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RESUMO

Introducéo: A Febre Amarela € uma doenca decorrente da infeccdo pelo Virus da
Febre Amarela (YFV) que € um proto6tipo do género Flavivirus que provoca uma
severa hepatite, faléncia renal, hemorragia, e eventos que rapidamente levam ao
choque e morte do individuo. Os mecanismos de replicacdo genémico do YFV ndo
sdo bem conhecidos. A proteina ndo estrutural 5 (NS5) € a maior proteina e a
mais conservada dos Flavivirus, ela codifica a RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp). A hSlu7 € uma proteina celular, predominantemente nuclear, e foi
isolada interagindo com a U5 no segundo passo do splicing alternativo. A hSlu7
auxilia na correta selecao dos AGs alternativos do exon 3’ para a realizagao da
reacdo de splicing. Objetivo: Caracterizar a interacdo de hSlu7 com a proteina
NS5 de YFV, quanto a sua localizacdo celular durante a infec¢cdo. Material e
Método: Pelo sistema duplo-hibrido em leveduras utilizando plasmid-linkage
avaliamos a interacdo de hSlu7 com delecbes mutantes da RdRp de YFV, e a
localizacéo celular de GFP-hSlu7 durante a replicacdo da cepa vacinal 17D de
YFV em cultura de células Vero E6, marcadas com anticorpos NS4AB e NS5 para
deteccédo da infec¢do. Resultados: A hSlu7 interage com as porc¢des inicial e final
da RdRp, e a sublocalizacdo citoplasmatica de hSlu7, ocorre nas células
infectadas com YFV. Conclusao: Nossos resultados sugerem que a hSlu7 possui
uma sublocalizagéo celular durante a replicacdo do YFV, além de interagir com a
RdRp viral. Ainda serd necesséaria a confirmacdo da funcdo celular de hSlu7
utilizando RNA de interferéncia para avaliar quais as altera¢cdes que a célula ndo

infectada e infectada sofrera diante dos niveis baixos de hSlu7.



Palavras-chave: 1. hSlu7; 2. Interacdo proteina-proteina; 3. Sublocalizacéo

citoplasmatica; 4. NS5; 5. Sistema duplo-hibrido.



ABSTRACT

Introduction: The Yellow Fever is characterized by severe hepatitis, renal failure,
hemorrhage, and rapid terminal events that lead to shock and death. This disease
is caused by the infection with the Yellow Fever Virus (YFV), considered the
prototype of the Flavivirus genus. Its mechanism of replication is not well known
but includes interactions of viral RNA with cellular and viral proteins. The
nonstructural protein 5 (NS5) is the largest and most conserved protein of the
Flavivirus genus; it encodes RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) domains,
besides possessing many important functions during viral replication, such as
genic regulation of host cells. The protein hSlu7 is a homologous human protein,
which was isolated interacting with the U5 that is involved in the second the step of
alternative splicing. The hSlu7 is a predominantly nuclear protein and participates
at the alternative splicing, influencing the correct choice of the alternative AGs of
exon 3' so that the spliceossome is able to bind and start alternative splicing.
Objective: To characterize the interaction of the hSlu7 protein with the YFV-NS5
protein and its cellular localization during viral infection. Material and Method: We
confirmed the interaction of various NS5 with human proteins by two-hybrid
assays. Deletion mutants were constructed and co-transformed with hSlu7 in yeast
to determine the minimal domain of NS5 required for interaction. The cellular
localization of the hSlu7 fused with GFP during the response of vaccine strain 17D
of YFV in cells Vero E6, marked with anti-NS4AB and anti-NS5 for detection of the
infection was also tested. Results: hSIu7 interacts with initial and final portions of
the RdRp and the cytoplasmic sublocalization of hSlu7 occurs in the cells infected

with YFV. Conclusions: Our results suggest that hSlu7 interacts with the YFV by



two-hybrid system and the cellular sublocalization occurs due to the presence of
viral infection. Further studies using RNA interference should be addressed to
confirm the cellular function of hSlu7 , and to evaluate which alterations that

infected and uninfected cells will suffer with low levels of hSlu7.

Key-words: 1. hSlu7; 2. Protein-protein interaction; 3. Cytoplasmic

Sublocalization; 4. NS5; 5. Two-hybrid assays.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos Gerais do Genoma e Replicacéo dos Flavivirus

Os Flavivirus compreende um grupo com mais de 70 virus de RNA
envelopado, que provocam sérias doencas em humanos e animais. Muitas destas
arboviroses (termo derivado de arthropod-borne virus) sédo transmitidas por,
mosquitos ou carrapatos, para hospedeiros vertebrados . O género Flavivirus
possui varios membros, como o Yellow Fever Virus (YFV), Dengue Virus (DV),
West Nile Virus (WNV), e o Japanese Encephalitis Virus (JEV), que séo virus
altamente patogénicos para humanos e animais, que compdem grandes
problemas de salde publica internacional ®®. Estes virus podem ser agrupados
em viroses que possuem a capacidade de provocar extravasamento vascular e
hemorragias, quando infeccdo por exemplo, de DV e YFV; e as que provocam
encefalites (WNV e JEV) @,

Os Flavivirus possuem envelope lipidico, seu genoma € constituido por
uma fita simples de RNA polaridade positiva (Figura 1). A endocitose dos
Flavivirus é mediada por receptores celulares. Os Flavivirus transitam em direcéo
aos endossomos, onde ocorre a mudanca de pH do endossomo, tornando o
ambiente acido, o que proporciona a mudanca conformacional das glicoproteinas
do envelope (proteina E), que induz a fusdo da membrana viral com a do
hospedeiro (Figura 2) ®®. O RNA viral é liberado do endossomo e é codificado
em uma poliproteina precursora que mede aproximadamente 3400 amino &cidos.

Esta poliproteina é processada co- e pés-traduzida pela protease celular sinal-



especifica do hospedeiro codificando as proteases virais NS2B/NS3 que dao

origem a trés proteinas estruturais e sete néo estruturais (NS)  (Figural).
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Figura 1: Estrutura Gendmica dos Flavivirus: RNA genémico evidenciando as proteinas
estruturais e ndo estruturais presentes na ORF (Open Reading Frame). (Fernandez-
Garcia et al., 2009).

A proteina estrutural central (C), pré-membrana (prM), e a E constituem a
particula viral. As proteinas ndo estruturais (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, e NS5) estdo envolvidas com a adsorcao, replicacéo viral e na modulacao
das respostas celulares do hospedeiro .

A proteina NS1 possui aproximadamente 46 kDa, existe sob trés formas:
associada a célula, na superficie da célula e no meio extracelular. Alguns estudos
revelam que a NS1 de Dengue virus é uma glicoproteina altamente conservada,
produzida quando associada a membrana e a forma secretada esta
abundantemente presente no soro de pacientes na fase inicial da infecgéo ©*?,

colaborando assim para o diagnéstico na fase inicial da dengue @319



Inicialmente foi caracterizada como um antigeno solGvel presente no soro e em
tecidos de animais infectados in vitro. Hoje a forma extracelular de NS1 esta
fortemente relacionada com a indugdo de uma resposta imune humoral %24 por
outro lado, sado varias as evidéncias sobre a participacdo de NS1 na replicacéo do
RNA viral, pois estudos demonstram a colocalizacdo de NS1 e marcadores de
replicacdo do RNA, associados as estruturas de membrana que s8o supostos
sitios de replicacdo ®>%®). Além disso, a producdo de um YFV contendo mutacdes
em NS1 mostrou uma relevante queda no actmulo de RNA @, Outras analises
genéticas evidenciaram que a interacao entre NS1 e NS4A é critica no processo
citoplasmatico de replicacédo do RNA ©®.

NS2A é uma pequena proteina hidrofébica de aproximadamente 22 kDa,

(29)

provavelmente associada a membrana , envolvida no processamento da

proteina NS1. A demonstracdo da localizacdo de NS2A do Flavivirus Kunjin em
possiveis sitios de replicacdo de RNA, somada a realizacdo de estudos de
interacdo proteina-proteina, sugerem sua ligacdo as proteinas NS3, NS5 e a
3'NCR (noncoding region) ®%. E provavel que a funcdo da proteina NS2A esteja
relacionada ao recrutamento de moldes de RNA para a regido de replicase
associada a membrana. No entanto a NS2B, é uma pequena proteina de 14 kDa
associada a membrana, é caracterizada por formar um complexo com NS3, sendo

um cofator indispensavel para a funcdo de serino-protease de NS3 134,

A proteina NS3 é altamente conservada entre os Flavivirus. Possui
aproximadamente 70 kDa e esta associada a membrana devido a interacdo com a

NS2B. A NS3 contém varias atividades enzimaticas ®®, mutacées em NS3 que



eliminam sua atividade de protease impedem a recuperacdo de virus viaveis,
concretizando o papel essencial desta enzima para o ciclo viral ©®.

Uma outra funcdo de NS3 é a de RNA helicase ©®, apesar do correto
papel de uma RNA helicase ainda nao estar bem estabelecido para os Flavivirus.
No entanto, ela pode estar envolvida na dissociacdo das fitas de RNA recém-
formadas a partir da fita molde, durante a replicacdo do RNA, ou talvez desenrolar
estruturas secundarias envolvidas na iniciacdo da sintese de RNA ©”. Além disso,
NS3 foi mostrada ligada a regido 3’NCR, em associacéo com a proteina NS5 839,
Por fim, NS3 apresenta atividade de RNA trifosfatase ©¥, que esta envolvida
provavelmente na modificagdo da extremidade 5 do genoma durante sua
preparacao para a adicado do cap 5'.

Existem poucas informacdes a respeito de NS4A e NS4B, sédo proteinas
pequenas hidrofébicas associadas a membrana, com aproximadamente 16 kDa e
27 kDa, respectivamente “? e pouco conservadas entre os Flavivirus. Com base
na distribuicdo subcelular e interacdo com NS1, acredita-se que NS4A dos DV
atue na replicacdo do RNA “°*Y_Sabe-se que NS4B do virus Kunjin também se
localiza no ntcleo ®® e que NS4B de HCV é capaz de transformar células em
cultura de tecido “?. Em YFV, mutacées na proteina NS4B estariam associadas a
uma menor viruléncia da cepa Asibi “?.

A proteina NS5 é a maior e a mais conservada entre os Flavivirus “¥,
apresentando um peso molecular de 104 kDa 9. Duas atividades essenciais para
a replicacdo viral estdo relacionadas a essa proteina: uma de RNA polimerase

dependente de RNA (RNA-dependent RNA polymerase — RdRp), na regido

carboxi-terminal e outra de metiltransferase, em sua por¢gdo amino-terminal, que



esta envolvida na formacao do cap RNA, provavelmente na metilacdo da estrutura
cap RNA 5’ (294548),

A NS5 celular, além de possuir acédo citoplasmatica durante a replicacao
de RNA, também foi identificada no nucleo de células infectadas com YFV e DV
(49.50) Essa participacdo nuclear nas etapas de replicacéo viral foi confirmada pela
deteccdo da interacdo entre a proteina NS5 do DV-2 com uma proteina celular
envolvida no transporte nuclear, a importin- V. Além disso, 20% da atividade
total da RdRp nas células infectadas com WNV, JEV e DV é nuclear, assim como
a maioria das replicases NS3 e NS5 de JEV ®?. A presenca de ambas as
replicases na matriz nuclear revelou uma localizacdo bem definida para o
complexo de replicacao viral. Contudo, torna-se necessario considerar o papel que
a proteina NS5 pode desempenhar no nucleo da célula, como a interacdo com
proteinas do hospedeiro e também a modificacdo de funcdes celulares.

Apoés a traducdo do RNA gendmico, a RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp) da NS5 realiza cépias complementares de RNA utilizando como
molde o RNA gendnico para a sintese da nova fita do RNA viral “*¥ (Figura 2),
assim a membrana do reticulo endoplasmatico (ER) serve de suporte para o inicio
do complexo da replicagéo viral ¢*°?. Os virions sdo formados por um complexo
gue consiste em RNA viral e proteina C, que sdo empacotados dentro do reticulo
endoplasmatico. Além dessas estruturas ja mencionadas, 0s virions tem na sua
constituicdo parte da bicamada lipidica do reticulo endoplasmatico e
heterodimeros das proteinas prM e E 4*>%®_ A proteina prM serve como envoltério
e previne a fusdo prematura do virus durante o seu transporte para o exterior da

célula ©®"°®. Depois do transporte celular que ocorre por meio de sinalizacées do



hospedeiro, a maturacao do virion ocorre no trans-Golgi, local da clivagem de prM
em M, mediada por furinas. ®™°9. E finalmente as particulas infecciosas maduras

séo liberadas por exocitose para o meio extracelular (Figura 2).
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Figura 2: Replicagéo Viral: Ciclo de Replicagcédo Flaviviral: (1) Interiorizacdo dos Flavivirus
para o endossomo. (2 e 3) Diminuicdo do pH dentro do endossomo, proporciona a fusao do
virus com a membrana do hospedeiro para a liberagdo do RNA viral. (4 e 5) Poliproteina
viral ancorada no reticulo endoplasmatico para sintese de proteinas virais pelo hospedeiro.
(6) Empacotamento dos virions na superficie do reticulo endoplasmatico. (7) Os virions séo
encaminhados para o trans-Golgi, onde sdo envolvidos pela membrana M, tornado-se
particulas infectantes e (8) séo liberadas para o meio extracelular. (Fernandez-Garcia et al.,
2009).

1.2. Interacao Proteina-Proteina

Estudos recentes mostram que a proteinas NS5 de Flavivirus interage com
muitas proteinas do hospedeiro para a replicacéo viral ser bem sucedida. Como
por exemplo, a interacdo entre a NS5 e as proteinas ciclofilinas e a La, que

promovem a transcricdo e traducdo da NS5 02,



Sendo assim, para a ocorréncia do ciclo de infeccéo viral ha necessidade
da utilizacdo da maquinaria das células hospedeiras, por isso, varios produtos
génicos e vias de sinalizacado do hospedeiro sédo requeridos para a replicacdo dos
Flavivirus, mas a relevancia biolégica de muitas dessas intera¢fes ainda ndo séo
muito claras “, necessitando da investigacdo das interacdes proteicas entre as
proteinas virais e as proteinas celulares.

Interacdes proteina-proteina séo intrinsecas a diversos processos
biolégicos essenciais, apresentando fundamental importancia para ativacao,
regulacdo e controle de varias funcdes enzimaticas a elas relacionadas ©4%%,
sendo assim, necessarias para muitas fung¢des virais. O conhecimento do
significado dessas interacGes para a funcéo celular, ou seja, sua identificacédo, a
amplitude que tomam e a determinacdo de suas consequéncias, sdo questbes
essenciais para a resolucéo, dentre outras relevancias, das bases das interacdes
patégeno-hospedeiro e consequentemente para o desenho racional de drogas que
possam atuar promovendo a ruptura dessas interagdes .

Muitas doencas humanas podem estar ligadas a associacdo anormal entre
proteinas, incluindo algumas formas de leucemia e doenca neurodegenerativa ©®.
Interacdes proteina-proteina proveem alvos terapéuticos no tratamento do cancer
e de doencas infecciosas ©®” e o desenvolvimento de pequenas moléculas
inibidoras dessas interagdes € um campo crescente de pesquisas.

A informacdo genética limitada dos virus é dependente da maquinaria
celular, para a sintese de muitas macromoléculas. Processos como a montagem

do complexo de replicagcdo do RNA viral e sua transcricdo caracterizam-se pelo

envolvimento ndo apenas dos fatores virais, mas também de proteinas celulares,



sendo a maioria delas componentes que atuam no processamento de RNA ou na
traducdo de células hospedeiras, e que passam a exercer papel integral ou
regulatério na replicacéo e transcricdo do virus “®®. Uma importante evidéncia da
participacdo de fatores celulares na sintese do RNA viral, foi primeiramente
descrita nos trabalhos de Janda & Ahlquist (1993) ©®, por meio da utilizagdo do
sistema heterdlogo que estudou a replicacdo do Brome Mosaic Virus (BMV) em
leveduras.

Trabalhos anteriores demonstraram que a RdRp, purificada de células
infectadas por diferentes virus de RNA de polaridade positiva, estava associada a
proteinas celulares. A remocédo destes fatores celulares resultou na perda da
atividade da RdRp viral ou de sua especificidade para o alvo, considerando como
especifica a replicacdo do RNA viral e ndo dos RNAs celulares. Isto sugere que
fatores celulares sdo necessarios para a sintese especifica de RNA, sendo pré-
requisitos fundamentais para o sucesso de uma replicacao viral ¢,

A NS5 de outros membros da familia Flaviviridae ter sido identificada
como alvo de interacbes proteina-proteina com proteinas celulares. Através de
screening em sistema duplo-hibrido em levedura, contra biblioteca de cDNA de
células renais de bovino susceptiveis a infeccéo por BVD (/9.

Os experimentos de Houshmand & Bergqvist (2003) ‘P indicam uma
habilidade da proteina La de interagir com as extremidades 5 e 3° do RNA do
virus Dengue tipo 4, bem como com NS3 e NS5, sugerindo uma funcdo desta
proteina na replicacdo dos virus Dengue, bem como na de outros membros da
familia Flaviviridae. Desta forma, € possivel que o complexo de replicagdo dos

Flavivirus requeira a interacdo com a proteina La para a ocorréncia da replicacao



D A proteina La pode desempenhar diferentes funcdes, como modular ou

favorecer a interacdo das duas extremidades do genoma viral, conferindo uma
conformacao especifica do genoma viral para traducdo ou replicacao. Além disso,
esta proteina, pode estar envolvida na mudanca dos processos de traducao para
os de replicacdo. E possivel que a replicase viral possa interagir com o genoma
viral somente apos a interacdo do RNA com a proteina La e outras proteinas
celulares, e que NS3 e NS5 possam usar esta interacao para se ligar ao complexo
de replicacao viral no inicio de sua formacédo. Finalmente, a interacdo entre ambas
as extremidades do genoma viral com a proteina La pode ser um pré-requisito
para a ligacdo de outros fatores ainda nao identificados, que podem participar da
replicacéo dos virus Dengue ©.

Outras proteinas celulares tém sido envolvidas no complexo de replicacao
dos Flavivirus, dentre elas a proteina ligadora de trato de polipirimidina (PTB) e a
ribonucleoproteina L (hnRNPL), estas proteinas ligam-se a regido IRES do HCV e
estdo envolvidas na traducéo viral ™. A proteina calreticulina interage com a
regido 3’ NCR do virus Dengue tipo 4 . A proteina NS3 do virus Dengue
interage com a proteina ligante de receptor nuclear (NRBP-nuclear receptor
binding protein), uma proteina que atua no trafego do reticulo
endoplasmatico/complexo de Golgi. Esta interacdo pode afetar a distribuicdo
intracelular da NRBP e pode ser importante na geragdo de estruturas
membranosas induzidas pelo virus e pela maturacéo viral 79,

Em nosso laboratério duas interacdes entre NS5 e proteinas celulares ja
foram descritas: U1A e elF3L. A proteina U1lA € uma ribonucleoproteina

predominantemente nuclear que esta associada ao complexo de splicing, além de



possuir um NLS (Nuclear Localization Signals), um dominio central que favorece a
UlA transitar para o0 citoplasma e voltar para o nudcleo. Essa interacdo
provavelmente ocorre devido a fungcdo moduladora de U1A no transporte da NS5
citoplasmatica para o nucleo da célula hospedeira. A interacdo entre NS5 de YFV
e a proteina celular U1A, foi identificada por Bronzoni e colaboradores (2010) ®
por meio de imunopreciptacdo e confirmacdo por western blot, de células de
mamiferos transfectadas com NS5 e UlA e células transfectadas com U1lA e
infectadas com YFV, sugerindo uma funcdo fisioldgica para a formacdo do
complexo NS5-U1A.

Morais e colaboradores (2011) " identificaram e caracterizaram a
interagcdo entre a proteina humana elF3L (eukaryotic translation initiation factor 3,
subunit L) e NS5 de YFV. Essa interagdo ocorre em uma regido conservada de 79
aminoacidos do dominio RdRp de NS5, denominada Interaction Domain. Usando
o sistema de duplo hibrido em levedura, demostraram que a interacdo nao ocorre
apenas em YFV, mas também em outros Flavivirus como YFV, DV2, DV3 e SLEV,
sendo portanto relevante para o género. Para avaliar a importancia dessa
interacdo na replicacdo viral, foi realizada a superexpressao de elF3L em células
BHK LucNeo contendo um replicon YFV17D. Utilizando ensaios de atividade de
luciferase, os autores mostraram que o0s niveis de replicons YFV nos
sobrenadantes de células com elF3L superexpressa foram significativamente

reduzidos quando comparados aos controles (Teste t-student, p<0,05), sugerindo

gue elF3L possui uma importante funcdo na replicacao de YFV.



1.3. Proteina hSlu7

A hSlu7 (Synergistic Lethal with U5 snRNA human, pre-mRNA-splicing
factor SLU7; step Il splicing factor SLU7) foi isolada interagindo com a U5 e é
requerida no segundo passo do splicing. A Slu7 de leveduras liga-se antes do
segundo passo catalitico do spliceossomo de snRNP de U5 (/®.

A proteina de splicing Slu7 9 e a sua proteina homéloga humana hSlu7
('8 apresentou uma importante funcdo na selecdo do 3'ss (single strand) no
segundo passo do splicing. Extrato nuclear de células humanas deprimidas de
hSlu7 tiveram reducao da afinidade do exon 5’ pelo spliceossomo, condi¢cdo essa
que implica na selecédo de diferentes AGs do 3’ss. Este fato sugere que a funcao
da hSIu7 é se fixar ao exon 5’, quando este estiver no complexo spliceossomo
para o acesso correto ao 3'ss possa ocorrer € (Figura 3). Tanto a Slu7 e a hSlu7
participam na selecdo do 3’ss, quando a distancia entre a sequéncia do 3’ss for

maior que 7 ou 23 nucleotideos, respectivamente €% 89,
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Figura 3: Selecdo do AG correto para a fixacdo do complexo de spliceossomo. (genome.crg.es)

Shomron e colaboradores (2004) ®2 identificaram por ferramentas de
bioinformatica e por analises mutacionais, trés dominios funcionais da proteina
hSlu7 com fung¢des distintas quanto a localizacdo subcelular, conhecida como, um
Sinal de Localizacdo Nuclear (NLS), uma regido de afinidade ao zinco e outra rica
em leucina. A regido de afinidade ao zinco sofre uma sobreposi¢cdo no NLS para
formar uma estrutura que ndo requer a entrada da hSlu7 para o nudcleo, no
entanto, uma pequena quantidade de hSlu7 € mantida no nucleo para prevenir a
sua translocacdo para o citoplasma via rota de Manutencdo da Regido
Cromossomal 1 (Chromosome Region Maintenance - CRM1) ®. A translocacéo
sincronizada das proteinas entre o0 ndcleo e o citoplasma de células eucaridticas é
um poderoso mecanismo regulatério da expressdo génica, dos processos
celulares ®, e da regulacéo do splincing alternativo ©>9.

A identificacdo dos sinais que promovem a transicdo nuclear-
citoplasmatica é importante para a compreensao das funcdes destas proteinas e a
regulacdo de seus substratos ®®. A regido de afinidade pelo zinco da hSlu7
determina a sua localizagdo celular, por ser uma proteina sensivel ao balango
nucleo-citoplasmatico ®?. H& algumas condicdes fisiolégicas que podem alterar as
concentracbes de hSlu7 nuclear endégena para acumulos citoplasmaticos. No
entanto, o efeito do estresse a célula, como raio-ultravioleta C (UV-C) e calor,
podem mudar a localizacdo celular e a concentragdo de hSlu7, que é
extremamente importante para determinar a selegdo correta do 3'ss no splicing

alternativo na reacéo de splicing 2.



1.4. Sistema Duplo-Hibrido em Leveduras

O ensaio de duplo-hibrido em levedura foi inicialmente introduzido por
Fields e Song (1989) ®” quando mostraram que plasmideos expressando
proteinas de fusdo GAL4gp-SNF1 e GAL4Ap-SNF5 ativavam o gene repérter
GAL1-lacZ. Trata-se de um ensaio genético-molecular pelo qual uma interacéo
proteina-proteina é detectada in vivo através da reconstituicdo da atividade de um
ativador transcricional. Ativadores transcricionais podem ser separados em regides
discretas correspondentes a dominios de ligacdo ao DNA e dominios de ativacéo
da transcricdo ®°?. O método é baseado em propriedades da proteina Gal4, um
ativador transcricional da levedura Saccharomyces cerevisiae constituido por dois
dominios funcionais distintos e separaveis — um dominio amino-terminal,
localizado entre os aminoacidos 1 e 147, onde se ligam regifes especificas do
DNA (UAS-GAL4), sendo denominado DNA-BD (DNA-binding domain); e um
dominio carboxi-terminal, o qual esta situado entre os aminoacidos 768 e 881 de
Gal4, e se caracteriza por ativar o processo de transcricdo da levedura, sendo
chamado, portanto, de AD (activating domain). UAS (Upstream Activation
Sequence) sdo regides reguladoras da transcricdo no genoma da levedura,
reconhecidas por ativadores transcricionais especificos ).

O DNA-BD de Gal4 reconhece sequéncias de ativagcdo UAS, mas
isoladamente, ndo é capaz de ativar a transcricdo. O AD, por sua vez, apesar de
poder interagir com o complexo da RNA polimerase I, ndo ativa o processo de

transcricdo por si so, devido a distdncia em que ele se encontra da regido



promotora UAS-GAL4. Mas os dois dominios do ativador ndo precisam estar
ligados covalentemente. Apenas a reconstituicdo da proximidade entre esses
dominios DNA-BD e AD ja é suficiente para que a atividade transcricional de Gal4
seja restabelecida 36499,

No sistema duplo-hibrido para se detectar as interacbes proteicas, €
necessario construir e introduzir na levedura hospedeira plasmideos codificando
duas proteinas hibridas, um com o DNA-BD de GAL4 fundido a uma proteina X e
0 outro com o AD de GAL4 fundido a uma proteina Y. A interacdo entre as
proteinas X e Y refaz a proximidade entre os dois dominios de GAL4, recrutando a
magquinaria transcricional para a regido do promotor. A transcricdo € ativada e a
interacdo proteina-proteina é detectada através de um sinal fenotipico que é
gerado a partir da ativacdo transcricional dos genes reporteres da levedura, os

quais contém sitios de ligacdo para GAL4 ©87°9) A jlustracdo do principio basico

de um ensaio de duplo-hibrido em levedura esta na Figura 4.
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Figura 4. Principio basico do sistema duplo-hibrido em levedura descrito por Fields e Song. A)
O processo de transcricdo ndo ocorre porque as proteinas hibridas X e Y ndo séo parceiras
interativas. B) A interacdo entre as proteinas X (fundida ao DNA-BD) e Y (fundida ao AD)
reconstitui a proximidade entre os dois dominios da proteina Gal4, ativando a transcricdo e
promovendo a expressao de genes reporteres da levedura.

Apesar de ter sido desenvolvido inicialmente para detectar interacoes
fisicas entre duas proteinas conhecidas, em pouco tempo o sistema duplo-hibrido
passou a ser amplamente utilizado em screenings para triagens de interacdes
entre uma proteina conhecida e proteinas codificadas por bibliotecas de cDNAs de
determinado orgéo ou tecido. Normalmente, a proteina conhecida esta fundida ao
DNA-BD, sendo denominada “isca” e as proteinas da biblioteca apresentam-se
ligadas ao AD, sendo chamadas de “presas” nesse sistema ®®. Essas triagens
resultam na disponibilidade imediata do gene clonado para qualquer nova proteina
identificada ©*°°),

A maioria dos vetores de duplo-hibrido emprega o promotor de levedura

ADH1 para dirigir a expressao das proteinas hibridas, o que permite um alto nivel



de expressdo das sequéncias sob seu controle Y. A localizacdo nuclear é
direcionada através de sequéncias internas no dominio de ligacdo da proteina
hibrida ou por uma sequéncia SV40, ligada a extremidade amino-terminal do
dominio de ativacéo da referida proteina ©®.

No sistema duplo-hibrido os produtos da ativacdo dos genes repérteres
HIS3 e ADE2 da linhagem AH109 de Saccharomyces cerevisiae, levam a
expressdo de enzimas envolvidas na biossintese de histidina e adenina,
respectivamente. Desta forma, a selecdo das interacbes entre isca e presa foi
efetuada a partir da utilizacdo de meios de cultura com auséncia desses
nutrientes, os chamados meios drop-out duplo (SD-Leu-Trp) triplos (SD-His-Leu-
Trp) e quadruplos (SD-Ade-His-Leu-Trp). O gene HIS3 é o repdrter mais sensivel,
porém o menos seletivo possui grande potencial na geracéo de falso-positivos. O
ADE?2 é especialmente usado porque, como é o0 Unico com promotor GAL2, que é
um gene repérter mais seletivo, porém menos sensivel, eliminando um grande
ndmero de falso-positivos, mas também gera falsos negativos ©9.

Também a partir do sistema duplo-hibrido, Chung e colaboradores (2000)
®7 identificaram a proteina karioferina 3, pertencente ao grupo de proteinas que
fazem transporte de proteina e de RNA, como um parceiro interativo da proteina
NS5A do HCV. O trabalho também mostrou, por meio da geracdo de proteinas
mutantes, que a interagdo NS5A de HCV com Kkarioferina 33 pode inibir sua
atividade e alterar o metabolismo celular, bem como contribuir com a proliferacao

viral ©7),

Outra interacdo proteina-proteina com NS5A de HCV detectada atraves do

sistema duplo-hibrido foi descrita por Evans e colaboradores (2004) ©9. Os



experimentos detectaram como par interativo de NS5A a proteina hVAP-A
humana, que esta envolvida no transporte intracelular de vesiculas e, além de
atuar como receptora para a ligacdo de proteinas, € alvo necessario para a
replicacdo eficiente do RNA. Mutacbes em NS5A que bloqueiam a referida
interacdo reduzem fortemente a replicacdo do HCV. Além disso, as analises
demonstraram uma inversa correlacdo entre o estado fosforilativo de NS5A e a
interacdo com hVAP-A (Human Vesicle-associated Membrane Protein-associated
Protein A), ou seja, os modelos no estudo sugeriram que a hiperfosforilacéo de

NS5A rompe a interacéo, regulando negativamente a replicacdo do RNA viral ©®.

1.5. Expressao de Proteinas Recombinantes

A expressdo de proteinas recombinantes em procariotos apresenta a
vantagem de ser rapida e possibilitar a obtencdo de proteinas em larga escala.
Porém, grande parte das proteinas expressas pode ficar contida na fragcéo
insoluvel da preparacdo e devem ser purificadas em condicbes desnaturantes,
alterando assim sua estrutura e consequentemente funcéo e/ou antigenicidade ©.
Além disso, o sistema n&o inclui modificagbes pos-traducionais, como por
exemplo, a glicosilacdo de proteinas ©9. Para proteinas que apresentam um
padrdo de glicosilacdo, como NS1 e E dos Flavivirus, sdo necessarios sistemas
alternativos, como o uso de células eucaritticas: leveduras, células de mamiferos

e de insetos para a expressdo, pois permitem o processamento pds-traducional

das proteinas recombinantes. Entretanto a expressao de proteinas em células de



mamiferos representa elevado custo de manutencéo, além de ser muito demorada
e trabalhosa™®®?.

O sistema de expressdo em procarioto € atualmente utilizado
comercialmente na producao de diversas proteinas de interesse terapéutico, como
por exemplo, insulina, horménio do crescimento humano, vacina contra Hepatite B,
entre outros ®°Y. Isto certamente se deve ao fato de serem de facil manipulacgéo,
crescerem rapidamente e exigirem meios relativamente simples. Os processos de
extracdo e purificacdo da proteina recombinante em procariotos sdo menos
complexos de serem realizados e apesar de ndo permitir modificagcdes pos-
traducionais, as proteinas expressas em Escherichia coli tem apresentado grande
éxito em testes soroldgicos (02109,

Para a expressdo de proteinas clonadas em bactérias, utiliza-se a
tecnologia do DNA recombinante, que consiste em inserir 0 cDNA de interesse em
um vetor de expressao em procarioto. O plasmideo recombinante sera inserido em
uma célula procarionte para a propagacao do plasmideo pelas suas células filhas.

A técnica esta exemplificada simplificadamente na Figura 5.
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Figura 5: Tecnologia do DNA recombinante que consiste na formacdo de moléculas
recombinantes (http://www.mundovestibular.com.br).

Portanto, a sintese do RNA viral envolve processos bastante complexos,
com a interacdo entre o RNA viral, proteinas virais e também fatores celulares,
ficando clara a relevancia das interacdes proteicas dentro desse contexto.
Diferentemente de HCV e de outros membros da familia Flaviviridae, pouco se
sabe sobre as interagbes proteina-proteina relacionadas a NS5 de YFV e sua
participagdo no processo de replicacdo viral. Dessa forma, a descoberta de

proteinas celulares que atuem como parceiras interativas de NS5 de YFV podem



gerar ferramentas para a elucidacédo da importancia funcional de NS5 em células
infectadas, como também estabelecer uma base molecular para a atenuacao viral
dependente de NS5, além de possibilitar, num futuro, uma abordagem proteémica

e quimica para o desenho de drogas contra a Febre Amarela.

1.7 Relevancia e Justificativa

A febre amarela é uma enfermidade que ocasiona relevante morbidade e
mortalidade nas regides tropicais da América do Sul. No Brasil, apesar da
extensiva campanha de vacinagcdo, aproximadamente 20% da populacdo das
areas endémica e de transicdo e quase 100% da populacdo da area indene nao
estdo vacinadas, contudo um dos fatores agravantes do diagnostico dessa doenca
€ a evolucdo rapida para formas mais graves e a similaridade de sua
sintomatologia com outras doencas febris como malaria, sarampo e leptospirose.
Para diferenciar estas enfermidades ha necessidade do desenvolvimento de
métodos de diagndstico e formas de tratamento rapido, no entanto ndo ha
nenhuma droga antiviral especifica para o tratamento da febre amarela, somente
tratamento de suporte e vacinacao.

Ainda ha chances do mosquito Aedes aegypti que encontra-se
intensamente difundido em praticamente todos os estados do pais. Individuos com
febre amarela silvestre representam fontes potenciais de infeccdo para estes
vetores, que podem iniciar epidemias urbanas explosivas e acometer milhares de
pessoas entre a populagdo ndo vacinada trazendo consequéncias importantes

para a saude publica e para a economia do pais.



Experimentos que utilizam modelo animal (primata ndo humano) que
reflete as formas clinicas observadas em individuos infectados com o virus da
febre amarela constitui um excelente modelo de estudo, no entanto, s&o muito
caros e inviaveis nos dia de hoje. Assim, o estudo in vitro para a identificacdo da
funcionalidade da protease viral do YFV e seus potenciais inibidores, como por
exemplo, a funcéo da interacdo entre a proteina NS5 e a proteina celular hSlu7,
poderia contribuir para o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas que
atuariam inibindo algumas das interacdes proteina-proteinas de fundamental
importancia para a ocorréncia do ciclo de replicacdo viral e a progressdo dos

sintomas da febre amarela.

1.6. Objetivos.
1.7.1. Objetivo Geral.
Identificacdo da interacdo da proteina viral NS5 de YFV com a proteina

celular hSlu7.

1.7.2. Objetivos Especificos.
1) Identificagdo da interagdo entre a proteina celular hSlu7 com o dominio
RNA polimerase de NS5 e suas dele¢fes, atravées da realizacdo do mapeamento

em sistema duplo hibrido em levedura Saccharomyces cerevisiae.



2) Caracterizacdo da sublocalizacéo celular de hSlu7 diante infeccdo com a
cepa vacinal 17D de YFV em células de mamiferos, por meio de superexpressao
proteica ante infeccéo.

3) Clonar e Expressar a hSlu7 recombinante em sistema de expressao em

procarioto, modelo Escherichia coli, e consequentemente, a purificacao de hSlu7.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Sistema Duplo-Hibrido.
2.1.1. Plasmideos.
2.1.1.1. Vetor pGBKTY.

A insercdo de 15 cDNAs, 14 proveniente de fragmentos deletérios da
RdRp de YFV e a RdRp inteira, previamente construidas e confirmadas pela Profa.
Maria Carolina Ferrari Sarkis Madrid e colaboradores (2007) %, em seu projeto
de mestrado, foram inseridas no vetor pGBKT7 (CLONTECH Laboratories, Inc.)
gue permite sua expressao em fusdo com o dominio de ligacdo ao DNA (DNA-BD
— DNA binding domain) da proteina Gal4, gerando, assim, uma proteina hibrida
usada como isca para o0 sistema duplo-hibrido em leveduras. Outras
caracteristicas deste vetor incluem a presenca do promotor ADH1, o qual promove
a expressao de elevados niveis das proteinas hibridas em leveduras, e a presenca
dos sinais de término de transcricdo T7 e ADH1 (T17 & apni)- A replicacdo
autbnoma do pGBKT7 em E. coli e em Saccharomyces cerevisiae é determinada
pelas origens de replicacdo pUC e 2u ori, respectivamente. O vetor (Figura 6)
carrega o gene que confere resisténcia a kanamicina, para selecdo em E. coli, e 0

marcador nutricional TRP1, para selecdo em leveduras.



a c-Myc epitope tag

Figura 6: Mapa de restricdo e sitios multiplos de clonagem do vetor pGBKT7 (CLONTECH
Laboratories, Inc.)

2.1.1.2. Vetor pACT2.

Gentilmente cedida pelo Dr. Jorg Kolbarg (Laboratério Nacional de
Biociéncias — LNBio, Campinas, SP), clonada no vetor pACT2 (CLONTECH
Laboratories, Inc.), uma biblioteca de cDNA de células Hela para o screening em
duplo-hibrido contra as delec6es de RdRp construidas pela Profa. Maria Carolina
Ferrari Sarkis Madrid e colaboradores (2007) °©, em seu projeto de mestrado.
Umas das proteinas que despertou nosso interesse para estudo, foi a hSlu7, para
analisarmos o seu dominio de interacdo com a RdRp e suas dele¢des. A insercao
do cDNA no sitio multiplo de clonagem do vetor pACT2, com corretas orientacao e
fase de leitura aberta, permite a expressao das proteinas codificadas em fuséo ao
dominio de ativacdo da transcricdo (AD — activation domain) da proteina Gal4,
gerando, assim, proteinas hibridas denominadas presas no sistema duplo-hibrido.

O vetor pACT2, cujo mapa esta representado na Figura 7, apresenta promotor



ADH1 que gera altos niveis de expressao das proteinas hibridas, as quais sao
direcionadas para o0 nucleo da levedura através da sequéncia de localizacéo
nuclear do antigeno SV40, clonado na regido 5’ da sequéncia GAL4 AD. O vetor
pPACT?2 replica-se de forma autbnoma em E. coli e em S. cerevisiae e carrega o
gene bla que confere resisténcia a ampicilina em E. coli, bem como o marcador

nutricional LEU2, para sele¢cdo em leveduras.

Figura 7: Mapa de restricdo e sitios multiplos de clonagem do vetor pACT2. (CLONTECH
Laboratories, Inc.).



2.1.1.3. Sequenciamento Nucleotidico

Os clones positivos foram analisados quanto a auséncia de mutacdes que
possam ter sido originadas nas PCRs, bem como quanto a correta coesdo dos
insertos no pGBKT7 e pACT2, pelo sequenciamento nucleotidico. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas com o ABI PRISM® Big Dye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit, nas seguintes condi¢des, 200ng de DNA plasmideal, 4uL de
tampéao de sequenciamento (5x Tris-HCI, MgCl,), 4uL do Ready Reaction Mix, 1uL
de primer e 4gua Gibco® (a4gua livre de DNAse/RNAse)para um volume final de
20puL. Os primers foram utilizados numa concentragéo de 3,2pmol/uL. Os primers
para a as delecfes de RdRp podem ser consultados em Madrid e colaboradores
(2007), para a hSlu7 foi o utlizado o primer com sequencia foward
(TTTGGATCCATGTCAGCCACAGTTGTAGATGCA), e reverse (TTTGCGGCCGC
CCTACTGTCCAAGGAA). Os produtos obtidos foram submetidos ao ABI PRISM®
377 DNA Sequencer (Applied Biosystems) e as sequencias foram analisadas
utilizando o programa DS Gene 2.0 (Accelrys). As sequéncias obtidas foram
comparadas as sequéncias disponiveis no GenBank pelo programa BLASTn
(NCBI). E os clones positivos foram armazenados em solucéo de Glicerol 50% a -

80°C.

2.1.2. Levedura
A cepa de levedura utilizada no sistema duplo-hibrido foi a linhagem
AH109 da levedura Saccharomyces cerevisiae (Clontech), que foi geneticamente

construida para eliminar clones falso-positivos através de trés genes reporteres —



HIS3, ADE2 e lacZ (ou MEL1), os quais estdo sob controle de diferentes regidoes
promotoras (UAS) adjacentes a GAL4, conforme pode ser visualizado na Figura 8.
Esses repérteres sdo expressos a partir da proximidade entre os dominios de
ligacdo ao DNA (DNA-BD) e de ativacao da transcricdo (AD) de GAL4 da referida
levedura, ativando sua maquinaria transcricional e gerando, assim, um sinal

fenotipico.

GAL1 UAS GAL1 TATA “
GAL2 UAS GAL2 TATA ADE2

MEL1 UAS MEL1 TATA

MEL1 UAS MEL1 TATA MEL1

Figura 8. Genes repérteres da linhagem AH109 de Saccharomyces cerevisiae.

2.1.2.1. Meios de Cultura para Crescimento e Manutencéo de Leveduras

Para a selecdo de leveduras contendo os plasmideos isca e presa, bem
como selecdo de interacdo proteina-proteina ativadora da transcricdo de um
determinado gene reporter foram usados meios SD (Sinapse) (meios sintéticos
definidos, também chamados de drop-out). Dentre eles, foram utilizados os meios
drop-out simples, duplos, triplos e quadruplos, respectivamente representados

pelos meios: SD-Trp (com auséncia do aminoacido triptofano, seleciona levedura



gue contém a isca); SD-Leu-Trp (com auséncia dos aminoacidos leucina e
triptofano, seleciona levedura que contém isca e presa); SD-His-Leu-Trp (com
auséncia dos aminoacidos histidina, leucina e triptofano, que seleciona as
interacdes capazes de ativar o gene reporter HIS3); o meio SD-Ade-His-Leu-Trp
(com auséncia dos aminoacidos adenina, histidina, leucina e triptofano , seleciona
as interacdes que sdo capazes de ativar o gene repérter ADE2), a quantidade dos

reagentes para 0s meios podem ser vistos a seguir.

Peso em gramas

para 1L de agua
g.s.p.
Meio SD Base* 26,7
SD-Trp** 0,74
SD-Trp-Leu** 0,64
SD-Trp-Leu-His** 0,62
SD-Trp-Leu-His-Ade** 0,60

* Meio SD base (Clontech) e ** Meios SD drop-out (Sinapse)

Para o crescimento das leveduras contendo vetor pGBKT7 foi utilizado o
meio SD —Trp (Sinapse). E para o crescimento das leveduras contendo o vetor
pPACT2 e vetores utilizados para controles 0 meio para crescimento das leveduras
foi o SD; -Trp-Leu (Sinapse), portanto as leveduras transformantes foram

cultivadas em meio duplo.



2.1.2.2. Transformacé&o em Levedura

Para a transformacéo em leveduras das delecdes de RdRp repicada em
SD-Trp e 0 pACT2-hSlu7 em meio SD-Leu-Trp (Sinapse) para o teste do Plasmid-
Linkage, portanto utilizou-se a levedura S. cerevisiae AH109 (BD MATCHMAKER
GAL4 Two-Hybrid System 3, Clontech) e incubou-se a 30°C durante dois ou trés
dias. Em seguida, uma massa celular de leveduras foi inoculada em 10mL de meio
SD, a 30°C, sob agitacdo de 250rpm, por 48 horas. Centrifugou-se a 3000g por 1
minuto a temperatura ambiente. Lavou-se o pellet com agua MiliQ. Centrifugou-se
a 3000g por 1 minuto, e adicionou-se 2mL de acetato de lito a 100mM, e
incubou-se por 15 minutos, a 30°C, sobre 250rpm. Apds a incubacéo, centrifugou-
se a 3000g por 1 minuto e adicionou-se 2ug de DNA plasmideal, 10ug do
carreador (esperma de salmdo — Promega), 250ul de PEG 50%, 36ul acetato de
litio a 1M e 45uL de agua MiliQ. Homogeneizou-se por 1 minuto em velocidade
maxima (vortex). Incubou-se por 20 minutos a 42°C. Ap6s o periodo de incubacao,
centrifugou-se por 1 minuto em velocidade maxima (13000rpm) e a suspensao de
células foi plaqueada em meio SD -Leu-Trp (Sinapse). E as placas foram

incubadas a 30°C por 42 a 84 horas.

2.1.2.3. Transformac&o com os Plasmideos Controle

Conforme metodologia descrita no item 2.1.2.2, foi transformado
sequencialmente em levedura, pares de plasmideos usados como controles
positivo e negativo para o estudo das interagfes proteina-proteina nos ensaios de

duplo-hibrido (Quadro 1).



Quadro 1. Transformacdes dos Plasmideos Controle em Levedura.

Transformacgdes sequenciais em AH109

Plasmideos* com

i *
DNA-BD de GAL 4 Plasmideos* com AD

Resultado esperado da
interacdo quanto a
ativacao de genes

reporteres de AH109

de GAL4
pGADT7-AD Negativo
PGBKT7-BD 0GADT7-T Negativo
pGADT7-AD Negativo
PGBKT7-Lam 0GADT7-T Negativo
pGBKT7-53 pGADT7-T Positivo

* Matchmaker Gal4 Two-Hybrid System 3 (Clontech)

Do grupo de plasmideos que possuem DNA-BD de GAL4, além do
pGBKT7 vazio, foram transformados o pGBKT7-Lam e o pGBKT7-53. O vetor

pGBKT7-Lam expressa o DNA-BD em fusdo com a proteina laminina C humana,

gue ndo esta relacionada com a formacdo de compl

maioria das proteinas oferecendo, desta forma, um

estudo das interagbes proteicas. O vetor pGBKT7-53, por sua vez, expressa o

DNA-BD de GAL4 em fusdo com a proteina p53, qu

exos, nem interage com a

controle negativo para o

e interage com o0 antigeno

large-T de SV40 sendo, assim, usado como controle positivo.

Pertencentes ao grupo dos vetores com AD de GAL4 estdo o pGADT7
vazio e o0 pGADT7-T. Este ultimo é usado como controle positivo, uma vez que

expressa o AD em fusdo ao antigeno large-T de SV40, que interage com a

proteina p53.




2.1.2.4. Plasmid-Linkage.

Para confirmar as interacdes entre a proteina celular hSlu7 e a RdRp de
YFV no sistema duplo-hibrido em levedura, realizou-se um procedimento
denominado plasmid-linkage.

Para validar o experimento, utilizou-se os controles pGADT7 e pGADT7-T
gue foram transformados sequencialmente em leveduras contendo pGBKT7 vazio,
pGBKT7-Lam, pGBKT7-p53, pGBKT7-RdRp de YFV e as iscas contendo as
delecbes de RdRp de YFV. Os fragmentos deletérios encontram-se
esquematicamente na Figura 9. As transformagdes sequencias estdo presentes

no Quadro 2 e a metodologia foi descrita no item 2.1.2.2.

RdRp

7 delecdes
amino-
terminais em
RdRp

7 delegdes
carboxi-
terminaisem
RdRp

Figura 9: Esquema das construcdes deletérias de RdRp de YFV. RdRp: regido correspondente a
isca de RdRp inteira, 7 delecbes amino-terminais em RdRp de YFV e posteriormente 7 delecdes
carboxi-terminal em RdRp de YFV, totalizando 15 iscas, sendo 14 dessa representando o0s
fragmentos deletérios.



Quadro 2. TransformagOes sequenciais em S. cerevisiae AH109 entre pACT2-
hSlu7 e pGBKT7-RdRp, incluindo os plasmideos controles.

Leveduras transformadas (BD) | DNA AD para Transformacao

AH109 pGBKT7-BD vazio pACT2-hSIu7

AH109 pGBKT7-Lam pACT2-hSIu7

AH109 pGBKT7-p53 pAGDT7-T

AH109 pGBKT7-RdRp pACT2-hSlu7
AH109 pGBKT7- RdRp 2f pACT2-hSlu7
AH109 pGBKT7- RdRp 3f pACT2-hSlu7
AH109 pGBKT7- RdRp 4f pACT2-hSlu7
AH109 pGBKT7- RdRp 5f pACT2-hSlu7
AH109 pGBKT7- RdRp 6f pACT2-hSIu7
AH109 pGBKT7- RdRp 7f pACT2-hSlu7
AH109 pGBKT7- RdRp 8f pACT2-hSlu7
AH109 pGBKT7- RdRp 2r pACT2-hSlu7
AH109 pGBKT7- RdRp 3r pACT2-hSIu7
AH109 pGBKT7- RdRp 4r pACT2-hSIu7
AH109 pGBKT7- RdRp 5r pACT2-hSIu7
AH109 pGBKT7- RdRp 6r pACT2-hSIu7
AH109 pGBKT7- RdRp 7r pACT2-hSIu7
AH109 pGBKT7- RdRp 8r pACT2-hSIu7

Os transformantes obtidos foram analisados quanto a ativacdo dos genes
repérteres HIS3 e ADE2. O dominio responsavel pelo estabelecimento das
interagOes entre RARp NS5 de YFV e a hSlu7 foi definido segundo a ativagao dos
dois reporteres e denominados de fragmentos A e B em RdRp.

Para o mapeamento da interacdo entre pACT2-hSlu7 e as porgoes

deletantes de RdRp, avaliou-se a capacidade da ativacdo dos genes reporteres



HIS3 e ADE2 de AH109, a partir da normalizacdo do numero de células por
diluicdes seriadas das culturas e plagueamento sob forma de spots nos meios
apropriados. Para isto, foram preparadas culturas de cada levedura transformante
em 2mL de meio SD-Leu-Trp (Sinapse) e incubadas a 30°C, sob agitacdo de
250rpm, até atingir a DOggp maior que 1. Em seguida, foram transferidos 100uL de
cada suspensdo com DOggp normalizada para um poco de microplaca e diluida
seriadamente (1:10) quatro vezes, com meio SD-Leu-Trp (Sinapse), para uma
analise mais adequada do crescimento e do grau de ativacdo de um gene
reporter. Foram aplicados, entédo, sob a forma de spots, 4puL da suspensao original
e de cada diluicho em agar SD-Leu-Trp (Sinapse), SD-His-Leu-Trp (Sinapse) e
SD-Ade-His-Leu-Trp (Sinapse). A incubacao das placas foi a 30°C até observagao

de crescimento, o que levou aproximadamente trés dias.

2.2. Expressao e Purificacdo da Proteina hSlu7.
2.2.1. Clonagem.
2.2.1.1. Confirmacédo do cDNA de hSlu7.

Inicialmente amplificou-se o fragmento de interesse, que neste caso € o
cDNA da hSlu7 (sequencia disponivel no Gene Bank-
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF101074.1), inserido no pEGFP-C3-hSlu7,
para confirmac¢do do tamanho do fragmento 1762pb, este plasmideo encontrava-
se em E. coli DH5a.

A extragdo do DNA plasmidial foi realizado pelo método caseiro de

MaxiPreparation, que consiste em incubar a construcdo plasmideal em 4mL de



meio LB (Luria-Bertani) com ampicilina (100ug/mL) por 8 horas a 37°C a 250rpm.
Transferir o pré-indculo para 200mL de LB com ampicilina (100ug/mL) e incubar
por 16 horas a 37°C a 250rpm. Centrifugou-se a cultura por 15 minutos a 4°C
(rotor SLA-1500 Sorval). Ressuspendeu-se o pellet com 6mL da Solugéo |
(Quadro 3). Adicionou-se 12mL da Solucédo Il (Quadro 3) e incubou-se por 5
minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se 6mL da Solucao Il (Quadro 3) e
incubou-se no gelo por 20 minutos. Centrifugou-se por 20 minutos a 12000rpm.
Filtrou-se o0 sobrenadante. Adicionou-se 12mL de isopropanol gelado.
Homogeneizou-se levemente e incubou-se no gelo por 30 minutos. Centrifugou-se
por 20 minutos a 12000rpm (rotor 55-34 Sorval) e descartou-se o sobrenadante.
Ressuspendeu-se o pellet com 700uL de agua MiliQ. Adicionou-se 700uL de 5M
Cloreto de Litio e incubou-se no gelo por 30 minutos. Centrifugou-se a 14000rpm
por 20 minutos. Precipitou-se o sobrenadante com 3mL de Etanol Absoluto e
incubou-se por 30 minutos a -80°C. Apds incubacéo, centrifugou-se a 14000rpm
por 20 minutos. Ressuspendeu-se o pellet com 400uL de dgua MiliQ e aqueceu-se
a 37°C até dissolver por completo. Adicionou-se 2,5uL de RNAse (20mg/mL) e
incubou-se por 20 minutos a 37°C. Adicionou-se 450uL de solucédo a 20% de PEG
(Pollietileno Glicol) e 2,5M de NaCl e incubou-se por 16 horas a 4°C. Transcorrida
a incubacao, centrifugou-se a 12000rpm por 30 minutos. Ressuspendeu-se 0
pellet com 400uL de tampédo TE (10mM Tris pH8.0 e 1mM EDTA) a 37°C sob
agitacdo de 950rpm. Adicionou-se 400uL de Fenol/Cloroférmio e homogeneizou-
se severamente (Vortex). Centrifugou-se a 13200rpm por 2 minutos em
temperatura ambiente. Colheu-se a fase liquida e adicionou-se 40uL de 3M de

Acetato de Sédio e ainda completou o volume para 1,5mL com etanol absoluto a -



20°C e incubou-se por 30 minutos a -80°C. Centrifugou-se a 13000rpm por 20
minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e preencheu-se o tubo com etanol
70% a -20°C. Centrifugou-se a 13200rpm por 20 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e deixou o pellet secar completamente e somente apds ter
ressuspendido com 200uL de agua livre de DNAse e RNAse € que ficou pronto

para a quantificacao.

Quadro 3 : Solugdes para Extragdo de DNA plasmidial — Maxipreparation.

Solucgéo | Solucéo |l Solucao Il

1M Glicose 10N NaOH Acetato de potassio: 98,199

0,5M EDTA SDS 20% Acido Acético Glacial: 23mL
1M Tris pH 8,0 H»O g.s.p. H>O g.s.p.:200mL

H»O g.s.p.

Apés a obtencdo do DNA purificado do pEGFP-C3-hSlu7, sua
guantificacdo foi por método de absorbancia em espectofotbmetro, obtendo-se o
valor de 10550ng/uL, realizou-se a sua amplificacdo por meio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) utilizou-se o protocolo High Fidelity® (Invitrogen),
onde o fabricante recomenda 45uL do Mix High Fidelity®, 1uL do primer foward
(diluicdo 15pmol/uL) (TTTGGATCCATGTCAGCCACAGTTGTAGATGCA), 1L do
primer reverse (diluicdo 15pmol/uL) (TTTGCGGCCGCCCTACTGTCCAAGGAA) e
3uL do cDNA extraido de hSlu7 (10550ng/pL). Submeteu-se esta reacdo a

ciclagens de 94°C por 1 min., 53°C por 1 min., 72°C por 2min. e novamente 72°C




por 2minutos repetidamente por 30 ciclos. A confirmacdo da amplificacdo foi

realizada por eletroforese em gel de agarose a 1%.

2.2.1.2. Sintese da Molécula Recombinante com cDNA de hSlu7

Depois da confirmacdo do tamanho do fragmento, realizou-se a
precipitacdo do produto de PCR com glicogénio e etanol, adicionando-se 5uL de
3M de acetato de sédio; 1uL de Glicogénio (Invitrogen); 150uL de etanol absoluto
gelado a -20°C; incubou por 16 horas a -20°C; centrifugou-se por 20 minutos, a
13.200rpm, a 4°C; descartou-se o sobrenadante; adicionou-se 150uL de etanol
70% (-20°C); centrifugou-se por 20 minutos a 13.200rpm e a 4°C; descartou-se o
sobrenadante; secou e ressuspendeu-se o pellet em 20uL de agua livre de RNAse

e DNAse e quantificou-se o purificado (hSlu7 1060 ng/uL).

2.2.1.2.1. Digestéo do Inserto hSlu7 e Vetor de Expressdo em Procarioto

Para a formacdo da molécula recombinante ha a necessidade de se fazer
a digestdo para a liberacdo do cDNA de hSlu7 do vetor peEGFP-C3 e a
linearizacdo do vetor pET21a para que esses possam por coesao se associarem.
Portanto digeriu-se o purificado hSlu7 e o vetor pET 2l1a (FiguralQO). Para a
digestdo do inserto utilizou-se do seguinte protocolo: 3,18uL do cDNA purificado
de hSlu7 (1060ng/uL); 3uL da enzima de digestdo BamHI (Promega); 3uL da
enzima de digestdo Notl (Promega); 6uL do tampdo de reacdo da enzima
(Promega) e 48,82 de agua livre de DNAse e RNAse (Gibco). Para o vetor foi:

17,64pL da extracdo do pET21a (170ng/uL); 3U da enzima de digestdo BamHI



(Promega); 3U da enzima de digestdo Notl (Promega); 6uL do tampao de reacéo —
React® 3 (Promega) e 34,36pL de agua livre de DNAse e RNAse (Gibco). Incubou-

se por 1 hora a 37°C. Verificacao da eficiéncia da digestao por eletroforese em gel

de agarose a 1%.
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Figura 10: Mapa de restri¢cdo e sitios multiplos de clonagem do vetor pET21a. (Novagen).

2.2.1.2.2. Ligagéao do Inserto no Vetor

Para a ligacdo dos fragmentos digeridos realizou-se a sua extragcao
diretamente do gel de agarose, recortando as bandas com os tamanhos
correspondentes a hSlu7 (1761pb) e ao pET21 (5443pb) agora linearizado. A
extracdo por micro centrifugacéo ocorreu com a utilizacdo de um kit (Pure Link®:
Quick Gel Extration Kit-Invitrogen), incubou-se a banda recortada do gel a 50°C
por 10 minutos, a 300rpm com a solucdo L3 até o gel dissolver por completo.

Centrifugou-se a 11400rpm por 1 minuto e descartou-se a fase liquida. Adicionou-



se 700uL da solucdo de lavagem W3, centrifugou-se primeiro a 11400rpm por 1
minuto, descartou-se a fase liquida e centrifugou-se novamente a 13200rpm por 3
minutos. Adicionou-se 50uL de agua livre de DNAse e RNAse (Gibco), incubou-se
por 5 minutos em temperatura ambiente e centrifugou-se a 11400rpm por 1 minuto
para a eluicdo do DNA para posterior quantificacao.

A ligacdo do inserto hSlu7 no vetor de expressao pET21a foi realizada
utilizando a proporcéo de 1:2 do inserto, como segue no protocolo: 2uL do vetor
pET21a (40ng/uL); 2,7uL do inserto hSlu7 (60ng/uL); 1uL de T, DNA ligase
(1U/uL) e 3pL do tampédo de ligacdo 10x (Roche); e 21,3uL de agua livre de
DNAse e RNAse (Gibco) ajustando para um volume final de 30puL. Incubou-se por
16 horas a 4°C. Transcorridas as 16 horas as amostras foram precipitadas com

500uL N-Butanol para melhor pureza das amostras.

2.2.1.2.3. Geracéo de Bactérias Eletrocompetentes

Transformacédo do ligante recombinante em E. coli DH5a. Para isto,
tornou-se a DH5a eletrocompetente por meio da saturacéo de sacarose. Reativou-
se a bactéria em meio agar LB (triptona 10g; extrato de levedura: 5g; NaCl: 10g
para 1L de &gua q.s.p.), sem antibiético, pescou-se uma colénia bacteriana,
adicionou-a em 30mL de meio LB e incubou-se 37°C, por 16 horas, a 250rpm.
Distribuiu-se em 1,5mL da cultura em suspensao e centrifugou-se a 13000rpm por
2minutos. Lavou-se duas vezes com 1mL de sacarose a 300mM em temperatura
ambiente (centrifugacdo 13000rpm por 2 minutos). Ressuspendeu-se o pellet com
30pL de 300mM de sacarose. Adicionou-se 5uL da ligacdo nos 30uL de bactérias

competentes e submeteu-as a eletroporagao (2500V; 200Q); 25uF) em 3 pulsos de



dois segundos cada. Deixou-se estabilizar a eletroporacdo em meio LB por 1 hora
e 40 minutos sob agitacdo de 250rpm a 37°C. Apés incubacao, centrifugou-se a
13000rpm por 2minutos e plaqueou-se o pellet em meio seletivo para o plasmideo
recombinante que € meio LB com amplicilina (100ug/mL) (Sigma Aldrich), incubou-

se a placa com a bactéria transformada por 16 horas a 37°C.

2.2.1.2.4. Confirmacéo dos Clones Positivos

Para a confirmacdo dos clones positivos, primeiro selecionou-se as
colénias e as colocou para crescer em 4mL de meio LB com 100ug/mL de
amplicilina a 250rpm por 16 horas. O PCR screening foi realizado com o kit para
reacdo de PCR da LGC Biotecnologia®, e o protocolo utilizado foi: 5L do tamp&o;
2uL de 50mM de Cloreto de Magnésio; 2uL de DNTps (2,5mM); 1uL do primer
foward (15pmol/pL) e 1pL do primer reverse (15pmol/uL); 0,2uL de Tag polimerase
(5U/mL); 2uL da amostra e 36,8uL de agua livre de DNAse e RNAse (Gibco) para
a obtencao de um volume final de 50uL por reacdo. A ciclagem escolhida foi: 94°C
nos primeiros 10 minutos e repetidamente para os 35 ciclos foi 94°C por 1 minuto;
53°C por 1 minuto; 72°C por 2 minutos; e por fim 72°C por 10 minutos.

As amostras positivas detectadas pelo screening, passaram pela extracao
plasmidial pelo Kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), para posterior
analise quanto a auséncia de mutacdes que possam ter sido originadas nas
PCRs, bem como quanto a correta insercdo do inserto no vetor pET21a, pelo
sequenciamento nucleotidico. As reacfes de sequenciamento foram realizadas
com o ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, empregando-

se aproximadamente 200ng de DNA plasmidial, 4pL de tampao de



sequenciamento (5x Tris-HCI, MgCl,), 4uL do Ready Reaction Mix, 1uL de primer
e agua (Gibco) para um volume final de 20uL. Os primers foram utilizados na
concentracao de 3,2pmol/uL e estédo listados no item 2.2.1.1. Os produtos obtidos
foram submetidos ao ABI PRISM® 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems) e as
sequéncias foram analisadas utilizando o programa DS Gene 2.0 (Accelrys). Os

clones positivos foram armazenados em solucéo de glicerol 50% a - 80°C.

2.2.2. Expressdao da Proteina hSlu7 em Procarioto

As cepas bacterianas utilizadas para a transformacdo do cDNA de hSlu7
inserida no vetor pET2la foram, E. coli BL21(DE3) Codon Plus-(Stratagene)
(marcador de resisténcia para Cloranfenicol) e algumas cepas gentilmente cedidas
pelo Prof. Dr. Méario Tyago Murakami (LNBio) como a BL21(DE3)pRARE 2
(marcador de resisténcia para cloranfenicol), BL21(DE3) C41 e C43 (sem
marcador de resisténcia para antibidticos) e Arctic Express (marcador de
resisténcia para gentamicina).

Para a expressao da hSlu7 recombinante foi realizado varios testes
(Quadro 4), variando a temperatura para ver qual contribuia para a maior sintese
proteica. Inicialmente foi inoculado 2mL de meio de cultura previamente incubado
por 16 horas, em 100mL de meio LB com antibiético especifico para cada uma das
cepas de E. coli utilizadas e para o plasmideo recombinante. A agitacdo em cada
um dos experimentos variou de 130 a 250rpm durante as incubagdes das culturas
bacterianas, até atingirem a Densidade Optica (DOgoo — Eppendorf-Biophotometer)
desejada que variou de 0,4 a 0,6. Ap6s atingir o valor esperado para a DOggo, a

expressao foi otimizada com a inducdo do Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside



(IPTG) com concentracdes que variaram de 0,2-1mM. Para a confirmacdo da
eficiéncia da expressdo de hSlu7, correu-se as amostras obtidas segundo o0s
testes e desnaturadas a 99°C por 5 minutos em 10% SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide Gel Eletrophoresis). Ainda para a lise da amostra e
solubilizacédo da hSlu7 foi utilizado Lisozima (Sigma Aldrich) e coquetel de inibidor
de protease (Complete, Mini, EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail Tablets-

Roche).

Quadro 4: Condi¢cBes Experimentais para a Expressao e Solubilizacao da hSlu7

Bactéria Marcador Meio de Temperaturas DOeoo Concentracédo Tampéo
de Cultura de IPTG de Lise®
Resistencia
LBelLB | 20°C, 25°C, 30°C 0,6 1mM 1,234,
com 1- e 37°C pos- 5,6,7,8,
10% de inducgéo. 15el6
glicerol
LB, YT?, 37°C 0,6 ImM 9,10e 11
TB8°
BL21 Cloranfenicol | YT?, TB%e 20°C TB=0,1 1mM 12,13 e 17
(DE3) (100ug/mL) LB YT=0,2 | LB (0,2 e 0,5mM)
Codon e Ampicilina
Plus (100pg/mL) LB=0,3
LB 30°C 0,75 1mM 14
LB 18°C - Sem IPTG 18
BL21 Ampicilina LB 30°C e 37°C 0,8 0,5mM 17
(DE3) C41 | (100pg/mL)
BL21 Ampicilina LB 20°C, 30°C e 0,8 0,5mM 17
(DE3) C43 | (100pg/mL) 37°C
BL21 Cloranfenicol LB 20°C, 30°Ce 30°C=0,5 0,5mM 17
(DE3) (100ug/mL) 37°C 37°Ce
pRARE e Ampicilina 20°C=0,8
(100pg/mL)
Arctic Gentamicina LB 13°C 0,25 0,5mM 17
Express (20ug/mL) e
Ampicilina
(50pug/mL)

' Os reagentes e suas concentragdes encontram-se no Quadro 5.

% Meio de cultivo Yeast Terrific (Triptona: 16g; Extrato de Levedura: 10g; NaCl: 5g para 1L de
agua g.s.p.).

% Meio de cultura Broth Terrifc (Triptona: 12g; Extrato de Levedura: 24g; Glicose: 7,5g; KH,PO,:
2,29; K,HPO,: 9,49 para 1L de agua g.s.p.).



Quadro 5: Tampdes de Lise e Solubilizacdo na Expresséo de hSlu7.

Tampéo Reagentes Tampaéo Reagentes Tampaéo Reagentes
de Lise (pH 7.4) de Lise (pH 7.4) de Lise (pH 7.4)
0,02M Na;HPO, 0,02M Na,HPO, 0,02M Na;HPO,
1 0,5M NacCl 2 0,5M NaCl 3 0,5M NaCl
0,02M Imidazol 0,02M Imidazol 0,02M Imidazol
8M Uréia 2% Triton X-100
0,02M Na;HPO, 0,02M Na,HPO, 0,02M Na;HPO,
0,5M NacCl 0,5M NaCl 0,5M NaCl
4 0,02M Imidazol 5 0,02M Imidazol 6 0,02M Imidazol
8M Uréia 8M Uréia 5% Glicerol
1% Chaps 2% Triton X-100 2% Sarkozyl
0,02M Na,HPO, 0,02M Na,HPO, 0,02M Na,HPO,
0,5M NacCl 0,5M NaCl 0,5M NaCl
7 0,02M Imidazol 8 5% Glicerol 9 5% Glicerol
5% Glicerol 2% Sarkozyl 2% Sarkozyl
2% Sarkozyl 2M Uréia 6M Uréia
2M Uréia
0,02M Na;HPO, 0,1M NaCl 0,02M Na,HPO,
0,5M NacCl 0,05M Tris-HCI 0,5M NacCl
10 5% Glicerol 11 0,001M EGTA 12 20% Glicerol
2% NP-40 8M Uréia 1% Sarkozyl
2M Uréia 1% HEPES
6M Uréia
0,02M Na,HPO, 0,1M NaCl 0,1M NaCl
0,5M NaCl 0,05M Tris-HCI 0,05M Tris-HCI
13 5% Gilicerol 14 0,001M EGTA 15 0,001M EDTA
2% Tween 80: 0,02M Imidazol 0,04M Imidazol
2M Uréia 8M Uréia 8M Uréia
0,1M NaCl 0,02M Na,HPO, 0,02M Na,HPO,
16 0,05M Tris-HCI 17 0,5M NaCl 18 0,5M NaCl
0,01M Imidazol 0,01M Imidazol
8M Uréia

2.2.3. Purificagdo da Proteina hSlu7

Na purificacdo da proteina, utilizou-se de uma sepharose empacotada em
coluna para pronto uso (Histrap® HP 1mL- GE Healthcare Life Sciences), que
possui ions de niquel. A hSlu7 foi inserida no vetor (pET21a), que possui uma
construcdo de cadeia de poli histidina (HA) marcada como etiqueta (HIS-tag),
essa construcdo possui afinidade pelo ion niquel presente na coluna. O extrato

celular que foi obtido por meio de expressdo, posteriormente, foi lisado com



tampdo de lise, contendo lisozima (10mg/mL) e coquetel de inibidores de
proteases (50mg/mL) (Complete, Mini, EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktalil
Tablets - Roche). A lise total ocorreu por sonicacdo (4x por 1 minuto na poténcia
0,2). Centrifugou-se a 16000g por 20 minutos a 4°C o extrato celular para a
separacao da fracéo solubilizada da insoluvel.

Para a purificacdo da proteina inoculou-se na coluna Histrap®, o extrato
proteico lisado, anteriormente estabilizada com o tampao de lise. Para a obtencéo
da fracao purificada da proteina, lavou-se a coluna de purificacdo com tampéo de
eluicdo, contendo os mesmos reagentes do tampéao de lise, mudando somente a
concentracdo do Imidazol para: 0,05M; 0,1M; 0,2M; 0,3M e 0,5M respectivamente.
Os eluados foram analisados segundo o grau de pureza por 10% de SDS-PAGE e

corados ora por Coomassie Blue, ora por Impregnacao por Nitrato de Prata.

2.3. Localizacao Celular de hSlu7

2.3.1. Super-Expressao de hSlu7

O vetor para expressdao em células de mamiferos com hSlu7 possui
uma regido capaz de expressar a proteina fluorescente GFP (Green
Fluorescent Protein), no qual o DNA da proteina de interesse foi inserido
(PEGFP-C3-hSlu7 clone 3) e o pEGFP-C3 foi utilizado como controle da

transfecgéo Figura 11.
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Figura 11: Mapa de restricdo e sitios de clonagem do vetor pEGFP-C3 (CLONTECH
Laboratories, Inc).

2.3.2. Células e Virus

As células Vero E6 foram cultivadas em meio Eagle’s Minimum Essential
Medium (MEM) - (Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100U/mL
de penicilina e 100mg/mL de estreptomicina. As células foram mantidas em
atmosfera umidificada contendo 5% de gas carbénico (CO,) a 37°C.

A cepa vacinal 17D de YF (Fiocruz, Brasil), utilizada nos experimentos, foi
propagada e titulada a 10° PFU/mL, em cultura de células de mosquito Aedes

albopictus denominada C6/36.



2.3.3. Imunofluorescéncia Indireta.

As células Vero E6 (20.000/well) foram cultivadas sobre laminula esférica
em 24 cavidades (well) e transfectadas com 2,5ug de pEGFP-C3-hSlu7 e 2,5ug do
vetor vazio pEGFP-C3 como controle da transfeccdo. O agente de transfeccéo
utilizado foi 1pL do Turbofect® (Fermentas), por 4 horas, a 37°C, 5% de CO, em
meio MEM sem antibiético e sem soro fetal bovino. Transcorridas as 4 horas de
transfeccdo, o meio de manutencéo foi trocado para MEM com antibiético e 1% de
soro fetal bovino. Ap6s as 24 horas da transfeccdo e a monocamada celular
possuindo aproximadamente 50% de confluéncia, foram infectadas com
0,1PFU/mL e 10PFU/mL da cepa vacinal 17D de YFV, as células foram mantidas
por 1 hora e meia em meio MEM com antibi6tico e sem soro fetal bovino, a 37°C,
5% de CO,. Ap6s o periodo de infeccdo o inoculo contendo a cepa vacinal foi
retirado e a monocamada celular foi mantida por 24 horas em meio MEM com
antibidtico e a 1% de soro fetal bovino, o desenho experimental pode ser
visualizado na Figura 12.

Para o estudo de imunofluorescéncia, houve necessidade da fixacdo da
monocamada celular em 4% de paraformaldeido por 15 minutos, ap0s lavou-se
duas vezes com Phosphate Buffered Saline 1x (PBS pH7.4) e ainda
permeabilizou-se a monocamada celular com metanol gelado (-20°C) durante 5
minutos. Lavou-se trés vezes por 5 minutos com PBS 1x. O bloqueio foi realizado
com uma solugcéo contendo 5% de soro de bode (Invitrogen), 0,3% de Triton X-
100, PBS 1x qg.s.p. e incubou-se por 1lhora. Transcorrido o tempo do bloqueio,
incubou-se overnight a 4°C com os anticorpos primarios cedidos gentilmente pelo

Dr. Charles Rice (Rockefeller University) o anticorpo de coelho anti-NS5 High



(1:2000) e anti-NS4AB High (1:1000), diluidos em solucdo blogueio em camara
umida. Depois de 16 horas, lavou-se trés vezes por 5 minutos com PBS 1x sob
agitacdo lenta. A incubagdo com o anticorpo secundério foi com o Alexa Fluor®
555 rabbit (Invitrogen) na diluicdo (1:2000) em solucao bloqueio por 2 horas ao
abrigo da luz em camara umida. A coloracéo fluorescente do nucleo foi realizada
com o 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI-Sigma-Aldrich), diluido em PBS pH 7.4
por 5 minutos. Apos a lavagem, as laminulas foram montadas sobre laminas para
microscopia com solugdo de mowiol 4.88 impermeabilizando a monocamada

celular entre a lamina e a laminula.

PEGFP-C3-hSlu7
17D -YFV

1

OOOOOO] e
OOOOOQ),.
OOOO

High

pEGFP-C3 PEGFP-C3
17D-YFV 10 PFU/mI

0,1 PFU/ml

Figura 12: Placa de 24 wells contendo monocamada celular de Vero E6 para
imunofluorescéncia indireta.



Para a analise da marcacdo de imunofluorescéncia, realizou-se entdo, a
contagem de 10 campos por laminula e quantificou-se quantas células obtiveram a
marcacao nuclear e nuclear/citoplasmatica para a hSlu7 (pEGFP-C3-hSlu7),
diante da infeccédo ou nédo por YFV. A localizacao celular de hSlu7 foi quantificada
por porcentagem e posteriormente validada quanto ao valor do p segundo o

método estatistico t de Student.



3. RESULTADOS
3.1. Plasmid-Linkage

A confirmacao da interacdo entre hSlu7 e as delecdes de RdRp de YFV,
foi realizado por meio do sistema de plasmid-linkage. O pACT2-hSlu7 foi
transformado em S. cerevisie AH109, que j& continham os fragmentos deletantes e
a RdRp inteira de YFV. Os controles para transformacdo foram, os positivos
p53+pGDT7-T; LAM (Laminina)+hSlu7; BD (vazio)+hSlu7, e o0 negativo

LAM+pGADT7-T. Os controles estéo ilustrados na Figura 13.

SD-Leu-Trp SD- His-Leu-Trp SD- Ade-His-Leu-Trp

p53+pGADT7-T
LAM+pGADT7-T

BD+hSlu7

LAM+hSIu7

RdRp+ hSlu7

Figura 13: Controles de transformacéo e de interagdo no sistema duplo-hibrido em leveduras
para ativacdo dos genes reportes segundo o meio de selecdo para o crescimento.

Como podemos ver na Figura 14, houve interacdo da hSlu7 com os
fragmentos deletérios de RdRp de YFV, nas suas por¢cbes amino-terminal e
carboxi-terminal, tanto nos meios seletivos drop-out Triplo: SD-His-Leu-Trp, quanto
no drop-out quadruplo (SD-Ade-His-Leu-Trp). O esquema das interagdes de hSlu7
com a RdRp de YFV inteira e com as suas delecbes estdo representados na

Figura 15, incluindo as regides de interagao.



InteragGes entre iscas de
RdRp e hSlu-7

SD-Leu-Trp SD- His-Leu-Trp SD- Ade-His-Leu-Trp

2f+hSlu7
3f+hSlu7
4f+hSlu7
5f+hSlu7
6f+hSlu7
7f+hSlu7

8f+hSlu7
2r+hSlu7

3r+hSlu7
4r+hSlu7
Sr+hSlu7
6r+hSlu7
7r+hSlu7
8r+hSlu7

Figura 14: Fragmentos deletantes de RdRp e sua interacdo com hSlu7 no sistema duplo-
hibrido em leveduras para ativacdo dos genes reporters segundo o meio de selecdo para o
crescimento.



Resultados das
interagdes entre
iscas de RdRp e a

proteina hSlu7

SC = | +

| |
2f+hSlu7 # +
3f+ hSlu7 # N

1 1
4f+ hSlu7 # +
SfrhSiu7 s e N
6+ hSlu7 s N
7f+ hSlu7 1 1 N
8f+ hslu7 [ N
2r+ hSlu7 P +
3r+ hSlu7 _,rG— N
4r+ hSlu7 _,__- +
5r+ hSlu7 _—-—- N
6r+ hSlu7 e N
7r+ hSlu7 I — N
8r+ hSlu7 I_I N

|
? ?

Figura 15: Mapeamento das regifes de interacdo da hSlu7 com os fragmentos deletantes
de RdRp no sistema duplo-hibrido em leveduras no meio drop-out triplo.

3.2. Expressao e Purificacdo da hSlu7

Para expressar e purificar a proteina hSlu7, primeiramente houve a
necessidade de confirmar a clonagem da hSlu7 nas diferentes cepas de E. coli. A
confirmagdo dos numeros de pares de bases do cDNA da proteina hSlu7 (Figura
16A), e posteriormente a confirmagdo da eficiéncia da digestdo tanto do
plasmideo contendo hSlu7 (Figura 16B) quanto para o vetor pET21a, no qual a
proteina foi inserida (Figura 16C). A confirmag¢édo da transformagédo em BL21 foi

realizada por eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 16D).



T e e e

-t
-
.-
~—

Figura 16: Eletroforese em gel de agarose 1%. A - Confirmacao do fragmento de 1761pb de
hSlu7. B — (1) Digestdo do pEGFP-C3-hSlu7 e (2) pEGFP-C3-hSlu7 sem digerir. C — (1) Digest&o
do vetor pET2la e (2) pET2la sem digerir. D — PCR Screening da transformacédo de
pET21ahSIu7 em E. coli BL21. Marcador 1Kb de pb.

Foram realizados varios testes para se obter a melhor expressédo e
solubilizacdo para hSlu7, como encontram-se descritos no quadro 4. Utilizou-se
diferentes cepas de E. coli na perspectiva de aumentar a expressao e
solubilizag&o da hSlu7, como a BL21 (DE) Codon Plus, BL21 (DE) C41, BL21 (DE)
C43, BL21 (DE) pRARE e outra cepa bacteriana a Artic Express. As cepas C41 e
C43 apresentaram boa expressao de hSlu7 na temperatura de 30°C, mas nao
influenciou quanto a solubilizacdo da proteina de interesse. A cepa pRARE exibiu
pouca expressao para a hSlu7 e nao influenciou quanto a solubilizacdo de hSlu7

como ilustrado na Figura 17.



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

hSLU7
(68KDa)
Cepas Bacterianas Cepas Bacterianas
segundo teste de segundo teste de
Expresséo Expresséo
1 C41/37°C/4 hs 6 pRARE/30°C/3 hs
2 C41/30°C/4 hs 7 Marcador
3 C43/37°Cl4 hs 8 C41/37°Clinsolavel
4 C43/30°C/4 hs 9 C41/37°C/soluvel
5 pRARE/37°C/3 hs 10 pRARE/30°C/insoluvel
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
(68KDa) et
Cepas Bacterianas Cepas Bacterianas
segundo teste de segundo teste de
Expresséo Expresséo
11 C41/30°C/insoluvel 16 C43/30°C/insoluvel
12 C41/30°C/soluvel 17 C43/30°C/soluvel
13 C41/37°Clinsoluvel 18 pRARE/37°C/insoluvel
14 C41/37°Clsolavel 19 pRARE/37°C/soluvel
15 Marcador 20 pRARE/30°C/soluvel

Figura 17: Clonagem da hSlu7 em cepas variadas de E. coli BL21 para testar a solubilizag&o
da proteina. Concentracdo de IPTG 0,5mM e tampéao de lise de 0,5M de NaCl e 0,02M de
Na,HPO,.



A melhor temperatura para a expressao e posterior solubilizacdo de hSlu7
foi 30°C por 4horas apds a inducdo com 1mM de IPTG (Figura 18). A 37°C
ocorreu boa expressdo, mas baixa solubilizacdo, dessa forma diminuiu-se a
temperatura para 20°C e 25°C, estas temperaturas resultaram em baixa
expressdo e mesma solubilizacdo quando comparamos com a temperatura de

30°C.

hSLU7
(68KDa)

1Mm de IPTG

Figura 18: SDS-PAGE da expresséo e solubilizacdo de hSlu7. Expressdo a 30°C por 4hs,
pos indugdo com 1mM de IPTG. Tamp&ao de solubilizacdo 7 que estd descrito no quadro 5.
(0) Oh antes da indugdo com IPTG; (4) 4hs apés inducdo com IPTG; (M) marcador
(PageRuler™-Fermentas); (S) Porcdo SolGvel da hSlu7 e (P) Porcéo Insolivel da hSlu7.
Coloragdo Coomassie Blue.

Para a purificagéo, varios tampdes de lise foram testados na tentativa de
solubilizar a hSlu7 do extrato celular, como pode ser observado no quadro 5. O
detergente que possuiu maior poder surfactante para a hSlu7 foi o chaps, mas

solubilizou somente parte da frag&o proteica.



Como descrito no quadro 5, muitos tampbes de lise continham
concentracfes crescentes de uréia e mesmo o tampéao 11, contendo 8M de uréia,
nao surtiu efeito significativo a respeito da solubilizacdo de hSlu7.

De qualguer modo, na tentativa de purificar a pequena fracdo de hSlu7 que
solubilizava, tentou-se retirar o excesso de uréia por dialise, mas o extrato proteico
precipitou durante a mudanca de concentracéo de 3M para 1M de uréia do tampao

de didlise. Teste de solubilizagdo para a hSlu7 podem ser visto na Figura 19.

hSLU7 (68KDa)
—_—

It

Figura 19: Teste de tampdes de lise. (1) Fragdo insoltvel e (2) Fracdo sollivel — Tampao de lise
3; Fracdes (3) Insolivel e (4) Solavel — Tampao de lise 4; FracBes (5) Insoluvel e (6) Soluvel -
Tampao de Lise 5; (7) Marcador (PageRuIer -Fermentas); e Fragdes (8) Insoltvel, (9) e (10)
Soluvel —=Tampao de Lise 2.

No entanto, mesmo que a solubilizacdo n&o ocorreu totalmente, a
purificacdo foi realizada com a pequena quantidade de proteina solubilizada. A
pequena quantidade solavel de hSlu7 que se ligou na coluna de purificacédo foi
sendo eluida conjuntamente com as proteinas contaminantes, assim nao
possuindo fracdo pura de hSlu7 em quantidades necessarias para a realizagdo do

dicroismo ou critalografia (Figura 20).



hSLU7 (68KDa‘

Figura 20: SDS-PAGE da solubilizacdo e purificacdo de hSlu7. (1) Fracdo Insollvel. (2)
Fracado Solavel. (3) Marcador (PageRuler™-Fermentas); (4) Extrato proteico. (5) 1% Eluicdo
(tampao de lise). (6) 2° Eluicéo (tamp&o 17 com 0,05M de Imidazol). (7) 3% Eluicdo (tamp&o
17 com 0,1M de Imidazol). (8) 4° Elui¢do (tamp&o 17 com 0,2M de Imidazol). (9) 5 Eluicdo
(tamp&o 17 com 0,3M de Imidazol). (10) 6° Eluicdo (tamp&o 17 com 0,5M de Imidazol).
Expressdo a 18°C, sem IPTG por 16 horas. Coloragdo Coomassie Blue. Resina Sephadex
G50

As imagens correspondentes aos outros testes de solubilizacdo para a
hSlu7 encontram-se no Anexo |, em conjunto com as respectivas condi¢cdes de

expressado e tampdes de solubilizacéo.

3.3. Imunofluorescéncia Indireta

Quando superexpressamos a hSlu7, ela possuiu localizacdo nuclear
(Figura 21A), mas quando infectamos com o YFV, a célula Vero E6, ocorreu uma
translocacao celular e a hSlu7 deixou de se localizar somente no ndcleo, para se

localizar também no citoplasma (Figura 21B).



A

Figura 21: Localizagc&o e Sublocalizag&o celular de hSlu7. (A) Superexpressédo de hSlu7 e ndo
infeccdo. (B) Superexpressdo de hSlu7 infeccdo com YFV a 10 PFU/mI. Imunofluorescéncia
Indireta em células Vero E6. Vetor pEGFP-C3-hSlu?.

Quando analisamos o sinal de fluorescéncia das células, o que podemos
ver é a hSlu7 em verde, pois ha a emissdo da fluorescéncia pela proteina GFP
(Grow Fluorescent Protein) e em vermelho a emissdo da fluorescéncia pela
marcacao do Alexa Fluor 555 (Invitrogen) para a marcagcao com 0s anticorpos anti-
NS4AB e anti-NS5 . A Figura 22 revela a localizacdo somente nuclear de hSlu7,
guando nao ha infeccédo celular. Mas quando infecta-se a monocamada celular
com YFV, a localizacdo de hSlu7 nuclear passa a ser citoplasmatica também.
Essas evidencias, comprovam a sublocalizacdo celular de hSlu7 24horas pés-

infeccdo com YFV.



DAPI GFP NS4AB MERGE (triplo) MERGE (duplo)
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GFP-hSIu7
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Figura 22: Marcagéo Celular por Imunofluorescéncia. Primeira coluna: Marcac¢do nuclear pelo
DAPI. Segunda coluna: Fluorescéncia pela transfeccdo de pEGFP-C3 vazio e pEGFP-C3-hSlu7.
Terceira coluna: Fluorescéncia pelo Alexa Fluor 555 (Invitrogen) para o anti-NS4AB. Quarta
coluna: Sobreposic¢ao tripla das marcacdes fluorescentes — DAPI, GFP e NS4AB. Quinta coluna:
Sobreposicdo dupla das marcacdes flourescentes - GFP e NS4AB.

Quando se realizou a quantificacdo para determinar a intensidade da
translocacdo nuclear da hSlu7 para o citoplasma diante da infeccdo pelo YFV,
obtivemos os dados que estdo representados na Figura 23, que exemplifica a
porcentagem da marcacdo nuclear de hSlu7 quando as células ndo foram
infectadas e a da sua sublocalizacdo celular poés-infeccdo com YFV nas

concentracbes de 10PFU/mL. Portanto, a quantificagdo nuclear foi comparada



segundo o vetor de controle de transfeccdo pEGFP-C3 vazio e 0 pEGFP-C3-
hSlu7. Para a validacdo da sublocalizacao celular de hSlu7, foi entdo estabelecida
uma porcentagem sobre a soma das células de 10 campos microscopicos e
guantas células foram marcadas pela fluorescéncia no ndcleo, e
nucleo/citoplasma. Esses calculos foram realizados tanto para marcacao anti-
NS4AB High e anti-NS5 High.

Para se determinar a relacdo da marcacdo nuclear/citoplasmatica do
pEGFP-C3 vazio, ndo houve diferenca significativa na marcacao
nuclear/citoplasmatica diante da infeccdo pelo YFV. Essa diferenca foi de
aproximadamente de 3%, sugerindo assim a néo interacdo da proteina GFP com
YFV, nem a sua transicdo celular. Por outro lado, podemos perceber que a
marcacao citoplasmatica de pEGFP-C3-hSlu7 ultrapassa a marcacédo nuclear apés
a infeccdo viral, ou seja 90% das células infectadas e marcadas com GFP-hS|u7
possuiu marcacao citoplasmatica além da marcacao nuclear.

Quando avaliamos a diferenca da marcacdo citoplasmatica de células
somente transfectadas com pEGFP-C3-hSlu7 e as transfectadas e infectadas, foi
observado que 27% de células a mais possuiram a marcacao para a hSlu7 no

citoplasma, sugerindo o envolvimento da hSlu7 durante a replicag&o viral.
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Figura 23: Porcentagem da sublocalizacéo celular de hSlu7 poés infecgcdo com YFV (10PFU/mI).
Anti-NS4AB High.

Quando se relaciona os valores obtidos utilizando a porcentagem quanto a
sublocalizac&o celular de hSlu7 e a da proteina GFP que né&o se altera durante a
infeccdo por YFV, a validacdo do resultado foi pelo método estatistico do t de
Student, que ao compararmos as condi¢cdes obtidas quanto a localizac&o celular
de hSlu7 e GFP pos-infeccdo, o valor de p foi igual a 0,05. Essa analise estatistica
nos permite afirmar com 95% de confianca que ap6s 24 horas de infeccdo com

YFV houve a translocacéo significativa da hSlu7 nuclear para o citoplasma celular.



4. Discusséo

A replicacéo viral € um evento que ocorre tanto no citoplasma quanto no
nuacleo da célula hospedeira, portanto utilizando toda a sua maquinaria para a
producdo do genoma viral. Um evento que ocorre de extrema importancia na

replicacdo de alguns virus de RNA, é a reacdo de splicing ®°”

, €ssa reacao
otimiza a sintese proteica do virus. A reacao de splicing genericamente pode ser
resumida como a retirada de introns e a ligacdo dos exons, que estdo presentes
na molécula precursora de RNAmM no ndcleo das células eucaridticas. Nesta
reacdo ha o envolvimento de muitas moléculas e proteinas necessarias para a
ocorréncia do splicing e muitas participam formando o complexo spliceosssomo.
Uma das ubiquitinas envolvidas no segundo passo catalitico do splicing é a
ribonucleoproteina (RNP) U5 e sabe-se que a hSlu7 é uma proteina nuclear que

interage com a U5 @,

Esta proteina atua como um cofator durante a
transesterificacdo do segundo passo catalitico do splicing alternativo,
selecionando os nucleotideos AG corretos para a fixacdo do spliceossomo, dando
inicio ao processo splicing alternativo 19,

Quando realizamos o sistema duplo-hibrido em leveduras, utilizando uma
biblioteca de cDNA de proteinas celulares de células Hela, contra regifes
deletantes de RdRp de YFV, algumas interagbes proteina-proteina foram
detectadas e uma das proteinas de interacdo foi a hSlu7. Utilizando a hSlu7 como
isca para as presas deletantes de RdRp, obtivemos a ativagdo dos genes
reporteres, validando entédo a interacdo entre a proteina celular hSlu7 e a RdRp de

YFV. O mapeamento da interacdo proteina-proteina mostrou que a hSlu7 interage

com regides diferentes da RdRp, isso nos sugere, que além da hSlu7 interagir com



a RdRp, e ainda, por ser um fator importante para a correta selecdo do AG
iniciando o splicing alternativo, a hSlu7 provavelmente estd envolvida com o
metabolismo do RNA viral durante a replicacéo do YFV.

Outro resultado que sustenta a interacdo de hSlu7 com o YFV, é a
imunofluorescéncia indireta, onde houve um acumulo de GFP-hSIu7 no citoplasma
das células Vero E6 infectadas com YFV, quando comparado com a sua
concentracdo nuclear. Shomron e colaboradores (2004) ®? corroboram que a
hSlu7 possui trés dominios funcionais diferentes na localizagdo subcelular, um
Sinal de Localizacdo Nuclear (NLS), que possui uma regido de ligacdo ao zinco e
outra rica em leucina. A regido de ligacdo ao zinco sobrepde ao NLS que bloqueia
entrada da hSlu7 para o nucleo, mas uma pequena quantidade de hSlu7 nuclear €
mantida prevenindo a sua translocacédo para o citoplasma via rota de Manutencéo
da Regido Cromossomal 1 (CRM1) ®. A translocacao sincronizada das proteinas
entre o nucleo e o citoplasma de células eucaridticas é um poderoso mecanismo
regulatério da expresséo génica, dos processos celulares ®1%, da regulacdo do
splicing alternativo ®'% e na replicacao viral ‘%7,

A identificacdo dos sinais que promovem a transicdo nuclear-
citoplasmatica € importante para a compreensao das func¢des destas proteinas e a
regulacdo de seus substratos ®¥. A regido ligante ao zinco da hSlu7 determina a
sua localizacdo celular, por ser uma proteina sensivel ao balanco nucleo-
citoplasmatico ®?. Ha algumas condicdes fisiologicas que podem alterar as
concentracfes de hSlu7 nuclear endégena para acumulos citoplasmaticos. Isso
ocorre geralmente em condi¢Bes de estresse celular, e alternancia para o splicing

alternativo ©,



A sublocalizacdo celular de hSlu7 no citoplasma, sugere alta sintese
proteica nas células poés-infeccao viral. Alguns virus podem inibir diretamente ou
indiretamente a sintese proteica celular, como estimular a sintese de proteinas

necessarias para a replicacdo viral @7,

Diante destas afirmacfes, podemos
relacionar os achados quanto a sublocalizacédo celular de hSlu7 decorrente da
replicacdo viral de YFV.

Poucos estudos conseguem determinar a funcéo celular de hSlu7, quanto
ao seu envolvimento nas sinalizacdo do metabolismo celular. A caracterizacéo
inicial para o envolvimento dessa proteina homéloga humana foi realizada por
meio da Slu7 em leveduras. Inicialmente foi determinada a sua funcéo celular.
Estudos mutacionais revelam que a Slu7 em leveduras ndo € vital para a célula,
mas interfere na taxa da realizacdo do splicing. E a mutacdo no nucleotideo 221
mostrou ser letal in vivo. Esta mutacao também foi responsavel pela ndo formacéo
do RNAmM de Prpl8 que também € um fator que participa do segundo passo
catalitico do splicing “*V. Contudo pequenas muta¢des geraram um fenétipo para
as leveduras que passaram a ser sensiveis a altas temperaturas %12, A
descoberta da funcdo dessa proteina em leveduras, nos despertou a curiosidade
de estuda-la, caracterizando entdo essa proteina em humanos, para
posteriormente determinar sua participacdo no metabolismo celular.

A andlise da sequencia da hSlu7 foi realizada por ferramentas de
bioinformética, (LNBio com o Dr. Mario Tyago Murakami). Esta proteina
apresentou 30 codons raros, que quando expressos por E. coli tendem a ndo ser

sintetizados corretamente pela bactéria. Além disso, a hSlu7 possui 85% da sua

sequencia com regides desordenadas, o que impede a sua andlise tridimensional



por cistalografia, mas ndo a sua avaliagcdo por dicroismo. Mesmo assim, como
obtivemos ensaios biolégicos significativos para esta proteina tentamos purifica-la.

Nossos resultados mostraram que a proteina heteréloga hSlu7, quando
expressa em E. coli € uma proteina insolavel. Isso geralmente ocorre quando
expressa-se proteinas de membrana de eucarioto em E. coli, ocorrendo a
formacéo de corpUsculos de inclusdo 7. Os corplsculos de inclusdo possuem
certa resisténcia a degradacdo proteolitica devido a estrutura secundaria das
proteinas recombinantes %19 A formacdo dos corpusculos de inclusdo esta
relacionada diretamente com algumas propriedades intrinsecas de cada proteina,

120) " Qutro fato

como tamanho, hidrofobicidade e estrutura da cadeia peptidica
gue impede a solubilizacdo da proteina, € a presenca de pequenos loops com
cargas positivas, este fator impossibilita a liberacdo da proteina pela célula
bacteriana 2V,

Vale a pena ressaltar que a expressdo proteica tem que ser otimizada
para contribuir com a producéo de grande massa celular. No entanto, as proteinas
endégenas podem ser toxicas, proporcionando a lise celular das células
hospedeiras por diferentes mecanismos ¥, diminuindo, portanto a massa celular
gue contém a proteina recombinante.

Muitos teste de expressao e solubilizacdo foram realizados para a hSlu7.
Para a expresséo, a melhor temperatura que conseguimos produzir alto volume de
massa proteica foi a de 30°C e esta temperatura também contribuiu para melhor
solubilizacdo da proteina, pois temperaturas mais baixas na faixa de 16 a 30°C
tendem a diminuir a formacdo de corplsculo de inclusdo na expressdo de

(122,123)

proteinas heterélogas Mesmo assim, a solubilizacdo de hSlu7 néo foi



significativa em baixas temperaturas, fato que corroborou com Simionatto e
colaboradores (2010) 2. Outros fatores também podem influenciar na producéo
da massa proteica, como por exemplo a concentracdo de IPTG, que € um indutor
para o crescimento bacteriano atuando no Operon Lac, mas uma das suas
desvantagens é que ele é toxico a maioria das células, de tal forma que, apos 4-5
horas de inducédo, observa-se uma drastica diminuicdo do crescimento celular no
meio de cultura *®. Portanto tentamos variar as concentracdes de IPTG durante a
expressdo de hSlu7 para avaliar a producdo da massa celular, como foi realizado

por Song e colaboradores (2009) (t17:123.126)

Nossas amostras que foram
expressas com diferentes concentracdes de IPTG nao tiveram diferenca segundo
a quantificacdo por SDS-PAGE. Portanto, percebemos que a utilizacdo de 0,5mM
de IPTG possui 0 mesmo efeito na expressdo, quando comparado com 1mM.
Outro fator que durante a expressao altera a quantidade da producdo da massa
proteica e da formacdo de corpusculo de inclusdo é a rotacdo realizada para a
aeracdo no meio de cultivo.

Apos varias tentativas de solubilizacdo para a hSlu7 durante a expressao,
utilizamos varios tipos de detergentes e desnaturantes na tentativa de solubilizar a
hSlu7 durante a lise celular. Foram diferentes concentracfes (2-8M) de uréia na
tentativa de solubilizar o corptsculo de inclusdo *?Y. Por mais que a maioria das
proteinas insollUveis solubilizam em tampdes de lise que possua 8M de uréia, essa
concentragdo pode contribuir para a precipitacdo das proteinas durante a dialise
(129 Apos a lise celular de hSlu7 com tampéo contendo 8M de uréia, o extrato

proteico precipitou quando mudou-se a concentracdo do tampao para 1M de uréia

durante a didlise.



Mesmo assim, quando realizamos a confirmacdo por SDS-PAGE da lise
utilizando-se o tampéo 11 a solubilizacdo de hSlu7 foi incompleta. Ainda que,
concentracOes elevadas de desnaturantes como a uréia, por exemplo, podem
implicar na perda da estrutura original da proteina, portanto ndo podendo esta ser
renaturada, e tornando-a imprépria para a analise estrutural por dicroismo e/ou
critalografia.

Outros agentes utilizados na tentativa de solubilizar a hSlu7 foram os
detergentes, estes sdo largamente utilizados para a solubilizacdo de proteinas,
este processo gera micelas que constituem-se de proteinas, lipideos e
detergentes. Este processo pode ser resumido em rompimento das membranas e
consequente liberacdo das nucleoproteinas. O Chaps geralmente é efetivo para a
solubilizacdo de proteinas de membrana que tendem a formar corpusculo de
inclusdo “?”. Quando foi utilizado para a solubilizagdo da hSlu7, em um tampao
de lise contendo 1% de Chaps e 8M de uréia, a solubilizacdo nao foi significante,
mesmo submetendo a amostra a duas sonicacfes. Song e colaboradores (2009)
17 também utilizou varios detergentes na tentativa de solubilizar a proteina
hOR2AGL1 e o detergente que foi eficaz para a solubilizacdo da sua proteina foi o
sarkozyl. Este detergente, & um surfactante idnico, redutor de hidrofobicidade,
capaz de interagir com residuos hidrofébicos presentes na cadeia peptidica da
proteina “®®. Também testamos o sarkozyl numa concentracdo de até 2% no
tampédo de lise, mas a hSlu7 ndo solubilizou significativamente, Simionatto e
colaboradores (2010) ®?¥, corrobora com a ineficiéncia de sarkozyl na
solubilizacdo de corpusculos de inclusdo. Além desses, utilizamos SDS, Tween

80, Triton X-100 e NP40, estes tiveram uma acdo menor ainda sobre a eficiéncia



na solubilizacdo da proteina. O melhor resultado que conseguimos para a
solubilizacédo de hSlu7 foi quando utilizamos o tamp&o 11 para a lise celular, mas
mesmo assim foi insuficiente a fracédo sollvel obtida .

Contudo, depois de se conseguir pouca solubilizacdo de hSlu7 tentou-se
mesmo assim a purificacdo por cromatografia de afinidade e a quantidade de
proteina que se ligou na coluna cromatografica foi insuficiente para qualquer
analise estrutural, como o dicroismo e para a cristalografia.

Os resultados obtidos ainda sédo preliminares e respondem somente a
inicial pergunta da interacdo de hSlu7 com o virus da YFV. Assim, muitos testes
biolégicos sdo necessarios a se realizar, para tentar caracterizar a atividade
biologica da hSlu7 dentro da célula no momento da replicacao viral.

O proximo passo, € realizar experimentos utilizando RNA de interferéncia
em cultura de células BHK-21 contendo um replicon de YFV para avaliar a
inexpressdo de hSlu7, e assim sugerir seu possivel papel biolégico dentro da

célula durante a replicacdo de YFV.



5. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos no sistema duplo-hibrido em leveduras sugeriu a
interacdo de hSIlu7 com as porcdes deletantes da RdRp de YFV. O
mapeamento da interacdo de hSlu7 com a RdRp mostrou que a
interacdo proteina-proteina ocorre com as porc¢oes inicial e final da RdRp
de YFV.

Outro experimento que nos remete a possivel interacdo com a hSlu7 foi
a imunofluorescéncia indireta, que apds a infeccdo com YFV, a hSlu7
deixa de se localizar somente no nucleo para obter uma sublocalizacao
citoplasmatica, as modificac6es da localizacdo celular de hSlu7 diante de
um quadro infeccioso, sugere a sua interacdo com 0 virus, € se nos
basearmos que esta proteina estd envolvida no splicing alternativo,
podemos sugerir que a hSlu7 esta envolvida portanto com o metabolismo
do RNA viral durante a replicacdo de YFV.

A solubilizacdo de hSlu7 nao foi significante diante dos inUmeros testes
realizados. Portanto a caracterizagdo estrutural e analise da atividade
proteica, como também produgcdo da proteina em larga escala para
novos testes quimicos de interacdo e producdo de antigenos néo tornou

possivel de ser estabelecida.
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