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Figura 4.11- Alinhamento entre as sequéncias deauidos do genE do virus vacinal da
febre amarela 17DD proveniente do LATEV e da seqaémle referéncia YF17066
depositada ndene Bankbem como dos genes resultantes do processo dagelm nos
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Figura 4.12- Eletroforese em gel de agarose comraduto da amplificacdo da reacdo de
PCR a partir do molde de cDNA obtido do RT-PCR dsan RNA celular total das células
selvagens e dos clones #2.1 ao #2.8 d&arentolaedigerido com DNAse. (a) Produto da
reacdo com os oligonucleotidefosward MinAB e reverseProt E FV. Linha 1: padrdo 1Kb
DNA ladder (Invitrogen). Linha 2: controle negatisnde o material genético foi substituido
por agua. Linhas 3, 4 e 5: produto da reacdo coraterial genético obtido das células
selvagens nos tempos de 48, 72 e 96h, respectitameanhas 6, 7 e 8: produto da reacao
como material genético obtido do clone #2.1 nospteside 48, 72 e 96h, respectivamente.
Linhas 9, 10 e 11: produto da reacdo como matgeiaético obtido do clone #2.2 nos tempos
de 48, 72 e 96h, respectivamente. Linhas 12, 13:epfbduto da reagcdo como material
genético obtido do clone #2.3 nos tempos de 4& 9@&h, respectivamente. Linhas 15, 16 e
17: produto da reagcdo como material genético oltm@lone #2.4 nos tempos de 48, 72 e
96h, respectivamente. Linhas 18, 19 e 20: prodateedcdo como material genético obtido do
clone #2.5 nos tempos de 48, 72 e 96h, respectivameinhas 21, 22 e 23: produto da
reacdo como material genético obtido do clone ##8 tempos de 48, 72 e 96h,
respectivamente. Linhas 24, 25 e 26: produto dedre@omo material genético obtido do
clone #2.8 nos tempos de 48, 72 e 96h, respectiamé) Produto da reacdo com o0s
oligonucleotideo$orward Prot E FV ereverseProt E FV. Linha 1: padrdo 1Kb DNA ladder
(Invitrogen). Linha 2: controle positivo onde o el genético utilizado foi o fragmento de
geneE clonado. Linha 3: controle negativo onde o maltggaético foi substituido por agua.
Linhas 4 a 27: produto das reacOes de amplificaigématerial genético obtido das células
selvagens e dos clone recombinantes #2.1 ao #2f8rowe descrito em (a)...........ccevvvvvvnnnees 57

Figura 4.13- Digestédo do plasmideo pLEXSY-hyg2 @enzima DNAse I. Linha 1: padrao
1Kb DNA ladder (Invitrogen). Linha 2: produto dégestdo do DNA plasmidial com a
enzima. Linha 3: amostra do plasmideo ndo expoat@a da enzima............ccceevvvvevvnnnnns 8..5
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Figura 4.14- Eletroforese em gel de agarose 1%aoprodutos das reagdes de amplificacéo
do PCR utilizando os produtos das digestdes comzana DNAse do RNA celular total
extraidos dos clones #2.1 ao #2.8 e células seigadénha 1. padrdo 1Kb DNA ladder
(Invitrogen). Linha 2: controle positivo com fragme do gendE clonado. Linha 3: controle
negativo onde o DNA foi substituido por 4gua. Ll 5 e 6: produto da reagdo como
material genético obtido das células selvagendempos de 48, 72 e 96h, respectivamente.
Linhas 7, 8 e 9: produto da reacdo como materiatiso obtido do clone #2.1 nos tempos de
48, 72 e 96h, respectivamente. Linhas 10, 11 @r2tuto da reacdo como material genético
obtido do clone #2.2 nos tempos de 48, 72 e 9@&pentivamente. Linhas 13, 14 e 15:
produto da reacdo como material genético obtidaloloe #2.3 nos tempos de 48, 72 e 96h,
respectivamente. Linhas 16, 17 e 18: produto dedre@omo material genético obtido do
clone #2.4 nos tempos de 48, 72 e 96h, respectivemekinhas 19, 20 e 21: produto da
reacdo como material genético obtido do clone ##&S§ tempos de 48, 72 e 96h,
respectivamente. Linhas 22, 23 e 24: produto deare@omo material genético obtido do
clone #2.6 nos tempos de 48, 72 e 96h, respectivameinhas 25, 26 e 27: produto da
reacdo como material genético obtido do clone ##8 tempos de 48, 72 e 96h,
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Figura 4.15- Produto da amplificacdo da reacdo@R®e Para avaliacdo do oligonucleotideos
MinAB. Linhal: padrao 100pb DNA Ladder (Invitrog&at# 15628-019). Linha 2: controle
negativo onde o material genético foi substituidngmua e contendendo os oligonucleoideos
forwvard MinAB e reverse R8S. Linha3: produto a amplificacdo da reacdo cosn
oligonucleoideogorward MinAB e reverseR8S. Linha 4: controle negativo onde o material
genético foi substituido por agua e contendendoligenucleoideogorward F8S ereverse
R8S. Linha 5: produto a amplificacdo da reacdo osnoligonucleoideoforward F8S e
FEVEISEREBS ... ettt oottt e e et e et e e et e et b e e e e et e e ara e e e e eennaans 59

Figura 4.16- SDS-PAGE com as fracOes coletadasunficacdo da proteina E de.coli.
Linha 1: padao de peso molecular Bench Mark (log#n Cat# 10747-012). Linha 2: lisado
celular deE.coli antes da inducdo da expressao (F1). Linha 3:disatular deE. coli apés
inducao da expressao (F2). Linha~bw Through(F3). Linha 5: eluato da 12 lavagem com o
tampéao n°l1 (F4). Linha 6: eluato da 22 lavagem edampao n°l1 (F5). Linha 7: eluato da 12
lavagem com o tampé&o n°2 (F6). Linha 8: eluato®davgem com o tampéo n°2 (F7). Linha
9: eluato da 12 lavagem com o tampao n°3 (F8).aLirth eluato da 22 lavagem com o tampé&o
n°3 (F9). Linha 11: padao de peso molecular BenatkNInvitrogen Cat# 10747-012). Linha
12: eluato da 12 lavagem com o tampao n°4 (F1@ha.il3: eluato da 22 lavagem com o
tampéo n°4 (F11). Linha 14: eluato da 12 lavagem edampé&o n°5 (F12). Linha 15: eluato
da 22 lavagem com o tampéao n°5 (F13). Linha l@telda 12 lavagem com o tampao n°6
(F14). Linha 17: eluato da 22 lavagem com o tamp@o (F15). Linha 18: eluato da 12
lavagem com o tampéao n°7 (F16). Linha 19: eluat@®davagem com o tampédo n°7 (F17).
Linha 20: eluato da 32 lavagem com 0 tampao N°@)(FL............ouuvveiiiiiiiineiiiiiiiiieeeeen, 60

Figura 4.17\Western Blottinggom 2ug da proteina E purificadaleoli. Linha 1: Padréo de
peso molecular Magic Mark X¥®/estern Blotting’rotein Standard (Invitrogen Cat# LC5602).
Linha 2: Controle positivo com 2ug de proteina Euwthe extrato de cultura de células
infectadas pelo virus vacinal da febre amarela 17®@lado com o soro na diluicdo 1:2.000.
Linha 3: proteina E dE.coli revelado com o soro na diluicdo 1:8.000. Linharéteina E de
E.colirevelado com o soro na dilui¢do 1:32.000. Linl@abteina E dé&.coli revelado com o
soro na diluicdo 1:128.000. Linha 6: proteina EEdenli revelado com o soro na diluicdo
I8 3 107 1L PP PPPRPRR 62
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Figura 4.18-Dot Blotting com diferentes concentracdes da proteina E.deoli em cada
linha, e diferentes diluicbes do soro policlonal eada coluna. Cada coluna possui sete
concentracdes diferentes da proteina (250ng a 8nggda uma das colunas foi submetida a
uma diluicdo diferente do soro (1:2.000 a 1:512.0@ controle do soro pré-imune esta
representado como "Ctrl pré-imune”. A coluna "Hig-tfoi incubada com uma diluicdo de
um anticorpo anti cauda de histidina “Anti-His6Xth\itrogen Cat# 372900) na diluicdo

Figura 4.19- SDS-PAGE com as amostras de sobreteadancultura (a) @elletslisados
centrifugados (b) de células Hetarentolaeselvagens e do clone #2.2. Tanto em (a) como em
(b), linha 1: padao de peso molecular Bench Markitfiogen Cat# 10747-012). Linha 2: 2jug
da proteina E purificada d& coli. Linha 3: 2ug do extrato E33/1215 de cultura delag
infectadas com o virus vacinal 17DD. Linha4: 20degoroteinas totais das células selvagens
incubadas em PBS Glucose 1%. Linha 5: 20ug de ipestetotais das células selvagens
incubadas em RPMI. Linha 6: 20ug de proteinassatas células do clone #2.2 incubadas
em PBS Glucose 1%. Linha 7: 20ug de proteinasstoi@s células do clone #2.2 incubadas

Figura 4.20- Resultado d&Vestern Blottingrevelado com o substrato luminescente
“SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substréiéiermo Scientific Cat# 34080)
utilizando-se amostras de sobrenadante de culteraétulas selvagens e do clone #2.2
cultivadas em PBS Glucose 1% e RPMI (b) e (c), ardestras deelletslisados de células
selvagens e do clone #2.2 cultivados em PBS Glut¥se RPMI (e) e (f). Os filmes ficaram
expostos a luminescéncia durante os tempos de 2@nen(e) e 1h (c) e (f). As membranas
(a) e (d) representam a avaliacao da qualidadeat#io de transferéncia Western Blotting
Na linha superior (a), (b) e (c) se encontram ssltados obtidos a partir do gel onde foram
corridas as amostras de sobrenadantes, enquantmaglieha inferior (d), (e) e (f) se
encontram os resultados obtidos a partir do gekedotam corridas as amostras qilets
1ST=To [0SR 66
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RESUMO

Os tripanossomatideos apresentam-se como potealteialativa para expressao de proteinas
heterélogas. O sistema de expressdo baseado trentolaepossui uma série de vantagens
dentre os sistemas comumente utilizados, incluandapacidade de realizar modificacdes pés
traducionais promovendo um padrdo de glicosilacas proximo ao realizado em proteinas
sintetizadas por células de mamiferos. Além dissee protozoario € facilmente cultivavel
em meios de baixo custo obtendo-se altas densidatidares em um curto espaco de tempo,
e a possibilidade de secrecéo da proteina recontbipara o meio de cultura. O objetivo do
trabalho é avaliar o potencial desta plataformexggessao de proteinas recombinantes.em
tarentolaeutilizando a proteina E do virus vacinal da febmeaiela 17DD como modelo
experimental, para entdo estabelecer essa ferranumtexpressdo no Laboratorio de
Tecnologia Recombinante. A partir do RNA viral dgpa vacinal, o gene de interesse foi
amplificado por RT-PCR, clonado e propagado Emoli TOP10 no vetor bifuncional
PLEXSY-hyg2. Apés a transfeccédo as célulad_déarentolaerecombinantes foram obtidas
através da selecdo clonal em meio sdlido seletiom ® antibidtico higromicina e
confirmados por PCR e sequenciamento nucleotidissequéncias nucleotidicas traduzidas
em aminoécidos dos clones selecionados demonstranaanidentidade de 100% com a
sequéncia molde do virus vacinal. Obteve-se umsamt policlonal a partir da proteina E
recombinante produzida eBcoli BL21 DE3 Star. O soro foi caracterizado e demonustr
titulo de até 512.000, e embora gerado a partiurda proteina recombiante foi capaz de
reconhecer a proteina em sua forma nativa em uratexte cultura de células infectadas com
0 virus vacinal. A expressao da proteina E foiiadal em amostras de sobrenadantes de
cultura, em RPMI e PBS Glucosepelletscelulares lisados de tarentolaepor SDS-PAGE

e Western BlottingContudo, os dados da expresséo foram negativmseAavaliar por RT-
PCR o processamento pos-transcricional das mokodda RNAmM observou-se que 0sS
transcritos ndo possuiam a insercao da sequépticed leader(SL) necesséaria para a
traducédo. Esses dados corroboram com o0s resultaetyivos obtidos por SDS-PAGE e
Western Blotting Investigacfes futuras devem ser realizadas corseqgaenciamento das
regibes UTRs para verificacdo da presenca das iseigeéecessérias para o fornecimento do
sinal para a reacao trans-splicing
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ABSTRACT

The trypanosomatids are an alternative for hetgmie protein expression. The.
tarantolaebased expression system has greater advantagesieuhio other commonly used
platforms, including post-translational modificate on the target protein, such as a
glycosylation pattern more similar to mammalianlseFurthermore, these protozoans are
easily cultivated in low cost mediums, providinglticell density in short period of time and
allowing the secretion of the recombinant proteiriite extracellular environment. The main
goal of the present study was to evaluate Llthéarentolaeexpression platform using the
17DD Yellow Fever E protein as an experimental nhaael then apply the system as a new
expression tool at LATER. The E gene was ampliigdRT-PCR from the viral RNA, cloned
and then propagated iB. coli TOP10 using the pLEXSY-hyg2 bifunctional vectorftek
transfection,L. tarantolaerecombinant cells were obtained by clonal selectio selective
solid medium with hygromicin antibiotic and confieeh by PCR and nucleotide sequencing
analysis. The sequences obtained were translatedminoacids and showed 100% identity
with the template virus strain. Polyclonal antiserwas obtained from a purified recombinant
E protein produced if. coli BL21 DE 3 Star. The serum reached titles up to,E12 and
reacted with the native protein from virus-infectadl extract. The E protein productionlin
tarantolaewas evaluated in both the culture supernatantys®dl cell pellets by SDS-PAGE
and Western Blotting. However, the expression teswkre negative. The analysis of the
post-transcriptional process by RT PCR showed tihatmRNA did not have the spliced
leader (SL) sequence, which is needed for traoslaiihe sequencing analysis of the UTR,
which is important for signaling the correct trasgdicing sites, represents an important aspect
for protein expression ih. tarantolaeand will be assessed in further studies.



1 - INTRODUCAO
1.1 — Virus da Febre Amarela

1.1.1 — Histérico

O virus da febre amarela € denominado de arboyiuhropod-borne viruses),
devido a sua transmisséo se dar através da pieadia detor artropode. Das arboviroses que
afetam humanos 13 sdo causadas por virus da FétaNi@iridae GéneroFlavivirus, o qual

inclui o virus da febre amarela (Machado CM e2@a09).

O primeiro relato de epidemia de uma doenca semkelha febre amarela é de um
manuscrito da sociedade Maia de 1648, em Yucatdviéxico. A maioria dos pesquisadores
concorda que a febre amarela se originou na Afseagspalhando pelo mundo através das
grandes navegacdes que mantinham rotas comerblaiscuropa a doenca j4 havia se
manifestado antes dos anos 1700, mas foi em 17B@miasula Ibérica que se deu a primeira
epidemia causando a morte de 2.200 pessoas. NalesadV/Ill e XIX os Estados Unidos
foram acometidos repetidas vezes por epidemiasstil@as, para onde a doenca era levada
através de navios procedentes das indias Ocidemtds Caribe (Vasconcelos PF, 2003;
Gardner CL & Ryman KD, 2010; Ministério da Sauda]2b).

A febre amarela foi o principal problema de saudklipa ja enfrentado pelo Brasil,
tanto pelo alto indice de letalidade como pelo delsecimento da sua profilaxia e tratamento.
No Brasil a primeira epidemia de febre amarelar@toem Recife/PE, quando ela se instalou
no litoral brasileiro em 1685. Essa epidemia setiega Bahia em 1686, onde se detectou a
presenca do vetor artropodedes aegyptio local e logo depois se alastrou pelo intermr d
pais. A primeira campanha sanitaria foi posta eatiqa no Recife/PE em 1691, levando ao
controle da doenca que reapareceu em Salvadorf®ARio de Janeiro em 1849. Apesar das
medidas de controle a propagacdo do vétoaegyptipor todo territério nacional levou a
ocorréncia de epidemias em quase todas as pravimldaimpério entre 1848 e 1899
(Ministério da Saude, 1999; Post PR et al. 2005c@acelos PF, 2003).



A transmissdo pelo mosquito foi proposta desde ,18468ém, somente em 1881
gracas aos esforcos do meédico cubano Carlos Fiolagomprovado que dtegomyia
fasciatg também conhecido com®. aegypti era o transmissor da febre amarela. Em 1901
esse dado foi novamente constatado pelo médice aoréricano Walter Reed, integrante da
comissao de febre amarela do exército dos Estada®os) (Monath TP, 1991; de Almeida,
2011). Walter Reed também foi capaz de mostraoquesquitoA. aegyptipodia transmitir a

doenca apos um periodo de incubacédo de doze d@wpm do inseto (Downs GW, 1968).

Estas descobertas trouxeram grandes beneficiospemaulacdo em geral, visto que a
partir delas foi possivel estabelecer um rigido trod& ao inseto transmissor. Esse
conhecimento possibilitou que William Crawford Gasgum médico general do exército dos
Estados Unidos, promovesse a erradicacdo da deem¢tavana (Cuba) e no Panama ao fim
do mesmo ano de 1901. Essas mesmas medidas tamitsm ddotadas no Rio de Janeiro
pelo médico sanitarista Oswaldo Cruz, fundador rdstituito Soroterapico Nacional que no
ano de 1903 ficou conhecido como Instituto Oswd&doz, levando a eliminacdo da doenca
na capital federal, RJ, em 1909 (Downs GW, 1968)eE1928 e 1929 uma nova epidemia de
febre amarela que aplacou o Rio de Janeiro, levBrotessor Clementino Fraga a organizar
nova campanha contra a doenca, cuja base era catmd mosquito na sua fase aquatica
(Ministério da Saude, 1999; Post PR et al. 2001sc@acelos PF, 2003; Codeco CT et al.
2007).

Em 1898 o médico Adolpho Lutz observou casos desfatmarela silvestre no interior
do Estado de Sdo Paulo na auséncia de larvas ttosadaStegomyiae no ano seguinte o
médico sanitarista fundador do Instituto Butantéestado de S&o Paulo, Emilio Marcondes
Ribas, informou sobre uma epidemia no interior @@ $aulo, em plena mata virgem,
também sem a presenca StegomyiaEm 1920 foi diagnosticado o primeiro caso dedebr
amarela silvestre no Brasil no municipio de Bom &timo do Papa Caca/PE, fazendo com
que a febre amarela deixa-se entdo de ser cordédapenas uma doenca urbana. Johannes
Bauer e posteriormente Cornelius Philip mostrarame @ doenca também poderia ser
transmitida por outros mosquitos que ndb. aegypti como por exemplo, um mosquito que é
amplamente encontrado nas matas brasileirdgdes scapularisEssa ampla variedade de
vetores transmissores também foi observada poroNeBavis e Raymond Shannon,
integrantes da Fundag&o Rockefeller no Brasil eatizar estudos comA. scapularis Fred

Soper nos anos de 1930 definiu o conceito epidégimd de “febre amarela silvestre”



quando surtos da doenca ocorriam em areas ruraisas de floresta e que ndo estavam

relacionados ao mosquifa aegyptiDowns GW, 1968).

Em 1927 Adrian Stokes, Mahaffy e Bauer isolaramimsvda cepa Asibi apds
inocularem o sangue de um paciente com a doengaa@aco rhesus (Stokes A et al. 2001).
Foi demonstrado que a doenca poderia ser transnmdgdmacaco para macaco através da
inoculacdo do sangue contaminado e de animal paimah pela picada doA.
aegyptiTemendo o rapido avanco da doencga o governo brasiiesinou um convénio com a
Fundacao Rockefeller em 1931 garantindo a exteds&gervico de Febre Amarela a todo o
territorio brasileiro, adotando-se sempre medidasahtrole visando o combate as larvas do

A. aegyptimediante a utilizacao de petroleo (Ministério dad, 1999).

Por volta de 1937 Max Theiler e Hugh Smith, do lrab@rio de Febre Amarela da
Fundacdo Rockefeller em Nova York, conseguiramuzstiea cepa Asibi por 176 passagens
sucessivas em cultura de células de cérebro denthimgos e ovos embrionados de galinhas.
O resultado foi a perda do vicerotropismo e compmété vetorial, ou seja, perda da
capacidade de ser transmitido pelo vetor artropset®, comprometimento da sua capacidade
em induzir resposta imune protetora em macacosnahos (Theiler & Smith, 2000; Post PR
et al. 2001; de Almeida, 2011). A cepa atenuadddobpminada de 17D e nessa mesma epoca
ela foi utilizada para o primeiro programa de vacdio em massa, possibilitando o controle
da doenca em é&reas endémicas de febre amarela $D8WhH 1968; Post PR et al. 2001;
Vasconcelos PF, 2003; Codeco CT et al. 2007; desiday 2011).

Nos 30 anos que se seguiram, nao foi registradoumercaso da doenca nos grupos
vacinados. Apesar de ndo haver uma concordancie sobhssunto, devido apenas 30 anos
desde a primeira vacinacao, acreditava-se quevasiaa desenvolvida induzia uma resposta
imune protetora no hospedeiro que perdurasse pastade sua vida com apenas uma unica
dose (Downs GW, 1968; Vasconcelos PF, 2003).

Em 1938 estudos relacionados ao vetor da doencdérarea que 0S Mosquitos
silvestresHaemagogus capricorné Haemagogus leucocelaenpedem ser transmissores da
febre amarela silvestre. Posteriormente comproeouyse Haemagogus spegazziniA.
scapularis Aedes fluviatilise Sabethes cloropterupoderiam também ser transmissores
silvestres. Na Ameérica Latina a transmissédo da dourbana da doenca se da através da

picada do mosquité\. aegypti devido a sua presenca predominante no ambiebtnaur



Quanto a forma silvestre sdo considerados comoriosigmis vetores transmissores 0s
mosquitos dos génerdtaemagogu® Sabethesapesar de outros insetos também do género
AedescomoAedes albopictus A. scapularisserem capazes de transmitir a doenga em zonas
rurais. Em contraste com o cenario observado nari@méatina sdo descritos no continente
africano apenas os insetos pertencentes ao gleelescomo transmissores tanto da forma
urbana como da forma silvestre (Barrett ADT & Higy<2007).

Apéds a proposta de erradicacdo do vétomegyptiem 1940 foram detectados dois
anos depois em 1942 os trés ultimos casos de fherela urbana no Brasil em Sena
Madureira/Acre. Anos depois foi declarada a ergho doA. aegyptide todo o territorio
nacional na XV Conferéncia Sanitaria Panamericaea 1858, corroborando com a
recomendacdo de 1950 da Organizacdo PanamericaBaude (OPAS) de erradicarfo
aegyptide todo o continente (Ministério da Saude, 1999).

Infelizmente, apds apenas 9 anos houve a reintéoddg mosquito no pais em 1967 a
partir da cidade de Beléem/PA, e anos mais tarderesntrada do vetor levou a uma epidemia
silvestre no Estado de Goias que atingiu 36 muiosifcm 1986 foi encontrado pela primeira
vez no Brasil AA. albopictusno terreno da Universidade Rural do Estado dodRidaneiro,
municipio de Itaguai. Em 1998 albopictusse espalhou para 1.465 municipios de 13 estados
brasileiros, adaptando-se ao ambiente urbano esmngizes ocupando os mesmos criadouros
do A. aegypti Com o passar dos anos foi crescente o numeredigtros da presenca dos
vetores em quase todos os estados brasileiroscbem 0 nUmero de surtos em regides de
mata nos estado do Maranhdo, Amazonas e Para mss den 1993/94, 1996 e 1998
respectivamente, caracterizando o ciclo silvesaeddenca em diferentes estado do pais
(Ministério da Saude, 1999; Vasconcelos PF, 2003).

Da cepa Asibi 17D, se originaram duas sub-cepassga utilizadas nos dias de hoje
para a producdo dos lotes de vacinas aplicadapnogsamas de vacinagcdo em massa. A
vacina produzida a partir da sub-cepa 17D-204,rdeemm francesa e utilizada pelo Instituto
Pasteur em Dakar no Senegal e pela empresa SastéulP, embora esteja relacionada a um
namero elevado de casos de encefalite infantil rgataente utilizada nas ex colonias
francesas na Africa. A sub-cepa 17DD ¢é utilizadenap por Bio-Manguinhos, Fiocruz, na
producdo de sua vacina. Bio-Manguinhos, junto dwituto Pasteur em Dakar, e a Sanofi
Pasteur s&o os 3 fabricantes mundiais da vacinaacarfebre amarela (Post PR et al. 2001;
Vasconcelos PF, 2003; Gardner CL & Ryman KD, 2010).



1.1.2 — Classificacéo e Morfologia

O virus da febre amarela pertence a Fariléeviviridae e ao Génerdrlavivirus. A
particula viral deste género mede aproximadameatel@ a 60nm de diametro, possui
capsideo proteico de simetria icosaédrica formamio ppoteina C e é envolvido por um
envelope lipidico onde séo inseridas as espicutas,va glicoproteina pré-M precursora da
glicoproteina de membrana M, e a glicoproteinardelepe E(Fig.1.1) (Machado CM et al.
2009; Gardner CL & Ryman KD, 2010).

Virion Virion
intracelular . 5 extracelular
N
L |

&= DimeroE

Figura 1.1- Particula viral do virus da febre arf@ar®irion imaturo (intracelular) e maduro (extridar).
Nucleocapsideo icosaédrico contendo a fita simgéeRNA de polaridade positiva, com as proteinaspiee
M/M inseridas no envelope lipidico (Adaptado dedbar CL & Ryman KD, 2010).

O genoma do§lavivirus é constituido por uma fita simples de RNA com pdéale
positiva de aproximadamente 11Kpb. Este genomaupagenas uma unica fase de leitura
aberta Qpen reading frame ORF) com um total de 10.233 nucleotideos queficath as
proteinas virais sendo flanqueado por duas regi@escodificantesUntranslated region
UTR) de tamanho variavel. A UTR de maior tamante gue se localiza na regido 3' com
cerca de 400 a 700 nucleotideos, desprovida dexgaliddenilada, e a menor UTR na regido
5 possui cerca de 100 nucleotideos com uma estr@ap. Estas regides ndo codificantes
sdo importantes para a regulacao da replicacdcedonga viral, fornecendo o sinal para as
enzimas replicativas na transcricao e traducédoafBryE et al. 2005; Lindenbach DB et al.
2007).



O processamento da poliproteina viral é realizamgopoteases virais e celulares para
gerar um total de 10 proteinas virdlSg.1.2) As proteinas virais C, pré-M e E, sédo as
chamadas proteinas estruturais, mas além destablAo VRal codifica ainda mais sete
proteinas ndo estruturais, sdo elas: NS1, NS2A 2BNSIS3, NS4A e NS4B, NS5. As
proteinas ndo estruturais sdo responsaveis pelédades regulatorias e de expressao do

virus, incluindo replicacéo, viruléncia e patogatade (Chambers TJ et al. 1990).

5UTR Genoma de RNA de polaridade positiva 3UTR

Cap.—_ N&o Estrutural |l_

1 Traducédo
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NHa{ C|[|[[prm][E ][ Ns1][2A][2B][ NS3_|[4A][][4B][ NS5 _ }cooH
1 Furina
Protease
IE Helicase MTase

NTPase RdRp

V NS2B/NS3 protease 5’RTPase

¢ Signalase

Figura 1.2- Organizacdo do genoma do virus da felmarela. A fita de RNA de polaridade positiva &odi10
proteinas virais. Proteinas estruturais: C, pré4 Broteinas ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B,, N&IA,
NS4B e NS5. Sitio de clivagem por protease de origgal (V); sitio de clivagem por protease de origem
celular ¢) (Sampath A & Padmanabhan R, 2009).

A proteina C (11KDa), estda associada com o empaentt® do genoma viral e
formacdo do nucleocapsideo (Chambers TJ et al.;1l98@enbach DB et al. 2007). A
proteina M (8KDa) é traduzida como o precursorré6KDa), a qual é processada durante
o periodo de maturacéao viral. A proteina pré-M f@ium complexo com a proteina E, e dessa
forma protege o peptideo de fusdo de modificag@eseirsiveis em compartimentos acidos
durante o transporte dos virions até a superfielalar. As proteinas pré-M e M séo
encontradas em virions intracelulares e extraaelsiaespectivamenigig.1.1) (Chambers
TJ et al. 1990; Mukhopadhyay S et al. 2005)proteina E representa a maior proteina do
envelope do virus da febre amarela (53-54KDa), pode atividade hemaglutinante,
epitopos do tipo especifico, peptideo de fusadiee d& ligacdo ao receptor celular, além de
constituir o principal alvo de anticorpos neutrati'es e também ser uma proteina de
membrana do tipo 1 que se apresenta como homodimear@articula viral madura. Cada
mondmero é constituido por trés dominios exterac®¢{ominio): O dominio | corresponde a
regido central do ectodominio da proteina E contopp$ do subcomplexo e tipo especifico,

também é o dominio onde se encontra a porcao dgidasda proteina em um residuo de



aminoacido asparagina; O dominio Il, que se prajatauperficie viral apresenta epitopos de
reacao cruzada; O dominio Il localiza-se na porCaerminal da proteina e é responsavel
pela ligacdo a receptores celulares. O dominio piissui estrutura semelhante a
imunoglobulina e tem relacdo com a viruléncia @d&p de anticorpos neutralizantes. O
peptideo de fusédo esta localizado no dominio liseanticorpos neutralizantes e do tipo
especifico sdo produzidos contra o dominidHif.1.3) (Ryman KD et al. 1997; Allison SL
et al. 1999; Volk DE et al. 2009).

f

/N Peptideo
de fuséo
Haste
V
/\
Ancora
<« ? v
\

Figura 1.3- Esquema preditivo da estrutura do mandrda proteina E dddavivirus (Allison SL et al. 1999).

A regido haste-ancofacaliza-se na extremidade C-terminal do ectodamndie cada
mondmero da proteina E. Essa regido acomoda aim@oEe na membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) e é composta pelos ultimosabfidoacidos de toda a molécula. Essa
regido inclui duas estruturas alfa hélices (H1 € H2 regido de haste, e uma regiao
conservada (CS) separando essas hélices. H4 aisdsegmentos transmembranares (TM1 e
TM2) na porcéo ancora. A estrutura em alfa hélitepBrece estar associada com a formacao
dos trimeros de proteina E; H2 é importante paeatabilidade de dimeros pré-M/E; CS é
altamente conservada entre Favivirus, no entanto sua fungcédo ndo € bem definida; TM1
também contribui para a estabilidade do heterodisngre-M/E e TM2 serve como sequéncia
sinal para a proteina ndo estrutural NS1. Intesagddre TM1 e TM2 sdo importantes na
formacgao do envelope viréifig.1.3) (Allison SL et al. 1999; Bonaldo MC et al. 2007).

A proteina E do virus da febre amarela é sabidareptoteina mais imunogénica do
virus. Ela desempenha um papel muito importanténdacdo da producédo de anticorpos

neutralizantes, e também ja foi descrito que a raepossui epitopos conservados dentre



varios isolados capazes de levar a ativacdo dastspelular por células de linfécitos T da
imunidade adaptativa apds a vacinacao (Co MDT .e2@02; Barret ADT & Teuwen DE,
2009; Luiza-Silva M et al. 2011; Mansfield KL et 2D11).

1.1.4 — Manifestac6es Clinicas

O periodo de incubacdo varia de trés a seis diaserva-se que a maioria das
pessoas infectadas por esse virus apresenta iofsgbélinica. Quando os sintomas ocorrem,
aparecem de forma subita, como febre alta, mat;estdaleia, dor muscular, cansaco e
calafrios, podendo também apresentar diarreia etedm maioria dos pacientes melhora
apos quatro dias com recuperacao total. No entant@proximadamente 15% dos pacientes,
depois desse periodo de remissdo os sintomas eeapaevoluindo para uma forma grave da
doenca. Esses pacientes apresentam febre altepigastrica, diarreia e vomito que pode ser
hemorréagico, conhecido como vémito negro, além digas manifestacdes hemorragicas
COmo a equimose, epistaxe e gengivorragia. Osmasiéém alteracdes das funcdes hepaticas
devido ao funcionamento inadequado do figado, atlsmcomprometimento renal com
diminuicdo do volume urinario que evolui para arantotal seguida de coma. Nos casos
graves 50% dos pacientes evoluem para o0 6bito estante se recupera totalmente sem
sequelas (Machado CM et al. 2009).

1.1.5 — Epidemiologia

O virus € mantido na natureza através de doisscisltvestre (transmisséo horizontal
macaco-mosquito-macaco) e urbano (transmissaodmbaizhomem-mosquito-homem). No
ciclo silvestre a transmissédo é feita por intermétk mosquitos principalmente do género
Haemagogus,e o virus € mantido pela infeccdo de macacos avésrda transmissao
transovariana no proprio mosquito. O homem susgappiode ser infectado ao penetrar em
areas de florestas e tornar-se uma fonte de irdepgia 0 mosquitdA. aegypti vetor
encontrado em areas metropolitanas, ao retornarees urbanas. Dessa forma, com a
infeccdo do mosquito tem-se a manutencéo urbanérae através da transmissdo mosquito-
homem. Embora o mosquit. albopictuspossa ser um transmissor potencial do virus da
febre amarela, ele ndo tem sido descrito como vétanto oA. aegyptiquanto OA.
albopictusproliferam-se dentro ou nas proximidades de hegfés em recipientes contendo
agua limpa e possuem o habito de picar durantea ¢Ftli.1.4) (Barrett ADT & Higgs S,
2007).
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Figura 1.4- Ciclo de transmisséo silvestre e cifddransmisséo urbana na América do Sul e na AfBearett
ADT & Higgs S, 2007).

A doenca tem carater sazonal, ocorrendo com meagguéncia entre os meses de
janeiro e abril, quando fatores ambientais comac@sdpluviométricos e temperatura ideal
propiciam o aumento da densidade vetorial. Ela at®ncom maior frequéncia o sexo
masculino e a faixa etaria acima dos 15 anos ematunla maior exposi¢cdo profissional,
relacionada a penetracdo em zonas silvestres da@adémica de febre amarela. Outro grupo
de risco sédo as pessoas nao vacinadas que residgimas aos ambientes silvestres onde
circula o virus, além de turistas e migrantes gqienam estes ambientes (Barrett ADT &
Higgs S, 2007).

A forma silvestre é endémica nas regides tropidaidfrica e das Américas. Em geral
apresenta-se sob a forma de surtos com interval&ésad7 anos, alternados por periodos com
menor numero de registros. Na populacdo humanaeemento de casos € precedido de
epizootias. No Brasil, a partir do desaparecimeatéorma urbana em 1942, sé h& ocorréncia
de casos de febre amarela silvestre. Até 1999 assfendémicos estavam situados nos
estados das regides Norte, Centro-Oeste e aremn@eénica do estado do Maranhao, além

de registros esporadicos na parte oeste de MinassGMinistério da Saude, 2009).
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Na Africa, onde tem maior disseminacéo, a doengmd&mica em 34 paises. Na
Ameérica do Sul, nos ultimos 20 anos, sua ocorrétena sido registrada em sete paises:
Brasil, Bolivia, Equador, Guiana Francesa, PerueaeduelaFigl.5) (Machado CM et al.
2009).
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Figura 1.5- Zona endémica para febre amarela. iloedpmarcada em amarelo representa as areassmmnueé
transmissao da doenca na Afica (A) e na Améric8udB) (Gardner CL & Ryman KD, 2010).
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Com o desaparecimento da modalidade urbana da aloena manutencdo de
epizootias e casos humanos silvestres, estudosoaesea década de 70 tornaram possivel
definir trés areas epidemiologicamente distintasBmasil, com risco de transmissao da
doenca, que foram sendo modificadas a partir d&:188démicas ou enzodticas, que sao
areas que sempre apresentaram circulacao viral,petf ocorréncia de epizootias ou pela
ocorréncia de casos humanos (regibes Norte e CeOeste e estado do Maranhdo);
epizodticas ou de transicdo, que sao areas comreiade circulacdo viral esporadica em
periodo mais recente (ocorrendo entre vetores, pizpaias, ou podendo haver casos
humanos em forma de surtos esporadicos), abrangenddaixa que vai da regido centro-sul
do Piaui, oeste da Bahia, Minas Gerais, oeste deP&édlo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul; e area indene, que correspondeadade nao ha circulacdo comprovada do
virus da febre amarela e abrange estados da répadeste, Sudeste e S(Fig.1.6)
(Romanos MTV, 2008).

AREAS DE RISCO PARA FEBRE AMARELA SILVESTRE
BRASIL, 2003

" Area Endémica
Estados: 12
Populagdo: 29.327.171 hab.

. . L. Area de Transigao
Area Endémica Estados: parcialmente 7

A Populagdo: 22.347 837 hab.
.Area de Transigao Area Indene

Estados: 8 e parcialmente 7
Populagdo: 109.660.162 hab.

Area de Risco Potencial

Estados: parcialmente 3
Populagédo: 4.777.348 hab.

. Area indene

Area de Risco Potencial

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Satde/Ministério da Saude

Figura 1.6- Classificacdo dos estados brasileinentp a area endémica, de transicdo, indene ousce r
potencial para infeccdo do virus da febre amafedmifo de Vigilancia Epidemioldgica, 2012).
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Nos surtos ocorridos no periodo de 2000 a 2008retisese uma expansao da
circulacao viral no sentido leste e sul do paiteaando-se sua presenca em areas silenciosas
hé varias décadas. Em outubro de 2008 procedeunsm aova delimitagdo a qual levou em
consideracao varios fatores: evidéncias da ciréolagal, ecossistemas (bacias hidrograficas
vegetacao), corredores ecoldgicos, transito deopsessrafico de animais silvestres, critérios
de ordem operacional e organizacdo da rede decssrvle saude, que facilitassem
procedimentos operacionais e logisticos nos mupgipessa forma foram redefinidas duas
areas no Pais: a) area com recomendacdo de vasRV], correspondendo aquelas
anteriormente denominadas endémica e de trangigéoa inclusdo do sul de Minas Gerais
até entdo considerado “area indene de risco paiénis) area sem recomendacédo de vacina
(ASRV), correspondendo basicamente as “areas istlémguindo também o sul da Bahia e

norte do Espirito Santo que antes eram consider&dass indenes de risco potencial’

(Fig.1.7) (Ministério da Saude, 2009).

Nos ultimos 20 anos foram notificados 587 casofede amarela silvestre, com 259
mortes. O maior nimero de registros de casos foiMinas Gerais, 104, seguido pelo
Maranhd&o, 90, Goias 88, Para 84 e Amazonas 43 ¢tdiio da Saude, 2012a).
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Figura 1.7- Zonas demarcadas de acordo com a rectar@ da vacina contra o virus da febre amarela
(Ministério da Saude, 2009).
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1.1.6 — Diagnéstico

A confirmacédo do diagndstico da febre amarela éontapte ndo s6 em relacdo as
medidas de saude publica, mas também em relacamilangia epidemioldgica para
diferenciacdo de outras infeccdes com manifestaglfi@sas semelhantes, tais como aquelas
observadas na malaria, leptospirose, hepatiteg faliculosa brasileira e febres hemorragicas.
O diagnostico para febre amarela pode ser feiav@$rdo isolamento e identificacéo viral por
métodos virolégicos, pesquisa de anticorpos e datedo &cido nucléico (Vasconcelos PF,
2003; Lindenbach DB et al. 2007).

O material de escolha para o isolamento viral @n@se ou soro do paciente, coletado
até o quarto dia da doenca. O sangue ou soro pedemoculados em cultura de célula de
animais ou em cultura de células de mosquito, ehadn-se entdo o efeito citopatico ou
ainda, em camundongos recém-nascidos e intrataraeitte em mosquitos. A identificacdo
pode ainda ser feita por meio de testes sorologiowso testes de neutralizagcdo (TN),
inibicdo da hemaglutinacdo (HI), fixacdo do commeato (FC), imunofluorescéncia (IF) e
ensaio imunoenzimatico (EIA). Para a deteccdo rutdeqode ser utilizada a técnica de
transcricdo reversa (RT-PCR) associada a reacamadeaia da polimerase (PCR) a partir do
RNA viral obtido do sangue de pacientes (Vascorscele, 2003; Romanos MTV, 2008).

1.1.7 — Prevencao e Controle

A febre amarela faz parte da lista de doencgas tiicagdo compulsoéria, e como tal
qualquer caso suspeito deve ser imediatamenteicadif a autoridade sanitaria local,
estadual ou nacional e esta devera notificar oanismos internacionais. Posteriormente,
havendo confirmacéo laboratorial, a notificacadadso € confirmada e a autoridade nacional

ratifica a autoridade sanitéria internacional (\Gemelos PF, 2003).

Ainda ndo ha tratamento para pacientes com febrmredane nem mesmo drogas
antivirais especificas, por isso a melhor opcéda patombate a essa doenca continua sendo a

prevencao, com politicas de vacinacdo em massdri&aCL & Ryman KD, 2010).

A atual vacina contra a febre amarela é provenidateepa 17D, obtida por atenuacao
do virus por passagens seriadas cultivada em oubsanados de galinha livres de agentes
patogénicos. Essa vacina é comumente citada comdo sevacina viral atenuada mais segura
e eficiente ja desenvolvida (Barrett ADT, 1997; tFeR et al. 2001; Vasconcelos PF, 2003;
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Monath TP, 2005). Desde o inicio de sua utilizagé® os dias de hoje ela se mostrou
extremamente eficaz e benéfica para a populacégeeshlevando a uma inversao no quadro
mundial de infeccao pelo virus da febre amai@kafico 1.1) (WHO, 2011).

A vacina contra a febre amarela tem sido usadaeepcao desde 1937 com mais de
500 milhdes de doses ja administradas. Entretacisps raros de eventos adversos
neurotropicos e vicerotropicos pos vacinacdo lemanguestionamentos quanto a seguranca
da vacina (Engel et al. 2006; Lindsey NP et al.8208roblematicas importantes devem ser
levadas em consideragédo, como a tecnologia de giiodia vacina que vem sendo aplicada a
partir de ovos embrionados sem modificagdo no pemcele producdo desde 1945. Esta
estratégia de replicacdo acarreta desvantagens egrequeno nimero de doses produzidas
por ovo. Além disso, devido ao seu potencial deorids adversidades pds imunizagdo a
vacina é contra indicada para criangcas menoresuesés (Gardner CL & Ryman KD, 2010).

Casos de Febre Amarela reportados anualmente
e a cobertura vaicnal da doenca, 1980-2010

6'000 - r 100
. L90
5'000 S
80 S
_ ®©
[%2] L
2  4'000 g
8 . -60 S
@ M E
T 3'000 Frs0 g
o o o
g i
S 2'000 % 2
2 L30 £
! 8
1'000 .. 4 20 0
1] ] Iy
o losdls. Al ena LI 10 anall
DN OO - NSO~ N DOM~OO O
D OO0 NN O D000 D00 —
[+ e O I O R I R R T R e T R T T R e R e e B e e B e e B e e T e )
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrr NGO NN NN NN N
o= Nimerode _,  Cobertua . _, \WHOMUNICEF estimates
casos oficial
P
Source: WHOVE datdsase, 2011 g5
193 WHO Wewber States. Data as of September 2011 Diate of slide: 04 Cetober 2011 WHO

Gréfico 1.1- Cobertura vacinal da febre amarelarftiMdealth Organization/ WHO, 2011).

No Brasil, até 2007, a vacina contra a febre aradmlassociada a quatro casos de
eventos adversos fatais. Esses casos foram rdssltamuito provavelmente, da influéncia de
caracteristicas imunoldgicas individuais nas resgoglesenvolvidas em cada um dos
vacinados, levando a uma maior susceptibilidadéras e severidade da doenca (Codeco CT

at al., 2007). Em 2001 Galler et al reportou da@isos fatais onde se observou que o virus
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recuperado das vitimas mantinha sua estabilidadétiga e o fendtipo de atenuacdo. Essas
descobertas mostraram-se contrastantes a outros aateriormente descritos (Chan et al.
2001; Martin et al. 2001; Vasconcelos et al. 200s quais o virus isolado apresentava
modificacbes em dois aminoacidos do gene da gliteppra E e uma acentuada
neuroviruléncia quando testado em primatas ndo hasa@ compilacdo dos dados referentes
as descobertas realizadas por Galler, Chan, Mantfasconcelos sustenta a hipotese de que
fatores genéticos individuais dos hospedeiros asteglacionados no desenvolvimento dos
eventos adversos relatados (Galler et al. 2001¢ihvasky et al. 2003).

Devido aos fatos apresentados de que a atual vac¢iDaesta associada a recentes e
graves eventos adversos discuti-se agora na coadenalentifica e érgédos de saude publica a
necessidade de melhorias desta vacina (VasconeElet al. 2001; Barrett ADT & Teuwen
DE, 2009; Gardner CL & Ryman KD, 2010).

A vacina é recomendada para pessoas residenteseammendémicas ou que para la
viajam. Ela é capaz de induzir a formacdo de amasprotetores dentro de sete a dez dias
com duracao de pelo menos 45 anos, e com uma ¢as@ra conversédo de 95%. Entretanto, a
Organiza¢do Mundial da Saude preconiza o reforcatdal vacina a cada 10 anos (Barrett
ADT & Teuwen DE, 2009). Ela é contra indicada empgis com condicdes especiais como
imunodeficiéncia, pessoas recém-transplantadassoags que sofrem imunodepressao
secundéria devido a neoplasias, quimioterapiapt@dipia e corticoterapia, historia de reacao
anafilatica relacionada a ovo de galinha e seusatms, além de contra indicacdo relativa
em qualquer fase de gestacdo. Podem-se obserngiiesepds-vacinais em 5 a 10% dos
vacinados até 10 dias apos a aplicacdo da va@na,ucn quadro de febre baixa, cefaleia e
mialgia. Em pessoas alérgicas a ovo podem ocoeemdes de hipersensibilidade imediata
com exantema, urticaria e broncoespasmos (Romarids 2008).

O controle deve ser feito pela eliminacdo dos estartropodes empregando medidas
tais como evitar picada de mosquito com 0 uso dequoiteiros, repelentes e telas protetoras,
eliminar os locais de procriacdo de mosquitos ésala vedacéo de depositos de agua como
caixas-d’'agua, tanques, tinas, poc¢os e fossasy @vdacumulo de lixo para evitar os possiveis
criadouros de mosquito, fazer o controle quimiam eoutilizacéo de larvicidas e campanhas
de educacdo em saude informando as comunidades ssbidoencas transmitidas por

mosquitos bem como as medidas adequadas para élab@Romanos MTV, 2008).
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A vigilancia epidemiolégica da febre amarela € was domponentes do Programa de
Controle de Febre Amarela e Dengue (PCFAD), cujetdo é manter erradicada a febre
amarela urbana e evitar surtos de febre amarekstie. No Brasil a situacdo é extremamente
preocupante pelo risco de reurbanizacdo da doemgsiderando que todas as Unidades
Federadas que fazem parte da area endémica pexaafebrela silvestre tém a presenc#\do
aegypti (Ministério da Saude, 1999; Massad E et al. 20Gsconcelos PF, 2002; Martins
MA et al. 2007).

A abordagem de vacina atenuada ou inativada é,eassy limitante por induzir
eventos adversos em alguns casos ou por ndo confea eficiente protecdo imune.
Considerando que proteinas sdo capazes de indomr rasposta imune por anticorpos
protetores e a facilidade de serem produzidas emtigiades suficientes e com baixo custo, o
desenvolvimento e utilizagdo de vacinas baseadapreteinas recombinantes do patégeno
em questdo se torna uma alternativa viavel no ctendaloencas (Breitling R et al. 2002;
Basile G & Peticca M, 2009).

1.2 — Sistemas de Expressao

A expressao de proteina heteréloga em microrgasisrsando recombinacéo genética
ainda esta em intenso uso e desenvolvimento nacbioibgia moderna, sendo possivel
produzir proteinas bioativas em meios de cultul@ivamente baratos. Sistemas hospedeiros
para expressao de genes heterdlogos possuem spastineas particularidades, vantagens e
desvantagens. Somado a isso o crescente conhegideegenoma de diferentes patdgenos e
a eficiéncia de sistemas de expressao para prefemrgrandes quantidades de proteinas
citoplasmaticas, intracelulares e membranares,litfami 0 potencial uso de proteinas
recombinantes no desenvolvimento de vacinas, réeggara o diagnostico e biofarmacos
(Breitling R et al. 2002; Sodoyer R, 2004; Basil&®eticca M, 2009).

O critério na escolha do melhor sistema dependepldsacdes e qualidade desejada
da proteina de interesse. Em um sistema de exprpsséariotico, apesar de ser uma opgao
de baixo custo, ndo é possivel alcancar modificapde traducionais (N- ou O-glicosilacéo,
fosforilacdo, adicdo de pontes dissulfeto, modifica de moléculas de &acidos graxos)
geralmente necessarios para o correto empacotandensstrutura secundaria, terciaria e

quaternaria da proteina de interesse. Obviamenigs awodificagcbes podem afetar a
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bioatividade, funcéo, estrutura, solubilidade, l@fttade, meia-vida, resisténcia a acdo de

proteases e compartimentalizacdo da molécula raoamte (Yin J et al. 2007).

No caso dos sistemas de expressao eucariéticosvaduras apresentam maiores
vantagens, pois 0s eventos poés traducionais rdabzgpelo fungo garantem maior
estabilidade da proteina. Entretanto, o padradidesgacéao realizado por leveduras difere do
existente em células de mamifero. A expressadostensa de baculovirus também apresenta
grande diferenca no padrdo de glicosilacdo realizau células de inseto quando comparado
com mamifero, quanto ao tamanho de oligossacariglaws perfil de manose adicionado a
molécula final(Fig.1.8) (Yin J et al. 2007).

3
+3rd +4th
[:f antenna
b |

Bactéria Levedura Células Leishmania Células de

de inseto tarentolae mamifero
Acido N-acetilneuraminico 1

N-acetilglicosamina
Polipeptideo
Galactose

Manose

so00 ] ml

Fucose

Figura 1.8- Comparacdo dos perfis de N-glicosilag@s diferentes sistemas de expressdo de proteina
recombinante (Jena Bioscience, 2012).

Algumas desvantagens de certos sistemas ndo pagtetotamente evitadas, sendo
necessario levar em consideracdo as caracteridiiof¥gicas e o proposito do produto
expresso ao se escolher o sistema para expressaexémplo, sistemas de expressao em
células eucaridticas sao candidatos ideias pandasta funcéo bioldgica de proteinas ou em
preparacdo de vacinas. Em contraste, sistemas ldscérocarioticas podem fornecer
antigenos recombinantes suficientes para diagodstiqpara estudos estruturais de proteinas
que ndo necessitem de modificacdes pos traducif@®aityer R, 2004; Yin J et al. 2007).

Com o maior entendimento da maquinaria da expreg8aca e sua regulacédo, bem
como o desenvolvimento no campo da biotecnologippssivel que cada vez mais genes

sejam utilizados incorporados aos diferentes sedede expressdo, da mesma forma outros
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sistemas também podem emergir dessa tecnologidaddmexemplo dessa novidade € o caso

do sistema de expressao utilizando o protozagishmania tarentolae.
1.3 — Sistema de Expresséo eim tarentolae

O protozoarioL. tarentolae pertence a Familia Trypanosomatidae e a Ordem
Kinetoplastida do Sub-Reino Protozd&ssta ordem foi proposta para agrupar exclusivaenent
0s protozoarios flagelados que possuem uma mitoedddica e ramificada que percorre
todo corpo celular e cujo DNA esta organizado emimanini circulos. Essa organizacdo do
DNA forma uma rede de cadeias circulares concatenael compactas denominada
cinetoplastqFig.1.9) (Lake JA et al. 1988).

Citéstomo  f /

Flagelo
Axionema

Filamento paraflagelar

Vacuolo contratil

Bolsa flagelar “

Cinetoplasto

Glicossoma

Mitocondria

Acidocalcissoma

Reservossomo

vy

\ ‘éﬂ' \\\\\\ Microtubulos subpeliculares

\

Figura 1.9- Representacdo esquematica da morfolbggatripanossomatideos (adaptado de Docampo et al.
2005).

A partir de caracteristicas como a forma do comglalar, a presenca ou auséncia de

membrana ondulante e de flagelo extracelular, ldealemersdo do flagelo e posicdo do
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complexo flagelo-bolsa flagelar-cinetoplasto enagéb ao nucleo é possivel distinguir oito
tipos morfologicos diferentes dentre os tripanosstheos: promastigota, paramastigota,
opistomastigota, coanomastigota, amastigota, esfestigota, tripomastigota e epimastigota
(Fig.1.10)(Hoare CA &Wallace FG, 1966; Vickerman K & Presiod, 1976; Vickerman K,
1990, 1994; Maslov DA, 2013).

a
o) /
4 s
e
Promastigota Paramastigota
Pl O = s - ",}'-’./
3 Q. & e
Amastigota Esferomastigota Tripomastigota Epimastigota -

Figura 1.10- Morfologia celular das formas evolas\dos tripanossomatideos (adaptado de Sousa, 2000)

O tripanossomatidéo. tarentolaeé um parasita ndo patogénico ao homem, isolado do
réptil Tarentolae annulariee assim como varios outros membros dessa famiBaup uma
rapida proliferacdo celular com necessidades moiags relativamente simples. Esses
tripanossomatideos também séo ricos em glicopadala superficie, podendo até ultrapassar
10% do total de proteinas celulares e tem sidzadibs como um novo sistema de expresséo
eucarioto (Ferguson MA, 1997; Fritsche C et al.7J08s estruturas de oligossacarideos de
suas glicoproteinas sdo muito similares as do@igugados de mamiferos, diferindo
apenas na auséncia de acido sidlico em glicopesteprocessadas pelo parasito. Essa
semelhanca, muito provavelmente, € devido ao sklo €& vida parasitario (Parodi AJ,
1993). Somado a isso, 0 avang¢o da tecnologia emlsfidade dos métodos de engenharia
genética em combinacdo com o0s avancados proceésoagucionais nesses organismos
bem como, a facilidade de expansdo do cultivo emalascala tornam os membros da
Familia Trypanosomatidae alvos potenciais parzagdes biotecnologicas (Breitling R et al.
2002).
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O grupo de Breitling et al (2002) foi o primeir@stabelecer este sistema utilizahdo
tarentolae Foi desenvolvido um vetor de expressao capaz eiama producdo de altos
niveis de proteina heterdloga tanto intracelulan@secretadas. Com o objetivo de se avaliar
0 potencial desse sistema em promover as deviddsicagdes nas proteinas, como o padréo
de glicosilacdo e o empacotamento da molécula ap@®cesso de traducdo, foi utilizado
como modelo a proteina eritropoetina humana. A efmat recombinante purificada do
sobrenadante se mostrou biologicamente ativa, psada em sua forma nativa e
devidamente glicosilada na porcao N-terminal. Rifiéemente do observado em cultura de
células de mamifero, a glicosilacdo se mostrowrkivamente homogénea. A eritropoetina
humana produzida ein tarentolaetambém foi clivada corretamente no sitio de sequiigpeo
sinal sendo secretada com sucesso para 0 meicautes. O mesmo grupo demonstrou a
eficiéncia e aplicabilidade desse sistema de es@oegsara outras proteinas citoplasmatica tais
como a T7 RNA polimerase, Cu/Zn superoxido disnmutaspara proteina associada a
membrana GTPase Rab7. Todas essas proteinas fa@pssas conservando as mesmas
qualidades inerentes as suas atividades bioloditamesmo trabalho, se comprovou os altos
niveis de expressao intracelular obtidos utilizaselauima proteina fluorescente EGFP como
modelo, estabelecendo-se uma relacéo direta emuoenero de copias do gene integrado no

genoma do parasito e a intensidade da fluorescéntiala (Breitling R et al. 2002).

Embora o grupo de Breitling tenha estabelecidostesia com d.. tarentolaeem
2002, avaliando as caracteristicas fisico-quingchm®légicas das moléculas resultantes, essa
nao foi a primeira vez em que tripanossomatidemsanfoutilizados para expressdo de
moléculas heterdlogas. A integracdo de uma protiiloaescente ao cromossomo de um
tripanossomatideo, no cadceishmania mexicanae Leishmania majar ja tinha sido
demonstrada no ano de 2000 (Misslitz A et al. 20013slitz e colaboradores demonstraram
que genes de uma proteina fluorescente e pfirgadactosidase eram expressos de forma
estavel e uniforme nas formas amastigotas e prajotet de ambas as espécies, ressaltando
sua aplicabilidade para a deteccdo do parasito edelws de infeccdo em macréfagos e
animais murinos. Outro exemplo &oypanosoma cruziue ja foi utilizado em expressao de
IL-12 de mamifero (La Flamme AC et al. 1995).LAmajor também ja foi usada para a
expressdo de-IFN de camundongos murinos em estudos de infeotado em modelo
animal (Tobin JF et al. 1993) e da enzima trardagk doT. cruzi em estudo sobre a

sobrevivéncia intracelular do parasito (Belen CNIe2000). Em outra espéciel.@ishmania
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donovanj foi expressa a enzima tripanotiona redutas@.d®uzj com um de seus dominios

mutados, também em um estudo de infec¢cdo de m{irovar J et al. 1998).

Em muitos trabalhos posteriores ao do grupo detlBigei(2002) foi confirmada a
promissora utilizacdo do protozoatio tarentolaecomo sistema de expressdo de proteinas
heterélogas conforme sumario apresentado na talel®bservou-se que estas eram, em sua
maioria, biologicamente ativas e corretamente @saeas e glicosiladas, o que reflete uma
importante alternativa de isolamento de proteimassea forma nativa. Recentemerite
tarentolaetambém foi utilizada na expressao da proteind #vado HPV (Salehi M et al.
2012), enzimas como a acetilserotonina metiltraasée (Ben-Abdallah M et al. 2011) e no
precursor da proteina alfa amiloide, cuja defid#&resta relacionada ao Mal de Alzheimer
(Klatt S et al. 2013).

Os dados desses trabalhos comprovaram mais umagqwezos eventos pos
traducionais eni. tarentolaese aproximam expressivamente dos padrées de iglas e
enovelamento de proteinas que ocorrem em procgs®®straducionais em células de
mamiferos quando comparados a outras células usansplataformas de expresséo. Sendo
assim, o sistema e tarentolaeapresenta todas as vantagens dos sistemas des&qre
mais tradicionais, sobrepondo as desvantagensdiewna deles. Isso se deve ao fato deste
tripanossomatideo ser capaz de promover importantdificacbes na molécula apos o
evento de traducdo e apresentar uma expressiviiergfio em meios de cultura de baixo
custo. O refinamento da molécula sintetizada p@sestlulas expde as vantagens inerentes a
este sistema, tornando-se promissora a producadtateniveis de proteinas recombinantes

utilizando-se esta estratégia.

Tendo em vista a importancia de moléculas recombisaem aplicacfes terapéuticas
e profilaticas em vacinas, biofarmacos e diagnésti(Sodoyer R, 2004), bem como ao
promover um maior entendimento da biologia de degans em estudos estruturais, o
presente trabalho se propde a avaliar o poteneighlataforma de expressao de proteinas
heterdlogas emnh. tarentolaeutilizando como modelo a proteina E do virus valctta febre
amarela 17DD.
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Tabela 1.1 - Sumario das proteinas ja expressds tarentolae

Associado a

Proteina Secretado Referéncia

Célula

E7 Virus HPV + Salehi M et al. 2012
Serotonina Transferase Humana + Ben-Abdallah N1 2041
Gag Virus HIV-1 + Brenton M et al. 2007
Eritropoietina Humana + Breitling R et al. 2002

Breitling R et al. 2002; Kushnir S
et al. 2005; Niculae A et al, 2006;
EGFP + Fritsche C et al. 2007;
Foldynova-Trantirkova S et al.
2009; Bolhassani A et al. 2011

Precursor alfa amiloide Humana + Klatt S et alL0

Clorofenicol

acetiltransferase Homologa + Orlando TC et al. 2007

Cu/Zn Superoxido Breitling R et al. 2002; Gazdag

Humana +

dismutase EM et al. 2010
Lamina-322 Humana + Phan, HP et al. 2009
Ativado tecidual Humana + Soleimani M et al. 2007;
plasminogénico Hemayatkar M et al. 2010
Luciferase + Lang T et al. 2005; de La Llave E
et al. 2011.

Convertase Mamifero + Basak, A et al. 2008

Hidroxinitrila liase Vegetal + Dadashipour M et 2011

Fator VII de coagulagéo Humana + Mirzaahmadi &.62011

1.4 — Expressédo Génica em Tripanossomatideos

O processo pelo qual uma molécula de RNA é siaigdiza partir de um molde de
DNA é conhecido como transcricdo e € realizado @etama RNA polimerase em conjunto a
muitos outros fatores de transcricdo que auxiliaenazima no processo. Todas as células
procariéticas e eucaribéticas devem produzir comstaante moléculas de RNA que estejam
envolvidas em processos vitais como reproducacscicnento, reparo e regulacdo de
metabolismo. As células eucaridticas possuem ftifésedtes classes de RNA polimerases
nucleares, polimerase |, I, e Ill. Cada uma délassponséavel pela sintese de um diferente
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tipo de RNA. Basicamente a polimerase | esta em@lwa producdo das moléculas das
subuinidades do RNA ribossomal (RNAr), a polimeréisparticipa na geracdo de RNA
mensageiro (RNAm) passivel de traducdo e a polseelld sintetiza moléculas como RNA
transportador (RNAt). A maioria dos organismos maata expressédo de seus genes no inicio
da transcricdo, entretanto a regulacdo génica tampéde ser alcancada durante o
processamento do RNA ou no momento da traducdod@sia respeito da expressao génica
em eucariotos tém focado principalmente em aninfargjos e plantas, enquanto os dados
sobre protozoarios e parasitas carecem de maioi@snacdes (Martinez-Calvillo S, et al.
2010).

O genoma dos tripanossomatideos € organizado emdeaga grupamentos
policistronicos (PGC —polycistronic gene clustgr possuindo sequencialmente de dez a
centenas de genes codificantes de proteinas eminiva fita de DNA. Os genes de um
mesmo PGC possuem a mesma orientacdo e difererteeti@mmaioria dos eucariotos sao
cotranscritos em uma unica molécula policistroniarmalmente estes genes nao codificam
para proteinas de funcbes correlacionadas, aoatimntto que se observa nos grupamentos
policitronicos em procariotos (Campbell DA et &03).

Como consequéncia da transcricdo policistronicesans gene que fazem parte do
PCG séo transcritos igualmente em uma molécula Mi&nRR primario, contudo, 0 RNAmM
secundario maduro dos genes adjacentes se aprasamtaiferentes niveis dentro da célula
dependendo do seu estagio no ciclo celular e Ho de vida. Essa diferenca observada é
devida ao fato do controle genético dos tripanossim®os ser principalmente a nivel pos
transcricional. As sequéncias intergénicas naoficadies (UTRs -untranslated region
presentes no RNAmM primério desempenham importaspelma expressao dos genes pois
elas possuem as corretas sinalizagdes para o pancesto da molécula. Corroborando com
0s estudos moleculares nos tripanossomatideosasoetrte nimero de trabalhos relatam que
a abundancia de RNAm e proteina nem sempre estélamonada, e que ha um rigido
controle em eventos transcricionais e pos trarisoaés nesses parasitos (Martinez-Calvillo S
et al. 2010).

Os tripanossomatideos sao alvos de muitos estudadraem a atencdo de
parasitologistas ndo somente por conta de suaarelev meédica, mas também por
apresentarem caracteristicas Unicas no controlsudaexpressdo génica. Dentre algumas

destas caracteristicas incomuns se encontram sctighio do RNA mensageiro em um
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precursor policistrénico, o processamento desteupser por reacdes deans-splicing e a
transcricdo de genes codificantes de proteinasRi¢k polimerase |. O transcrito primario
de RNAmM néo é capaz de sofrer o processo de tradagdara que a tradugdo nesses micro-
organismos ocorra a molécula do transcrito primadieve ser processada e sofrer
modificacbes, transformando-se em moléculas de RNwAdividuais monocistronicas. As
moléculas de RNAmM monicistronico sistetizadas esipass de traducdo sao possuidoras da
regido spliced-leadere da cauda poli A, completando-se assim os sewxdos para a
traducdo em proteinas. Como resultado uma graretgigade de RNAm é produzida a partir

de uma unica iniciacao de transcricdo (Mayer MGl@eter-Winter LM, 2005).

Devido aos transcritos primarios serem policistosj a clivagem do pré-RNAm deve
ocorrer no nucleo produzindo moléculas de RNAmM romtidnicas através de uma reacao de
transesterificagdo chamada ttans-splicing Essas reacdes de clivagens estdo ligadas a
adicdo de duas estruturas na molécula de RNAmM madla extremidade 5 do RNAm é
inserido um exon de RNA néo codificante, tambémhecoido comaspliced leader(SL) ou
mini-exon, de 39 nucleotideos com a sua extremid@idpossuindo uma estrutura Cap
(Fig.1.11) Ao contrario do que acontece no processo dedrigse nos demais eucariotos, no
qual as enzimas necessarias para adicionar a édaeen Cap estdo associadas a RNA
polimerase I, nos tripanossomatideos a sequéncedBionada na reagcédo tlans-splicing
ja possui a estrutura Cap na sua extremidade fudio que na extremidade 5 do RNAmM
maduro a reacao deans-splicingse encarrega de adicionar o mini-exon, na extrateid®’ é
adicionada uma cauda poliadenilada. Estudos comsviiipanossomatideos mostram que a
adicdo da SL e a poliadenilagdo néo sédo eventepémdlentes, e que ao invés disso eles sao
estritamente associados e fazem parte de um megamsee ocorre simultaneamente ou
imediatamente ap0s a transcricdo. A adicdo do Sless#ta de um dinucleotideo AG
antecedido de uma regido rica em bases pirimigdioa® sinal para o sitio de adicdo. Esta
sinalizacao esta compreendida nas regifes int@@genéo codificantes (UTRs) (Clayton CE,
2002; Teixeira SM & daRocha WD, 2003).

O tamanho da regido rica em pirimidinas bem cond@st&ncia do dinucleotideo AG
se mostraram importantes para a eficiéncia do psocderans-splicing(Curotto de Lafaille
MA et al. 1992, Benz C et al. 2005, Siegel TN et24l05). Apesar de ndo haver sinais
dedicados para a poliadenilacdo sabe-se que dtseeé segido pela localizacdo do sitio de

insercdo da sequéncia SL no gene presentéowanstream no transcrito primario
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policistrénico. Dependendo da espécie a regidoipaescao cauda poli A pode variar de 100
a 400 nucleotideos a frente do sitio do SL (Clagén 2002; Teixeira SM & daRocha WD,
2003).

Genes splice leader o _
Grupamento policistrdnico de genes
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J Transcricdo
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ilglciiﬁ \ T T / T pre-mRNA

(mini-exon)  Trans-splicing e poliadenilacéo
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mo [l N ~ AAAAAAA =

Traducao
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Figura 1.11- Representacdo esquematica simplificalda regulacdo génica pds transcricional em
tripanossomatideos (Jena Bioscience, 2012).



2 — OBJETIVOS

O projeto visa demonstrar o potencial do sistemexgeessao er. tarentolae para a
producao de proteinas recombinantes, tendo comelmadproteina E do virus vacinal da
febre amarela 17DD, para entdo estabelecer essanfarta de expressdo no Laboratério de

Tecnologia Recombinante.
2.1 — Objetivos Especificos

- Amplificar e clonar o genk do virus da febre amarela 17DD no vetor de expoessa
pPLEXSY-hyg2;

- Detectar e avaliar a insercédo do gene clonad®lua hospedeira recombinante;

- Sequenciar e analisar a identidade da sequéncgege da proteina E do virus da

febre amarela 17DD recombinante no vetor e no gardeh. tarentolae

- Induzir a expresséo e purificar a proteina E mémoante do virus da febre amarela

17DD produzida enkscherichia coli

- Induzir em animais de experimentacdo a produgdond soro imune policlonal que

seja capaz de reconhecer a proteina E nativa mbétante do virus da febre amarela 17DD;
- Expressar e avaliar a expressédo da proteina ¢anentolae

- Utilizar a proteina recombinante E do virus dadeamarela 17DD produzida dm

coli como parametro comparativo no estudo de expresadiotarentolae



3 — MATERIAL E METODOS

3.1 — Cultivo daL. tarentolae

As células del. tarentolae“host P10”, provenientes da empresa Jena Bioscience
(http://www.jenabioscience.coinforam mantidas em meio Grace’s contendo 10pug/mL de
streptomicina e 10U/mL de penicilina, suplementedim 1% de soro fetal bovino. O cultivo
foi a 27 °C em garrafas de cultura de 10mL, cons depiques semanais de 2 a 10% de

inoculo do cultivo anterior conforme o necesséario.

As células ja transfectadas com o gene de intefessm cultivadas sob as mesmas
condicbes que as ndo transfectadas, com excecauig@o de 10ug/mL do antibidtico

higromicina ao meio de cultura.

Para a criopreservacao as células foram cultivadad0mL de meio de cultura até
atingir-se a densidade de 1%i#lulas/mL, para entdo serem centrifugadas a @/50Min.
Apos a centrifugacdo o sobrenadante do meio foadet e o tubo com pelletfoi imerso em
gelo. Com as células em gelo foi adicionado ao tulmeeio de congelamento, composto de
meio Grace’s com 30% de soro fetal bovino e 10%DMSO estéril. As células foram
ressuspendidas delicadamente neste meio com doadriluma pipeta e transferidas para
criotubos de 1,8mL. Os criotubos foram incubadosréms em gelo por uma hora. Apds uma
hora os criotubos foram incubados por 24h no freef¥C para sé depois serem transferidos

para o freezer -70°C, onde foram armazenados.
3.2 — Desenho dos Oligonucleotideos

Para amplificagdo do gen& do virus vacinal da febre amarela 17DD,
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados panglificar a regido de interesse, o
oligonucleotideoforward Prot E FV e oreverse Prot E FV (Tabela 3.1) Ambos os
oligonucleotideos possuem o0s sitios para as enzoeasestricdo,Xba e Kpnl. Esse
fragmento do genoma viral flanqueado pelos oligruttdeos vai desde o nucleotideo na
posicdo 974 ao 2.299, totalizando 1.326 pares sie. lilan sua totalidade o gdaelo virus da

febre amarela vai desde o nucleotideo na posicdoca8¥ o nucleotideo na posicao 2.452,
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contudo os ultimos 153 nucleotideos correspondentegjiao da proteina que fica ancorada

no envelope viral foram removidos na estratégieloleagem do presente trabalho.

Tabela 3.1 — Sequéncia dos oligonucleotideos auitiz.

Sequéncia 5™- 3’

Posicéo de

Local de anelamento
anelamento

Enzima
de

restricdo

Aplicacéo

Genoma da cepa vacinal

Prot E FV p Amplificacéo do
Forward CATCTAGACGCTCACTGCATTGGAATTAC 17DD do virus da febre 974-993 Xba geneE por RT-PCR
amarela
Genoma da cepa vacinal I
Prot E FV . Amplificacéo do
Reverse CAGGTACCAAAGGCAGAGCCAAACACC 17DD do virus da febre  2.281-2.299 Kpnl geneE por RT-PCR
amarela
80pb na frente .
pl4a2 CCGACTGCAACAAGGTGTAG Vetor pLEXSY do c6don de Sequenciamento
Forward e diagnéstico
iniciagcéo ATG
A264 80pb apés o Sequenciamento
CATCTATAGAGAAGTACACGTAAAAG Vetor pLEXSY cédon de : P
Reverse S diagnostico
terminacéo
F3001 Porgéo 5doloccus ssu
Forwad GATCTGGTTGATTCTGCCAGTAG do cromossomo de. PCR diagnéstico
tarentolae
A1715 Regidoutrl do vetor . o
Reverse TATTCGTTGTCAGATGGCGCAC pLEXSY-hyg2 PCR diagnéstico
A3804 Genehygdo vetor . o
Forward CCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCG pLEXSY-hyg2 PCR diagnéstico
F3002 Porgéo 3’ ddoccus ssu
Reverse CTGCAGGTTCACCTACAGCTAC do cromossomo de. PCR diagnéstico
tarentolae
MinAB x g Deteccéo de
Forwad AGATTTTGGAAGCGCGCAGGCGC Regido Mini-exon 72-95 transoritos
F8S O Deteccéo de
Forwad CAGCAGCCACAAGGTCGAGAAG Regido 5’ do gene 8S 498-520 transoritos
R8S GGTAGAACTGAAGCTCCGCACC Regido 3' do gene 8S 613-634 - Detecgéio de
Reverse transcritos
LF6 Genoma da cepa vacinal Seguenciamento
Forward* GCTGAAGAGAACGAAGGGGA 17DD do virus da febre  1.220-1.239 a P
diagnéstico
amarela
LE7 Genoma da cepa vacinal Seguenciamento
TCCCCTTCGTTCTCTTCAGC 17DD do virus da febre  1.220-1.239 a P
Reversé diagnéstico
amarela
Genoma da cepa vacinal .
LF8 M Sequenciamento
Reverse GTGTCCTTTGTAACCCTCATTGC 17DD do virus da febre  1.754-1.776 diagnéstico
amarela
Genoma da cepa vacinal .
LFS GCGGGGTGTGGAGAGAG 17DD do virus da febre  1.638-1.654 ...~ Seguenciamento
Forward* diagnéstico
amarela
Genoma da cepa vacinal .
LF10 TGGAGGGTTCTTCACTTCGG 17DD do virus da febre  2.242-2.261 ... Seguenciamento
Forward* diagnéstico
amarela
Genoma da cepa vacinal .
LF11 CCGAAGTGAAGAACCCTCCA 17DD do virus da febre  2.242-2.261 ... Seguenciamento
Reversg diagnéstico
amarela
LE53 Genoma da cepa vacinal Amplificacio no
AAACACCATCTAACAGGAATAACCG 17DD do virus da febre 10.354-10.378 P ¢
Forward* RT-PCR
amarela
LE54 Genoma da cepa vacinal Amplificacdo no
AGTGGTTTTGTGTTTGTCATCCA 17DD do virus da febre 10.840-10.862 P ¢
Reversé RT-PCR

amarela

* Oligonucleotideos desenvolvidos na Vice Diretoda Desenvolvimento Tecnolégico (VDTEC), no Labérat de Tecnologia
Recombinante (LATER), em Bio-Manguinhos, e fazemtepde uma colegdo de oligonucleotideos utilizagie p sequenciamento do

genoma viral da cepa vacinal 17DD do virus da febmarela.
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3.3 — Extracédo do RNA Viral

O RNA viral da cepa vacinal 17DD foi obtido utilirdo-se o kit “Kit QlAamp Viral
RNA Mini” (QIAGEN Cat# 52904). A extracdo foi realida a partir de uma vacina
experimental produzida em cultura de células nootaidrio de Tecnologia Virologica
(LATEV), em Bio-Manguinhos Fiocruz e sequenciada baboratorio de Tecnologia
Recombinante (LATER). A extracéo foi realizada derdo com as orientacdes fornecidas

pelo fabricante do Kkit.
3.4 — RT-PCR e Purificacao do Fragmento do Gerte

A patrtir da fita molde de RNA viral da cepa vacit@DD foi realizado um RT-PCR a
fim de amplificar o gen& do virus da febre amarela com oligonucleotidepgatcos, o
forward Prot E FV e oreverseProt E FV (Tabela 3.1) O fragmento amplificado com
1.326pb foi flanqueado com os sitios de restricdm s enzimaXba e Kpnl. Como
controle positivo da reagdo foram utilizados olgdeotideos especificos LF53 e LF54
(Tabela 3.1) desenvolvidos na Vice Diretoria de Desenvolvimergcnologico (VDTEC) no
Laboratoério de Tecnologia Recombinante (LATER) eim-Banguinhos, para amplificar um
fragmento de 500pb. Para a reacdo de RT-PCR faadkd o kit “Super Script Il One-step
RT-PCR” (Invitrogen Cat# 12574-018), de acordo casnrecomendacdes do fabricante. A
programacao no termociclador foi estabelecida p&f& por 30min, 94°C por 2min, e mais
40 ciclos de: 94°C por 15seg para a desnaturagabtals 55°C por 30seg para o anelamento
dos oligonucleotideos e 68°C por 3min para a rededextensdo da polimerase. Ao fim de
todos os ciclos, mais uma etapa de extenséo adicida 68°C por 7min, foi realizada. Os
produtos da reacdo foram visualizados por eletestbem gel de agarose 1% (Sambrook J &
Russel DW, 2001) corado com “GelRed Nucleic Acidiigt(Biotium Cat# 41001), seguindo

as orientac¢des do fabricante, e fotografado sobltvavioleta.

A banda correspondente ao gene de interesse déph.38i excisada do gel e o
segmento de DNA nela contido foi extraido e puaific com o kit “Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System” (Promega Cat# A9282), seguindwriaatacdes do fabricante.
3.5 — Clonagem no Vetor de Transferéncia pLEXSY-hy&)

O vetor plasmidial escolhido para a realizacdoedéstbalho foi o pLEXSY-hyg2

(Jena Bioscience]Fig.3.1). O vetor bifuncional foi utilizado tanto para osspos de
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clonagem quanto para 0s passos de expressao fetudpedeird. tarentolae Ele possui o
marcador de resisténcia para o antibiético higroraigyg e para antibioticos da classe dos
B-lactamicos i§la), bem como as sequéncias para o peptideo singlf@Rinda do gene para
a enzima fosfatase acida demexicanalmsapl), e para a cauda de seis histidinas (Hé) q
serdo incorporadas a proteina resultante. A se@uédo peptideo sinal permite o
direcionamento da proteina sintetizada para o mei@celular, facilitando a purificacdo da
proteina a partir do sobrenadante de cultura. Aé&mszja de seis histidinas facilita a posterior
purificacdo da proteina, bem como a identificagdrogmticorpos especificos anti-histidina.

Swal (9125)
Bglll (1084)

col (1091)
lal (1098)

all (1153)
bal (1170)

lal (1231)

stuffer
hel (2152)

spCl (2158)
Kpnl (2164)

pLEXSY-hyg2 He »

otl (2191)
9133 bp

Swal (6261)

Spel (4573)

Figura 3.1- Mapa do vetor pLEXSY-hyg2 com os sitles clonagem. A regid&tuffer de 1Kpb deve ser
substituida pelo gene de interessesst e “3'ssU sdo as regifes para a recombinacdo homéloga me gera

a sub-unidade menor (18S) do ribossomo no cromas$mspedeiro. As regidegrl, utr2 eutr3 sdo regides
intergénicas otimizadas ndo codificantes que semersinal paraplicing pos transcrigdo. “SP” representa a
regido de peptideo sinal e “H6" é regido codifiegudira a cauda de seis histidinas. A regido “@fi Eepresenta

a origem de replicacdo d& coli e os marcadores de resisténcia para os antisdtigpomicina e3-lactamico
séo representados comuoyyj’ e “bla” respectivamente.

Para gerar altos niveis de transcritos, o cassetexdressao foi projetado para se
inserir no gene da sub-unidade menor (18S) do Rhidssomal (RNAr) de.. tarentolae o
qual é fortemente transcrito pela RNA polimerasddra isso 0 cassete de expressédo e
flanqueado por dois fragmentos provenientes do gensub-unidade menor 18S do RNA
ribossomal (88sue 3'ssy, permitindo assim a posterior recombinagdo hog®ldas duas

extremidades.
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Nos tripanossomatideos o RNAmM € transcrito sob mndode um precursor
policistrénico que ao término da transcricdo € @ssado em moléculas individuais de RNA
através desplicing A regulacdo génica ocorre principalmente apomstricdo atraves de
regides intergénicas nao codificantes (UTRsntranslated regiorjsque sinalizam para o
correto sitio desplicing Assim sendo, a escolha da devida UTR é crucral @&onstrucdo de
um vetor eficiente. Tendo isso em vista e saben@oog genes para as calmodulinas A, B e
C, da propriaL. tarentolae sdo dispostos em tandem, as suas regifes inteagénao
codificantes foram mapeadas e entdo clonadas nasredades 3’ e 5’ do vetor pLEXSY.
Com essa medida foi possivel obter para o genatdeegse e para o gene do antibidtico de
resisténcia a correta sinalizacdo parapticing apds a sua transcricao (Breitling R et al.
2002).

A regidoStufferndo possui nenhuma funcionalidade a nao ser dar,lao longo dos
passos da clonagem, ao inserto génico que se delsejar. Para isso, utilizando-se as
enzimas de restricadbal e Kpnl, 3ug do fragmento do gerie bem como 4ug do vetor
PLEXSY-hyg2 foram digeridos pelo periodo de 3 haa37°C. Apos a digestdo do vetor o
mesmo foi purificado da regiaStuffer através de uma corrida eletroforética em gel de
agarose 1%, e a banda de 8,13Kpb correspondent@dinearizado foi purificada a partir
do gel com o kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Upst8yin” (Promega Cat# A9282),
seguindo as orientac¢des do fabricante. O produthgdstdo do fragmento do geBéambém

foi purificado utilizando o mesmo kit, porém népaatir do gel e sim do produto da digestéo.

O vetor e o fragmento do gekdoram ligados em uma reacao catalisada pela enzima
T4 ligase obedecendo-se a propor¢cdo de cinco paotdsEagmento génico para cada uma
parte do vetor, em um volume final de 20uL. A reafgh incubada a 14°C por um periodo de
16 horas.

3.6 — Propagacao da Construcéo pLEXSY/gerte

O produto da reacédo de ligacao foi utilizado pesadformar células competentes de
E. coli TOP 10 (Invitrogen), por eletroporacdo no aparéfBene Pulser”’ (Bio-Rad) sob os
seguintes parametros: voltagem de 2,5KV; capacd#ate 2pF e resisténcia de 200 Apds
a eletroporagdo as células foram incubadas a 281Ca agitacdo de 200rpm por 1 hora e
plagueadas confluentemente em meio sélido LB cdetehOOpug/mL de ampicilina e

incubadas durante a noite a 27°C.
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A selecao dos recombinantes foi realizada por Pig#&oddas colbnias, utilizando-se
os oligonucleotideos especificos para o gentorward Prot E FV e areverseProt E FV
(Tabela 3.1) Os clones positivos foram cultivados em meio bBiclOOug/mL de ampicilina
durante a noite a 28°C sob agitacao de 200rpmgpexsracédo do DNA plasmidial utilizando
o kit “Kit Plasmid Midi” (QIAGEN Cat# 12145), seguilo as orientacdes do fabricante. Os
plasmideos resultantes também foram testados gaanfrerfil de restricdo com a enzima
Ncd, a qual sabidamente gera trés fragmentos de tawsadiferentes (7.539pb, 726pb e
296pb). Como controle negativo foi utilizado o DA vetor pLEXSY digerido nas mesmas

condicoes.

3.7 — Transfeccéo e Selecdo das Células Hospedeiras

O parasitd.. tarentolaefoi transfectado com as construcoes pLEXSY/denoe com
0 vetor pLEXSYStuffertanto linearizados quanto em suas formas circsilakdinearizacao
do cassete de expressao e do vetor e foi realeldadigestdo do pLEXSY/gerie e do
pLEXSY/Stuffercom a enzim&wd, removendo-se a regido da origem de replicacai.de
coli junto com o gendla de resisténcia §-lactamicos (~3Kpb) do restante do cassete
(~6Kpb). A purificacdo do fragmento de interesseH@b foi realizada com o kit “Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega Cat# AP28guindo as orientacbes do
fabricante, apds uma corrida eletroforética emdgehgarose 1% (Sambrook J & Russel DW,
2001).

O correspondente a 350p! de cultura contendacéldilasde L. tarentolaéml em 48h
de cultivo foi transfectado por eletroporacédo carpoodutos purificados da digestdo com a
enzima de restricAddwd, ou com as construcdes ainda circularizadas rmgglirges
condicdes: voltagem 450V; capacitancia 450uF stésiia 5Q. Depois da eletroporacao, as
células foram transferidas e cultivadas em mei@&sasuplementado com 10% de soro fetal
bovino contendo 10pug/mL de streptomicina e 10U/meLpénicilina a 27°C por 24 horas.
Apos as 24 horas de cultivo que sucederam a tigg@&ieas células foram selecionadas com a

adicao de 100pug/mL de higromicina ao meio de calkuincubadas novamente a 27°C.

As células que receberam as construcdes circut@assaram pela sele¢cédo clonal em
meio solido 2xBHI contendo 1M de HEPES pH 7,4, 484uda solucdo estoque de hemina
4mg/mL, 10pg/mL de estreptomicina e 10U/mL de pbn&; 20% de soro fetal bovino

inativado e 100ug/mL de higromicina. As placasiioiacubadas a 27°C durante um periodo
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de aproximadamente 14 dias. ApoOs esse periodd@saem placa foram coletadas com o
auxilio da alca de inoculagcéo bacteriana, repassaaa 0,2mL de meio liquido seletivo em
placa de 96 pocos e incubadas a 27°C por 24 hBrasseguida esses cultivos foram
expandidos para 1mL em meio seletivo, em placa@deocos e incubadas a 27°C por mais
24-48h. ApoOs este periodo de incubacdo as célola@snf passadas para 10mL de meio

seletivo e usadas para criopreservacao e avaldecérpressao.

3.8 — Extracdo de DNA e PCR Diagnéstico dos Clonds L. tarentolae

Com o intuito de se avaliar a correta insercaoassete de expressdo pLEXSY/géne
no loccusdo cromossomo da célula hospedeira, e tambéndpéteatar a presenca do cassete
circularizado foi realizado um ensaio de PCR. Raraacdo de PCR utilizou-se o material
gendmico e plasmidial extraido das células hospeslaieL. tarentolaeprovenientes da

selecdo apos a transfecgdo com as construcfesebreairculares, respectivamente.

Na extracdo do material gendmico utilizou-se o “Mitizard SV Genomic DNA
Purification System” (Promega Cat# A2361), de asotdm as orientacbes do fabricante
referente ao protocolo para isolamento de DNA geodra partir de culturas celulares. Na
extragdo da construgcdo circularizada utilizou-skito*High Pure Plasmid Isolation Kit”
(Roche Cat# 11 754 785 001), de acordo com astacgi@es do fabricante.

A partir da fita molde de DNA genbmico extraido dadulas selecionadas de
tarentolae foi realizado um PCR com oligonucleotideos edpes, oforward F3001 e o
reverseAl715(Tabela 3.1) para gerar o fragmento de 1.000pb. O oligonuitleoforward
F3001 hibridiza com a regidossupresente somente no cromossomo da célula hosaedeir
enquanto que o oligonucleotideeverse A1715 hibridiza com a regiaatrl presente no
cassete de insercdo pLEXSY/geBe Esse fragmento correspondera as regiossu 5o
cromossomo celular #itrl do cassete de expressdo. Como controle negativeatédo foi
utilizado o material gendmico extraido de célulel/agens. Além destes também foram
utilizados como controles os materiais extraidas @ones transfectados com as construcdes

circulares.

Para esta rea¢do de PCR diagnéstico n°l foi wdizakit “Tag DNA Polymerase”
(Invitrogen Cat# 18038-042), de acordo com as recwlacdes do fabricante. A programacao
no termociclador foi estabelecida para 94°C pom5mimais 40 ciclos de: 94°C por 45seg

para a desnaturacao das fitas, 60°C por 30seg@ @aralamento dos oligonucleotideos e 72°C
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por 1min e 30seg para a reacao de extensdo dagpatiem Ao fim de todos os ciclos, mais

uma etapa de extensao adicional, de 72°C por 1@onirealizada.

Em paralelo, as mesmas amostras de DNA genOomitasmidlial foram utilizadas em
outras quatro reagdes de PCR (reacdo de PCR dimgno%2, n°3, n°4 e n°§Jablea 3.2)
Na reacdo de n°2 utilizou-se os oligonucleotideosard A3804 e areverseF3002(Tabela
3.1), a fim de se observar a formacao de um fragment D0 a 2.900pb a partir do material
gendmico extraido. O oligonucleotidemoward A3804 hibridiza com a regido correspondente
ao gene hyg presente no cassete de insercdo pLEXSY/gEneenquanto que o
oligonucleotideo reverse F3002 hibridiza com a regido s3u presente somente no
cromossomo da célula hospedeira. Esse fragmentespondera as regiobgg do cassete de
expressao + 8sudo cromossomo celular. Para esta reagéao a temapede anelamento dos
oligonucleotideos foi alterada para 53°C e o tenkpaextensdo da polimerase foi alterado

para 3min e 30seg.

Na reacao n°3 foram utilizados os oligonucleotidErs/ard A3804 e oreverse
Al1715, a fim de se observar a formagao de um fragpmde aproximadamente 6.669pb a
partir das construgcdes circulares extraidas. Hsggnknto correspondera as regiged +
5'ssu+ bla + oriE.c + 3su+ utr3 + hygdo vetor plasmidial. Para esta reacao foi utilizad
kit “Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity” (Invitrogen Cat# 18011), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Na prograndgdermociclador a temperatura de
anelamento dos oligoucleotideos foi alterada pa?& ® a temperatura e o tempo de extensao
da polimerase foram alterado para 68°C por 7mif@se@® Ao fim de todos os ciclos mais

uma etapa de extensao adicional a 68°C por 10miadbzada.

Na reagdo n°4 foram utilizados os oligonucleotideosard Prot E FV e aeverse
Prot E FV a fim de se observar a formacao de ugnfesmto de aproximadamente 1.326pb
correspondente ao gefe a partir tanto das construcdes circulares combNA gendmico
extraidos. Para esta reacao foi utilizado o kit DNA Polymerase” (Invitrogen Cat# 18038-
042), de acordo com as recomendacdes do fabriddat@rogramacéo do termociclador a
temperatura de anelamento dos oligonucleotideoaltimiada para 55°C e, a temperatura e 0
tempo de extensado da polimerase foram alterad@s 422C por 2min. Ao fim de todos os

ciclos mais uma etapa de extensédo adicional a @@C0min foi realizada.
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Na reacdo n°5 foram utilizados os oligonucleotidensard P1442 e aeverseA264
a fim de se observar a formacdo de um fragmentoapximadamente 1.486pb
correspondendo ao gefiemais um pedaco da sequéncia do vetor em cadareécade, a
partir tanto das construcdes circulares como do @EAOMIco extraido. Para esta reacao foi
utilizado o kit “PlatinumTaq DNA Polymerase High Fidelity” (Invitrogen Cat# X¥8011),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. bigrapnacdo do termociclador a
temperatura de anelamento dos oligoucleotideoalfeiada para 55°C e a temperatura e 0
tempo de extensao da polimerase foi alterado @%@ por 2min. Ao fim de todos os ciclos

mais uma etapa de extensao adicional a 68°C pani@nrealizada.

O produto desta ultima reacao de PCR também faiado para o sequenciamento do
geneE presente nas construgdes provenientes da célspetieira. Dessa forma foi possivel
avaliar as modificacdes sofridas na sequéncia deeotideos decorrente da replicagdo nas

células dd.. tarentolae O sequenciamento foi conduzido conforme desnotdaem3.9.

Todos os produtos das reacdes anteriormente d@ssdidram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1% (Sambrook J &ERI¥N, 2001) corado com “GelRed
Nucleic Acid Stain” (Biotium Cat# 41001), seguinds orientacdes do fabricante, e

fotografado sob luz ultravioleta.

Tabela 3.2 — Sumario da rea¢cdo de PCR diagnéstico.

Oligonucleotideos Tamanho esperado  Tamanho esperado  Enzima Polimerase

Reacéo de n° Forward e Reverse do fragmento do do fragmento do utilizada na
utilizados DNA gendmico (pb) DNA plasmidial (pb) amplificacéo

TaqDNA Polimerase

1 F3001 e A1715 1.000 ---- Invitrogen Cat#
18038-042
TaqgDNA Polimerase
2 A3804 e F3002 2.100 a 2.900 - Invitrogen Cat#
18038-042

PlatinumTagqDNA
Polimerase High
Fidelity Invitrogen
Cat#11304-011

3 A3804 e A1715 o 6.669

TaqDNA Polimerase
4 Prot E FV e Prot E FV 1.326 1.326 Invitrogen Cat#
18038-042

PlatinumTagqDNA
Polimerase High
Fidelity Invitrogen
Cat#11304-011

5 P1442 e A264 1.486 1.486
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3.9 — Sequenciamento

Apos a confirmacéo dos clones bacterianos recomtaéagpor PCR e pelo perfil de
restricdo, foi realizado o sequenciamento nuclemtidas constru¢fes dos clones positivos
(Clones #2, #3 e #4) utlizando-se kit “Big Dye mamator” (Life Technologies Cat#
4337455) no equipamento “ABI 3500xL Genetic Analyz&ife Technologies), utilizando-
se os oligonucleotideos LF6 ao LF11, e o par P1kl4264 (Tabela 3.1) conforme as
orienta¢cdes do fabricante.

Além das construcdes presentes nos clones baderilmmbém foram sequenciadas
as sequéncias nucleotidicas das construcbes mesants clones recombinantes de
tarentolaeconfirmados pelo PCR diagnostico no it (Clones #2.1 ao #2.8). Para esta
reacdo de sequenciamento foram utilizados os mestigmucleotideos usados nos clones
bacterianos, LF6 ao LF11, e o par P1442 e A264.

As sequéncias nucleotidicas provenientes dos fHetgramas foram analisadas
usando o programa DNAStar (Lasergene) versao €0mmparadas com a sequéncia de
referéncia da cepa vacinal 17DD do virus da felmarala, depositada nGene Bank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/sob a identificacdo de YFU17066 (dos Santos €N e
al. 1995).

3.10 — Avaliacao da Presenca de Transcrito por RTER

Foi realizado um ensaio de RT-PCR com o0 objetiveseleletectar a transcricdo de
RNAmM correspondente a proteina E produzida em aldelL. tarentolag bem como
identificar o devido processamento da moléculaabi@ncar o seu estagio final de maturacao
apos a reacdo d&rans-splicing Nesse experimento utilizaram-se os clones paositiv
confirmados pelo PCR diagndstico descrito no i@ Os clones positivos bem como a
célula selvagem foram cultivados durante o peribel®6h, realizando-se a coleta de células
nos pontos de 48h, 72h e 96h de cultivo, quand@odioram submetidas a extracdo de RNA
celular total. Para a extracdo de RNA celular téalutilizado o kit “RNeasy Mini Kit”
(QIAGEN Cat# 74106), seguindo-se as orientacOesefodas pelo fabricante referente a

purificacdo a partir de células animais.

Apéds a extracdo do RNA celular total o materialdosado no aparelho “NanoDrop”

(Thermo Scientific) e em seguida o equivalente @ng0do RNA foi submetido a digestao
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com uma enzima “DNAse I” (Invitrogen Cat# 18068-Pld&eguindo as orientacbes do
fabricante. Como controle da reacéo de digestabdanfoi submetido a enzima uma amostra
do plasmideo pLEXSY-hyg2. O produto da digestdo addiNAse foi utilizado para a sintese
de uma molécula de cDNA numa reacdo de RT-PCRzanitio-se o oligonucleotideo
iniciador reverseespecifico para o gertg reverseProt E FV(Tabela 3.1) Para esta reacao
de RT-PCR foi utilizado o kit “Super Script Ill Ors¢ep RT-PCR” (Invitrogen Cat# 12574-
018), de acordo com as recomendagdes do fabricAneacdo com a enzima transcriptase

reversa foi realizada a 55°C por 30min.

ApoOs a sintese do cDNA o produto da reacéo foizatb em outra reacdo de PCR
utilizando-se a enzima Tag DNA Polimerase” (Invitrogen Cat# 18038-042) e o0s
oligonucleotideogorward MinAB (Tabela 3.1) especifico para a regido de mini-exen
reversepara o gen&, Prot E FV. Nesta reacéo antes de se adicionax dorPCR ao tubo de
reacao, foi primeiramente adicionado somente o end&lcDNA e o par de oligonucleotideos
forward e reverse O tubo contendo os oligonucleotideos e o cDNArrfoubado a 94°C por
5min e logo em seguida imerso no gelo por 1minsdts 1min foi adicionado no tubo, ainda
em gelo, o restante do mix contendo os demais el@ieda reacdo. Essa medida foi
necessaria devido a formacdo de uma estrutura d&carem grampo no oligonucleotideo
forward MinAB. A programacado no termociclador foi estabela para 94°C por 5min, e
mais 40 ciclos de: 94°C por 45seg para a desnaturdgs fitas, 55°C por 30seg para o
anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 1nfseg para a reacdo de extensdo da
polimerase. Ao fim de todos os ciclos mais uma et extensdo adicional de 72°C por
10min foi realizada. Como controle, foi realizaddra reacdo de PCR em paralelo, porém
nesta foi utilizado o par de oligonucleotideos fadws peldorward Prot E FV e aeverse
Prot E FV(Tabela 3.1)enquanto que a programacéao utilizada no termoacimi a mesma

da reacédo anterior.

Havia ainda a necessidade de se avaliar a funaaxal do oligonucleotideorward
MinAB, quanto a sua capacidade de reconhecer aaegini-exon que € inserida no inicio da
molécula de RNAmM madura. Assim sendo, com o RNAlaeltotal de células selvagens
digerido com DNAse e o oligonucleotidesverseR8S (Tabela 3.1)(generosamente cedido
pela Drd. Claudia Maisini d Avila Levy, pesquisaaloda Fundacdo Oswaldo Cruz no
departamento de Biologia Celular e Molecular, Rialdneiro/RJ), especifico para o g88e
foi sintetizada uma molécula de cDNA, a qual fahdes como molde em um PCR com 0s
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oligonucleotideosforward MinAB e reverse R8S. Nesta reacdo também foi necessario
realizar a incubacdo do tubo reacional contendonagpea molécula molde com os
oligonucleotideogorward MinABA e reverseR8S a 94°C por 5min e depois em gelo por
1min antes de se adicionar o restante do mix dgice@® gen&Sé um gene constitutivo de
aproximadamente 660pb que codifica para uma peteabossomal da subunidade 40S
(Sequéncia de referéncia depositada no NCBI sdbrdificacdo: NC_009316.2) (Rogers MB
et al. 2011). O oligonucleotideo R8S foi desenhpdm a regido compreendida entre os
nucleotideos 613 ao 634 do ge8ede L. baziliensis Contudo, essa regido presente lem
braziliensismostrou um alto grau de similaridade (86%) comesmma regido no ger&s
presente em. tarentolag(ANEXO 1). Desta amplificacdo espera-se observar a formadgao
uma banda de aproximadamente 670pb, correspondendene3Se a regido mini-exon a
frente do gene. Ainda no mesmo experimento outrg foi produzido com o par de
oligonucleotideosforward F8S e reverse R8S para o geneBS (Tabela 3.1) O
oligonucleotideo F8S foi desenhado para a regiémpoeendida entre os nucleotideos 498 ao
520 do gend&SdeL. braziliensis Contudo, essa regido presentelenbraziliensistambém
mostrou um alto grau de similaridade (81%) com am@eregiao no gerS presente en.
tarentolae Desta amplificacdo espera-se observar a formagéo uma banda de
aproximadamente 130pb, correspondendo apenas gang@o do gen8S A programacao

da maquina termociclador foi a mesma descrita négpafo anterior.

Para as reagdes de PCR descrita nessa secéo tdizadas como controles positivos
e negativos um fragmento do geBeclonado e o material de RNA extraido das células
selvagens. O produto da reacéo onde foram utilzadmligonucleotideos F8S e R8S foram
visualizados por eletroforese em um gel de aga2ds¥ (Sambrook J & Russel DW, 2001)
corado com “GelRed Nucleic Acid Stain” (Biotium &a1001), seguindo as orientagcbes do
fabricante, e fotografado sob luz ultravioleta. @®dutos das demais reacdes foram

visualizados por eletroforese em gel de agarose 1%.

3.11 — Inducéo da Expressao e Purificacdo da Protei E do Virus da Febre
Amarela Produzida emEscherichia coli

Para obter a proteina E utilizou-se o cloneEdeoli BL21 DE3 Star recombinante
desenvolvido no LATER a partir da clonagem do gEneo vetor de expressao pET28a.
Realizou-se o cultivo deste clone em 1L de meioQdhamicina 100ug/mL Glicose 1% a

37°C com agitacdo de 200rpm até que alcancassesaaeée otica (D.O) de 0,6-0,8 (600nm).
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Apos alcancar a D.O desejada adicionou-se ao neetultura 1mL de IPTG (isopropylthio-
B-galactoside), um indutor de transcricdo genétapkronlac, na concentracdo de 1M de
forma que a sua concentracao final em solugéo fbised. A cultura foi entdo novamente
incubada sob as mesmas condi¢cdes de temperatgitag@da por um periodo de 2h. Apés a
incubacédo a cultura foi centrifugada eellet lisado por sonicacdo com o tampé&o n°l (Tris
100mM, NaCl 300mM, Uréia 8M e Imidazol 5mM) respeido-se a proporcdo de 5mL de
tampdao para cada 1g pelletde células. Para a lise das células no sonicadoedlizado um
ciclo de 1min no equipamento e 30seg no gelo, e tnéds ciclos de 30seg no sonicador e
30seg no gelo. Com gelletsja lisados, o material foi novamente centrifugpdeoa se obter

uma suspensao clarificada.

A proteina recombinante E produzida &ntoli e possuidora de uma cauda de seis
histidina foi purificada por cromatografia de afiade em uma coluna de 10mL de resina de
niquel fixado. Apos equilibrar a coluna com 50mLvBumes de coluna) do tampéo n°1 a
amostra clarificada obtida por centrifugacao fdicagla, deixando-se ocorrer a interacdo da
amostra com a coluna por um periodo de 2h imersgeto Ao término das 2h de incubacéo
o Flow Throughfoi coletado e foram iniciados 0s passos de lavage@ coluna e eluicdo da

proteina de interesse.

Para a lavagem da coluna foi aplicado 50mL do tamp@d (Tris 100mM, NaCl
300mM, Uréia 8M e Imidazol 5mM) e em seguida mdismb do mesmo tamp&do. O mesmo
processo foi repetido para os demais tampdesadoz nas lavagens subsequentes, sdo eles:
o tampé&o n°2 (Tris 100mM, NaCl 300mM, Uréia 8M adazol 10mM); tampéao n°3 (Tris
100mM, NaCl 300mM, Uréia 8M e Imidazol 20mM); taropdP4 (PBS pH 7,4, Uréia 6M e
Imidazol 40mM); tampao n°5 (PBS pH 7,4, Uréia 4Mmédazol 40mM); tampé&o n°6 (PBS
pH 7,4, Uréia 4M e Imidazol 500mM) e por fim o tadopn®7 (PBS pH 7,4, Uréia 4M e
Imidazol 1M). Todos os tampdes, do n°1 ao n°6,grass duas vezes pela coluna, e com
excecdo do tampédo n°6 o volume correspondente dm massagem foi de 50mL. Com o
tampéao n°6 foram realizadas duas passagens desghBnd. pela coluna, e como tampao n°7
foram realizadas trés passagens de 1,5mL cadadapmssagem dos tampdes pela coluna o
eluato era coletado e uma aliquota dele (16ul)ursida com tampéo de amostra para uma
corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 18&t condicdes desnaturantes (Laemmli
UK, 1970).
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Em cada coleta caracterizava-se uma fracdo diteliedio desde a primeira fracado
(F3), representando lElow Through até a ultima fracdo (F18) representando o Ulfiasso
de eluicdo com o tamp&o n°7. As fragbes F1 e H2septam respectivamente um lisado de
células antes da inducdo da expressdao, e o lisadéldlas ja induzido antes da aplicacdo na
coluna. Todas as fracOes coletadas da F1 a F16) faralisadas por SDS-PAGE para se
determinar em qual fracdo a proteina de interestwa presente. Em seguida, as fracoes
coletadas da coluna que continham a proteina fammidas em um Unico recipiente e
concentradas simultaneamente a troca de tampaoid8arfoi utilizado um tubo concentrador
do tipo AMICON “U-Tube™ 15H-30” com uma membran#réinte de baixa adsorcédo de
proteina com o poro de 30KDa (Calbiochem Cat# 74582

No processo de troca do tampéo adicionaram-seb@octencentrador todas as fragbes
obtidas da cromatografia onde se encontrava a roammentracio da proteina de interesse até
o volume méaximo de 15mL. O tubo foi entdo centritig a aproximadamente 4.000g até que
o volume fosse reduzido a 3mL. Apos a reducao dienve foi adicionado ao tubo o tampéao
de troca (PBS pH7,4 diluido 1:2 com Triton X-10005%) até atingir novamente o volume
maximo de 15mL. O tubo foi novamente centrifugadoapreduzir o volume e apdés, mais
tampéao foi adicionado. Os passos na troca do tarfiggam repetidos no total de 4 vezes
conservando-se o volume final de amostra de 3mlbsAgpconcentracado e a troca de tampéao
o volume da amostra foi dividido em aliquotas eamemado a -20°C. A quantificacdo da
proteina E purificada seguiu o protocolo do métBaad\ (Smith PK et al. 1985).

3.12 — Formulacdo do Composto Imunogénico para Imiracdo e Obtencéo
do Soro Policlonal Contra a Proteina E produzida enk. coli

Realizou-se a imunizacdo de um animal de experagéntcom o intuito de se obter
um soro policlonal contra a proteina E do virusetthe amarela produzida na bactétiaol..
Basicamente, o animal utilizado foi um coelho adbda linhagem Nova Zelandia, no qual foi
inoculada o imunégeno cuja formulagcdo consisterdéema purificada obtida no itef111
adsorvida em hidroxido de aluminio como adjuvankes. respectivas concentracdes
respeitaram a seguinte propor¢do: 2mg de hidroxielcaluminio (AI(OH)) e 0,2mg de
proteina para cada 1mL de volume final da vacihdd#i em PBS.

As doses, 1mL cada, foram administradas via intsmular (quadriceps) em
intervalos de sete dias até que fosse aplicadtabde trés doses. Passado o periodo de sete

dias apo6s a aplicacdo da terceira dose o animabeecuma dose de refor¢co de 0,5mL pela
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via endovenosa, na marginal da orelha, cuja forgamldoi de apenas 0,08mg de proteina.
Para este procedimento o animal foi sedado, utiiasse 100-200mg/Kg de cloridrato de

guetamina associado a 5-16mg/Kg de cloridrato @eira.

Trés dias ap0s o esquema completo de imunizac@imalafoi submetido a sangria
total por puncao cardiaca. Para realizacdo do gioeato de puncéo cardiaca, o coelho foi
contido manualmente e anestesiado com tiopentédsdd dose de 50mg/Kg de peso vivo,
via intraperitoneal. Ao término do experimento, inzal foi submetido a eutanasia com

overdose de tiopental sédico.

O sangue coletado foi acondicionado em tubos fat®®0OmL e incubado com os
tubos inclinados em estufa 37°C por 30min e depmigeladeia a 4°C também por 30min. Ao
serem retirados da geladeira os tubos foram ceg#ifos a 1.500g por 20min a 4°C. Apds a
centrifugacdo a fase do soro foi removida com dliaugde uma pipeta e recentrifugada em
novos tubos sob as mesmas condi¢cdes. Novamente,aafutmacao do precipitado a fase

liquida correspondente ao soro foi coletada e atayla para posterior utilizacao na titulacéo.

3.13 — Titulagao do Soro Policlonal

Uma vez coletado o soro policlonal do animal imadz procedeu-se com a sua
titulacdo objetivando a deteccdo da maior diluicdpaz de reconhecer a molécula alvo. Para
a titulacdo por Imunoblotting sete diferentes cotregdes da proteina utilizada na
imunizacao (250ng; 125ng; 60ng; 30ng; 15ng; 7ng@ Boram adsorvidas na superficie de
uma membrana de nitrocelulose de poro 0,22um e etidas a diferentes diluicbes do soro
policlonal obtido (1:2.000, 1:4.000, 1:8.000, 1a0®, 1:32.000, 1:64.000, 1:128.000 e
1:256.000).

Em paralelo também foi realizado uma titulacao \Mastern BlottingSambrook J &
Russel DW, 2001). O correspondente a 2ug da peofeirsubmetida a uma eletroforese em
gel de poliacrilamida, e transferida do gel paraaumembrana de nitrocelulose 0,22um
usando o equipamento “Trans-Blot Semi-Dry Trangefl” (Bio-Rad) por 30min a 20V
conforme a recomendacdo do fabricante. Em seguideerabrana foi recortada em tiras
separando cada linha de proteina para entéo tasér@imcubada com diferentes diluicdes do
soro policlonal (1:8.000, 1:32.000, 1:128.000 €1.2:600).
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Anteriormente a incubacdo com o soro as membramamfbloqueadasver nighta
4°C com uma solucdo de PBS tween 20 a 0,05% coendesnatado a 4%. ApoOs o bloqueio
cada tira de membrana contendo as diferentes ciwacées da proteina foi incubada com
uma diluicdo diferente do soro policlonal. O s@ambém foi diluido em uma solucdo de PBS
tween 20 a 0,05% com leite desnatado a 4% e aagéobdas membranas com as diluicdes
do soro ocorreu a 27°C sob agitacdo por um peded2h. Em seguida as membranas foram
lavadas trés vezes com PBS tween 20 0,05%, e entdloadas com o anticorpo secundario
anti-IlgG de coelho conjugado com a enzima fosfadsalina (Sigma Cat# A3812) diluido
1:30.000 em PBS tween 20 a 0,05% com leite desma&d6. A incubacdo com o anticorpo
secundario ocorreu sob as mesmas condicOes usitizpdra as diluicbes do soro. Apos a
incubagdo as membranas foram lavadas trés vezesP&®ntween 20 0,05%, e entdo
reveladas no escuro pela adicdo do substrato dem@rfpsfatase alcalina “Western Blue
Stabilizer Substrate for Alkaline Phosphatase” (fR¥ga Cat# A9282).

3.14 — Cultivo Celular Para Expressédo da Proteina EmL. tarentolae

A fim de se avaliar a expressdo da proteina E rbownte produzida ent.
tarentolaeas células selvagens e o clone #2.2, escolhiddoai@mente para avaliacdo da
expressao, foram utilizados em um cultivo otimizdelara cada tipo de célula um pré-indculo
de 10 células/ml foi realizado em duas garrafas de 46aua, contendo meio Grace's
suplementado com 10% de soro fetal bovino contdiigay/mL de streptomicina e 10U/mL
de penicilina. Nas garrafas das células do clon2 t#mbém foi adicionado 10pg/ml de
hygromicina. O numero de células foi estimado peld@agem em camara de Neubauer com a
ajuda do corante azul de trypan a 0,4%, ap0s séraaas com 10% de formaldeido. As
garrafas foram incubadas a 27°C pelo periodo dexapadamente 60h, quando as células se

encontravam em fase exponencial de crescimento.

Apéds as 60h de cultivo as células em cultura fogarantificadas pela contagem em
camara de Neubauer e o volume correspondente & B&lL0as foi coletado e centrifugado
1.500g por 10min a 4°C. Apos a centrifugacageltets celulares foram lavados trés vezes
com PBS 7,4 gelado sob a mesma rotacdo na certrifymps as lavagens pslletsde cada
tipo celular, selvagens e clones #2.2, foram ressudidos em 1ml de meio RPMI sem soro,
suplementado com 2mM de L-glutamina e 25mM de HERESforma a conservar

concentracdo final de células (Cuervo P et al. R009mesmo procedimento tambéem foi
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realizado para a incubacéo das células em um mesilume de PBS 7,4 estéril com 1% de
glicose (Elias CG et al. 2009).

As células ressuspendidas nos dois meios diferéoas incubadas pelo periodo de
4h na estufa a 27°C. Apoés o periodo de incubacdospensdes de células em RPMI e PBS
Glucose foram centrifugadas em tubos eppendorfs0.80Qg por 1h a 4°C. Apés a
centrifugacdo o sobrenadante dos tubos foi cuidedeste coletado, procurando-se nao
carrear células na coleta, e recentrifugado a Pg.@0r 1h 30min a 4°C. Qelletsde células
obtidos da centrifugagéo foram lisados com 500utadgpéo Tris HCI 50mM, NaCl 150mM
e Triton X-100 1%, em 3 ciclos de 5min no vortesnain no gelo. Apods a lise os tubos foram
centrifugados (spin) por 1min, e a porcdo supefar coletada para 0s proximos

experimentos.

O sobrenadante coletado apds a segunda centritugagd) foi precipitado com a
adicao de 4 volumes de acetona gelada (4ml) ens tiabon de 15ml imersos em gelo. Apos
a adicdo da acetona gelada o contetudo dos tulmm fédi dividido em tubos eppendorf e
incubadosover nightno freezer -20. No dia seguinte os tubos forantrifegados 20.000g
por 1h 30min a 4°C. O sobrenadante foi coletadeseattado, enquanto os tubos contendo os
pelletsforam incubados abertos na estufa 27°C para pecaproximadamente 3h. @sllets

secos foram recuperados em 100ul de PBS 7,4, doacda-se as amostras dez vezes.

As amostras de sobrenadante concentragellets lisados, ambas adicionadas do
coquetel de inibires de proteases n° VIl (Calbioth@at# 539138), foram utilizadas na

avaliacdo da expressdo em testes cbwidBlotting SDS-PAGE @Vestern Blotting

3.15 — Avaliagcédo da Expresséao da Proteina Recombirta por SDS-PAGE

Para se estudar a presenca da proteina recombimaptdlet celular e secretada no
meio de cultura foi realizada uma analise por eletese em gel de poliacrilamida com 10%
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) (Laemmli UK,7@P utilizando-se amostras do
sobrenadante de cultura concentrado das célulds teentolaetransfectadas ou ndo e de

pelletslisados como descrito no itednl4 da metodologia.

Apébs a concentracdo, uma aliquota de cada sobmtead@roximadamente 20ug, foi
coletada, adicionada ao tamp&o de amostra de maof80 mM Tris-HCI pH 7,4, 100mM

DTT, 2% SDS, 0,1% azul de bromo fenol, 10% gliceeofervidas por 5min, para entao ser
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submetida a corrida eletroforética em gel de polanida a 120V por aproximadamente 1h e
30min. No final da eletroforese o gel foi coradonca solucédo de Coomassie Brilliant Blue-

R250 para visualiza¢do das bandas correspondepteteina recombinante.

3.16 — Avaliacdo da Expressdao da Proteina Recombirta por
Imunoblotting

A partir das amostras concentradas dos sobrenaddeteultura e dpelletslisados
como foi descrito no iten3.14 as proteinas foram separadas por eletroforese etndeg
poliacrilamida e transferidas do gel para uma mamdbrde nitrocelulose 0,22um. A
transferéncia foi realizada usando o equipamentari§-Blot Semi-Dry Transfer Cell” (Bio-

Rad) por 30min a 20V conforme as recomendacoeshiaante.

Em seguida essas membranas foram submetidas & ia&estern-Blo{Sambrook

J & Russel DW, 2001), blogueadaser nighta 4°C com uma solucdo de PBS Tween 20
0,05% com leite desnatado 4%. Ap6s o bloqueio ambrenas foram lavadas com PSB
Tween 20 0,05% e entdo incubadas pelo periodo a@®mho soro policlonal obtido no item
3.12diluido 1:2000 em PBS Tween 20 0,05% com leitendieglo 4%. ApOs esta incubacao
as membranas foram lavadas 3 vezes com PBS Twe@023% e submetidas por 2h a reacéo
com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho agaio com a enzima fosfatase alcalina ou
com a enzima preroxidase. As membranas foram dav@oas mais trés vezes com o PBS
Tween 20 0,05% e reveladas no escuro pela adi¢c&ulostrato “Western Blue Stabilizer
Substrate for Alkaline Phosphatase” (Promega Ca&28R) ou pela adicdo do substrato
luminescente “SuperSignal™ West Pico Chemilumingis&ubstrate” (Thermo Scientific
Cat# 34080) (generosamente cedido pela Dr2 Leienddnca Lima, pesquisadora da
Fundacdo Oswaldo Cruz no departamento de Biologiul®@ e Molecular, Rio de
Janeiro/RJ), sensibilizando e revelando um filmeliografico, de acordo com as
recomendacgdes do fabricante.



4 — RESULTADOS

4.1 — RT - PCR do gen&

Na reacdo de RT-PCR, o RNA gendmico do virus 178daido pelo LATEV, foi
utilizado para obtencéo do fragmento do génA figura 4.1 mostra os produtos das reacoes
de amplificacdo, com o fragmento de 500pb da reagétrole e um fragmento de 1.326pb

correspondente ao fragmento do gEéne
1 2 3 4

1.63¢ph —»
€4— 1.32€pk, fragmento do gerE

1.01¢pk —»

50€pk —p 500rb

Figura 4.1- Eletroforese em gel de agarose 1% cemprodutos da amplificacdo do fragmento do gerdo
virus da febre amarela por RT-PCR. Linha 1: padtdo DNA ladder (Invitrogen Cat# 15615-016). Linha 2
controle postivo da amplificacdo. Linha 3: controégativo da reacéo de amplificacédo. Linha 4: piwdo RT-
PCR com oligonucleotideos especificos para o fragmndo gend.

4.2 — Clonagem no Vetor de Transferéncia pLEXSY-hyg)

O fragmento do gen& e o vetor plasmidial pLESXY-hyg2 foram inicialment
digeridos utilizando a enzima lpnl. A digestdo do vetor plasmidial circular levou a
formacdo de uma Unica banda de aproximadamente, 3&plesentando a sua linearizacdo
(Fig. 4.2.a, linha 3) Como controle negativo, utilizou-se uma amostraretor nao digerido
(Fig. 4.2.a, linha 2) Apoés a eletroforese em gel de agarose 1%, a baordespondente ao
vetor plasmidial pLEXSY-hyg2 linearizado foi retica do gel e o DNA nela contido
purificado, obtendo-se o total de 79ng/pL do mate® produto da digestdo do fragmento do
geneE também foi purificado, obtendo-se 71ng/uL de DNA.
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ApoOs a purificacdo, os fragmentos obtidos do vetdo inserto foram submetidos a
digestdo com Xba. A digestdo do vetor plasmidial linear levou ani@acdo de duas bandas,
uma de aproximadamente 1Kpb, representando a r&gidii@re outra de aproximadamente
8Kpb, representando o restante do vdtag. 4.2.b, linha 3) Como controle negativo,
utilizou-se uma amostra do vetor nao digel{Bm. 4.2.b, linha 2) A banda correspondente
ao vetor plasmidial pLEXSY-hyg2, de aproximadame3pb, foi retirada do gel e o DNA
nela contido foi purificado, obtendo-se o totalBd@ng/puL do material. O produto da digestéao
do fragmento do gené também foi purificado, obtendo-se 62ng/uL de DNXAvetor e 0
inserto do gend& foram ligados e o produto da ligacéao utilizadoapaansformar células
competentes dg. coli TOP10.

~9.00(ph —» 4,072k

4.072ph —»

1.63¢pb
1.636pb —p Po—®

1.018p <«—~1.000pb

1.018ph —»

(@)

8.139pb

3’'ssu Gene bla

Stuffer 994 pb e M

Figura 4.2- Eletroforese em gel de agarose 1% cofragmentos do vetor pLEXSY-hyg2 obtidos apés stée
com as enzimasKpnl e Xbal. (a) Digestao primaria com a enzirpnl. Linha 1: padrdo 1Kb DNA ladder
(Invitrogen). Linha 2: plasmideo nao digerido cdfpnl. Linha 3: vetor pLEXSY-hyg2 linearizado pela
digestéo. (b) Digestdo secundaria com a enXAiah. Linha 1: padrdo 1Kb DNA ladder (Invitrogen). bia 2:
plasmideo néo digerido. Linha 3: vetor pLEXSY-hytigeridoKpnl e Xbal.

4.3 — Selecao dos Clones Recombinantes Bacterianos

A selecdo das células recombinantesEdesoli TOP 10 foi realizada por PCR das
colonias obtidas, na qual se identificou 41 clopesitivos e 9 negativo@=ig. 4.3) Nesta
reacdo foram utilizados os oligonucleotideos efipesipara o geng, forward Prot E FV e
reverseProt E FV. Como controle positivo foi utilizadorso molécula molde o fragmento
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do geneE amplificado pela reacdo de RT-PCR. Como contrebmtivo, realizou-se o PCR a
partir de uma colénia d&. coli TOP 10 recombinante para a proteina VP1 do vieus d
hepatite A. Nos clones positivos observou-se umiaddade aproximadamente 1,3Kb,
tamanho esperado para o fragmento do §ene

oot Wb

2.036pb—p
P 1.326pb, fragmento do geie

1.018pb—p

(a)
123 AAMR

2.036pb—p

1.326pb, fragmento do geke
1.018pb—p»

(b)

Figura 4.3- Eletroforese em gel de agarose 1% copradutos da reacdo de PCR das colbnids. deli TOP
10 possivelmente recombinantes, utilizando-se igomlicleotideos especificos para o génerward Prot E
FV ereverseProt E FV. Tanto em (a) como em (b), linha 1: AadiKb DNA ladder (Invitrogen), linha 2:
controle negativo com uma col6nia Becoli TOP 10 recombinante para a proteina VP1 do viausegaite A,
linha 3: controle positivo fragmento do geBgurificado. As demais linhas representam prodatoedcéo da
PCR dos possiveis clones recombinantes. As linpastadas com as setas indicam um resultado negddivo
determinada colénia em placa.

Apos a confirmacao por PCR, trés dos clones baciesipositivos (#2, #3 e #4) foram
escolhidos aleatoriamente para a confirmacéo petbl ple restricdo com a enziniécd.

Apos a eletroforese em gel de agarose 1%, todoséssclones testados se mostraram
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positivos para o perfil de restricdo esperado, mbselo-se a formacédo de trés bandas de
tamanhos diferentes: 7.539pb, 726pb e outra del29Bpmo controle negativo da digestao
foi utilizado o vetor pLEXSY-hyg2 circular, sem pnserto do fragmento do ge® onde

houve a formagéo de apenas uma Unica banda ddrapdamente 9KplFig. 4.4)

~9.000pt— 7.53¢pk

2.036pt—p
1.636pt—

1.018pt —»
72€ph

506pk —»

396pt
39—

8.442pb

&« 726pbh —>
H6, Gene hyg 3'ssu Gene bla, Q—

Figura 4.4- Eletroforese em gel de agarose 1% cemprodutos das reac¢des de digestdo blma. Linha 1:
padrdo 1Kb DNA ladder (Invitrogen). Linha 2: coméraegativo com digestdo do plasmideo pLEXSY-hyg2
circular sem o inseto do geBeLinha 3, linha 4 e linha 5 plasmideos digeridos dones recombinantes #2, #3
e #4 respectivamente.

4.4 — Digestao condwal

As construcdes pLEXS®tuffere pLEXSY/geneE circulares, obtida de cada clone
bacteriano positivo foi linearizada pela digest@mnca enzima de restricddwd. Apds a
eletroforese em gel de agarose 1% observou-sena¢éo de duas bandas no gel: uma de
aproximadamente 3Kpb, caracteristica da regide@spondente a origem de replicacad=de
coli e do gene de resisténcisla; e uma outra banda de aproximadamente 6Kpb,
representando 0 restante do cassete de expressisegé integrado ao cromossoma
hospedeirqFig. 4.5) As bandas correspondentes ao cassete de insgecaproximadamente

6Kpb, foram purificadas do gel e os DNAs guardaale®0°C para posterior utilizacao.
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<«— ~6.000pb, cassete de insercao

5.090pb—p
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2.03tpk —»

1.018pb—p

2,9 kpb 6,1 Kpb
sssu OMSD  cencE (g e —

Figura 4.5- Eletroforese em gel de agarose 1% caesoltado da digestdo da construcdo pLEXSY/dene
extraida dos clones recombinantes, com a enzimaesteicdo Swd. Linha 1: padrdo 1Kb DNA ladder
(Invitrogen). Linha 2, linha 3 e linha 4 represent@spectivamente as digestdo das construcdesdasde trés
clones diferentes #2, #3 e #4.

4.5 — Selecao dos Clones Recombinantesldéarentolae

As transfeccbes das células foram realizadas arifia-se as trés diferentes
construcbes pLEXSY/genE obtidas até momento (#2, #3 e #4). Tais constau¢éam
sequenciadas e suas identidades com a sequérgiisabdo virus vacinal 17DD estudada e
comprovada. Além de se utilizar na transfeccamastoucdes linearizadas na digestdo com a
enzima de restricd8wd também se utilizou as mesmas construgfes airdalanizadas.
Também foram realizadas transfec¢des com as coéieswo vetor pLEXSY-hyg?2 lineares e
circulares que néo possuissem o inserto do emeas sim a regia&tufferno seu lugar
(#pLEXSY/Stuffe).

Como resultado foi possivel obter, apdés uma serdarselecdo em meio liquido, um
total de quatro clones diferentes com o casseggrativo, sendo um clone proveniente de
cada construcdo. Estas célulasLdearentolaeforam denominadas de Clones #2, #3, #4 e

#pLEXSY linear, referente a cada construcdo utlizaa geracao de tal clone.
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A partir das transfeccfes onde se utilizaram astoagbes circulares, foi possivel
obter, apdés duas semanas de selecdo clonal em stkim, um total de sete clones
provenientes da construcédo #2. Estes clones fommanginados de Clones #2.1, #2.2, #2.3,
#2.4, #2.5, #2.6 e por fim o #2.8, referente a wraen que foram isolados. Também se
obteve um clone da transfeccdo com a construcaw ¥pl EXSY Stuffer circular, e esse

clone foi nomeado de #pLEXSY circular.

4.6 — PCR Diagnostico

Nesse experimento as reacdes n°l e n°2 de PClRasepara constatar a inser¢cdo do
cassete de expressdo do geme loccusgénico das células transfectadas com as consgucde
linearizadas (#2, #3, #4 e #pLEXSY linear). Paraoisutilizou-se os pares de
oligonucleotideos especificderward F3001 e oreverse A1715 na reacdo n°l, e o par
forward A3804 e oreverseF3002 na reacdo n®dabela 3.1) Como um dos controles
negativos foi utilizado agua no lugar de DNA e cooudro controle foi utilizado o material

gendmico extraido de células ldetarentolaeselvagens.

Visto que os oligonucleotidedsrward F3001 e aeverseF3002 sdo especificos para
a regidossupresente apenas no cromossomo da célula, espetsawar a formacdo de um
fragmento de aproximadamente 1.000pb e de 2.1@M@PRem cada reacdo respectivamente
(Fig.4.6) para se comprovar a insercdo correta. Nao foraserebdas em nenhuma das
reacOes descritas e mostradas abaixo as respebtwdss provenientes das amplificagbes
(Fig. 4.6, linhas 4 a 7)E possivel visualizar apenas bandas resultargesnmplificacdes
inespecificas nos clones circular@sg. 4.6, linhas 8 a 15) Esse resultado confirma a
auséncia do cassete de expressao inserido na thglANA celular correspondente l@cus

da subunidade menor ribossomal 18S.

A reacado n°3 serviu para mostrar a presenca dofilasde expressao em sua forma
circularizada no interior das células transfectadtam a construcdo circular (#2.1 ao #2.8 e
#pLEXSY circular). Para isso utilizou-se o par deganucleotideos especificdsrward
A3804 e oreverseAl715 (Tabela 3.1) Nesta reacdo esperava-se observar a formacao de
uma banda de aproximadamente 6.669pb, comprovamtesanca do plasmidio circular.
Assim sendo, a formacdo das tais bandas de amaghific confirmou que o plasmidio se
encontrava dentro das ceélulas recombinantes sebstas em meio solido, e que ainda

conservava a sua forma circu{&ig. 4.7, linhas 8 a 15)
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3.05pb—p ol

2.0360t—p fod

ssu cromossomal , 5’ssu SP Gene E H6 Gene hyg 3’ssu ssu cromossomal

-— .
1 Kpb «—  21-29Kpb —

ssucromossomal 4 5’ssu

Figura 4.6- Eletroforese em gel de agarose 1% ce@mduto das reacdes de PCR diagndéstico n°1(ad ébin°

Tanto em (a) como em (b), linha 1: padrao 1Kb DMAder (Invitrogen), linha 2: controle negativo erw

DNA foi substituido por agua, linha 3: controle atigp com produto da reacdo com o material extraiao
célula selvagem, linhas 4, 5, 6 e 7 representapragutos das reacdes com o material gendmico dre<!
#pLEXSY linear, #2, #3 e #4 respectivamente, lifhasl5 representam os produtos das reacdes coabteoiah

plasmidial extraido dos clones #2.1 ao #2.8 e #@REXircular respectivamente.

Gene hyg 3’ssu ssu cromossomal

7.12¢(0b—p b

5.09(pb—p B4 <«— ~6.669pb

6.669 pb

Gene hyg Gene bla 5’ssu

Figura 4.7- Eletroforese em gel de agarose 1% cqmoduto reacdo de PCR diagndstico n°3. Linha drdma
1Kb DNA ladder (Invitrogen). Linha 2: controle raiyo onde o DNA foi substituido por agua. Linha3:
controle negativo com produto da reagdo com o mahtektraido da célula selvagem. Linhas 4, 5, 6 e 7
representam os produtos das reac6es com o magemi@mico dos clones #pLEXSY linear, #2, #3 e #4
respectivamente. Linhas 8 a 15 representam os {m®dias reacdes com o material plasmidial extrdm®o
clones #2.1 ao #2.8 e #pLEXSY circular respectivatme
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Os resultados das reacfes de PCR diagnostico de n®% tiveram por objetivo
corroborar com os dados obtidos nas reacOes ddfiaagiio anteriores. Sendo assim, na
reacdo n°4 ao se utilizar o par de oligonucleofd=mpecificos para o gekdorward Prot E
FV ereverseProt E FV(Tabela 3.1) esperava-se obter um fragmento de aproximadamente
1.326pb em todas as amostras que possuissem cdEgearsfectado com sucesso. Como
mostra a figura 4.8 linhas 8 a 14 essa confirmagati possivel nos clones submetidos a
transfecgéo com a construgao circular (#2.1 a0 #2.8

2 3 4 5 6 78 91011121314
£ Lot

& i Ti1vl
A B |
1,636 — |} L ] | §
: i HJ <—~1.326pb, fragmento do geEe

1.01pk —» [

Figura 4.8- Eletroforese em gel de agarose 1% cpnoauto da reacdo de PCR diagndstico n°4. Linipadrdo
1Kb DNA ladder (Invitrogen). Linha 2: controle radiyo onde o DNA foi substituido por agua. Linha3:
controle negativo com produto da reacdo com o fiahextraido da célula selvagem. Linha 4: contpmsitivo
com o fragmento do gere clonado. Linhas 5, 6 e 7 representam os produtssréacdes com o material
gendmico dos clones #2, #3 e #4 respectivamentdaki 8 a 14 representam os produtos das rea¢des com
material plasmidial extraido dos clones #2.1 a8 #@spectivamente.

O resultado obtido na reagédo n° reafirmou o radaltobtido na reagdo n°4. Ao
utilizar o par de oligonucleotidedsrward P1442 aeverseA264 (Tabela 3.1) esperava-se
obter um fragmento de aproximadamente 1.486pb masteas que possuissem o cassete de
expressao junto com o geli® enquanto que a construgdo em que 0 gene eratausen
fragmento possuiria apenas 1.160pb. A banda desib4®i observada apenas nos clones
circulares (Fig. 4.9, linhas 9 a 15)enquanto que nos clones lineares nao foi possivel
visualizar a formacdo de nenhuma bariga. 4.9, linhas 6 a 8) Essas caracteristicas
observadas no gel de agarose com o produto daoreegfirmam a presenca da construcao

circular contendo o gen& nos clones recombinantes transfectados com o fdasm
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circularizado (#2.1 ao #2.8) e a auséncia do cassttgrado nos clones transfectados com a

construcao linear (#2, #3 e #4).

1815

1.63ph —> oy <— ~1.486pb
<— ~1.160pb

Figura 4.9- Eletroforese em gel de agarose 1% cpnoauto da reacdo de PCR diagndstico n°5. Linipadrédo
1Kb DNA ladder (Invitrogen). Linha 2: controle ragiyo onde o DNA foi substituido por agua. Linha3:
controle negativo com produto da reacdo com o mahtextraido da célula selvagem. Linha 4: represent
produto da reacdo com o material gendmico do clphé&XSY linear. Linhas 5: representa o produtoeigéo
com o material plasmidial do clone #pLEXSY circuleinhas 6, 7 e 8 representam os produtos dasesagin

0 material genémico dos clones #2, #3 e #4 resmenénte. Linhas 9 a 15 representam os produtosedeses
com o material plasmidial extraido dos clones #®.#2.8 respectivamente.

4.7 — Sequenciamento dos Clones Bacterianos e Euosrs

Os trés clones bacterianos selecionados e confosnaol restricio quanto a presenca
do inserto do genEk, foram submetidos ao sequenciamento, e postaraisa das mesmas
frente ao gen& do virus vacinal 17DD. Os resultados demonstrak@@®o de identidade de

aminoacidos com a sequéncia molde do virus vafonatcido pelo LATEV.

A molécula de RNA viral utilizada como molde no RTR, proveniente do LATEV,
apresentou uma mutacdo em comparacao com a sequéiecéncia YF17066 depositada no
Gene Bank A modificagdo foi a troca de um nucleotideo adanpara uma guanina na
posi¢do 2.110 do genoma viral, posi¢éo correspdadenl.137° nucleotideo da sequéncia do
geneE clonado(ANEXO 2). Contudo, esta mutacdo ndo levou a alteracdo mowacidos

da proteina resultan{€ig. 4.10)

Essa modificagdo na sequéncia de nucleotideos diosecvada dentre os clones
bacterianos recombinantes #2, #3 e #4 provenielaetonagem. Além desta, outra mutacéo

no genek do clone #3 foi observada na posicao 1.003 daésetp nucleotidica do genoma



54

viral, posicdo correspondente ao 30° nucleotidesedaéncia do gerte clonado(ANEXO

2), havendo a substituicdo da base timina por unosind. Porém, esta também se mostrou
silenciosa ap6s o alinhamento das sequéncias migibas traduzidas em aminoacidos. Na

figura 4.10 as regides vermelhas indicam correspocid de sequéncia e as demais regides
em verde indicam a néo correspondéncia devido sepca do peptideo sinal e da cauda se
seis histidinas no inicio e no fim das sequén@apectivamente.

MAERLVEVLAAAMLVAARRVEVOACAS LDAECT G TDRD F1 EGVECETWYEATLEQDECVTVHA FDEPELD
10 20 0 a0 £o E0 To
Proteina E YF17068 AHCIGI TORDFIEGVHGETWVEATLEQDECVTVMARDKFELD 42
Proteina E YF LATEV THVEATLEQDECVTVMAEDEFELD 42
clone 2 MAERLVEVLAAAMLVARRVEVDAGAS LA CIGT TDRDE THVEATLEQDECVTVMAEDEEELD 70
clone 1 MIERLVEVLAARNL VARRVEVIACACLOAS TWVEATLEQDECVTUMABDEPELD 70
clone 4 MAERLVEVLAAANLVARRVEVIASAS LOARCT T TORDF] EGVEGE TWVEATLEQDECVTVMAEDKEELD 70

1SLETVAI DR EAEARKVCYNAVLTHV A NDKCFE TGEAHLARENEGDHACKRTYE DRGWGNGOGLFGKEE
BY N 100 1la 1d0 1ln 1da

Protelna E YF17065 IELETVAIDR FAERREVCYNAVLTHVEKINDKC FE TGERHLAEENEGDNACKRTYEDRGWGNGCGLFGEGE 112
Proteina E ¥YF LATEV ISLETVAIDRFAERRKVCYNAVLTHVEINDKCPE TOEAHLAEENEGONACKRTYEDRGHGNGOGLPGEEE 1137

clone 2 IELETVAIDR FAERREVCYNAVLTHVEKINDKC PETGERHLAEENEGDNACKRTYEDRGWGNGOGLFGRGE 140
clone 3 IELETVAIDR FAERREVCYNAVLTHVEKINDKC FE TGERHLAEENEGDHNACKRTYEDRGWGNGCGLFGEGE 140
clone 4 IELETVAI DR PAERREVCYNAVLTHVEKINDKC PE TG ERHLAEENECDHNACKRTYEDROWGNGCOLFGEGE 140

IVACAKFTCAKEME LFEVDO TEI QY VI RAQ LAV AKDENWNTE I KTLKFDALEGEQEVEF IGYGKATLEC
lgtl ldtl ZI.JJ'IZI létl lélil 2IJIIZI 2]!0

Proteina E YF17065 IVACAKFTCAKEME LFEVDOTEIQYVIRAD LAEVGAROENWNTE I KTLEFDALEGEQEVEF IGYGEATLEC 183
Proteina E YF LATEV IVACAKFTCAKSMSLFEVDOTKIQYVIRAQLHVEAKQENWNTSIKTLEFOALSGSQEVEFIGYGKATLED 183

clone 2 IVACAK FTCAKEME LFEVDOTEIOYVIRAQLEVGAKOENWNTE I KTLEFDALEGEQEVEFIGYGKATLEC 21C
clone 1 IVACAKFTCAKENE LFEVDOTEIOYVIRAQLAVGAKOENWNTE I KTLEFDALEGEQEVEFIGYGKATLED 210
clone 4 IVACAKFTCRAKEME LFEVDOTEIQY VI RAQLEVGAKOENWNTE I KTLEFDALEGEQEVEFIGYGEATLEC 210

QVOTAVDFENEY IAEMETESWI VDROWAQDLT LPHQEGEGEVWREMHELVEFEEFHANT [RVLALGNQEG
2dn 21n 2dn 28n 280 2Tn 280

Proteina E YF17065 OV TAVDPGHEY IREMETEEW I VD ROWADD LT LPWQECEGEVWREMHHLVEFEPPHAATIRVLALGRQEG 253
Proteina E YF LATEV QVQTAVDFENEY IAEMETECWI VDROWAQDLTLFW)EGEGEVWREMHHLVEFEPPHAATIAVLALGNGES 2537

clone 2 OV TAVDFGEHEY IREMETEEWI VD ROWADD LT LFWQEGEGEVWREMHHLVEFEPPFHAATIRVLALGROEG 280
clone 3 VO TAVDPGHEY IREMETEEW I VD ROKWADD LT LPWQECEGEVWREMHHLVEFEPPHAATIRVLALGRQEG 280
clone= 4 OV TAVDFGHEY TREMETEEWI VDROWADD LT LPWQ EGEGEVWREMHHLVEFEPPFHAATIRVLALGRQEG 280

ELKTALTEAMAVTKDTNORNLY KLHEEHVE CRVELEAL TLXE TE YK IC TDRMF FVENPTOTGHOTVVMOY
2dn ada aln ala EEL] adn ada

Proteina E YF17065 ELETALTGAMEVTEDTHONNLY KLHGEHEVECRVELEAL TLEKGTEYKICTDEMFFVENFTDTGHGTVVMON 3123
Proteina E YF LATEV ELETALTGAMAVTEDTHNONNLYKLHGE CRVELEALTLEGTEYEICTDEMFFVENPTDTGHOTVVMOW 322
clone 2 ELETALTGAMEVTEDTHDNNLY KLHGE CRVELEALTLEGTEYKICTDEMFFVENPTDTGHGTVWMOY 350
clone 1 ELETAL TGAMEVTEOTHDNNLY KLHGE CRVELEAL TLEGTEYKICTDEMFFVENETDTGHGTVVMOY 350
clone 4 ELETALTGAMEVTEDTHDNNLY KLHGE CRVELEALTLEGTEYKICTDEMFFVENPTDTGHGTVVMOW 350

EVFEEAPCEIFVIVADDLTAAINKEGI LVTVHE IARETHODEVL IEVHFPFGDEY L IVEREDERLTYWHEE

380 ata 160 3dn ado aln adn

Proteina E YF17065 KVPEEAPCRIFVIVADDLTAATNEGI LVTVNP IRETHODEVL IEVNFPFGDEY I IVGREDERLTYQWHEE 193
Proteina E YF LATEV KVPEGAPCRIPVIVADDLTAATREGI LVTVHPIASTHODEVL IEVNFPFEDEY I IWEREDERLTYOWHEE 1937

clone 2 KVPEEAPCRIFVIVADDLTAAINKGI LVTVHF IRETHRODEVL IEVHFPFGDEY [ IVGEREDERLTYQWHEE 420
clone 3 KVPEEAPCRIPFVIVADDLTARATNEGI LVTVHP IAETHODEVL IEVHPPFGDEY I IVGREGDERLTYQWHEE 420
clone= 4 KVPEEAPCRT FVIVADDLTAATNKGI LVTVNP TAETHDDEVL IEVNFPFGDEY I IVEREDERLTYQWHEE 420

GEEIGKLF T TMECVERLAVMEDVAWDF EEAGEF FTEVEKGIHTVFGEAF GTHHHHHH -

ala adn afn adn atn
Proteina E YF17066  GESIGKLFTOTMAGVERLAVMGDVANDFESAGGFFTEVERGIHTVFGEAF a4z
Protelna E TF LATEV GSEIGKLFTOTMEGVERLAVMGOVANDFESAGGFFTEVERGIHTVFGSAR a4z
clone 2 GEETEKLF TOTMREVERLAVMEOVANDFEEAZEFFTEVER G THTVF GEAF CTHHEHHN . a7e
clone 3 GEETGKLF TOTMEGVERLAVNGDVANDF SEAGGFFTEVERGT HTVFGEAFGTHHHHHH . a7s
clane 4 GEETGKLF TOTMEGVERLAVMGOVANDF ESAGGFFTEVERGIHTVF GEAF GTHHHHHH . a7s

Figura 4.10- Alinhamento entre as sequéncias daauidos do gené do virus vacinal da febre amarela 17DD
proveniente do LATEV e da sequéncia de referéné¢ia7066 depositada rdene Bankbem como dos genes
resultantes do processo de clonagem nos clonesrisacts.
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Quanto aos clones de tarentolag ndo houve mutacdo decorrente da replicacdo das
construcdes nas células hospedei(ANEXO 3). A mutacdo presente na sequéncia
nucleotidica provinda do LATEV se conservou nas asmonstru¢des extraidas dos clones
recombinantes de. tarentolae(#2.1 ao #2.8). Ndo houve também modificacbesgaéncia

da proteina resultante da traducéo dos nucleot{fens4.11)

- ]
MRSRTVEVI SRR R ARYSVIREA] NEHCT GT TORDF TAGVHESTHY

TSI ETVATDREARARKVCYNAVL THVETNDRCPSTGERHT

10 20 10 40 50 &0 70 80 a0 100 110
Proteina E YFV 17066 -----=====m=======mmmommem AHCTGTTORDF THEVHAGTWVSAT BODKCV TVMAFDKPSL DT SLETVATDRPARARKVCNAVLTHVE INDKCPSTGRARL, 82
Proteina E YFV LATEV -----=============mmmmmmem AHCTGT TORDF THEVHACTWVSAT BDKCV TVMAFDKPSLDT SLETVATDRPARARKVCIAVL THVE INDKCPSTERARL. 82
clone #2.1 MASRLVRVLAREMLVARRVSVIAGAST DRHCTGT TORDF TRGVHEETWYSATL S DKCY TVHMAPDKPS LD SLETVAT DRPARERKVC AV THVK INDKCPSTGERRL, 11(
clone #2.2 MASRT VRV AREMT VAR RV SVTEGRST TEHCTGTTORDE TRVHEETHVEATT SODKCY TVWEPDKEST DT ST ETVAT DR PAEERKVCYNENT THVK TNDKCPSTGEZHT, 110
clone #2.3 MASRIVRVIARAMLVARAVSVLAGAST DAHCT GT TORDF TRGVHEETWYEATT BDKCV TVMAPDKESL DI SLETVAT DR PARARKVC AL THVK INDKCPSTERARL, 11(
clone #2.4 MASRLVRVLARRMLVARAVSVLAGAST DRHCTGT TORDF THEVHEETWYSATL S DKCY TVMAPDKPSLOL SLETVAT DRPARARKVC AL THVK INDRCPSTGRARL, 11(
clone #2.5 MASRT VRV AREMT VARRVSVTEGAST TEHCTGTTORDE TRGVHEETHVEATT SODKCY TVWEPDKEST DT ST ETVAT DR PAEERKVCYNENT THVK INDKCPSTGRZHT, 11(
clone #2.6 MASRIVRVIARAMLVARAVSVLAGAST DAHCT GT TORDF TRGVHEETWYEATT BDKCV TVMAPDKESL DI SLETVAT DR PARARKVC AL THVK INDKCPSTERARL, 11(
clone #2.8 MASRIVRVLARAMLVARAVSVLAGAST DAHCT GT TORDF TRGVHEETWYEATT S DKCV TVMAPDKESL DI SLETVAT DR PARERKVC AL THVK INDKCPSTERART, 11(
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Proteina E YFV 17066 AEENBCDNACKRTYSDRGAEIGIGLEGKES TVACAKETCAKSMSLEEVDOTRIQYVIRADL HVER K NN TS TR TLKFDALSGECEVEF TGYGRATLECYVITAVDEG 192
Proteina E YFV LATEV AEENBENACKRTYSDRGIEIECLRGKES TVACAKFTCAKEMSL FEVDOTET OV VIRADL HVEAK RN TS IRTLFDAL SASCEVEF T GY GRATLECOVOTAVDRG 192
clone #2.1 AEENEEINACKRTY SRR G FGHES TVACAKF TR EMEL FEVDQ TR (Y VIR AQL HVEAK RNV TS TR TLIFDAL SGSCEVEF T GY GRATLECOVTAVDRG 22(
clone #2.2 AEENEEONACKRTY SRR G FGRES TVACAKF TR SMEL FEVDQ TR (Y VIRACL HVEAK RNV TS IRTLKF DAL SGSCEVEF TGY GRATLECOVTAVDRG 22(
clone #2.3 AEENEEDNACKRT Y SDRGARIGOA FEKGS TVACAKF TCAKSMEL FEVDOTET YV IRACT HVGAKOENVNTS TKTTKFTAT SG0RVEF TGY AT BOUVOTAVDRGH 220
clone #2.4 AEENEEINACKRTY SRR G FGHES TVACAKF TR EMEL FEVDQ TR (Y VIR AQL HVEAK RNV TS TR TLIFDAL SGSCEVEF T GY GRATLECOVTAVDRG 22(
clone #2.5 AEENEENACKRTY SRR G FGRES TVACAKF TCRKSMSL FEVDQ TR YV IRAOL HVEAK RNV TS TR TLIF DAL SGSCEVEF TGY GRATLECOVTAVDRG 22 ¢
clone #2.6 AFENEEDHACKRT Y SDRGARIGOE FEKGS TVACAKF TCAKSMEL FEVDOTFT QY VIRACT HVGAKOENVNTS TKTT KFTAT SGS0RVEF TGYERATI BOUVOTEVDRGH 220
clone #2.8 AEENEENACKRTY SRR FGHES TVACAKF TR SMEL FEVDQ TR (Y VIR AQL HVEAK RNV TS TR TLIFDAL SASCEVEF T GY GRATLECOVTAVDRG 22(
|
SYTARVETESH I GEVWREMHHT VEFEPPHANTT EGSL K TAT TEAMEYTKDTNONNL YKL B IVECRVELEAT TT KETSYRTCTD
230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
Proteina E YFV 17066 SYIARMETESWIVDROWAQDLTLEW)SGeGEVWREMUHL VEFEPPHAATTRVLAL R EESLK AL TEMRV TR THINNL YKL BGE VS CRVKLSAL TLKGTSYKICTD 302
Proteina E YFV LATEV SYIARMETESWIVDROWAQDLTLEW(OSGEGEVWREMIMLVEFEPPHAATTRVLAL R EECLKTAL TEMAVTHDTHINNL YKL HEE VS CRVKLSAL TLRETSYKICTD 202
clone #2.1 SYTARVETESWIVDRGWAODL T PHOSGEGEVWRRVHHL VEFEPPHANTTRVLALGNEGSL X TAL TEAMRV THD THONNL VKL HEEIVECRVKLEAT TLXETSYRICTD 33C
clone #2.2 SYTARVETESWIVDRGWAODL T PHOSGEGEVWRRVHHL VEFEPPHANT TRV ALGNDBGSL X TAL TEAMRV THD THINNL VKL HEEIVECRVKLEAT TLXETSYRICTD 33C
clons #2.3 SYTARVETESWIVDROWAODL TL PHOSGEAEVHRRHHL VEFEP PHAATTRYLAL G BEL K TAL TEAMRY THD THONNL YKL HEEVECRVKLEALTLXEFTSYRICTD 330
clone #2.4 SYTARVETESWIVDRWAODL T PHOSGEGEVWRRVHHL VEFEP PHANTTRVLALGNEGSL X TAL TEAMEY THDTHONNL VKL HEE IVECRVKLEAL TLXETSYRICTD 33(
clone #2.5 SYTARVETESWIVDROWAODL T PWOSGEGEVWRRVHHL VEFEPPHANT TRV ALGNEGSL X TAL TEAMRV THD THINNL YKL HEEVECRVKLEAL TLXETSYRICTD 33C
clons #2.6 SYTARVETESWIVDROWAODL TL PHOSGEAEVHRRHHL VEFEP PHAATTRYLAL G BEL K TAL TEAMRY THD THONNL YKL HEEVECRVKLEALTLXEFTSYRICTD 330
clone #2.8 SYTARVETESWIVDROWACDLTL PWOSGSGEWREVHHLVEFEP PHRATTRVLAL R EGSL XAl TRV THD R N NL YKL HEEVSCRVELSALTLXSTSYFICTD 33C
D TEISTVVMVIVERSADPCR [AATNEL E DSV TVERESF] R TEFLFTY 0
340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
Proteina E YFV 17066 KMFFVKNPTDTEHITVVMVEVPKEAPCRTPVIVADDLTAATNKGILVIVHE IASTHDDEVL T EVREPFEDSYT TVERGERL TYHHKBGES TGKT FTOIMKGVERLAY 41%
Proteina E YFV LATEV KMFFVKNPTDTEHITVVMIVEVPREPCRIPY IVADDLTAATNFGILVIVHPIAS THODEVL I EVNEPFEDSYT TVERG SR TYOHHKBGES IGKL FTIMEGVERLAY 413
clone #2.1 HMFFVRNPTD T TV VMVEVFREARCRT PV TVADDL TR A TNKG T LV TVNF TASTHODEVL T EVRPPFEDSYT TVERG SR TYOHHKBGSS TGKT FTOIMKGVERLAY 44(
clone #2.2 MFFVRNPTD TG TV VM VEVPKEAPCRT PV TVADDL TRATNKG T LV TVNF TASTYODEVL TEVREPFEDSYT TVERG SR TYOHHKBGSS IGKT FTIMKGVERLAY 44
clone #2.3 MFFVRNPTDTEHE TV VM VEVPKEAPCRT PV TVADDL TAATNKG LV TVNF TASTYDDEVL TEVHPPFEDSYT TVEREERL TYOHHKBGES IGKT FTIMKGVERLAY 44
clone #2.4 HMEFVRNPTDTE 3TV VMVEV PREAPCH T PV TVADDL TAA THRG LV TVNE T AS TYODEVL T EVHEP DS VT TR SR TYOHHKBGEC TGKL FTIMKGVERLAY 44
clone #2.5 HMFFVRNPTD TG TV VM VEVPKEARCRT PV TVADDL TAATNKG T LV TVNF TASTYODEVL TEVHEPFEDSYT TVERE SR TYOHHKBGSS IGKT FTIMKGVERLAY 44
clone #2.6 HMFFVRNPTDTEHE TV VM VRV PKEARCRT PV TVADDL TAATNKG T LV TVNF TASTYODEVL TEVREPFEDSYT TVERG SR TYOHHKBGSS IGKT FTIMKGVERLAY 44
clone #2.8 HMFFVRNPTD TG TV VM VEVPREAPCR T PV TVADDLTRATNKG LV TVNF TAS THODEVL T EVIPPFEDS YT TVERG SR TYOHHKBGSS IGKLF T IMEGVERLAY 44(
|
MEVARDFSSAGEFFTCVEKETHTVFGEARSTHHHHHN
450 460 470
Proteina E YFV 17066 MEIVAWDFSSAGGFFTSVEKGIHIVRGEAR 44z
Proteina E YFV LATEV MIWRWDFSSAGSFFTSVEKGIHIVEGEAF aa:z
clone #2.1 MEVAWRDFSCAGEFFTSVEKETHTVFGEARSTHHHEHI 47
clone #2.2 MEVARDFSCAGEFFTSVEKETHTVFGEARSTHHHEHI 47
clone #2.3 MEVARDFSSAGEFFTSVEKGE THTVFGEARGTHHEHHI a7
clone #2.4 MEDVEDFSEAGEFFTEVEKE THTVEGEARSTHHHII 47
clone #2.5 MEVAWDFSSAGEFFTSVEKETHTVFGEARGTHHEEHI 47
clone #2.6 MEVAWRDFSSAGEFFTSVEKETHTVFGEARGTHHHEHI 47
clone #2.8 MEVARDFSSAGEFFISVEKG THTVFGEARGT a7

Figura 4.11- Alinhamento entre as sequéncias daaidos do ger do virus vacinal da febre amarela 17DD
proveniente do LATEV e da sequéncia de referén€ia7966 depositada no “Gene Bank”, bem como dossgene
resultantes do processo de clonagem nos clonestdeentolae

Apés o alinhamento e andlise das sequéncias deoaoiios da etapa de
sequenciamento, foi utilizada a ferramenta de fondtica on line "ExXPASy"

(http://expasy.org/) para a determinacéo predifivgpeso molecular da proteina resultante da
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expressao erh. tarentolae Segundo o programa a proteina E recombinantg fedluindo
as regides de peptideo sinal e cauda de histidmatamanho teorico de 51,76KDa e um

ponto isoelétrico de 6,34.
4.8 — Deteccéao de Transcritos por RT-PCR

Ao se realizar esse experimento foi possivel détemnguais os clones ja selecionados
até o momento produziam de fato as moléculas de RB#sageiro maduras correspondentes
a proteina E clonada. Para isso, foi utilizadointese do cDNA em uma reacao de RT-PCR,
o oligonucleotideo iniciadoreverseProt E FV especificos para a sequéncia nucleatidic
referente a proteina desejada, a partir do RNAarelatal extraido dos clones positivos para
o PCR diagndstico descrito nos resultados do 4dn#2.1 ao #2.8). Com o cDNA uma nova
reacado de PCR foi realizada contendo o par de raligjeotideogorward MinAB e reverse
Prot E FV.

O teste foi realizado ap06s o cultivo das célulasoméinantes e selvagens em
diferentes tempos (48h, 72h e 96h) para postextvagiio do RNA e digestdo com a enzima
DNAse. Os produtos das reacdes de amplificacddatetopos de 48h, 72h, e 96h de cada
clone foram aplicados, lado a lado, em um gel decsg 1% e os resultados mostraram a
auséncia de transcritos maduros em todos os cims#vos testadof-ig.4.12a) porém, 0s
resultados revelaram a presenca de transcritosipos) sendo possivel a visualizacdo da
banda de aproximadamente 1.326pb correspondemigpldieacdo do transcrito primario do
geneE (Fig. 4.12b) Como controle positivo na figura 4.12b foi utldo o fragmento do gene
E clonado. Como controle negativo ambas as rea¢@@siin em comum o RNA de células

selvagens ou o material genético substituido poa.ag

A figura 4.13 mostra o controle da reacdo de digesbm a enzima DNAse, onde se
submeteu o plasmideo pLEXSY-hyg2 a digestdo conesnma enzima utilizada na digestao
do RNA celular total. Apés a digestdo do plasmidea aliquota do produto foi aplicada em
gel de agarose 1%. Como pode ser observado, a @magradou todo o DNA n&o sendo
possivel a formagdo de bandas no gel, enquantcnguaha do plasmideo ndo digerido

ocorre a formacao de diversas bandas.
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Figura 4.12- Eletroforese em gel de agarose copratuto da amplificacdo da reacdo de PCR a partinalde

de cDNA obtido do RT-PCR usando o RNA celular tokas células selvagens e dos clones #2.1 ao #2.8 de
tarentolaedigerido com DNAse. (a) Produto da reacéo comligermucleotideogorward MinAB e reverseProt

E FV. Linha 1: padrdo 1Kb DNA ladder (Invitrogefjnha 2: controle negativo onde o material geméfa
substituido por agua. Linhas 3, 4 e 5: produtoedgdo como material genético obtido das célulasgehs nos
tempos de 48, 72 e 96h, respectivamente. Linh&se68: produto da reagdo como material genéticalmloio
clone #2.1 nos tempos de 48, 72 e 96h, respectiemeinhas 9, 10 e 11: produto da reacdo comoriahte
genético obtido do clone #2.2 nos tempos de 48 BBh, respectivamente. Linhas 12, 13 e 14: prodato
reacdo como material genético obtido do clone #83tempos de 48, 72 e 96h, respectivamente. Lithat6

e 17: produto da reacdo como material genéticodobto clone #2.4 nos tempos de 48, 72 e 96h,
respectivamente. Linhas 18, 19 e 20: produto dgéceaomo material genético obtido do clone #2.5teopos

de 48, 72 e 96h, respectivamente. Linhas 21, 22 prdduto da reacdo como material genético oldmolone
#2.6 nos tempos de 48, 72 e 96h, respectivameimigad. 24, 25 e 26: produto da reacdo como maEiatico
obtido do clone #2.8 nos tempos de 48, 72 e 96&pertivamente. (b) Produto da reacdo com os
oligonucleotideo$orward Prot E FV ereverseProt E FV. Linha 1: padrdo 1Kb DNA ladder (Ineigen). Linha

2: controle positivo onde o material genético z#itio foi o fragmento de gerieclonado. Linha 3: controle
negativo onde o material genético foi substituido ggua. Linhas 4 a 27: produto das reacdes defmapio

do material genético obtido das células selvagedsseclone recombinantes #2.1 ao #2.8 conformeitiesen

(a).
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Figura 4.13- Digestédo do plasmideo pLEXSY-hyg2 @enzima DNAse |. Linha 1: padrdo 1Kb DNA ladder
(Invitrogen). Linha 2: produto da digestdo do DNIAgmnidial com a enzima. Linha 3: amostra do plasmitfio
exposto a acdo da enzima.

Para ter certeza de que todo o DNA das amostrd@Nde celular total havia sido
degrado na digestdo com a DNAse, foi realizada wesgdo de PCR com o par de
oligonucleotideogorward Prot E FV ereverseProt E FV a partir das amostras de RNAs
digeridos que foram extraidos das células. A figufa mostra que ndo houve formacéo de
bandas provenientes da amplificacdo, confirmandosé&ncia de moléculas de DNA do gene
E nas amostras testadas. Como controle positivatiiddado um fragmento de DNA do gene

E clonado.

Ao se avaliar o anelamento do oligonucleoffial®vard MinAB constatou-se que ele
era capaz de reconhecer a regidao mini-exon e fojuméo com o oligonucleotidereverse
R8S a banda de tamanho esperado para o fragmemasmundente ao ger&S mais a
sequéncia mini-exon, 670(¢bBig.4.15 linha 3) Os oligonucleotidect®rward F8S ereverse
R8S também foram capazes de amplificar um pequexgmeénto de 130pb do gelS
(Fig.4.15 linha 5) A figura 4.15 mostra o resultado do experimentaje pode-se observar
gue os controles negativos em que o RNA foi sulidbtt por agua ndo houve formacao de
bandas, linhas 2 e 4. Ainda na reacdo cofarward MinAB houve a formacdo de varias
bandas de amplificac6es inespecificas.
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Figura 4.14- Eletroforese em gel de agarose 1%amprodutos das reacfes de amplificacdo do PCGRamiilo
os produtos das digestdes com a enzima DNAse do ¢&NAar total extraidos dos clones #2.1 ao #28ldas
selvagens. Linha 1: padrdo 1Kb DNA ladder (In\gt&n). Linha 2: controle positivo com fragmento émegE
clonado. Linha 3: controle negativo onde o DNA $abstituido por agua. Linhas 4, 5 e 6: produtoedgdo
como material genético obtido das células selvageasempos de 48, 72 e 96h, respectivamente. £inha e
9: produto da reacdo como material genético olt@olone #2.1 nos tempos de 48, 72 e 96h, respentite.
Linhas 10, 11 e 12: produto da reacdo como matgeiaético obtido do clone #2.2 nos tempos de 4&, 9&h,
respectivamente. Linhas 13, 14 e 15: produto dgireaomo material genético obtido do clone #2.3teopos
de 48, 72 e 96h, respectivamente. Linhas 16, 1& prbduto da reagdo como material genético olmt@olone
#2.4 nos tempos de 48, 72 e 96h, respectivameimiea$ 19, 20 e 21: produto da reagdo como mageiadtico
obtido do clone #2.5 nos tempos de 48, 72 e 98pertivamente. Linhas 22, 23 e 24: produto da ceagéo
material genético obtido do clone #2.6 nos tem@n48] 72 e 96h, respectivamente. Linhas 25, 26 prdduto
da reacdo como material genético obtido do clon® #@s tempos de 48, 72 e 96h, respectivamente.

<—~670pb, gen8S+ mini-exon

100pb—p» <4—~130pb, fragmento do geBS

Figura 4.15- Produto da amplificacdo da reacédo @R Para avaliacdo do oligonucleotideos MinAB. Lihha
padrdo 100pb DNA Ladder (Invitrogen Cat# 15628-0Lf)ha 2: controle negativo onde o material geéfoi
substituido por agua e contendendo os oligonudesifbrward MinAB e reverseR8S. Linha3: produto a
amplificacdo da reacéo com os oligonucleoidensard MinAB e reverseR8S. Linha 4: controle negativo onde
o material genético foi substituido por agua e eodéndo os oligonucleoideémward F8S ereverseR8S.
Linha 5: produto a amplificacdo da reacéo com igonlcleoideoforward F8S ereverseR8S.

<4— ~1.326pb, fragmento do geke
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4.9 — Expresséao e Purificacdo da Proteina E d&e coli

Durante os passos da purificacdo da proteina e8efsade lavagem e eluigcdo foram
armazenadas e analisadas por SDS-PAGE como mosigara 4.16. Desde a fracdo F2
(linha 3) até a fracdo F18inha 20) é possivel acompanhar a presenca da proteina E de
interesse. Como mostra a figura, os tampdes n°@ atiizados na eluicdo foram capazes de
carrear a maior parte da proteina, dividindo-aeeatrfracdes Fldinha 16), F15(linha 17),

F16 (linha 18), F17 (linha 19) e F18(linha 20). E possivel notar também a auséncia da
proteina antes da inducao por IPTG, visto que @doainda correspondente a ela na fracdo F1

(linha 2), se fazendo presente somente a partir da fracéélalas induzidas F¢inha 3).

2 3 4 5 6 7 &® 10 11 12 13 14 15 16 118 19 20
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T E
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Figura 4.16- SDS-PAGE com as fragfes coletadasinficacao da proteina E decoli. Linha 1: padao de peso
molecular Bench Mark (Invitrogen Cat# 10747-012nha 2: lisado celular d&.coli antes da inducdo da
expressédo (F1). Linha 3: lisado celularElecoli apds inducdo da expressao (F2). Linh&ldw Through(F3).
Linha 5: eluato da 12 lavagem com o tampdo n°l. (Hdha 6: eluato da 22 lavagem com o tampéao n8). (F
Linha 7: eluato da 12 lavagem com o tampdo n°2. (Efha 8: eluato da 22 lavagem com o tampéao n72. (F
Linha 9: eluato da 12 lavagem com o tampéo n°3. (E8ha 10: eluato da 22 lavagem com o tampéao R93. (
Linha 11: padé@o de peso molecular Bench Mark (logi#n Cat# 10747-012). Linha 12: eluato da 12 lenag
com o tampdo n°4 (F10). Linha 13: eluato da 22genacom o tampdo n°4 (F11). Linha 14: eluato da 12
lavagem com o tampéo n°5 (F12). Linha 15: eluat@®davagem com o tamp&o n°5 (F13). Linha 16: eldat

12 [avagem com o tampéo n°6 (F14). Linha 17: eldat@® lavagem com o tampé&o n°6 (F15). Linha 1&itel

da 12 lavagem com o tamp&o n°7 (F16). Linha 1%telda 22 lavagem com o tamp&o n°7 (F17). Linha 20:
eluato da 32 lavagem com o tamp&o n°7 (F18).

Apés a unido das fragdes com a maior parte daipeofE14 ao F18) e a concentracao
da amostra, bem como a troca do tampao pelo PBSToiton X-100 0,005%, o conteudo
proteico do concentrado foi mensurado pelo métadé BSmith PK et al. 1985). A partir de
uma curva padrdo construida com diferentes coraxgigs de BSA foi possivel correlacionar
a absorbancia da luz visivel detectada em um létioo com as concentragfes das amostras
em mg/mL. A tabela 4.1 abaixo mostra os valoresidobt com a metodologia na
determinacdo da densidade oética de cada pontorda padrdo e da amostra testada. Com

esses valores foi construido por regresséao linggéftco 4.1 da curva padréo, possibilitando
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a utilizacdo da equacado da reta para determinan@entracdo de proteinas totais da amostra
de proteina E purificada. Sendo assim, o valorateentracdo determinada para a proteina
foi de 0,51mg/mL.

Tabela 4.1 — Valores da dosagem pelo método BOgrataina E purificada dg.col.

Tipo de Amostra Réplicas da Densidade Otica Média  Média com a Dedugéo do Branco
. 1 1,363 1,39 1,296 1,350 1,263
E
=3
£ 0,5 0,71 0,742 0,745 0,732 0,646
5
f,':) 0,25 0,449 0,462 0,43 0,447 0,361
m
()
'g 0,125 0,289 0,294 0,299 0,294 0,208
IS
S
S 0,062 0,194 0,199 0,196 0,196 0,110
0,03 0,138 0,143 0,159 0,147 0,060
Branco do Tampéo 0,079 0,073 0,107 0,086 -
Proteina E Purificada sem Diluicdo 0,828 0,694 0,710,744 0,658
Proteina E Purificada Diluida 1:2 0,52 0,462 0,449,477 0,391
Dosagem da Proteina E dE.coli
1,400+
£
& 1,200
s
< 1,000
©
0,800
g y=1,2838x
o 0,600+ R2=0,9945
©
S 0,400
2
o 0,200
a
0’000 T T T T T 1

Concentragdo em mg/mL

Gréfico 4.1- Curva padrao obtida por regressaalfinpie mostra a concentracdo de BSA versus adeitar
densidade 6tica a 562nm. Dados obtidos na dosagerotkina E produzida emcoli.
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4.10 — Titulacéo e Padronizacdo do Soro Imune Pdimal

O soro policlonal obtido da imunizacdo do coelhptéstado contra a proteina E
purificada objetivando-se determinar a maior dédoiglo soro capaz de reconhecer a molécula
alvo. A partir da reacao d&/estern Blotting possivel observar a formacdo de uma banda de
aproximadamente 53KDa caracteristica da proteingFig. 4.17) Este experimento
demonstra que o soro foi capaz de reconhecer 2pygadaina até mesmo na diluicdo de
1:512.000(Fig. 4.17, linha 6) O soro obtido também foi capaz de reconheceotipia viral
em sua forma nativa, obtida a partir de um exiatgultura de células infectadas com a cepa

vacinal do virus da febrea amarela 17(py. 4.17, linha 2)
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Figura 4.17-Western Blottingcom 2ug da proteina E purificada Beoli. Linha 1: Padrdo de peso molecular
Magic Mark XPWestern BlottingProtein Standard (Invitrogen Cat# LC5602). Linha®ntrole positivo com
2ug de proteina E de um extrato de cultura de aglifectadas pelo virus vacinal da febre amaré@D1l
revelado com o soro na diluigdo 1:2.000. Linhar8tgina E deE.coli revelado com o soro na diluigdo 1:8.000.
Linha 4: proteina E dE.coli revelado com o soro na diluicdo 1:32.000. Lin@®teina E déE.coli revelado
com o soro na diluicdo 1:128.000. Linha 6: protéirdeE.coli revelado com o soro na diluicao 1:512.000.

Em paralelo também foi realizado ubBot Blotting para determinar o limite de
deteccdo do soro policlonal. A figura 4.18 mostoancclareza que o soro foi capaz de

reconhecer até 30ng do purificado quando dilui@a00.
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Figura 4.18-Dot Blotting com diferentes concentracdes da proteina [E.deoli em cada linha, e diferentes
diluicbes do soro policlonal em cada coluna. Cadlanma possui sete concentracfes diferentes daimaote
(250ng a 3ng), e cada uma das colunas foi submetidaa diluicdo diferente do soro (1:2.000 a 1.80@). O
controle do soro pré-imune esta representado c@trbpré-imune”. A coluna "His-tag" foi incubadamaima
diluicdo de um anticorpo anti cauda de histidinatiAdis6x” (Invitrogen Cat# 372900) na diluicdo Q0L

4.11 — Avaliacdo da expressao da Proteina Recomhbina Por SDS-PAGE

Em um gel de poliacrilamda 12% foram aplicas asstras de secretomapellet
lisado de células de. tarentolaeselvagens e do clone #2.2 (20ug de proteinas)aam o
objetivo de se avaliar a expresséo da proteinazd@meinante. As amostras preparadas como
descrito no iten8.14 da metodologia foram adicionadas do tampéo de taapdsrvidas por

5min e aplicadas no gel.

As células utilizadas na preparacdo das amostrasrids no item3.14 se
encontravam na fase exponencial de crescimentoxiapgdamente 60h de culti@rafico
4.2). Nesse grafico 4.2 é possivel observar todostégies do ciclo celular das células, bem
como o perfil proliferativo das selvagens e do elé2.2 na presenca e na ausénca da droga
ao longo de 168h, aproximadamente sete dias. Atasétultivadas a 27°C em meio Grace’s
contendo 10pug/mL de streptomicina e 10U/mL de plamag suplementado com 10% de soro
fetal bovino, incubadas ou ndo com o antibiéticgrdmicina a 10ug/ml, foram estimadas
diariamente pela contagem na camara de Neubaueo comente azul de trypan 0,4%, apos a
fixagdo das células com formaldeido a 10%. E peksiotar uma severa queda na taxa

proliferativa das células selvagens quando cultisagh presenca do antibiético de selecéo,
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engquanto que as ceélulas do clone #2.2 mantémnagjaesenca ou auséncia de higromicina,

uma taxa proliferativa igual a das céulas selvagarsuséncia da droga.

Proliferacdo delL. tarentolae
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Gréfico 4.2- Perfil proliferativo das células sajeas e do clone #2.2 detarentolaena presenca e na auséncia
do antibidtico de selecdo higromicina. Selvageniulaé selvagens cultivadas na auséncia do antbioti
sel+hyg: células selvagen cultivadas na presencantlbiodtico higromicina a 10ug/ml. #2.2: células done
#2.2 cultivadas na auséncia do antibiético higramaic#2.2+hyg: células do clone #2.2 cultivadapresenca
do antibiético higromicina a 10pg/ml.

Apés a separacdo das proteinas em seus diferamt@shios moleculares a 120V por
aproximadamente 1h 30min com a subsequente rewvetigégel, foi possivel observar o
padrdo de bandas obtido da eletroforese. A figure @) e (b) linha 2 mostra com clareza a
banda caracteristica do controle positivo com aefma E deE. coli (2ug da proteina
purificada) de aproximadamente 53KDa, contudo ngossivel observar a banda equivalente
nas demais linhas onde foram aplicadas as amaftragtrato de células infectadas com o
virus vacinal (linha 3) e nem nas linhas aplicatas as amostras das células selvagens (4 e

5) e recombinantes (6 e 7).
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Figura 4.19- SDS-PAGE com as amostras de sobreteadancultura (a) eelletslisados centrifugados (b) de
células dd.. tarentolaeselvagens e do clone #2.2. Tanto em (a) como gnfir(ba 1: paddo de peso molecular
Bench Mark (Invitrogen Cat# 10747-012). Linha 2g2ga proteina E purificada d& coli. Linha 3: 2ug do
extrato E33/1215 de cultura de células infectadas ¢ virus vacinal 17DD. Linha 4: 20 ug de proteitwais
das células selvagens incubadas em PBS Glucos¢itib& 5: 20ug de proteinas totais das células geha
incubadas em RPMI. Linha 6: 20ug de proteinassatas células do clone #2.2 incubadas em PBS @udés
Linha 7: 20ug de proteinas totais das células alwec#2.2 incubadas em RPMI.
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412 — Avaliacdo da Expressdao da Proteina Recombma Por

Imunoblotting

A avaliacdo da expressao da proteina d_etarentolaetambém foi realizada através
de uma reacéo d&/estern Blottingutilizando-se um substrato luminescente para elagéo.
Para isso as amostras do sobrenadant@etiet lisado centrifugado da cultura em PBS
Glucose 1% e RPMI das células selvagens e dasasdlolclone #2.2 foram aplicadas, lado a
lado, em um gel de poliacrilamida 12% e submetalasna corrida eletroforética. Apds a
separacdo das proteinas por seu tamanho moledalaforam transferidas para uma
membrana de nitrocelulose e incubadas com o sdicdgmal de coelho na diluigcdo 1:2000, e
depois com o anticorpo secundario anti-lgG de apetinjugado com a enzima peroxidase. A

revelacao foi realizada no escuro ao se adiciosaibstrato da enzima sobre as membranas.

Apés a etapa de transferéncia e antes da incub@m&oo anticorpo primario as
membranas foram coradas com ponceau 0,4%, evisgelocgualitativamente a eficiéncia da
transferéncia das proteinas para as membranasd&$tepode ser observado na figura 4.20
(@) e (d) onde estdo representadas as membrargaagpquais foram transferidas as amostras
de sobrenadante de cultura e piglet lisado, respectivamente. E possivel constatarague
membranas continham as proteinas antes da incubagéo anticorpo.

ApoOs a adicdo do substrato para a enzima peroxidasmissdo de luminescéncia foi
capaz de sensibilizar um filme radiografico, e lego seguida, este foi imerso nas solucdes
reveladora e fixadora, tornando possivel a visagfip das bandas. Os filmes radiograficos
foram expostos a luminescéncia proveniente da maocpor dois tempos diferentes, 20min
(Fig.4.20 (b) e (e)k 1h(Fig.4.20 (c) e (f))

A visualizacdo com clareza foi possivel apenas pareontroles positivos da proteina
E deE. coli e para o extrato celular E33/1215, tanto na re@elalas membranas contendo
amostras do sobrenadante, (b) e (c), quanto pareadranas contendo amostragddets

lisados e centrifugados, (e) e (f).

Anteriormente a revelacdo dd'estern Blottingpela enzima peroxidase também foi
realizado um ensaio com a revelacdo pela enzinfatése alcalina, contudo néo foi possivel
a visualicao da reacédo positiva nas amostras tes{@hdos nao mostrados).



Figura 4.20- Resultado d&/estern Blottingevelado com o substrato luminescente “SuperSitjnalest Pico
Chemiluminescent Substrate” (Thermo Scientific C4880) utilizando-se amostras de sobrenadanteltiga
de células selvagens e do clone #2.2 cultivadaPB81 Glucose 1% e RPMI (b) e (c), e de amostrgsetiets
lisados e centrifugados de células selvagens éode ¢2.2 cultivados em PBS Glucose 1% e RPMI (§) ©s
filmes ficaram expostos a luminescéncia durantempos de 20min (b) e (e) e 1h (c) e (f). As memédsaa) e
(d) representam a avaliacdo da qualidade da retg@imnsferéncia dd/estern BlottingNa linha superior (a),
(b) e (c) se encontram os resultados obtidos @ mirtgel onde foram corridas as amostras de salestes,
enquanto que na linha inferior (d), (e) e (f) secgriram os resultados obtidos a partir do gel dodanm corridas
as amostras deelletslisados e centrifugados. Em (a), (b), (c), (d),g€f) linha 1: 2ug da proteina E purificada
deE. coli. Linha 2: 2ug do extrato E33/1215 de cultura delag infectadas com o virus vacinal 17DD. Linhas
3 e 4: 20 ug de proteinas totais das células sahgadinhas 5 e 6: 20ug de proteinas totais datasélo clone
#2.2.



5 — DISCUSSAO

Nos anos de 1990 quando houve o inicio dos expetosecom transfeccdo de
tripanossomatideos ainda se conhecia muito pouesp&ito das sequéncias necessarias para
a expressdo genética nesses organismos. Entratgpittamente os protocolos de transfeccao
evoluiram permitindo a manipulacdo génica, a geragi mutantegknockoute insercédo de
marcadores genéticos e a identificacdo dos elemeggnéticos envolvidos na expressao.
Dessa forma tornou-se possivel o desenvolvimentoad®s vetores que permitiam altos
niveis de expressdo de genes heterélogos em ddsrespécies. Tais vetores deveriam
possuir 0s sitios para insercdo da SL tamistreamqguantodownstreamao gene exdgeno,
para a reacdo dwans-splicinge para a poliadenilacdo respectivamente, sendayiaore
promotora da subunidade menor ribossomal 18S aomelscolha para expressado nesses
organismos (Teixeira SM et al. 2003).

N&o existe um sistema de expressao universalmehté\el e € dificil de acreditar
que algum dia existira. Cada proteina € Unica geegstratégias diferenciadas para a sua
melhor expressdo. A compilacdo de uma longa listana@l/os sistemas de expressdo € um
processo que esta em desenvolvimento, entretamientificacdo do hospedeiro/vetor ideal
continua sendo a Ultima questdo a ser respondidaeg2nvolvimento de sistemas de
expressdo é um campo dinamico, que esta sempreirelmicom a identificacdo de novos
hospedeiros e elementos genéticos. Na escolhastiimsi mais adequado alguns aspectos
criticos devem ser levados em consideracdo conhmcadizagcdo celular e vias secrecdo da
proteina de interesse, caracteristicas fisico-gqaisndla mesma, tempo para geragdo do clone
recombinante e desenvolvimento do sistema, rendovepureza da proteina recombinante e

contencao bioldgica na manipulacdo do organismambmante (Sodoyer R, 2004).

Embora nos casos descritos de expressdo de psothé@taréloga em células de
tripanossomatideos patogénicos sejam relatadostengdlm de proteinas biologicamente
ativas, a expressao e os rendimentos da protefoanbénante eram baixos, mesurados em

microgramas por litro de cultura. Outro fator cdtialém da seguranca e a exposi¢ao ao risco
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na manipulacdo de organismos patogénicos, € quespécies patogénicas avaliadas
apresentavam baixas taxas proliferativas, alénedsrsfastidiosas necessitando da adicéo de
soro como fonte de suplemento ao meio de cultwssadcaracteristicas sdo limitantes para a
utilizagdo desses tripanossomatideos como sisteenaexgressdo. Para sobrepujar as
limitacbes descritas, o grupo de Breiting R et @002), desenvolveu um sistema de
expressdo enlL. tarentolae tripanossomatideos nao patogénico ao homem cdra ba
exigéncia nutritivas e com altas taxas prolifeaivA estratégia do grupo baseou-se no uso
de um cassete de expressdo que se integra ao gesub-dinidade menor ribossomal das
células deL. tarentolag pois este gene é fortemente transcrito pela RNAmgrase |
(Breitling R et al. 2002).

Dentre as vantagens em relacdo aos sistemas dariptos, eucariotos inferiores
(leveduras) e superiores la tarentolae apresenta: 1) sistemas de modificagbes pos-
traducionais bem proximo as das células de mamsifqumndo comparado com sistemas
como células de inseto e leveduras; 2) nivel deesspo superior e taxa de proliferacéo
maior que células de mamiferos e inseto; 3) podanfasilmente rompidas com a simples
utiizacdo de um agente detergente, ou por sorocaefiresentando uma significante
vantagem sobre o sistema em levedura; 4) as célidds tarentolae podem ainda ser
cultivadas em meios definidos, para que uma pratbiofarmacéutica sofra menos com a
contaminagdo por prions ou virus que podem aconapanituras de células de mamiferos
dependendo do componente de origem animal utilizadeo suplemento (Breitling R et al.
2002).

Em eucariotos 0os genes codificantes para prote§das transcritos pela RNA
polimerase Il, enquanto que a RNA polimerase Isitegve genes que codificam para os
RNAs ribossomais (RNAr). Entretanto, em tripanosatitieos € possivel que genes
codificantes para proteinas sejam transcritos R&lA polimerase | e sofram a subsequente
traducéo. Isso se deve a reacaotramssplicing do pré-RNAm policistronico. Qrans-
splcingadiciona a regido capeada SL de 39 nucleotidetsrminal 5’ do RNAm. O terminal
Cap € necessério para o transporte da molécuédhiletde e eficiéncia na tradugéo. Assim,
nesses organismos a alta taxa de transcricdo daepate | € usada para garantir os altos
niveis de expressao génica. No sistema de expresséotarentolag a integracao do cassete
de expressdo néocus cromossdmico da sub-uinidade menor do RNA ribossofssy

permite geracdo de altos niveis de transcritos narpeiessdo constitutiva. O cassete de
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expressao dos vetores de expressaolpaeentolaesdo flanqueados por dois fragmentos do
locus da sub-unidade menor do RNAr (5’ e s¥Y para a recombinacdo homologa. Além
disso, 0 minimo que um vetor precisa possuir ptlizaagdo da expressdo em tarentolae
consiste em um plasmideo circular contendo o giae otrans-splicingdo RNAm antes e
apos ao gene de interesse. Melhores expresséem pmtealcancadas se o gene alvo for
antecedido e seguido, respectivamente, de umaor&gié& 3' ndo codificante (UTR), de um
gene fortemente expresso. J& que a regulacdo g@&mcatripanossomatideos ocorre
principalmente a nivel pos-transcricional por adsadas regides intergénicas UTRs, a escolha
da melhor UTR se faz importante para a construfiédeerete de um vetor de expressao. O
vetor pLEXSY-hyg2 contém trés UTR otimizadagrl de 0,4Kpb proveniente da regiao
intergénica do gene adenina fosforibosil transterdsLl. tarentolae utr2 de 1.4 Kpb da
regido intergénica das calmodulinas C e B;utrd de 1,7Kpb da regiao intergénica do gene
para dihidrofolato redutase-timidilato sintasenffaeando o gene alvo e fornecendo o sinal
para otranssplicig para o procesamento do RNAmM. No sistema de exjwess L.
tarentolae a proteina heter6loga pode ser expressa tantociadaoa célula quanto
extracelularmente. Para a secrec¢do, é utilizadeetar uma sequéncia sinal proveniente de
uma enzima secretada tle mexicana a fosfatase acida (Imsap). No presente momento o
sistema de expressdo He tarentolaerepresenta uma promissora alternativa a células de

mamiferos para a producéo de proteinas recombséxiieni, 2012).

O corretotrans-splicing do RNAmM, com a adicdo de uma sequéncia SL capeada
cauda poliadenilada, a partir de diferentes traioscproduzidos por diferente polimerases é
importante para um plano ambicioso de criar umesiat em L. tarentolag um
tripanossomatideo modelo que possui altas taxakfepativas em meios relativamente
baratos, e que pode, em muitos aspectos, ser supes ja estabelecidos em bactéria e

levedura em termos de expresséao de proteinas hart@ingpson AG et al. 2006).

O trabalho de dissertacdo teve como objetivo avaliaitilizacdo do sistema de
expressdo do protozoario tarentolaecomo uma nova plataforma de producgéo de proteinas
recombinantes. Para tal, utilizamos com modelootepra de envelope E do virus de febre
amarela 17DD. Anteriormente, outras proteinas ¥ifaiam obtidas com sucesso no sistema
L. tarentolae tais como: Gag do HIV (Breton M et al. 2007) &2 do HPV (Salehi M et al.
2012).
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Ao ser capaz de expressar epitopos da proteinadGagrus da imunodeficiéncia
humana, as células de tarentolaeforam avaliadas, com resultados promissores, quant
possibilidade na utilizacdo como vetor vacinal estesa de hospedeiras vivo BALB/c e
ex vivoem cultura de tecido tonsilar humano, observamdesma ativacdo das defesas
celulares e humorais. Esse trabalho demonstrogpariémcia do organismo recombinante na
inducdo da protecdo imune tanto em sistémeaivo quantoex vivq destacando-o em uma
promissora medida estratégica no desenvolvimentordeacina contra o HIV. Os resultados
obtidos na expresséao da proteina viral E7 corrohoraom os dados obtidos na expresséao da
proteina Gag quanto a relevancia na utilizacdocdadas recombinantes de tarentolae
como vetor vacinal em sistemiasvivo. Devido a expressao da E7 entarentolaecom a sua
subsequente administracdo em camundongos foi tagdatama maior producao de IFNe
IgG2a, com significativo controle do crescimentmtwal em camundongos desafiados com
células tumorais induzidas (Breton M et al. 200algBi M et al. 2012).

O gene que codifica para proteina E foi amplificaddonado com sucesso no vetor
bifuncional pLEXSY-hyg2. As construcbes pLEXSY/geBeforam transfectadas ern.
tarentolaepara obtencao de clones com as construgdes ideegep genoma ou na forma
epissomal. Contudo, somente obtivemos clones positia forma epissomal. Vale ressaltar,
que embora nao obtivéssemos clones integrativoaliades pela deteccdo por PCR
diagnéstico, as células transformadas adquirirafendtipo de resisténcia ao antibidtico
seletivo higromicina. O clones circulares foram fcamados por PCR quanto a sua forma

extracromossOmica e a presenca do gene que coplifiagoroteina E.

O DNA plasmidial extraido foi amplificado e sequiewlo, apresentando 100% de
identidade quando comparado com a construcdo oladatapa de clonagem, com a
sequéncia molde proveniente do RNA gendmico viealvdcina de febre amarela, e com a
sequéncia de referéncia YF17066 depositada noGene Bank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ (dos Santos CN et al. 1995), ressaltando a

estabilidade genética dos clones recombinantels. darentolae As regides que codificam
para o peptideo sinal e a cauda de histidina tami@nsofreram alteracdes na proteina

resultante.

O soro policlonal obtido a partir da proteina Eduzido E. coli foi utilizado como
reagente para detectar a expressao da proteimabiamte produzida ein tarentolae Para
tal, esse soro foi caracterizado e mostrou-se wpaetectar 30-15ng da proteina na diluicdo
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de 1:2000 pormmunoblotting Embora esse soro tenha sido gerado a partir depuoteina
recombinante produzida ebkcoli esse também foi capaz de reconhecer a proteirsi\E& n

no extrato de células infectadas. Esse resultadoonstra a capacidade desse soro em
reconhecer epitopos da proteina E do virus. Apgsando se incluir dentre os objetivo
iniciais do trabalho € importante ressaltar a pgddude um reagente que podera ser aplicado

a outros projetos relacionados a Febre Amarelandebedos em Bio-Manguinhos.

Na avaliacdo da expressdo da proteina E recombimeast células de. tarentolae

pela técnica de SDS-PAGE né&o foi possivel a visagiio da banda correspondente a
proteina E. Nessa avaliacdo tanto amostrgsetet lisado quanto de sobrenadante de cultura
foram usados. Devido a inclusdo da sequéncia diédpepsinal na estratégia de clonagem
adotada esperava-se que a proteina recombinante fEcrretada e se encontrasse no
sobrenadante de cultura. Por isso, foram aplicadesa avaliacdo dois protocolos de estudo
de secretoma em tripanossomatideos, Cuervo P €R@9) e Elias CG et al. (2009).

Basicamente, realizou-se uma incubacao das céubameios livres de proteinas, RPMI e

PBS Glucose, pretendendo-se eliminar toda e qualtpreda de contaminagd@o por proteina
do meio de cultivo, restando apenas as molécutastadas pelas células. O resultado desta
avaliacdo mostrou-se negativo apés a transfer@asigroteinas por SDS-PAGE e ensaio de

Western Blottindgpaseada na reacado com fosfatase alcalina.

Devido a auséncia de sinal observada com revelagéeada em fosfatase alcalina,
poderiamos especular que o nivel de expressaoaeatmixo de 15ng de acordo com 0s
nossos ensaios de sensibilidade. Para confirmapéatese foi realizado um novo ensaio de
Western Blottingcom sistema de revelacdo mais sensivel baseadkag@o da peroxidase e
quimioluminescéncia. Embora o sistema tenha umailibdade superior, na ordem de
picograma, o experimento demonstrou resultado mvegaBaseado nos dados obtidos
passamos a inferir duas hipdteses sobre o trabééhm momento: 1) os niveis da producao da
proteina recombinante ein tarentolaeestavam muito abaixo do limite de deteccdo do
anticorpo e das técnicas utilizadas; 2) a protedoambinante E ndo estava sendo traduzida

nas células do protozoéario.

Embora expressao na proteina E do virus vacindtlol® amarela ndo tenha sido
detectada. Podemos citar diversos genes que forgressos com sucesso no Sistema
proposto para esse trabalho. Tais como, laminimaaha (Phan HP et al. 2009), perdxido
dismutases e eritropoietina (Breitling R et al. 20Bazdag EM et al. 2010), luciferase (Lang
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T et al. 2005), tranferases (Orlando TC et al. 2@B&h-Abdallah M et al. 2011), convertases
(Basak A et al. 2008), Gag do HIV (Breton M et2007), proteina E7 do HPV (Salehi M et
al. 2012) e precursor da proteina alfa amiloidaciehada ao Mal de Alzheimer (Klatt S et al.
2013).

Para investigar possibilidade da traducdo da matele interesse foi realizado
experimento para deteccdo de transcritos. As read®d’CR realizadas a partir da molécula
de cDNA no teste para a deteccdo de moléculas danRNkhaduras e devidamente
processadas apos a reacadrdes-splicing mostrou que nao ha transcrito maduro referente a
proteina E sendo processado pela célula hospeéisia.resultado foi constatado quando se
utilizou o oligonucleotideo especifico para a regidini-exon MinAB. No entanto, no mesmo
experimento quando se utilizou apenas os oligontideos para o geng foi possivel
visualizar a formacdo de bandas indicando a presdoctranscrito primério imaturo. Os
controles da reacdo de digestdo pela DNAse e @oede PCR diretamente a partir deste
produto, bem como a avaliacdo da funcionalidadeligonucleotideo MinAB confirmam os
resultados obtidos. Apesar de se observar a foondgh outras bandas de diferentes
tamanhos, produtos de anelamentos e amplificagdespeécificas dos oligonucleotideos
forward MIinAB e reverseR8S, essa reacao confirma que o MIinAB atende @ivai do
experimento devido a presenca da banda de aproaimetde 670pb, representando o gene
8S antecedido da regido mini-exon. E importante teasque nas amostras de RNA celular
total, extraidas e utilizadas neste experimentarhd mistura de varias moléculas de RNAmM
processadas e nao processadas. A sequéncia doualgatideo MinAB ndo possui
complementaridade no interior do g8 mas ele pode estar se anelando em outras regioes
de outros genes ja processados e também em mimé-al® outros transcritos maduros, e
dessa mesma forma o oligonucleotideo R8S tambéamizeste hibridizando nas demais

moléculas.

As sequénciastrl, utr2 eutr3 representam grande importancia ao fornecer,&grda
sequéncia nucleotidica, o sinal adequado para gigedetrans-splicing onde havera a
insercao da regido SL e da cauda poliadenilada &sal se caracteriza por uma regiéo rica
em bases pirimidicas seguidas de um dinucleotideo Ma decorréncia do surgimento de
alguma mutacdo, devido a replicacdo do vetor nosesl bacterianos e eucariotos, que
modifique a sequéncia sinal de bases, muito prdwveeree afetara diretamente a sucessao de
todo o processo deans-splicingdas moléculas de transcrito primario policistroérimmaturo,
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interferindo no processamento e no surgimento dEaulas maduras individuais. Sem a
molécula de RNAmM monocistrénica, com a sequénciaaSkua frente 5 e a cauda
poliadenilada ao seu final 3’, ndo havera o praress traducdo da fita em uma proteina.
Levando-se em consideracdo que as identidadesedagreias UTRs nas contrugdes dos
clones recombinantes sdo desconhecidas, essaadealith interferéncia do sinal tfans-

splicing pode estar se refletindo nos resultados negatigosxpressao da proteina E. Assim
sendo, 0 sequenciamento e confirmacdo da identidadsas regidbes UTRs se fazem de
extrema importancia na tentativa de identificar cddugonar o problema enfrentado na

expressao da proteina E.

O sistema utilizado neste trabalho foi inicialmendealizado para a expressao
constitutiva com a subsequente insercao do cadeetgpresséo nocuscromossomico 18S
por recombinacdo homologa. Entretanto, também éiymisa expressdo da construcdo de
forma epissomal, com o plasmideo circular no intedia célula. A construcao circular pode
se integrar de forma heterogénea no genoma daad#bgpedeira, e por isso € importante a
selecdo clonal das células transfectadas com @teasscular, caso contrario o nivel de
expressdo da proteina desejada pode se reduziicanasnte. Com as células transfectadas
com as construcdes linearizadas e que sofrerand@a 8elecao clonal esse problema com o

nivel de expressao néo é encontrado (Jena Biosgi2at?2).

A possibilidade do estudo sobre cloned d¢éarentolaecom a construgéo integrativa
em seu genoma também se torna importante por &stabem parametro comparativo para a
expressao da proteina E desenvolvida no preseti@io. Da mesma forma, a alternativa de
nao se utilizar a sequéncia de peptideo sinal pies® vetor € interessante ao passo que a
lise celular nesses protozodrios também nado repeesmaiores dificuldades. Ao se
estabelecer uma estratégia de clonagem em queen#dize o peptideo sinal acarretaria na
pesquisa da proteina junto aellet celular, estratégia esta adotada nos varios trabal

anteriores utilizando esse siste(abela 1.1)



6 — CONCLUSAO

N&ao foi possivel, com as metodologias utilizadagpresente trabalho, a deteccdo da
expressao da proteina recombinante E da cepa vaondrus da febre amarela 17DD nas
células hospedeiras recombinantes diarentolae Dessa forma, o potencial desse sistema na
expressdo da proteina modelo E permaneceu des@mh€&r genekE foi amplificado e
clonado com sucesso no vetor de clonagem pLEXSY-lygs reacdoes de PCR e analises de
sequenciamento mostraram que 0 gene nado sofrerac@est em sua sequéncia de
nucleotideos que pudesse alterar a sequéncia dwasitos da proteina resultante como

demonstrado em analisessilico das sequéncias traduzidas.

Os trés clones recombinantes bacterianos e oclegtes recombinantes eucariotos
foram obtidos da transfeccdo por eletroporacdo @smconstrucdes pLEXSY/genig,
contudo, os clones eucariotos obtidos possuiamaapanconstrucdo epissomal dentro da

célula.

O soro imune obtido da proteina E recombinantedymiola em células dE. coli
recombinantes foi capaz de reconhecer em altdsgitanto a proteina de. coli como a
proteina em seu estado nativo, presente em umtexteacélulas infectadas. Dessa forma,
servindo como ferramenta na pesquisa da protefeadinbinante produzida por célulaslde
tarentolae A proteina E deE. coli e 0 extrato de células infectadas com o virusnahci
também serviram como parametros comparativos nod@seé pesquisa da proteina E

produzida ent.. tarentolae.

Durante as reagfes de PCR para avaliacdo da paeskngegido mini-exon na
molécula de RNAmM madura, constatou-se que as matda RNAm referentes ao cistron da
proteina E ndo estavam sendo devidamente processaatranscritos monicistronicos
passiveis de traducéo. Essa problematica pode teflstido nos resultados negativos obtidos

das reagOes d&/estern Blottinge na avaliacdo por SDS-PAGE.

Apesar da possibilidade de expressado do cassesu@rforma circular, seria muito
importante a obtencdo de clones recombinantes gggufssem o0 cassete integrativo, para a
avaliacdo nas diferencas da expressdo e possieetifichcdo do problema surgido na

expressao das construcdes circulares deste projeto.
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8 —ANEXO 1

ATGGGETATCGTTCGCAGCCGECTGCATAAGCGCAAGATCACCGETGGAAAGACCARGATC
ATGGGCATCGTCCGLAGCCGCCTGCATAAGCGCAAGATCACCGETGGAAAGACCARGATC
B I kb o S S o S S o S

CCGGAAGCGCATGRAGGCCGAGCTGEGETCGCCTTCCCGCCARCACCCGTCTTGGCGEC
CACCGGRAGCGCATGAAGGCTGAGCTTGGTCGCCTTCCCGLGRACACCCGLCTTGGCGED
hkkkckdkkokhok ok ok k ok kkkhkk khkdkhkEk kA wkokdkokkkhkkdokd kdAohkhdE A ko hokd koo

@]
il

- CGCGTGAGCCCTGTGC G TG TCGTGGTGECAACTTCAAGATCCGCGCCLTGCGCCTG
GCCGCGTGAGCCCTETGCGCEGCTCGEGETGECAACTTCAAGATCCGTGCCCTGCGCCTE
B i A S e SR I S S S S

* 0

w

GACACCGGCARACTTCGCCTGGEECTCCGAGGCCATCGCGCAGCGCGTTCGTATCCTCGAC
GACACCGGECAACTTTECCTEEECATCCGAGGCCATCGCGCAGCGCGTECGTCTTCTCGAT

ok e ok ek e ek ok e bk ok ok kR R ke ke ok ok e ke ok ok ke ek gk ok ek ok ko e ok b ok ko

GICGTGTACARCGCCACCTCGAACGAGCTGETGCGCACGAAGRCGCTGETGAAGAACTGE
GTCGTGTACARCGCCACTTCGARCGAGCTGETGCGTACGAAGRCGCTGGTGARAGAACTGE
hkhck Ak kokkoh ok ok ok dkkd hok Ak k ok ok kR ok ok ko hok ok ok ok ok ok kb ko ok ok ok ke ok

ATCGTCTCCGTGGACGCCGCGCCGTTCAAGCGCTGETACGCCAAGCATTACGGCATCGAC
ATCGTCGETCGTGGATGCCGCGCCGTTCAAGCGCTGETACGCCAAGCACTACGGCATCGAL

ke R ok ok ke gk ok ek e R sk g ok R ok ke gk Tk ok ok e ke bk e ke b b e ek ok e R ok e gk o Rk ke

TTGEATGCGEGEARGAAGAGCGLCAAGACCGLCGCCGUCGCTCAGARAGARAGGCARAGRAAG
TTGGATGCGEATARGAAGAGCGLCAAGGTCGCCGCCGUCGLGCAGAAGARAGAGCARGARG

deodk ek ko ke ok ok e ok e e ke o ok ek ke ok ok ok ok ok ok ok gk ko ok kR ok ok kR & o ok ok ko

TCTGCCCATGCOGCTGCTGAARRGTACGACGTGRAACAAGGCTTCGCCCAAGCTGCAGCGE
TCCGCTCACACCGCTGCCGACARAGTACGACGTGAGCAAGGCCTCTCCCARGCTTCAGCGE
ok kk Rk kkkkkkk kk khkdkkhbA®khkkd wkdkkd kdk hkmkhkhkdk wkEAwk

GAGTGGACGCGCCGCCQCAGCAGCCACAAGGTCCAGAARCCCGATCGCTGATCAGCTGCGT
GAGTGGACGCGCCGCCYCCGCARCCACAGGETTCGAGAAJGCGATCGCCGATCAGCTGLGT

T T R e S * & Ak Ak Ak ok A khk kkdohh kR kAR Rk kA kA kA kW
Anelamentd-orward F8S
GACGETC TG T T T G A G AT GACGAG O CCEEETCAGTCCGETCET G CEACGET

GAGGGTCGCGTEGCTTGCGCGCATTACGAGCCGCCCAGGCCAGTCCGGCCEGTGLTGATGGET
hkdkokdkhhk dohkkkohkkdk dhkkkdk dhkkodhdkkkkdkdk kok kkdkddkkhkd dkokdkdk kk kkd

ATCCTACTGEARGGTGCGGACCTTCAGTTCTACOQIGAAGCGCCTGEGAGRAGRAAGCGAAGCTGA

ATCCT GO T ARG TGAGCTCCAGTTCTAC I GARAGC G CTEEAGRAAGRAGCARRCRALG

.i*w:l--i-'ﬁ-:k*al* dk Rk ok kb -.l--k-**-):wA--.l-*-i.ﬂ.-ﬁ--.k-k*A-**-.l--*\!.-*ir*A-t*-A--.t--A-wt*:__
AnelamentdReverseR8S

BAGAAGTARA
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10 20

50

GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGG)

LT TCATTGAGGEEGTGCATGGAGGAACTTG

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —? GCTCACTGCATTGGAATTACTGACACGEC TCATTGAGGGGETGCATGGAGGAACTTG
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) —* GCTCACTGCATTGGAATTACTGACACGEE TCATTGAGGGGETGCATGGAGGAACTTG
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(l1=2337) —* GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGEG TCATTGAGGGEETGCATGGAGGAACTTG
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(l-2459) =2 GCTCACTGCATTGGAATTACTCACAGCCRNTCATTGAGEECETACATCGAGRAACTTE
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(1:2521) = GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGES) TCATTGAGGGEETGCATGGAGGAACTTG
60 70 a0 90 100 110
Lo b b b b b e e b b b e by
GGTTTCAGCTACCCTGGACGCAAGACARAGTETCTCACTGTTATCGGCCCCTGACARGCCTT
Gene E YF 17066 974-2299pb.seqg(1>1326) —? GGeTTTCAGCTACCCTGGAGCAAGACAAGTETATCACTGTTATEGCCCCTGACARGCCTT
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seqg(l>1328) —? GGTTTCAGCTACCCTGGAGCAAGACARGTETGTCACTGTTATEGCCCCTGRACRAGCCTT
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(l1=:2337) = CQCTTTCACCTACCCTCCACCAAGACAACTCTCTCACTCTTATCCCCCCTCACAACCCTT
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1:2458) =2 GGTTTCAGCTACCCTGGAGCAAGACAACTCTETCACTGTTATGECCCCTGACARGCCTT
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(1>2521) — GGTTTCAGCTACCCTGGAGCAAGACAACTCTOTCACTGTTATGECCCCTGACARGCCTT
e e e b e e e b e e e
CATTGGACAT CTCACTAGACACAGTAGCCATTGATAGACCTCCTCGACGCGACCGAARCGTG
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —*  CATTGGACATCTCACTAGRGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGEARAGTG
Gene E YF LATEV 974-2289 pb.seq(1>1326) — CATTGGACATCTCACTAGAGACAGTAGCCATTGATACGACCTCGCTGAGGCGACGAARAGTG
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(l>2337) —* CATTGGACATCTCACTACAGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTCGAGCCCAGGARAGTG
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(l1>2459) —% CATTGGACATCTCACTAGAGACAGTACGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGARAGTC
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(l1>2521) —% CATTGGACATCTCACTAGAGACAGTACGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGARAGTS
180
Gl by e b b b T b e Do b L by
TGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTGAAGATTAATGACARCTGCCCCAGCACTGGAGA
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1-1326) =3 TGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTGARAGATTAATGACRAGTGCCCCAGCACTGGAGA
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1»1326) =} TGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTGAAGATTAATGACRAGTGCCCCAGCACTGGAGA
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1:2337) —% TGETTACARTGCAGTTCTCACTCATGTGARGATTAATGACARGTGCCCCAGCACTEEAGA
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1=2459) —% TGETTACAARTGCAGTTCTCACTCATGTGARGATTAATGACARGTGCCCCAGCACTEEAGA
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(1=2521) —% TGETTACARTGCAGTTCTCACTCATGTGARGATTAATGACARGTGCCCCAGCACTEEAGA
240
e b e b b b e b L b e
GGCCCACCTAGCTGAAGAGAACGAAGGGGACAATGCGTGCAAGCGCACTTATTCTGATA
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —  GCGCCCACCTACGCTGAACAGARACCGAAGCGGACAATGCGTCCARGCACACTTATTCTGATA
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(l»1326) =  GGCCCACCTAGCTGARCGAGAACGAAGGCGACAATGCGTGCARGCGCACTTATTCTGATA
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(l1>2337) —? GGCCCACCTAGCTGAAGAGAACGAAGGEGACAATECCTGCAAGCECACTTATTCTGATA
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1»2459) =% GECCCACCTAGCTGAAGAGARCGAAGGGEACAATGCGTGCARGCGCACTTATTCTGATA
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(l1=:2521) =% GGCCCACCTAGCTGAAGAGAACGARGGGGACAATGCETGCARAGCECACTTATTCTGATA
20 330 340 350
PRI AN T T VN T B B B S W T A 0 A
GAGECTEEEECAATGECTCTGECCTAT TTGEGARAAGGGAGCATTGTGGCATGCGCCAAA
Gene E YF 17066 974-2299pb.seg(l>1326) i GARAGGCTGGEEGCAATGECTETEECCTATTTGGGARARGGGAGCATTGTGGCATGCGCCARR
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l>1326) —  GAGGCTGGGEGCAATGGCTETGGCCTATTTEGEARAGGGAGCATTGTGGCATGCGCCARA
consensus segquencia clone 2 proteina E.seq(l:2337) —> CAGCCTGCEGCCAATGGCTGTGGCCTATTTCCGAAAGGCACGCATTETGGCATGCGCCARR
consensus seguencia clone 3 proteina E.seq(l:2459) — CAGGCTECGCCAATGGCTCTCECCTATTTGCGARACGOCACCATTETGCCATGCGCCARR
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(l»>2521) =3 CACCCTCCCCCAATCCCTCTCCCCTATTTCCCARAACCCACCATTCTCCCATCCCCCARA
&0 370 380 390 410
Lo b b b bvrr b b b b P by ey
TTCACTTGTGCCARATCCATGAGTTTGTTTGAGCTTGATCAGACCARRATTCAGTATGT
Gene E YF 17066 974-2299pb.seqg(1>1326) —* TTCACTIGTGCCARATCCATGAGTTTETTTCAGCTTGATCAGACCARAATTCAGTATET
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(1>1326) — TTCACTTGTCCCAAATCCATCAGTTTCTTTGACETTGATCAGACCARAATTCAGTATCT
consensus seguencia clone 2 proteina E.seq(l»2337) =—* TTCACTTETGCCARATCCATCGAGTTTETTTGAGGTTGATCAGACCARAATTCAGTATET
consensus seguencia clone 3 proteina E.seq(l»2459) = TTCACTTETGCCARATCCATCEAGTTTETTTGACGTTGATCAGACCARAATTCAGTATET
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(l:2521) == TTCACTTETGCCAAATCCATCAGTTTETTTGACCTTGATCAGACCARAATTCAGTATET
420 430 440 450 460 470
R W A A R RS W A A A A A WA W
CATCAGAGCACAATTGCATCTAGGGGCCARGCAGCGAAARTTGGAATACCAGCATTAAGR
Gene E YF 17066 974-2299pb.seg(l=1326) — CATCAGAGCACAATTGCATGTAGCGGCCARGCAGGARAATTGCAATACCAGCATTARGE
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l>1326) — CATCAGRGCACRATTGCATGTAGGGGCCARGCRGGARARTTGGAATACCAGCATTAAGE
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(l1»2337) —% CATCAGAGCACAATTGCATGTAGGGECCARGCAGGARAATTGGARTACCAGCATTARGA
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(l1»>2459) — CATCAGAGCACAATTGCATETAGGGCCCAAGCAGGARAATTECAATACCAGCATTARGA
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(l»2521) — CATCAGAGCACAATTECATGTAGGGGCCAAGCAGGARAATTGEARTACCAGCATTARGR
530
e b b e b e e b b b by
CTCTCAAGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGAAGTCGAGTTCATTGGGTATGGAARAR
Gene E YF 17066 974-2299pb.seg(l>1326) —?  CTCTCARGTTTCATGCCCTETCAGGCTCCCACCARACGTCCACTTCATTGCATATCGCARAR
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l>1326) —* CTCTCAAGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGRAGTCGAGTTCATTGEGTATGGARRR
consensus segquencia clone 2 proteina E.seq(l:2337) =—> CTCTCARGTTTGATGCCCTETCAGGCTCCCAGCARCGTCGACTTCATTCGECTATGGARRR
consensus seguencia clone 3 proteina E.seq(l1:2459) — CTCTCARCGTTTGATGCCCTOTCAGGCTCOCAGCARCTCGACTTCATTGOCTATGGARRR
consensus segquencia clone 4 proteina E.seqg(1:2521) — CTCTCAACTTTCATCCCCTOTCACCCTCCCACCARCTCCACTTCATTCOCTATCCARRR
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GCTACACTGGAATECCAGETGCARACTECECTGGACTTTGETRAACAGTTACATAGCTGA

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(l1-1326) —? GCTACACTGGAATECCAGGETGCARACTGCGETGGACTTTGETARCAGTTACATAGCTGRE
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l=1326) —? GCTACACTGGAATECCAGGETGCARACTGCGETGGACTTTGETARCAGTTACATAGCTGE
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1>2337) — GCTACACTGGRATGCCAGGTGCARACTECECGTGGACTTTGETARCAGTTACATAGCTGA
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1>2458) —% GCTACACTGGAATGCCAGGETGCAAACTECEETEGACTTTEETAACAGTTACATAGCTGA
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(1>2521) —% GCTACACTGGAATGCCAGGETGCAARACTECEETEGACTTTEETALACAGTTACATAGCTGE
s b e b T b T b e b e ey
GATCGCGAAACACGAGAGCTGCATACTCGCACACGACACTGCCGCCCACGACTTGACCCTGCCAT
Gene E YF 17066 974-2299pb.seqg(l=132¢) — GATGGAARCAGAGAGCTGGATAGTGEACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCAT
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l=1326) —> CGATGGAAACAGAGAGCTGGATAGTGGACAGACAGTGCGCCCAGCGACTTGACCCTGCCAT
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1=2337) —2 GATGEAAACAGAGAGCTGGATAGTGEACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCAT
consensus segquencia clone 3 proteina E.seq(1>2459%) =) QGATGGAAACAGAGAGCTGGATAGTGGACAGACAGTGGEGCCCAGGACTTGACCCTGCCAT
consensus segquencia clone 4 proteina E.seq(l>2521) =) QGATGGAAACAGAGAGCTGGATAGTGGACAGACAGTGGEGCCCAGGACTTGACCCTGCCAT
65|D | SGID | S"i"D | GEIEL’J | 6?0 | 7[|,‘l0 |
GGCAGAGTGGRAGTGGCGEEETCTGEAGAGAGATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCT
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1-1326) =  GGCAGAGTGGAAGTGEGCGGGETGTGEAGAGAGATGCATCATCTTGTCGRATTTGRACCT
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) —?  GGCAGAGTGGAAGTGEGCGGGETGTGEAGAGAGATGCATCATCTTGTCGRATTTGRACCT
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1=2337) —2 GCGCACAGTGGAAGTGGCGEEETETEEACACAGATECATCATCTTGTCGAATTTGAACCT
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1-2459) =3 (CGCAGACTCCAACTCEGCGCACTETECAGACAGATACATCATCTTETCGAATTTGAACCT
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(1-2521) =3 (GGCAGACTCCAACTCEGCGCACTETECAGACAGATACATCATCTTETCGAATTTGAACCT
'TJI_O | 72|0 ‘ 'FBID | 7‘-‘10 | TI'EIO ‘ "HISO |
CCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGEGARACCAGGAAGGCTCCTTGARAAC
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —*  CCGCATGCOGCCACTATCAGAGTACTGECCCTGGGARACCAGGAAGGCTCCTTGRARAC
Gene E YF LATEV $74-2299 pb.seg(1>1326) — CCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGECCCTCEGARACCACGCARGECTCCTTGARAARC
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1>2337) —* CCCCATCCCOCCCACTATCACACTACTCCCCCTCGCARACCACCARGGCTCCTTCAALAC
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1>2459) — CCCCATCCCOCCCACTATCACACTACTCCCCCTCGCARACCACCARGGCTCCTTCARLAC
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(l1>2521) —* CCCCATCCCOCCCACTATCACACTACTCCCCCTCGCARACCACCARGGCTCCTTCARLATC
770
el b T b e b L b T e T 1y
AGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACARAGGACACARATGACARCAACCTTTACARAC
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1-1326) —  AGCTCTTACTGECGCAATCAGCETTACAAACCACACARATGACAACAACCTTTACARAC
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l:1326) =+  AGCTCTTACTGECGCAATCAGCETTACAAAGCACACARATGACAACAACCTTTACARAC
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1=2337) — AGCTCTTACTGECGCAATGAGEETTACAARCGACACAAATGACAACARCCTTTACRAAC
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1=2458) =% AGCTCTTACTGGCGCAATGAGCGTTACAAAGGACACAAATCGACAACAACCTTTACAAAC
consensus sequencia clone 4 proteina E.seg(1»2521) =% AGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACAARGGACACAAATGACARCARACCTTTACARAC
830 840 850 860 870
coa e b b b P by b b b b o frvaa |
TACATGGETGGACATGTTTCTTGCAGAGTGRAAATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGACA
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(l>1326) g TACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGAAATTGTCAGCTTTGACACT CARGEGGACA
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l>132&) —  TACATGCTCCACATETTTCTTCCAGAGTGAAATTCTCAGCTTTGACACTCARGGEGACA
consensus sequencia clone 2 proteina E.seg(1»2337) — TACATGGTGCACATGTTTCTTGCAGAGTGARATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGACA
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1:2459) =3 TACATGCTCGACATETTTCTTCCACGACTGAAATTATCAGCTTTCGACACTCARGGECGACA
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(1=2521) =% TACATGCTGCACATGTTTCTTCCAGAGCTGARATTGTCAGCTTTGACACTCARGGCECACA
890 S00 910 820 930 940
v ey Lo by e Loy by b e by g by gy
TCCTACRRRRATATGCACTGACAARRATCGTTTTTTGTCAAGRACCCRRCTGACACTGGCCA
Gene E YF 17066 $74-22%9%pb.seq(l>132§&) —? TCCTACARARRATATGCACTGACARRATGTTTTTITGTCAAGARCCCARCTGACACTEGCCA
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l>1326) — TCCTACARRRTATGCACTGACAARATCGTTTTTTGTCAAGRAACCCAACTGACACTGGCCA
consensus sequencia clone 2 proteina E.seqg(1»2337) =—% TCCTACARRATATGCACTGACAARATGTTTTTTGTCARGAACCCAACTGACACTGGCCA
consensus sequencia clone 3 proteina E.seg(1»2459) — TCCTACARAATATGCACTGACAAARATGTTTTTTGTCARGAACCCAACTGACACTGGCCA
consensus sequencia clone 4 proteina E.seg(1:2521) =% TCCTACARRATATGCACTGACAARATGTTTTTTGTCARGAACCCAACTGACACTGGCCA
950 960 970 980 990 1000
I I A A A A AN A A N OO0 I S SO IS S A A S A SO AN OO AR
TGECACTGTTGTGATGCAGGTGAAACTGCCARARGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGA
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) g TGGECACTGTTGTGATGCAGGTGARRGTGCCARRRAGEAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGA
Gene E YF LATEV 974-22%% pb.seqg(l>1328) —? TGECACTGTTIGTGATGCAGGETGARAGTGCCARARAGGAGCCCCCTGCAGEATTCCAGTGA
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1:2337) =3 TGECACTGTTGTGATGCAGGTGARAGTGCCAARAAGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGA
consensus sequencia clone 3 proteina E.seqg(1»2459) =—? TGECACTETTGETEATGCAGGTGARAGTGCCARARGGAGCCCCCTECAGGATTCCAGTGA
consensus sequencia clone 4 proteina E.seg(l=2521) — TGECACTETTGTGATGCAGETOARAGTCCCARAAAGCAGCCCCCTCCACCGATTCCAGTCR
010 1020 1030 1040 1050 1060
P I AT A A A A A VOO OO AN A A IO OO OO A
TAGTAGCTGATGATCTTACAGCGGCAATCRAATARAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCC
Gene E YF 17066 874-2289pb.seqg(l>132§8) — TAGTAGCTGATGATCTTACAGCGGCAATCAATARAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCC
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(1>1326) b TAGTAGCTGATGATCTTACAGCGGCAATCAATARAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCC
consensus sequencia clone 2 proteina E.seg(1>2337) —) TAGTAGCTGATGATCTTACAGCGGCAATCAATARAGGCATTTTGETTACAGTTARCCCC
consensus sequencia clone 3 proteina E.seg(1»2459) —? TAGTAGCTGATGATCTTACAGCGGCARTCARTARAGGCATTTTGGTTACAGTTARCCCC
consensus sequencia clone 4 proteina E.sec(l>2521) — TRACTAGCTGATGATCTTACRAGCGGCARTCAATARRCGECATTTTGGTTACRGTTARCCCC
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ATCGCCTCRACCAATGATGATGARAGTCCTGATTGAGETGAACCCACCTTTTEGACGACAG

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(l1>1326) —? ATCGCCTCRAACCAATGATGATGAAGTGCTCATTGAGGTCAACCCACCTTTTEGAGACAG
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l>132§) —% ATCGCCTCRAACCAATGATGATGAAGTGCTCATTGAGGTCAACCCACCTTTTEGAGRACAG
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(l=2337) —?% ATCGCCTCAACCAATGATGATGAAGTGCTCATTGAGGTCAACCCACCTTTTEGAGACAG
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1>2459) —» ATCGCCTCAACCAATGATGATCGARGTECTCATTCAGCTCGAACCCACCTTTTGCGAGACAG
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(1>2521) —* ATCGCCTCAACCARTGATGATCARGTECTCATTCAGETGAACCCACCTTTTGGAGACAG
| ) | ].1|4D | ll|50 | llISD | 11‘70 | llIBO
CTACATTATCGTTC GAGCGAGATTCACGTCTCACTTACCACTGCCACARAGACGGGAL
Gene E YF 17066 974-229%pb.seg(l=1326) — CTACATTATCGTTGRARGAGGAGATTCACGTCTCACTTACCAGTGGCACARAGAGGGAA
Gene E YF LATEV 974-2299% pb.seg(l=132&) —> CTACATTATCGTTG GAGCGAGATTCACGT CTCACTTACCACTGGCACAANCAGGGAL
consensus segquencia clone 2 proteina E.seg(l1>2337) —? CTACATTATCGTTG GAGGAGATTCACGT CTCACTTACCAGTGGCACAARGAGGEAR
consensus sequencia clone 3 proteina E.seg(1:2459) =P CTACATTATCGTTS GAGGRGATTCACGTCTCACTTACCAGTGGCACARRGAGGGAR
consensus sequencia clons 4 proteina E.seg(l=2521) =— CTACATTATCGTTCEZRGACGGAGATTCACGTCTCACTTACCAGTGGCACARAGAGGGAA
| 11|90 | lZ‘DD | 12llD | l2|2l] | 12|30 |
GCTCRAATAGGARAGTTGTTCACTCAGACCATGAAAGGCCGTGGARACGCCTGEGCCGTCATG
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1-1326) —?  GCTCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGARAGGCGTGGAACGCCTGECCGTCATG
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) —?  GCTCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGAAAGGCGTGGAACGCCTGECCGTCATG
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1=2337) —% GCTCAATAGEARACTTETTCACTCAGACCATEARACGCCETECGARCGCCTGECCETCATG
consensus sequencia clone 3 proteina E.seq(1»2459) =3 GCTCAATACGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGAAAGCECCTCGEARACGCCTEECOCGTCATE
consensus sequencia clone 4 proteina E.seq(1-2521) =% GCTCAATAGGAAAGTTCTTCACTCAGACCATGAAAGCECCTCGEAACGCCTERCCGTCATE
12|<.LO | 12‘50 | l2|60 | ].2I70 ‘ 12‘80 | l2|90 |
GGAGACGTCGCCTGGEGATTTCAGCTCCGCTGEGAGGETTCTTCACTTCGGTTGEGRAAGG
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1-1326) —*  GGAGACGTCGCCTGGGATTTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGGGARAGG
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(l1>1326) = GEAGACGTCGCCTCEGATTTCAGCTCCGCTEGAGEETTCTTCACTTCGETTCGGARRAGS
consensus sequencia clone 2 proteina E.seg(1>2337) —?* CCGACGACCTCCCCTCCCATTTCACCTCCCCTCCACCCTTCTTCACTTCOCTTCCCARRGT
consensus sequencia clone 3 proteina E.seqg(1>2459) —% GCGAGACCTCCCCTCCCATTTCACCTCCCCTCCACCCTTCTTCACTTCCOTTCCCARRGE
consensus sequencia clone 4 proteina E.seg(1>2521) —% GCGACGACCTCCCCTCCCGATTTCACCTCCCCTECACCCTTCTTCACTTCOCTTCCCARRGE
1300 1310 13
e b s e e S 1
AATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) b d BATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(l>1326) =+  AATTCATACGGTGTTTGECTCTGCCTTT
consensus sequencia clone 2 proteina E.seq(1>2337) —* AATTCATACGGTGTTTEGCTCTGCCTTT
consensus sequencia clone 3 proteina E.seg(l1>2459) == AATTCATACGETCTTTEGCTCTGCCTTT
consensus sequencia clone 4 proteina E.seqg(l1=>2521) =% AATTCATACGGETETTTEGCTCTGCCTTT
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GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGGGGGTGCATGGAGGAACTTGGGTTTCAGT

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —  GCUTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGGGGGTGCATGGAGGARCTTGGGTTTCAGC
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) —  GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGEGGGTGCATGGAGGARC TTGGGTTTCAGC
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) =2 GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGSGGGTGCATGGAGGARCTTGGGTTTCAGC
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) —> GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGGGGGTGCATGGAGGARC TTGGGTTTCAGC
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —> GCTCACTGCATTGGAARTTACTGACAGGGATTTCATTGAGGGGGTGCATGGAGGARCTTGGGTTTCAGE
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) —* GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGGGGGTGCATGGAGGARC TTGGGTTTCAGC
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) —? GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGGGGGTGCATGGAGGAAC TTGGGTTTCAGC
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) —> GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGHEGGTGCATGGAGGARC TTGGGTTTCAGC
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —> GCTCACTGCATTGGAATTACTGACAGGGATTTCATTGAGGGGGTGCATGGAGGARC TTGGGTTTCAGC
70 80 100 110 120 130
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TACCCTGGAGCAAGACARGTGTGTCACTGTTAT GGCCCCTGACAAGECT TCATTGGACATCTCACTAG
Gene E YF 17066 974-2299b.seq(1>1326) —*  TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGTTATGGCCCCTGACAAGCCTTCATTGGACATCTCACTAG
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) — TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGTTATGGCCCCTGACAAGCCTTCATTGGACATCTCACTAG
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) —? TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGTTATGGCCCCTGACAAGCCTTCATTGGACATCTCACTAG
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) —> TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGITATGGCCCCTGACRAGCCT TCATTGGACATCTCACTAG
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —* TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGTTATGGCCCCTGACAARGCCT TCATTGGACATCTCACTAG
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) —> TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGETTATGGCCCCTGACAAGCCTTCATTGGACATCTCACTAG
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) = TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGTTATGGCCCCTGACAAGCCTTCATTGGACATCTCACTAG
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) —» TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGTTATGGCCCCTGACAAGCCTTCATTGGACATCTCACTAG
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —? TACCCTGGAGCAAGACAAGTGTGTCACTGTTATGGCCCCTGACAAGCCTTCATTGGACATCTCACTAG
14|D | 15;0 | :Lalo | 17|D | 18|o | 1?0 | 2[30
AGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGARAGTG TGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTG
Gene E YF 17066 974-2299%pb.seq(1>1326) — AGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGARAGTGTGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTG
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) —  AGACAGTAGCCATTIGATAGACCTGCTGAGGCGAGGAAAGTGTGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTG
consenso seqguencia clone #2.1.seg(1>1326) —? AGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGABRAGTGTGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTG
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) —? AGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGARAGTGTGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTG
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —? AGACAGTAGCCATTIGATAGACCTGCTGAGGCGAGGARAGTGTGTTACARTGCAGTTCTCACTCATGTG
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) —> AGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGAAAGTGTGTTACAATGCAGTT CTCACTCATGTG
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) —> AGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGARAGTGTGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTG
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) — AGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGAAAGTGTGTTACAATGCAGTT CTCACTCATGTS
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) — AGACAGTAGCCATTGATAGACCTGCTGAGGCGAGGAAAGTGTGTTACAATGCAGTTCTCACTCATGTG
210 220 230 240 250 260 270
1y v oty ey o by o by v o by oo by v w o by oo by s b v o by v o by by o by v oy
AAGATTAATGACAAGTGC CCCAGCAC TGGAGAGGCCCACCT AGCTGAAGAGAACGAAGGGGACARTGC
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) — AAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCAC TGGAGAGGCCCACCTAGCTGAAGAGAACGAAGGGGACAATGC
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seqg(1>1326) —* AAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCAC TGGAGAGGCCCACCTAGCTGAAGAGAACGAAGGGEGACEATGC
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) —? AAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCACTGGAGAGGCCCACCTAGCTGAAGAGARCGAAGGGGACAATGC
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) —* RAAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCACTGGAGAGGCCCACCTAGCTGARGRGRAACGARGGGGACRRATGC
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) — AAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCACTGGAGAGGCCCACCTAGCTGAAGAGAACGAAGGGGACAATGC
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) — AAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCACTGGAGAGGCCCACCTAGCTGAAGAGAACGARGGGGACAATGC
consenso sequencia clone #2.5.seg(1>1326) —> AAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCACTGGAGAGGCCCACCTAGCTGAAGAGARCGAAGGGGACAATGC
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) — AAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCACTGGAGAGGCCCACCTAGCTGAAGAGAACGARGGGGACAATGC
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) — RAAGATTAATGACAAGTGCCCCAGCACTGGAGAGGCCCACCTAGCTGAAGAGARCGAAGGGGACAATGC
80 2580 300 310 320 330 34¢(
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GTGCAAGCGCACTTATTC TGATAGAGGCTGGGGCAATGGCTGTGGCCTATTIGGGARAGGGAGCATTG
Gene E YF 17066 974-2299ph.seq(1>1326) —) GTGCARGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCAATGGLTGTGGCCTATTTGGGAARGGGAGCATTG
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(1>1326) —  GIGCAARGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCARTGGCTGTGGCCTATTTGGGAARGGGAGCATTG
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) —> GTGCAAGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCAATGGCTGTGGCCTATTTGGGARRGGGAGCATTG
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) — GTGCAAGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCAATGGCTGTGGCCTATTTGGGAARGGGAGCATTG
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —> GTGCAAGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCAATGGCTGTGGCCTATTIGGGARAGGGAGCATTG
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) — GTGCAAGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCAATGGCTGTGGCCTATTTGGGARAGGGAGCATTG
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) — GIGCAAGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCAATGGCTGTGGCCTATTIGGGAARGGGAGCATTG
consenso sequencia clone #2.6.seg(1>1326) —* GTGCAAGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCAATGGCTGTGGCCTATTTGGGARAGGGAGCATTG
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —> GIGCAAGCGCACTTATTCTGATAGAGGCTGGGGCAATGGCTGTGGCCTATTTGGGAARGGGAGCATTG
1 35ID 1 BGIO 1 310 1 3EISG 1 39ID 1 490 1
TGGCATGCGCCAAATTCACTTGTGCCARATCCATGAGTTTGTTTGAGGT TGATCAGACCARAAT TCAG
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —) TGGCATGCGCCARATTCACTTGTGCCARATCCATGAGTTTGTTTGAGGT TGATCAGACCARRAT TCAG
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(1>1326) —  TGGCATGCGCCARATTCACTTGTGCCAAATCCATGAGTTTGTTTGAGGT TGATCAGACCAARATTCAG
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) —> TGGCATGCGCCAAATTCACTTGIGCCARATCCATGAGTITGTTTGAGGT TGATCAGACCARAATTCAG
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) — TGGCATGCGCCAAATTCACTTGTGCCAARRTCCATGAGTTTGTTTGAGGT TGATCAGACCARAAT TCAG
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —> TGGCATGCGCCAAATTCACTTGIGCCARARTCCATGAGTITGTTTGAGGT TGATCAGACCARAATTCAG
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) — TGGCATGCGCCAAATTCACTTGIGCCARATCCATGAGTITGTTTGAGGT TGATCAGACCARART TCAG
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) — TGGCATGCGCCAAATTCACTTGIGCCAAATCCATGAGTITGTTTGAGGT TGATCAGACCARAATTCAG
consenso sequencia clone #2.6.s5eg(1>1326) — TGGCATGCGCCAAATTCACTTGTGCCARATCCATGAGTTTGTTTGAGGT TGATCAGACCARART TCAG
consenso sequencia clone #2.8.seg{1>1326) — TGGCATGCGCCARATTCACTTGTGCCARATCCATGAGTTTGTTTGAGGT TGATCAGACCARRAT TCAG
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410 420 430 440 450 460 470

TATGTCATCAGRGCACARTTGCATGTAGGGGCCARGCAGGRARAATTGCARTACCAGCATTAAGACTCT

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326)
Gene E YF LATEV 974-2289

caonsensg
consenso
consenso
caonsensg
consenso
consenso
consenso

seguencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia

clone
clone
clone
clone
clone
clone
clone

pb.seq(1>1326)

#2.1.8eq(1>1326)
#2.2.3eg(1>1326)
#2.3.8eq(1>1326)
#2.4.8eq(1>1326)
#2.5.3eqg(1>1326)
#2.6.seq(l>132¢)
#2.8.seq(1>1326)

LLULLLL LY

TATGTCATCAGRGCACARTTGCATGTAGGGGCCARGCAGGARARTTGCARTACCAGCATTAAGACTCT
TATGTCATCAGAGCACAATTGCATGTAGGGGCCAAGCAGGAAAATTGCGAATACCAGCATTAAGACTCT
TATGTCATCAGAGCACAATTGCATGT AGGGGCCAAGCAGGARAATTGGAATACCAGCATTAAGACTCT
TATGTCATCAGAGCACARTTGCATGT AGGGGCCARGCAGGARAAATTGGAATACCAGCATTAAGACTCT
TATGTCATCAGAGCACARTTGCATGT AGGGGCCARGCAGGARAATTGGARTACCAGCATTAAGACTCT
TATGTCATCAGAGCACAATTGCATGTAGGGGCCARGCAGGAARATTGGARTACCAGCATTAAGACTCT
TATGTCATCAGAGCACARTTGCATGT AGGGGCCARGCAGGARAATTGGAATACCAGCATTAAGACTCT
TATGTCATCAGAGCACARTTGCATGT AGGGGCCARGCAGGARAATTGGARTACCAGCATTAAGACTCT
TATGTCATCAGAGCACAATTGCATGTAGGGGCCARAGCAGGAARATTGGARATACCAGCATTAAGACTCT

480 490 500 510 520 530 540

CAAGTTTGATGCCCTETCAGGCTCCCAGGARGT CGAGTTCATTGGGTATGGAARAGCTACACTGGAAT

Gene E YF 17066 974-2299%pb.seq(1>1326)
Gene E YF LATEV 974-2299

consenso
caonsensg
consenso
consenso
caonsensg
consenso
consenso

sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia

clone
clone
clone
clone
clone
clone
clone

pb.seq(1>1326)

#2.1.seg(1>1326)
$2.2.seq(1>1326)
#2.3.seq(1>1326)
#2.4.s5eq(1>1326)
42.5.s8eq(1>1326)
#2.6.5eqg(1>1326)
#2.8.seq(l>132¢)

LiLglLl]

CAARGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGARGT CGAGTTCATTGGGTATGGAAAMGCTACACTGGAAT
CAARGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGARGT CGAGTTCATTGGGTAT GGAARAGCTACACTGGAAT
CAAGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGAAGT CGAGTTCATTGGGTATGGAAARRGCTACACTGGAAT
CAARGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGARGT CGAGTTCATTGGGTATGGAAAMGCTACACTGGAAT
CAARGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGARGT CGAGTTCATTGGGTAT GGAARAGCTACACTGGAAT
CARGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGARGT CGAGTTCATTGGGTATGGAARAGCTACACTGGART
CAARGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGAAGT CGAGTTCATTGGGTAT GGAARAGCTACACTGGAAT
CAAGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGAAGT CGAGTTCATTGGGTAT GGAARAGCTACACTGGAAT
CARGTTTGATGCCCTGTCAGGCTCCCAGGARGT CGAGTTCATTGGGTATGGAARAGCTACACTGGART

550 560 570 580 590 600 610

GCCAGGTGCAARCTGCGGTGGACTTT GGTAACAGTTACATAGCTGAGAT GGAARCAGAGAGCTGGATA

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326)
Gene E YF LATEV 974-2299

consenso
consenso
consenso
consenso
consenso
consenso
consenso

sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia

clone
clone
clone
clone
clone
clone
clone

pb.seq(1>1326)

$#2.1.8eq(1>1326)
#2.2.seqg(1>1326)
#2.3.8eqg(1>132¢)
#2.4.seq(1>1326)
#2.5.8eq(1>1324)
#2.6.8eqg(1>132¢)
#2.8.seq(1>1326)

JULILyl Ll

GCCAGGTGCAAACTGCGGTGGACTTT GGTAACAGTTACATAGCTGAGAT GGAARCAGAGAGCTGGATA
GCCAGGTGCARACTGCGGTGGACTTT GGTAACAGTTACATAGCTGAGAT GGAARCAGAGAGCTGGATA
GCCAGGTGCAAACTGCGGTGGACTTT GETARCAGTTACATAGCTGAGAT GGAARCAGAGAGCTGGATA
GCCAGGTGCAAACTGCGGTGGACTTT GGTAACAGTTACATAGCTGAGAT GGAARCAGAGAGCTGGATA
GCCAGGTGCARACTGCGGTGGACTTT GGTAACAGTTACATAGCTGAGAT GGAARCAGAGAGCTGGATA
GCCAGGTGCAAACTGCGGTGGACTTT GETARCAGTTACATAGCTGAGAT GGAARCAGAGAGCTGGATA
GCCAGGTGCARACTGCGGTGGACTTT GGTAACAGTTACATAGCTGAGAT GGAAACAGAGAGCTGGATA
GCCAGGTGUARACTGCGGTGGACTTT GGTAACAGTTACATAGCTGAGAT GGAARCAGAGAGCTGGATA
GCCAGGTGCAAACTGCGGTGGACTTT GGTAACAGTTACATAGCTGAGAT GGARACAGAGAGCTGGATA

20 630 640 650 660 670 680

GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGACGTGGARGTGGCGECEETGTGGAGAGA

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq (1>1326)
Gene E YF LATEV 974-2299

consenso
consenso
consenso
consenso
consenso
consenso
CoOnsenso

sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
seguencia
sequencia
sequencia

clone
clone
clone
clone
clone
clone
clone

pb.seq(1>1326)

#2.1.seq(1>1326)
#2.2.8eqg(1>1326)
#2.3.seq(1>132¢)
#2.4.seq(1>1326)
#2.5.8eg(1>1326)
#2.6.8eq(1>1326)
#2.8.seqg(1>1326)

UL L0003

GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGAAGTGGCGGGETGTGGAGAGA
GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGARGTGGCGGGETGTGGAGAGA
GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGARGTGGCGGGETGTGGAGRAGR
GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGAAGTGGCGGGGTGTGGAGAGA
GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGARGTGGCGGGETGTGGAGAGR
GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGRACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGAAGTGGCGGGGTGTGGAGAGA
GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGAAGTGGCGGGETGTGGAGAGA
GIGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGARGTGGCGGGEGTGTGGAGAGA
GTGGACAGACAGTGGGCCCAGGACTTGACCCTGCCATGGCAGAGTGGAAGTGGCGGGETGTGGAGAGA

690 700 710 720 730 740

GATGCATCATCTTGTCGAATTTGRAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGAARACT

Gene E YF 17066 974-2299%pb.seq(1>1326)
Gene E YF LATEV 974-2299

COonsenso
consenso
consenso
consenso
consenso
consenso
consenso

sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia

clone
clone
clone
clone
clone
clone
clone

pb.seq(1>1326)
#2.1.seqg(1>1326)
#2.2.seq(1>1326)
#2.3.seq(l1>1326)
#2.4.8eqg(1>1326)
#2.5.8eg(1>1326)
#2.6.3eq(1>1326)
#2.8.8eg(1>13286)

LiLLJILLY

GATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGAAACC
GATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGAAACT
GATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGAAACC
GATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGARARACT
GATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGAAACT
GATGCATCATCTTGTCGAATTTGRACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGRAGTACTGGCCCTGGGARARCC
GATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGAAACC
GATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGAARCC
GATGCATCATCTTGTCGAATTTGAACCTCCGCATGCCGCCACTATCAGAGTACTGGCCCTGGGAARCC

750 760 770 780 790 800 810

AGGAAGGCTCCTTGAARACAGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACARAGGACACAAATGACAACARC

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326)
Gene E YF LATEV 974-2299

consenso
consenso
consenso
consenso
consenso
consenso
consenso

sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia
sequencia

clone
clone
clone
clone
clone
clone
clone

pb.seq(1>1326)

#2.1.s8eq(1>1326)
#2.2.seq(1>1326)
#2.3.8eq(1>1326)
#2.4.seg(1>1326)
#2.5.8eq(1>1326)
#2.6.5eqg(1>1326)
#2_.8.seq(1>132¢)

L4 LLLLLY

AGGAAGGCTCCTTGARAACAGCTCTTACTGGCGCARTGAGGGTTACAAAGGACACARATGACAACAAC
AGGAAGGCTCCTTGRARACAGCTCTTACTGECGCAATGAGGGTTACRAR GGACACAARTGACRACAAC
AGGAAGGCTCCTTGARAAACAGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACARAGGACACARATGACAACAAC
AGGRAGGCTCCTTGARAACAGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACARAGGACACALAATGRACARCRRC
AGGAAGGCTCCTTGAARACAGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACAARAGGACACAAATGACAACARC
AGGAAGGCTCCTTGAARACAGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACARAGGACACAAATGACAACAAC
AGGAAGGCTCCTTGARARACAGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACARAGGACACARATGACAACARAC
AGGAAGGCTCCTTGARAACAGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACARAGGACACAAATGACARCAAC
AGGARGGCTCCTTGAARACAGCTCTTACTGGCGCAATGAGGGTTACAAAGGACACAAATGACAACARC
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880

CTTTACAAACTACATGGTGGACATGT TTCTTGCAGAGTGAAATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGAC

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —> CITTACAAACTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGARATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGAC
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seqg(1>1326) —> CTTTACAAACTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGAAATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGAC
consenso sequencia clone #2.1.seg(1>1326) =—> CTTTACAMRACTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGARATTGTCAGCTTTGACACTCAAGGGGALD
consenso sequencia clone #2.2.seq(l1>1326) —> CTTTACAAACTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGARATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGAL
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —> CTTTACAAACTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGAAATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGAC
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) — CTTTACAAACTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGAARTTGTCAGCTTTGACACTCARAGGGGAC
consenso sequencia clone #2.5.seg(1>1326) —> CTTTACAAACTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGAAATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGAC
consenso sequencia clone #2.6.seg(1>1326) = CTITTACAAACTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGARATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGAD
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) — CTTTACAAARCTACATGGTGGACATGTTTCTTGCAGAGTGAAATTGTCAGCTTTGACACTCARGGGGAC
890 500 910 920 930 340 950
| IR I S AU U TN SN U U T U A T T S AN T SO T A U T T U T T AN U S [N U U U I T U S T U U O U A [ O T M A T
ATCCTACARAATATGCACTGACARAARTGTTTTT TGTCAAGAACCCARCTGACACTGGCCATGGCACTG
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —  ATCCTACAARAATATGCACTGACARAATGTTTITTGTCAAGAACCCAACTGACACTGGCCATEECACTS
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seqg(1>1326) —) ATCCTACARRATATGCACTGACARAATGTTTTTTGTCAAGAACCCAACTGACACTGGCCATGGCACTG
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) =2 ATCCTACABRAATATGCACTGACAAAATGTTTTTTGTCAAGAACCCAACTGACACTGGCCATGGCACTG
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) — ATCCTACARAATATGCACTGACAARAATGTTTTTTGTCAAGAACCCAACTGACACTGGCCATGGCACTG
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —> ATCCTACARAATATGCACTGACARAATGTTTTTTIGICAAGAACCCAACTGACACTGGCCATGGCACTG
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) — ATCCTACARAATATGCACTGACARAATGTTTITTGTCAAGAACCCAACTGACACTGGCCATGGCACTG
consenso sequencia clone #2.5.s8eg(1>1326) — ATCCTACARAATATGCACTGACAAAATGTTTTTTGTCAAGAACCCAACTGACACTGGCCATGGCACTG
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) — ATCCTACARAATATGCACTGACAAAATGTTTTTTGTCAAGAACCCAACTGACACTGGCCATGGCACTG
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —» ATCCTACARAATATGCACTGACAAAATGTTTTTTGTCAAGAACCCAACTGACACTGGCCATGGCACTG
960 970 980 990 1000 1010 1020
T I O TN O U O U N U U I U A T O U U A A O U A T O O O |
TTGTGATGCAGG TGAARGTGCCARARGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGT GATAGTAGCTGATGATCTT
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —* TTGTGATGCAGGTGARAGTGCCARAAGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGATAGTAGCTGATGATCTT
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seg(1>1326) —} TTGTGATGCAGGTGAAAGTGCCAAARGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGATAGTAGCTGATGATCTT
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) — TTGTGATGCAGGTGAAAGTGCCAARAAGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGATAGTAGCTGATGATCTT
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) — TTGTGATGCAGGTGARAGTGCCARAAGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGATAGTAGCTGATGATCTT
consenso sequencia clone #2.3.seg(1>1326) — TTIGTGATGCAGGTGAAAGTGCCARARGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGT GATAGTAGCTGATGATCTT
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) —* TTIGTGATGCAGGTGARAGTGCCARARGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGATAGTAGCTGATGATCTT
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) — TTGTGATGCAGGTGARAGTGCCARARGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGATAGTAGCTGATGATCTT
consenso sequencia clone #2.6.seg(1>1326) — TTIGTGATGCAGGTGAAAGTGCCARAAGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGATAGTAGCTGATGATCTT
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —* TTGTGATGCAGGTGAAAGTGCCARAAGGAGCCCCCTGCAGGATTCCAGTGATAGTAGCTGATGATCTT
: 030 1040 1050 1060 1070 080
ACAGCGGCAATCAATAAAGGCATTTT GGTTACAGTTAACCCCATCGCCTCARCCARTGATGATGAAGT
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) — ACAGCGGCAATCAATARAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCCATCGCCTCAACCAATGATGATGARGT
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) — ACAGCGGCAATCAATARAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCCATCGCCTCAACCAATGATGATGARGT
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) —> ACAGCGGCAATCAATAAAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCCATCGCCTCARCCAATGATGATGAAGT
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) = ACAGCGGCAATCAATAAAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCCATCGCCTCAACCAATGATGATGAAGT
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) — ACAGCGGCAATCAATARAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCCATCGCCTCAACCAATGATGATGAAGT
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) —» ACAGCGGCAATCAATAAAGGCATTITGGITACAGTTAACCCCATCGCCTCAACCAATGATGATGAAGT
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) —> ACAGCGGCAATCAATAAAGGCATTITGGTITACAGTTAACCCCATCGCCTCARCCARTGATGATGAAGT
consenso sequencia clone #2.6.s5eq(1>1326) = ACAGCGGCAATCAATAARAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCCATCGCCTCARCCAATGATGATGARGT
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —> ACAGCGGCAATCAATAAAGGCATTTTGGTTACAGTTAACCCCATCGCCTCAACCAATGATGATGAAGT
10I90 : 11|00 ; 11|10 i 11|20 ; 11|30 ; 1140 1150
GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTTGGAGACAGCTACATTATCGTTGMGAGGAGMTCACGTCTCA
Gene E YF 17066 974-22099pb.seq(1>1326) —  GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTTGGAGACAGCTACATTATCGTTGRARGAGGAGATTCACGTCTCA
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) — GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTTGGAGACAGCTACATTATCGTTGRGRGAGGAGATTCACGTCTCA
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) —> GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTIGGAGACAGCTACATTATCGTTGRGRGAGGAGATTCACGTCTCA
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) —? GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTTGGAGACAGCTACATTATCGTTGRGRGAGGAGATTCACGTCTCA
consenso sequencia clone #2.3.seq(l1>1326) — GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTTGGAGACAGCTACATTATCGTTGRGRGAGGAGATTCACGTCTCA
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) — GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTIGGAGACAGCTACATTATCGTTGRGRGAGGAGATTCACGTCTCA
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) — GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTTGGAGACAGCTACATTATCGTTGRGRGAGGAGATTCACGTCTCA
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) — GCTGATTGAGGTGAACCCACCTTTIGGAGACAGCTACATTATCGTTGRGRGAGGAGATTCACGTCTCA
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —> GCTGATTGAGGTGAACCCACCTITIGGAGACAGCTACATTATCGTTGRGRGAGGAGATTCACGTCTCA
1160 1170 1180 11%0 1200 1210 1220
ORI T T U U U N I U N T U I U A I U I U O U O O A O O O A OO O A N
CTTACCAGTGGCACARAGAGGGARGC TCAATAGGARAGTTGTTCACTCAGACCATGARAGGCGT GGAA
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) — CTTACCAGTGGCACARAGAGGGARGC TCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGARAGGCGT GGAA
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) —  CTTACCAGTGGCACARAGAGGGAAGC TCAATAGGARAGTTGTTCACTCAGACCATGARAGGCGTGGRA
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) — CTTACCAGTGGCACAARGAGGGAAGCTCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGAAAGGCGTGGAA
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) —2 CTTACCAGTGGUACAAAGAGGGAAGCTCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGAAAGGCGTGGAR
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —> CTTACCAGTGGCACARAGAGGGAAGCTCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGARAGGCGTGGAA
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) =—> CTTACCAGTGGCACAAAGAGGGAAGCTCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGARAGGCGTGGAA
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) — CTTACCAGTGGCACARAGAGGGAAGCTCAATAGGAMAGTTGTTCACTCAGACCATGARAGGCGTGGAA
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) — CTTACCAGTGGCACAAAGAGGGAAGCTCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGARAGGCGTGGAR
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) = CTTACCAGTGGCACAAAGAGGGAAGCTCAATAGGAAAGTTGTTCACTCAGACCATGAAAGGCGTGGAA
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1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290

CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG

CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG
CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG
CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG
CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG
CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG
CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG
CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG
CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG
CGCCTGGCCGTCATGGGAGACGTCGCCTGGGAT TTCAGCTCCGCTGGAGGGTTCTTCACTTCGGTTGG

Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) -
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) =)
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) —
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) —>
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) —
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) —
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) —
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —
1300 1310 1320
aadaaaalaa sl s laaaa s laaaaly
GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
Gene E YF 17066 974-2299pb.seq(1>1326) —  GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
Gene E YF LATEV 974-2299 pb.seq(1>1326) —  GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
consenso sequencia clone #2.1.seq(1>1326) —> GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
consenso sequencia clone #2.2.seq(1>1326) —> GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
consenso sequencia clone #2.3.seq(1>1326) —> GARAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
consenso sequencia clone #2.4.seq(1>1326) —> GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
consenso sequencia clone #2.5.seq(1>1326) —> GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
consenso sequencia clone #2.6.seq(1>1326) —> GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT
consenso sequencia clone #2.8.seq(1>1326) —> GAAAGGAATTCATACGGTGTTTGGCTCTGCCTTT



