores, tais como a dosagem do gene
alvo, a forca do promotor, a estabilidade do mRNA e uso de coddes), e a
disponibilidade de moléculas chaperones (Baneyx, 1999; Stevens, 2000; Sorensen e
Mortensen, 2005; Terpe, 2006; Ventura e Villaverde, 2006). Todos estes factores
podem ser manipulados de modo melhorar a solubilidade, o rendimento, assim como, a

qualidade da proteina heter6loga produzida.
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A expressdo de proteinas e peptidos heterélogos em E. coli estd bem
documentada e é muitas vezes eficaz para a producdo de quantidades suficientes de
proteinas recombinantes. Diversos factores podem ser optimizados, como a estirpe
hospedeira, a escolha do vector, 0 meio e a temperatura de crescimento, de modo a
melhorar, de forma significativa, a qualidade conformacional, o rendimento de

producdo e a solubilidade de proteinas recombinantes produzidas (Stevens, 2000).

No presente trabalho quatro proteinas, designadas C, E, NS3hel e NS5B,
codificadas pelo genoma do CFAV foram clonadas em vectores de expressdo proteica
(PET-28b e pET-29b) para permitir a sua expressdo como proteinas de fusdo com uma
“cauda” de hexahistidina na regido C-terminal, producdo esta regulada por um promotor
indutivel, derivado do genoma do fago T7. A expressdao de proteinas de interesse foi
realizada em culturas de E. coli BL21 (DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS com 1mM de
IPTG durante 4 horas a 37°C. A purificacdo das quatro proteinas em questao foi levada
a cabo em condicdes desnaturantes e nativas, tendo a primeira abordagem permitido a
obtencdo de extractos proteicos parcialmente puros. Posteriormente, foi verificada a
identidade das proteinas expressas usando a técnica de Western Blot, na qual foram
detectadas, de forma especifica, a presenca de dominios ricos de histidina. As quatro
proteinas com aproximadamente 12, 43, 49 e 100kDa, deverdo, e tal como esperado,

corresponder as proteinas C, E, NS3hel e NS5B.

Para além da analise de sequéncias de “flavivirus especificos de insectos”,
amplificadas a partir de amostras colhidas em populagdes naturais de mosquitos de
diversas regibes do mundo, bem como a analise filogenética a partir de fragmentos
correspondente, maioritariamente, as regides codificantes das proteinas E, NS3 e NS5
(Cook et al., 2012; Cook et al., 2006; Crabtree et al., 2003; Crochu et al., 2004;
Hoshino et al., 2007), a sua comparacdo com as de outros flavivirus, pouco tem sido
extensivamente estudado no que diz respeito a expressdo e purificacdo de proteinas,
codificadas por estes genomas virais. A andlise do CFAV, ndo é excepcdo, e, a
semelhanga do que diz respeito aos demais IFS, a literatura que reporta a analise deste

virus e dos seus produtos é extremamente limitada.

No entanto, devemos salientar que os resultados obtidos no presente trabalho
deixam em aberto varios desafios, como o0 de optimizar processos de renaturagdo in

vitro, das proteinas obtidas sob a forma de corpos de inclusdo, podendo resultar em
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proteinas nativas que, posteriormente, poderdo vir a ser utilizadas tanto como antigénios
para a producdo de anticorpos, cristaliza-las para a determinagdo das suas estruturas
tridimensionais e/ou, e especialmente no que diz respeito a NS3hel e NS5B, utiliza-las
em ensaios que visem a sua caracterizacdo bioquimica do ponto de vista da sua

actividade enzimatica.
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