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RESUMO

A infecção pelo vírus da dengue (DENV) representa um sério desafio para a saúde pública.

Nos países tropicais e subtropicais, aproximadamente 3 bilhões de indivíduos estão em

situação de vulnerabilidade à infecção pelo DENV. Ainda são necessárias ferramentas para

auxiliar para melhor entender a biologia do DENV. Estratégias para a detecção de células

infectadas in vitro com o DENV estão disponíveis. Entretanto, há limitações em sua

utilização. Portanto, o objetivo deste trabalho é gerar uma construção plasmidial capaz de

detectar o vírus da Dengue quando transfectada em células Vero. Para isso, uma construção

correspondente a fita inversa e complementar (fita negativa) contento a região 5’ não

traduzida, parte da sequência codificante, gene da proteína fluorescente verde e a região 3’

não traduzida foram clonadas no plasmídeo pcDNA3.1 myc/his. Esse plasmídeo foi inserido

por transfecção em células Vero. Após o processo de seleção, as células foram infectadas com

DENV2 e não apresentaram fluorescência. Há pouco conhecimento sobre a replicação da fita

negativa do DENV2, e algum elemento não descrito pode ser necessário para a permitir o

funcionamento dessa construção plasmidial. O sistema de seleção por antibiótico também

pode ter impactado na produção de proteína e, consequentemente, na construção plasmidial.

Palavras-chave: Dengue, enhanced green fluorescent protein (EGFP), Negative-Sense RNA

Viruses.
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RESUMO EM LÍNGUA ESTRANGEIRA
(ABSTRACT - inglês)

Dengue virus (DENV) infection poses a serious challenge to public health. In tropical and

subtropical countries, approximately 3 billion individuals are vulnerable to DENV infection.

Tools are still needed to better understand DENV biology. Strategies for the detection of

infected cells with DENV in vitro are available. However, there are limitations in their use.

Therefore, the aim of this work is to generate a plasmid construction capable of specifically

detecting the DENV when transfected into Vero cells. To achieve this, a corresponding

reverse and complementary strand (negative strand) containing the untranslated 5' region, part

of the coding sequence, green fluorescent protein gene, and the untranslated 3' region were

cloned into the pcDNA3.1 myc/his plasmid. This plasmid was introduced into Vero cells

through transfection. After the selection process, the cells were infected with DENV2 but did

not exhibit fluorescence. There is limited knowledge about the replication of the negative

strand of DENV2, and some undescribed element may be necessary to enable the functioning

of this plasmid construction. The antibiotic selection system may have also impacted protein

production and, consequently, the plasmid construction.

Keywords: Dengue, enhanced green fluorescent protein (EGFP), Negative-Sense RNA

Viruses.
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RESUMO

A infecção pelo vírus da dengue (DENV) representa um sério desafio para a saúde pública.

Nos países tropicais e subtropicais, aproximadamente 3 bilhões de indivíduos estão em

situação de vulnerabilidade à infecção pelo DENV. Ainda são necessárias ferramentas para

auxiliar para melhor entender a biologia do DENV. Estratégias para a detecção de células

infectadas in vitro com o DENV estão disponíveis. Entretanto, há limitações em sua

utilização. Portanto, o objetivo deste trabalho é gerar uma construção plasmidial capaz de

detectar o vírus da Dengue quando transfectada em células Vero. Para isso, uma construção

correspondente a fita inversa e complementar (fita negativa) contento a região 5’ não

traduzida, parte da sequência codificante, gene da proteína fluorescente verde e a região 3’

não traduzida foram clonadas no plasmídeo pcDNA3.1 myc/his. Esse plasmídeo foi inserido

por transfecção em células Vero. Após o processo de seleção, as células foram infectadas com

DENV2 e não apresentaram fluorescência. Há pouco conhecimento sobre a replicação da fita

negativa do DENV2, e algum elemento não descrito pode ser necessário para a permitir o

funcionamento dessa construção plasmidial. O sistema de seleção por antibiótico também

pode ter impactado na produção de proteína e, consequentemente, na construção plasmidial.
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INTRODUÇÃO

A infecção pelo vírus da dengue (DENV) é um grave problema de saúde pública. Em países

tropicais e subtropicais, estima-se que cerca de 3 bilhões de pessoas vivem sob risco de serem

infectadas pelo DENV (1). Recentemente, durante a pandemia em 2020, houve um aumento

no número de casos de dengue, sendo considerado um vírus de importância pública que

perdeu apenas para o COVID-19 em relação ao número de casos (2). Segundo a Organização

Pan-Americana da Saúde (PAHO) , o Brasil apresentou o maior número de casos na América

em 2023, com 1.515.460 casos, sendo 654 casos graves, considerada assim uma endemia no

país (3).

O vírus possui 4 sorotipos (DENV 1-4) e sua transmissão ocorre pela picada do mosquito

vetor infectado, que se reproduz em lugares úmidos com água parada, muitas vezes presente

em locais residenciais. Esse vírus se restringe apenas aos primatas na sua gama de

hospedeiros vertebrados até então confirmados (4). Essa infecção pode causar desde sintomas

febris moderados até doença hemorrágica e síndrome do choque grave, podendo levar à morte

(5). A doença pode ser classificada em 3 estágios (febre hemorrágica de dengue, febre de

dengue e febre não diferenciada) e sua taxa de mortalidade pode chegar até 20% (6).

Em 2023, a vacina (Qdenga) foi aprovada pela ANVISA para uso contra o DENV, entretanto

ela ainda não está disponível no SUS, apenas nos sistema privado de saúde. Ela possui

proteção contra os 4 sorotipos e é indicada para crianças acima de 4 anos e adultos até 60 (7).

No Brasil, não há tratamento com antivirais disponíveis e poucos indivíduos têm acesso ao

diagnóstico laboratorial. Assim, o principal método de controle para prevenção das infecções

pela dengue é o controle da população de mosquitos transmissores, através da remoção de

criadouros no domicílio ou no peridomicílio ou utilização inseticida ou repetentes (8).

Portanto, ainda se fazem necessárias ferramentas que possam auxiliar no desenvolvimento

tecnológico para o combate ao DENV.

Esse tipo de vírus apresenta capsídeo em formato esférico, envolvido por uma bicamada

lipídica do envelope viral. Seu genoma é constituído de uma molécula de RNA de fita
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positiva, 3 proteínas estruturais, que vão gerar o capsídeo, envelope e proteína M do vírus e 7

não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) responsáveis pela replicação

viral e outros processos moleculares de importância para a infecção viral (6). Durante o

processo de replicação viral, o genoma da fita positiva serve como molde para a produção de

uma fita negativa, essa fita negativa é, em seguida, utilizada como molde para a produção de

outras fitas positivas que são efetivamente empacotadas nas partículas virais (9).

Alguns trabalhos anteriores mostram plasmídeos que ao serem transfectados em células

permitem a identificação da infecção pelo vírus da dengue (10,11,12). Dois sistemas foram

utilizados. Em um deles, é produzida uma proteína fluorescente verde (EGFP) quimera

ancorada ao retículo endoplasmático que possui um sítio de clivagem para a protease viral

seguido de uma sequência de localização nuclear. Após a infecção pelo DENV, a protease

viral cliva em seu sítio e a proteína EGFP é translocada para o núcleo da célula (10). No

segundo sistema, proteínas fluorescentes (M-Neptune e GFP) são produzidas com um inibidor

ligados por um sítio de clivagem da protease viral. Após a infecção há uma separação do

inibidor e da proteína fluorescente por ação da protease viral, permitindo a detecção da

fluorescência (12). Uma das limitações desses trabalhos é a expressão da fluorescência basal

relativamente alta que dificulta a interpretação e uso dessas células, principalmente na

citometria de fluxo, além da detecção tardia da infecção. Nosso trabalho envolve o

delineamento de estratégias para geração de sistemas onde não haja expressão de

fluorescência nas células não infectadas. O presente trabalho visa gerar uma construção

plasmidial capaz de detectar especificamente o vírus da dengue quando transfectada em

células Vero. Esse tipo de construção pode auxiliar em estudos in vitro para triagem de novos

compostos antivirais, na titulação viral e em ensaios de neutralização, uma ferramenta

importante na avaliação de vacinas.
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METODOLOGIA

Material e Métodos

1. Tipo do estudo

Esse estudo é do tipo experimental. Por se tratar de estudo in vitro não há necessidade de

submissão ao Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos e à Comissão de Ética

no Uso de Animais.

2. Clonagem

A construção dos plasmídeos pcDNA3.1 myc/his contendo a fita negativa (não traduzida)

envolve algumas reações de PCR e clonagens:

Uma sequência de DNA foi sintetizada contendo a região 5’ e 3’ do vírus da dengue 2 e uma

parte da região traduzida correspondente à proteína do capsídeo, nomeada FN-DENV2. Essa

sequência foi clonada pelo fabricante no plasmídeo pUC57-kan. Esse plasmídeo não era

compatível com as enzimas de restrição que utilizamos, por isso seria necessário transferir

para outro plasmídeo. Nesse caso, o escolhido foi o pCR2.1. Nessa clonagem, os plasmídeos

pCR2.1 e pUC57-kan-FN-DENV2 foram digeridos com as enzimas Bam HI e Xba I (Thermo

Fisher). Os produtos de digestão foram resolvidos em gel de agarose 1%, as bandas cortadas

do gel e purificadas utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(PROMEGA). O plasmídeo pCR 2.1 e o inserto FN-Denv2 foram ligados utilizando T4 DNA

ligase (Thermo Fisher). O produto de ligação foi transformado em bactérias

quimiocompetentes E. coli TOP10 e clones foram selecionados para crescimento e

purificação dos plasmídeos por miniprep (13). Os clones purificados foram novamente

digeridos com as enzimas Bam HI e Xba I (Thermo Fisher) para confirmar a clonagem. Todos

os procedimentos envolvendo enzimas e kits foram realizados segundo as instruções dos

fabricantes.
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Para as reações de PCR foi utilizada a enzima Platinum Taq Hi-Fi polymerase (Thermo

Fisher) segundo as instruções do fabricante. Em uma PCR foram utilizados iniciadores para

amplificação do gene GFP e foi utilizado o plasmídeo pEGIP como molde. O produto de PCR

foi clonado no sítio de Eco RV (Thermo Fisher) gerando o plasmídeo pCR2.1-EGFP.

Os plasmídeos pCR2.1-FN-DENV2 e pCR2.1-EGFP foram digeridos com as enzimas Nde I e

Not I (Thermo Fisher) segundo recomendações do fabricante. Os produtos de digestão foram

resolvidos em gel de agarose 1%, as bandas cortadas do gel e purificadas utilizando o kit

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA). O plasmídeo

pCR2.1-FN-DENV2 e o inserto EGFP foram ligados utilizando T4 DNA ligase (Thermo

Fisher). O produto de ligação foi transformado em bactérias quimiocompetentes E. coli

TOP10 e clones foram selecionados para crescimento e purificação dos plasmídeos por

miniprep (13). Os clones purificados foram novamente digeridos com as enzimas Nde I e Not

I (Thermo Fisher) para confirmar a clonagem. Todos os procedimentos envolvendo enzimas e

kits foram realizados segundo as instruções dos fabricantes. Esse plasmídeo foi identificado

como pCR2.1-FN-DENV2-EGFP.

Por fim, os plasmídeos pcDNA3.1 myc/his e pCR2.1-FN-DENV2-EGFP foram digeridos

com as enzimas Bam HI e Xba I (Thermo Fisher) segundo recomendações do fabricante. Os

produtos de digestão foram resolvidos em gel de agarose 1%, as bandas recortadas do gel e

purificadas utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA). O

plasmídeo pcDNA3.1 myc/his e o inserto FN-DENV2-EGFP foram ligados utilizando T4

DNA ligase (Thermo Fisher). O produto de ligação foi transformado em bactérias

quimiocompetentes E. coli TOP10 e clones foram selecionados para crescimento e

purificação dos plasmídeos por miniprep (13). Os clones purificados foram novamente

digeridos com as enzimas Bam HI e Xba I (Thermo Fisher) para confirmar a clonagem. Todos

os procedimentos envolvendo enzimas e kits foram realizados segundo as instruções dos

fabricantes. Esse plasmídeo foi identificado como pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP e foi

sequenciado para a plataforma tecnológica da Fiocruz.
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3. Cultura de células Vero

Células epiteliais de rim isoladas de um macaco verde africano (células Vero) foram

cultivadas aderidas a garrafas de cultura em meio D-MEM “high glicose” (Sigma Aldrich), 10

% de soro fetal bovino e antibióticos (100 ug/mL de estreptomicina e 100 unidades/mL de

penicilina, Thermo Fischer). Para passagem das células para novo meio, as células foram

lavadas com PBS 1x e tratadas com 0,05% tripsina/EDTA (Thermo Fischer). Em seguida, as

células foram diluídas (1/5) em meio novo. As células foram mantidas em incubadora a 37 °C

e 5 % de gás carbônico (CO2).

4. Cultura de células C6/36

Células de mosquito Aedes albopictus C6/36 foram cultivadas aderidas a garrafas de cultura

em meio L15 (Leibovitz), 5 % de soro fetal bovino, 5 % de caldo triptose fosfato e

antibióticos (100 ug/mL de estreptomicina e 100 unidades/mL de penicilina, Thermo Fischer).

Para passagem das células para novo meio, as células foram lavadas com PBS 1x e tratadas

com 0,05% tripsina/EDTA. Em seguida, as células foram diluídas (1/5) em meio novo. As

células foram mantidas em incubadora a 28 °C.

5. Propagação do DENV 2

DENV 2 foi produzido em células C6/36. Brevemente, vírus obtidos do extrato de

camundongos foram diluídos em meio L15 na proporção 1 : 1. As células em crescimento

exponencial (com confluência de 80%) foram lavadas e incubadas com o vírus. As placas

foram mantidas por 1 hora com agitação a cada 15 minutos a 28 °C. No final foi adicionado,

meio L15, 2% de soro fetal bovino e 5 % de caldo triptose fosfato. Após 10 dias, os vírus

foram coletados após centrifugação a 4.000 xg, distribuídos em tubos criogênicos e

congelados a - 80 °C para posterior uso.

6. Transfecção por eletroporação

Para modificação permanente, os plasmídeos pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP, pcDNA3.1,

pEGFP-C3 foram transfectados em células Vero por eletroporação. Brevemente, células Vero

cultivadas em garrafas de 75 cm3 foram lavadas com PBS 1x e tratadas com 0,05%
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tripsina/EDTA. Em seguida, as células foram removidas, centrifugadas a 200 xg por 5

minutos e lavadas uma vez com meio RPMI. As células foram ajustadas para a concentração

de 1 x 106 células/mL. O volume de 100 uL dessa células foi colocada na cubeta de

eletroporação com 5 ug de cada um dos DNA plasmídeos. O aparelho de eletroporação foi

ajustado para 300 V e 500 uF e foi dado um único pulso de choque elétrico. Após isso, as

células foram diluídas em meio D-MEM “high glicose”, 10 % de soro fetal bovino e

antibióticos (100 ug/mL de estreptomicina e 100 unidades/mL de penicilina ). As células

foram mantidas em estufa a 37 °C e 5% CO2. As células modificadas foram selecionadas em

meio contendo o antibiótico G418 1 mg/mL (o plasmídeo pcDNA 3.1 A myc/his contém um

gene de resistência para esse antibiótico). As células foram examinadas por microscopia em

diferentes tempos.

7. Infecção com DENV 2

Células transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP foram distribuídas na

quantidade de 1,5 x 105 por poço em uma placa de 24 poços em meio D-MEM “high glicose”,

10 % de soro fetal bovino e antibióticos (100 ug/mL de estreptomicina e 100 unidades/mL de

penicilina). Após 6 horas, o meio foi removido e as células lavadas com PBS 10 x. DENV

propagados em células C6/36 foram incubados por 1 hora em estufa a 37 °C e 5% CO2, e

foram homogeneizados a cada 15 minutos. Após 1 hora, adicionou-se meio D-MEM “high

glicose”, 2 % de soro fetal bovino e antibióticos (100 ug/mL de estreptomicina e 100

unidades/mL de penicilina). As células foram observadas após 24 horas em microscópio

invertido de fluorescência DMi8 (Leica microsystems).
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RESULTADOS

Construção do plasmídeo

Referente a clonagem para a produção do plasmídeo, todas as etapas foram bem sucedidas.

No final produzimos o plasmídeo pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP. Dois clones foram

selecionados para obtenção do plasmídeo. Todos os clones foram confirmados como positivos

pois apresentavam a banda de correspondente ao plasmídeo (aproximadamente 5,4 kb) e ao

inserto (aproximadamente 1,8 kb) (Figura 1).

A trasnfecção do plasmídeo pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP em células Vero não produz

fluorescência

A primeira transfecção em células Vero, quando examinada ao microscópio indica que não há

expressão de EGFP nas células infectadas com o plasmídeo pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP

(Figura 2B). Assim, foi checada a primeira etapa do sistema que corresponde a ausência de

fluorescência na ausência de infecção.

A trasnfecção do plasmídeo pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP em células Vero não produz

fluorescência após infecção com DENV 2

Células Vero transfectadas com os plasmídeos pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP e pEGFP-C3

foram selecionadas com antibiótico Gentamicina 1mg/mL por 16 dias. A célula Vero

transfectada e selecionada com o plasmídeo pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP não produz

fluorescência após a infecção (Figura 3, B). As células Vero transfectadas e selecionadas com

o plasmídeo pEGFP-C3 apresentaram uma diminuição no número de células e uma

diminuição na intensidade da fluorescência.
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DISCUSSÃO

Apesar do desenvolvimento científico no campo das arboviroses, ainda são necessárias

ferramentas para auxiliar em áreas estratégicas do combate à infecção pelo vírus da Dengue.

Neste trabalho, examinamos a possibilidade da replicação da fita negativa do RNA viral ser

utilizada para uma construção plasmidial que permita a identificação da infecção pelo vírus

da Dengue através da produção de fluorescência. Entretanto, nas condições testadas essa

construção não se mostrou eficiente. Alguns fatores podem ter contribuído para isso:

primeiro, não há, na literatura, uma descrição dos elementos necessários para replicação da

fita negativa do vírus e essa construção foi feita considerando os fatores utilizados para a

replicação da fita positiva. Segundo, a construção no plasmídeo pcDNA3.1 myc/his A e o

sistema de seleção utilizado podem ter afetado a expressão da fita negativa.

A replicação da fita positiva envolve elementos proteicos e elementos nas regiões 5’ e 3’ não

traduzidas do RNA genômico, 3’UTR e 5’UTR respectivamente. A proteína NS5 é uma

enzima capaz de sintetizar RNA utilizando como molde moléculas de RNA é responsável por

sintetizar a fita negativa de RNA a partir de uma fita positiva (14). Em seguida, novas fitas

positivas são produzidas a partir dessas fitas negativas também por ação de NS5. A proteína

NS3 também é importante pois possui atividade de helicase necessária para separar as fitas de

RNA durante o processo de replicação (15). NS1 desempenha papel essencial e auxilia na

montagem do complexo de replicação (16). NS2A é um outro componente do complexo de

replicação cuja função exata é pouco conhecida (17). E NS4A regula a atividade de helicase

NS3 (18). Em nosso sistema todos os elementos proteicos estão presentes devido processo de

infecção da célula. No RNA viral, a formação de estruturas em “loop” ocorre nas regiões

5’UTR e 3’UTR. Na região 5’UTR, o primeiro “loop” identificado como SLA funciona como

o promotor da replicação e onde se liga NS5 (19). Além disso, há sequência nessas regiões

responsável pela ciclização não covalente do RNA viral, um processo importante durante o

processo de replicação viral. Todos esses elementos do RNA viral foram incluídos em nossa

construção. Entretanto, não há informações sobre outros elementos que possam ser
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importantes especificamente para a replicação da fita negativa. A criação de ferramentas para

estudo da replicação da fita negativa pode ser essencial para identificação mais precisa desses

elementos.

Os plasmídeos pcDNA3.1 e pEGFP-C3 possuem o gene de resistência ao antibiótico

neomicina, utilizado para a seleção das células transfectadas. A gentamicina, o antibiótico

usado, age inibindo a síntese proteica e pode ter afetado a produção da fita negativa da nossa

construção plasmidial. A interferência na síntese proteica, pode ser monitorada pelo controle

de transfecção com o plasmídeo pEGFP-C3. Após 16 dias de seleção com a gentamicina na

concentração de 1 mg/mL, as células apresentaram uma diminuição na intensidade de

fluorescência e, também, uma diminuição do número de células fluorescentes. Dessa forma, o

método de seleção utilizado pode ter interferido diretamente na produção dos RNAs de fita

negativa assim como influenciou na síntese da proteína fluorescente. Uma possível troca no

plasmídeo contendo um gene de resistência a um antibiótico que não interfira na síntese

protéica, seria uma perspectiva para o trabalho apresentado. Além disso, a exposição

prolongada das células pode ter sido um fator importante e interferido no seu metabolismo e

assim uma seleção de menos dias também poderia ser mais adequada.

O desenvolvimento de ferramentas para teste de novas substâncias com efeito antiviral,

pesquisas clínicas com vacinas e diagnóstico é ainda necessário para implementação de

estratégias de combate ao DENV2. O estudo da replicação da fita negativa do DENV possui

lacunas de conhecimento que precisam ser resolvidas para que os mecanismos de replicação

viral possam ser utilizados no desenvolvimento de uma construção plasmidial adequada. Uma

vez superadas as dificuldades encontradas, esse plasmídeo poderia ser utilizado para

modificar permanentemente células Vero para esse fim. Em testes de compostos antivirais e

na avaliação de anticorpos neutralizantes, essas células podem ser infectadas com o vírus e

quantificadas por citometria de fluxo. Dessa forma, esses ensaios poderiam ser feitos de forma

mais rápida, em maior escala e com menos erros na interpretação dos resultados.
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FIGURAS

Figura 1 - Digestão dos plasmídeos pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP. As amostras foram

resolvidas em gel de agarose 1%.

(A)

(B)

(C)
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Figura 2 – Transfecção de células Vero. (A) Células transfectadas com o plasmídeo

pcDNA3.1; (B) Células transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP; (C)

Células transfectadas com o plasmídeo pEGFP-C3.

(A)

(B)

(C)

Figura 3- Infecção de células Vero transfectadas. (A) Células transfectadas com plasmídeo

pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP sem vírus. (B) Células transfectadas com o plasmídeo

pcDNA3.1-FN-DENV2-EGFP infectadas com DENV2; (C) Células transfectadas com o

plasmídeo pEGFP-C3.
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