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lacZ Gene que codifica a enzima 3-galactosidase
LB Meio de cultura Luria-Bertani

Leu Leucina

LEU2 Gene que codifica a sintese do aminoacido leucina
LiAc Acetato de litio

M Proteina da membrana viral

MCS Multiple cloning site

MEL1 Gene que codifica a enzima a-galactosidase
Met Metionina

MOI Multiplicidade de infeccéo

MRNA RNA mensageiro

MT Metiltransferase

N Aminoacido asparagina

NaCl Cloreto de sddio

MVEV Virus da encefalite de Murray Valley

NaF Fluoreto de sodio

Na,HPO, Hidrogenofosfato de sddio dibasico
NazVO4 Ortovanadato de sodio

NCR Noncoding region

NP-40 nonyl phenoxylpolyethoxylethanol type 40
NS Proteina ndo-estrutural

NS1 Proteina ndo-estrutural 1

NS2A Proteina ndo-estrutural 2A



NS2B Proteina ndo-estrutural 2B

NS3 Proteina ndo-estrutural 3

NS4A Proteina ndo-estrutural 4A

NS4B Proteina ndo-estrutural 4B

NS5 Proteina ndo-estrutural 5

OMS Organizacdo Mundial de Saude
ORF Open reading frame

PAF Polymerase associated factor

pb Par de base

PBS Tampao fosfato salino

PCR Polymerase chain reaction

PEG Polietileno glicol

pFU Unidade formadora de placa

pH Potencial hidrogeniénico

prM Proteina precursora da proteina M
PVDF Fluoreto de polivinilideno

R Aminoacido arginina

rDNA DNA recombinante

RdRp RNA-dependent RNA polymerase
Rep Replicon

RNA Acido ribonucleico

RNApol RNA polimerase

rRNA RNA ribossdmico

RT-PCR Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction
S Aminoécido serina

SD Meio de cultura sintético definido
SDS Dodecil sulfato de sodio
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SFB Soro Fetal Bovino

SLEV Virus da encefalite de Saint Louis
SOC Meio de cultura enriquecido para crescimento bacteriano
SV40 Simian virus 40

TBEV Virus da encefalite transmitida por carrapatos



tRNA RNA transportador

Trp Triptofano

TRP1 Gene que codifica a sintese do aminodcido triptofano

UAS Upstream activating sequences

UFRJ Universidade Federal do Rio de Janeiro

USA United States of America

\ Aminodcido Valina

W Aminoacido Triptofano

WNV Virus West Nile

WB Western blotting

YFV Virus da febre amarela

YPD Yeast extract/peptone/dextrose

C Proteina do capsideo viral

°C Grau Celsius

CO, Dioxido de carbono

cm Centimetros

E Proteina do envelope viral
Hora

KV Kilovolt

L Litro

M Molar

mA Miliampere

min Minuto

mL Mililitro

mm Milimetros

mM Milimolar

mg Miligrama

S Segundos

TA Temperatura ambiente

U Unidade

vV Volts

ng Nanograma

nm Nanomol
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X9

%

MicroFaraday

Microlitro

Micrograma

watts

Picomol

Forca gravitacional

Omega, unidade de resisténcia elétrica
Porcentagem
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Resumo

Introducéo. O virus da Febre Amarela (YFV) pertence ao género Flavivirus e causa uma
importante doenca. Nos dltimos anos, uma alarmante ressurgéncia da circula¢do viral e
expansdo do virus em areas endémicas tém sido detectadas na Africa e América do Sul. NS5 é
uma proteina viral ndo estrutural com duas atividades essenciais para a replicacéo viral, uma
de metiltransferase e outra de RNA Polimerase dependente de RNA (RdRp). Para o melhor
entendimento dos mecanismos de replicagdo viral, interacdes entre NS5 e proteinas celulares
tém sido amplamente estudadas. Assim, 0s objetivos desse estudo foram caracterizar a
interacdo da proteina NS5 e elF3L, avaliar a funcéo de elF3L na replicacdo do virus da febre
amarela, e caracterizar estruturalmente a proteina elF3L. Métodos. Para identificar a
interacdo de NS5 YFV com elF3L, foi realizado ensaios em sistema duplo-hibrido usando
RdRp NS5 YFV contra elF3L. Para 0 mapeamento da interacdo, foram construidos mutantes
deletantes de RNApol e analisados em sistema duplo-hibrido. A regido de interacdo de
RNApol foi segmentada em trés fragmentos e analisada na presenca de elF3L. Para mapear 0s
residuos de NS5 criticos para a interacao, foi realizada mutagénese sitio-dirigida no segmento
3 de ID. A interacdo foi analisada em ensaios in vitro e em cultura de células de mamiferos. A
significancia de elF3L para a replicacdo do YFV foi investigada usando superexpressdo de
elF3L em células BHK21-RepYF17D LucNeolres. A proteina elF3L foi purificada usando
uma combinacdo de cromatografia de afinidade e de exclusdo molecular para subsequente
caracterizacéo estrutural. Resultados. Nesse estudo, foi caracterizada a interacdo de NS5 com
o fator eucaridtico de inicio de traducdo, elF3L. A interacdo entre NS5 e elF3L foi
confirmada por ensaios de GST-Pulldown e Co-imunoprecipitacdo. Essa interagcdo ocorreu
numa regido, conservada em varios flaviviruses, denominada Interaction Domain. A
superexpressdo de elF3L diminuiu significantemente a replicacédo de YFV, indicando que
elF3L possui importante papel na replicacdo viral. A proteina recombinante elF3L pode ser
clonada, expressa em E.coli e purificada em uma Unica banda por cromatografia. Ap6s o0
processo, elF3L mantém sua estrutura secundaria conservada e € viavel para posteriores
estudos funcionais e estruturais. Conclusées. Embora a precisa funcdo de elF3L em
interagBes com outras proteinas ndo esteja claramente entendida, nossos resultados indicam

que a proteina possui uma importante funcdo na replicacdo do YFV.

Palavras-chave: 1. Febre amarela; 2. NS5; 3.elF3L; 4. InteracOes proteina-proteina



Abstract

Introduction. Yellow fever virus (YFV) belongs to the Flavivirus genus and causes an
important disease. An alarming resurgence of viral circulation and expansion of the YFV
endemic zones have been detected in Africa and South America in recent years. NS5 is a viral
protein that contains the methyltransferase and RNA-dependent RNA polymerase domains,
which are essential during viral replication. Interactions among NS5 and cellular proteins
have been studied for the understanding of viral replication. The aim of this study was to
characterize the interaction of NS5 protein with EIF3L and evaluate the role of EIF3L in
yellow fever replication. Methods. To identify the interaction of YFV NS5 with cellular
proteins, we performed a two-hybrid screen using YFV NS5 RdRp domain as bait and a
human cDNA library. For mapping the interaction, RNApol deletions mutants were
performed and analyses in two-hybrid system. The RNApol region of interaction was
segmented in three fragments and analyses into yeast containing elF3L. To map residues of
NS5 that are critical for its interaction, we performed a site-direct mutagenesis in segment 3
of ID. The interaction was confirmed in vitro assays and by in vivo coimmunoprecipitations.
The significance of elF3L for replication of YFV was investigated using overexpression of
elF3L in BHK21-RepYF17D LucNeolres cells. elF3L was purified using a combination of
affinity and subsequent size exclusion chromatography for subsequent structural
characterization. Results. In this work we describe and characterize the interaction of NS5
with the translation factor elF3L. The interaction between NS5 and elF3L was confirmed by
in vitro binding and in vivo coimmunoprecipitation assays. This interaction occurs in a region
(Interaction Domain of RNApol domain) that is conserved in several flaviviruses and is
therefore likely to be relevant to the genus. Overexpression of elF3L decreased significantly
YFV replication indicating that the interaction of elF3L with YFV NS5 plays an important
role in YFV replication. The recombinant human elF3L protein can be cloned, expressed in E.
coli and purified from soluble fraction in single chromatographic step. elF3L maintains
secondary structures and is viable to functional and structural studies. Conclusions. Although
the precise function of elF3L in the interactions with viral proteins is not entirely understood,
these results indicate that the interaction of elF3L with YF NS5 plays an important role in

viral replication.

Keywords: eukaryotic translation initiation factor 3, subunit L; YFV; protein nonstructural

NS5; protein-protein interaction
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1.1 Febre Amarela - Consideractes Gerais

A febre amarela caracteriza-se por ser uma doenca infecciosa ndo contagiosa que se
mantém endémica ou enzodtica nas florestas tropicais da América do Sul e da Africa,
ocasionando surtos isolados ou epidemias de maior ou menor impacto em saude publica. A
doenca é causada pelo virus da febre amarela (YFV—yellow fever virus), protétipo do género
Flavivirus, da familia Flaviviridae, a qual inclui outros importantes virus causadores de
doenca humana. O YFV é um arbovirus transmitido a vertebrados através da picada de insetos
hematofagos da familia Culicidae, especialmente dos géneros Aedes e Haemagogus. Na
Africa tem sido registrado o isolamento viral a partir de carrapatos Amblyoma variegatum, em
areas secas, 0 que pode indicar o papel secundario desses insetos na cadeia de transmisséo da
virose (GARDNER & RYMAN, 2010; GOULD & SOLOMON, 2008; PASTORINO et al.,
2010).

Sob o ponto de vista epidemioldgico, a febre amarela divide-se em dois ciclos,
silvestre e urbano, os quais se diferenciam principalmente pela natureza dos vetores e dos
hospedeiros vertebrados (VASCONCELQOS, 2003). No ciclo silvestre, a manutencao do virus
envolve macacos (Callitrichidae e Cebidae) como hospedeiros amplificadores e 0s mosquitos
Haemagogus janthinomys e Haemagogus leucocelaenus como vetores principais (BOSSI et
al., 2004). As pessoas sdo expostas aos mosquitos infectados quando adentram regides de
florestas através da realizacdo de atividades ocupacionais ou recreativas sem vacinagdo
prévia. No ciclo urbano, assim como ocorre com o dengue, o YFV é transmitido diretamente
ao homem, que também serve como hospedeiro amplificador, pela picada do mosquito Aedes
aegypti.

A infeccdo pelo YFV varia de quadros assintomaticos, 0s quais acometem metade dos
individuos infectados, a formas leves ou moderadas com doenca febril ndo especifica
acompanhada ou ndo de ictericia, em 30% dos casos, e casos graves de febre hemorragica
cursando com faléncia hepética, insuficiéncia renal e morte, em aproximadamente 20% das
infeccdes (FIGUEIREDO, 2006). Nao obstante, a febre amarela constitui a febre hemorragica
viral original descrita no mundo, hoje responsavel por 1.000 vezes mais casos de doenca e
mortalidade do que o Ebola, a mais alarmante febre hemorragica viral emergente da espécie
humana (MONATH, 2001). Como todas as febres hemorréagicas de origem viral, a febre
amarela apresenta alta letalidade e produz distdrbios hemorragicos, sindromes de
extravasamento de fluidos, com ou sem dano capilar, podendo comprometer figado, rins e

sistema nervoso central (BOSSI et al., 2004). A letalidade global esté estabelecida entre 5% a



10%, mas entre 0s casos graves que evoluem com sindromes ictero-hemorragica e hepato-
renal pode alcangar 50%. Surtos de febre amarela sdo descritos no Brasil desde o século XVII
(VASCONCELOS, 2002).

A criacdo de uma vacina anti-amarilica aconteceu no ano de 1937. Desenvolvida a
partir da cepa 17D atenuada do YFV, foi testada pela primeira vez no Brasil, mostrando
excelentes resultados quanto a imunogenicidade e seguranca. Foi quando entdo, em 1938, ela
passou a ser produzida pelo Instituto Oswaldo Cruz, na cidade do Rio de Janeiro (FRANCO,
1976). Com o melhoramento da infra-estrutura urbana, nas primeiras décadas do século XX,
aliado as medidas de combate ao vetor e ao advento da vacina anti-amarilica, o0 nimero de
casos de febre amarela foi rapidamente reduzido. Os ultimos episddios registrados da doenga
urbana no Brasil ocorreram em 1942, na cidade de Sena Madureira, no Estado do Acre
(FRANCO, 1969). Nas Américas, o0 ultimo registro consta do ano de 1954 em Trinidad
(MONATH, 1988). Desde entdo, apesar da intensa re-infestagdo do Ae. aegypti ocorrida na
America do Sul, acompanhada de extensas epidemias de dengue, nenhum caso urbano foi
diagnosticado ou oficialmente notificado nas Américas, a ndo ser o registro ndo oficial de seis
casos em Santa Cruz de la Sierra, na Bolivia (VAN DER STUFYT et al.,, 1999) e em
Assuncéo, no Paraguai.

Sabe-se que a Africa responsabiliza-se por mais de 90% dos casos de febre amarela
anualmente notificados & OMS, incluindo transmissdo urbana (MONATH, 2001). Areas
florestais e rurais da América do Sul e Africa (Figura 1), as quais correspondem as bacias dos
rios Amazonas, Araguaia-Tocantins, Parana e Orinoco na América do Sul, e Nilo e Congo na
Africa sdo areas sob risco de febre amarela (VASCONCELOS, 2003).
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Figura 1. Areas sob risco de febre amarela e paises que reportaram epidemias no periodo de
1985 a 2000. Fonte: OMS

No Brasil, sdo reconhecidas 3 areas epidemioldgicas de risco para a febre amarela
(Figura 2) — area endémica, area de transi¢cdo (também conhecida como epizodtica ou de
emergéncia) e area de risco potencial. Atualmente, a area endémica inclui as regides Norte e
Centro Oeste e 0 Estado do Maranhdo, e corresponde a mais de 2/3 do territério nacional,
onde vive uma populagdo de cerca de 30 milhdes de habitantes. Nos ultimos anos, frente ao
expressivo aumento da ocorréncia e circulacdo do YFV, a &rea de transicdo aumentou,
passando a incluir, além da parte ocidental de Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana,
classicamente consideradas areas de risco, as partes ocidentais dos estados do Piaui e Bahia
no Nordeste, além de Santa Catarina e Rio Grande do Sul na regido Sul. Essa extensdo da area
de abrangéncia ocorreu, dentre outros fatores, devido a grande mobilidade observada na
populacdo, correspondente a aproximadamente 18 milhGes de habitantes. Ja a area indene
corresponde as regides da costa brasileira que se estendem desde o Piaui até o Rio Grande do
Sul, onde vivem cerca de 118 milhGes de habitantes. A area de risco potencial inclui
parcialmente os estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e S&o Paulo. A imunidade
das populagdes vivendo nessas areas varia consideravelmente. Na area endémica estima-se
que cerca de 95% da populacdo ja esteja vacinada contra a febre amarela. Observa-se indice
similar ou ligeiramente inferior na area de transicdo. Nas demais areas do mapa, a cobertura
vacinal, salvo raras excecdes, € muito baixa ou praticamente nula (VASCONCELOS, 2003).

Desde os anos 80, tem-se verificado a re-emergéncia da febre amarela silvestre no



Brasil. Até 1999, a vigilancia da febre amarela era pautada exclusivamente na ocorréncia de
casos humanos. A partir daquele ano, com a observacdo de morte de macacos, denominadas
de epizootias, e 0 subsequente aparecimento da doenga na populacéo, tais fatores passaram a
ser vistos como sinalizadores de risco de casos humanos de febre amarela silvestre. Em 2007,
foram notificadas epizootias de macacos por febre amarela em nove estados: Goias,
Tocantins, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul, Piaui,
Distrito Federal e Rio Grande do Norte, tendo havido confirmacdo laboratorial para febre
amarela de casos humanos e em macacos simultaneamente em Goiés (Figura 2). Em relacéo
aos casos humanos, foram registrados casos em quatro estados: Amazoénia, Para, Roraima e
Goias (Figura 2) (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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I Mortes de macacos devido
a doenga

B Pessoas infectadas
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Figura 2. Areas epidemioldgicas de risco para a febre amarela no Brasil, 2008.

No periodo de novembro de 2008 a abril de 2009 foram confirmados 18 casos de febre
amarela silvestre no Rio Grande do Sul, com uma letalidade de 38,8% ; no Estado de Séo
Paulo foram confirmados 26 casos com evolugdo de 34,6% para o Gbito (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). Entre outubro de 2008 a setembro de 2009 foram confirmadas 177 epizootias
com diagnostico para febre amarela. De 2009 a 2010 foram confirmados 28 casos no Estado

de S&o Paulo (39,2% de 6bitos), 1 caso em Minas Gerais, 16 casos no Rio Grande do Sul



(31,25% de 0bitos), 2 casos em Mato Grosso (50% de 6bito), 1 caso no Para (100% de o6bito)
e 1 caso no Mato Grosso do Sul (100% de 6bito) (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

No Brasil, apesar da extensiva campanha de vacinagdo, aproximadamente 20% da
populacdo das areas endémica e de transicdo e quase 100% da populagdo da area indene ndo
estdo vacinadas. Em adicdo, 0 mosquito Ae. aegypti encontra-se intensamente difundido em
praticamente todos os estados do pais. Individuos com febre amarela silvestre representam
fontes potenciais de infeccdo para estes vetores, 0s quais podem iniciar epidemias urbanas
explosivas e acometer milhares de pessoas entre a populacdo ndo vacinada (mais de 118
milhGes de pessoas susceptiveis) trazendo consequéncias importantes para a saude publica e
para a economia do pais.

O diagndstico classico da febre amarela é realizado pelo isolamento viral em culturas
celulares ou em camundongos recém-nascidos, seguidos de identificacdo pelos testes de
Neutralizagdo, Inibicdo da Hemaglutinagdo ou Imunofluorescéncia. Em casos fatais,
antigenos virais podem ser detectados no figado por imunohistoquimica (FIGUEIREDO,
2006). Os métodos baseados em RT-PCR significaram um avanco no diagndstico das
arboviroses, sobretudo do dengue e da febre amarela, fornecendo respostas rapidas e precisas,
além de possibilitar o sequenciamento nucleotidico dos produtos amplificados que visam a
identificacdo viral, estudos filogenéticos e de genotipagem, permitindo um adequado
monitoramento destas viroses.

Dentre estes métodos, a Multiplex-Nested-PCR recentemente desenvolvida para o
diagnostico das principais arboviroses brasileiras, incluindo a febre amarela, apresenta a
conveniéncia de uma Unica amostra clinica fornecer um diagnéstico diferencial entre esta
doenca e dengue, principalmente nos casos de febre hemorragica (BRONZONI et al., 2005).
Além do dengue hemorragico, o diagndstico diferencial deve ser realizado com outras
enfermidades infecciosas como a leptospirose, malaria, febre tiféide, hepatites virais e outras
febres hemorragicas (VASCONCELOS, 2003).

N&o existe droga antiviral para o tratamento da febre amarela. A ribavirina e o
interferon-y ja foram testados sem resultados satisfatorios. Assim, o tratamento desta doenca
baseia-se nos cuidados de suporte em terapia intensiva (FIGUEIREDO, 2006).

O combate a infestacdo por Ae. aegypti, com a eliminacdo de criadouros e o uso de
inseticidas, € uma ferramenta fundamental para a prevencdo do aparecimento de surtos de
febre amarela urbana. Atuando simultaneamente nessa prevencao esta a vacina anti-amarilica,
desenvolvida em 1937 a partir da cepa 17D atenuada do YFV, foi testada pela primeira vez no

Brasil, mostrando excelentes resultados quanto a imunogenicidade e seguranca



(FIGUEIREDO, 2006).

1.2 Flavivirus - Caracteristicas Estruturais e Replicacdo Viral

A familia Flaviviridae apresenta trés géneros que compartilham similaridades
morfologicas, na organizacdo e na estratégia de replicacdo do genoma: Pestivirus, cujo
principal representante € o virus da diarréia viral bovina (BVDV); Hepacivirus, representado
pelo virus da hepatite C (HCV) e os Flavivirus (CHAMBERS et al., 1990).

O género Flavivirus compreende aproximadamente 80 espécies distribuidas
mundialmente, causando sérias doengas nos seres humanos e animais. Grande parte delas é
carregada por artropodes (arbovirus) e transmitidas aos seus hospedeiros vertebrados pela
picada de mosquitos ou carrapatos. Diversos membros do género sdo altamente patogénicos
aos seres humanos e constituem grave problema de salde publica, incluindo os virus do
dengue (DV), o virus da febre amarela (YFV), o virus West Nile (WNV), e o virus da
encefalite japonesa (JEV) (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

Os Flavivirus isolados no Brasil incluem os virus do dengue (DENV tipos 1-4),
responsaveis pela febre do dengue, febre hemorragica do dengue (DHF) e sindrome do
choque do dengue (DSS), o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV), Bussuquara,
Cacipacoré, Iguape, llhéus, Rocio e 0 YFV (FIGUEIREDO, 2000).

Os Flavivirus sao particulas envelopadas e esféricas com diametro estimado entre 40 a
60 nm. Os virions maduros sdo compostos por 6% de RNA, 66% de proteina, 9% de
carboidrato e 17% de lipidio. O genoma, constituido por RNA de fita simples, linear e de
polaridade positiva, possui aproximadamente 11 Kb em tamanho e apresenta um cap na
posicdo 5’, sendo a posicéo 3' ndo-poliadenilada. Este genoma é codificado como uma Unica
ORF (open reading frame) a qual origina uma grande poliproteina que é processada, por meio
de proteases virais e celulares, em trés proteinas estruturais (capsideo, C; precursor de
membrana, prM; envelope, E) e sete ndo-estruturais (NS), respectivamente, na seguinte
ordem: 5-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3' (no caso dos Hepacivirus e
Pestivirus, a NS5 é dividida em NS5A e NS5B) (Figura 3) (GARDNER & RYMAN, 2010).

Além do RNA gendmico (gRNA), o género Flavivirus produz também um RNA
subgendmico (sfRNA), ndo codificante de aproximadamente 0.5 kb que é derivado da regido
3'UTR de gRNA. O sfRNA é um produto da degradacéo incompleta de gRNA, o que pode
envolver a enzima celular 5- 3 exoribonuclease XRN1, uma enzima chave na via de



decaimento de mRNA celular. sSfRNAs estdo envolvidos na replicacdo viral e patogenicidade,
e pode ter uma funcdo na modulacdo da resposta antiviral (PASTORINO et al., 2010;
PIJLMAN et al., 2008).

Flanqueando a longa ORF nas extremidades 5' e 3' existem regides ndo-traduzidas
(UTRs) que contém aproximadamente 100 e 400-700 nucleotideos, respectivamente (Figura
3). A sequéncia 5’UTR € pouco conservada entre os Flavivirus, mas contém elementos de
estrutura secundéria comuns que influenciam a tradugdo do genoma. No entanto, a funcdo
mais significativa dessa regido esta em sua capacidade de se complementar a extremidade
J'UTR (da fita negativa) para formar um sitio de iniciacdo para a sintese de fita positiva
(LINDENBACH et al., 2001). Alguns estudos sugerem interacfes potenciais desta regido com
fatores especificos do hospedeiro, entre eles, o estudo desenvolvido por Shi e colaboradores
(1996), no qual proteinas celulares foram mostradas interagindo especificamente ao terminal
stem-loop na regido 3 UTR do WNV. A sequéncia 3'UTR apresenta regides conservadas e
funciona como um promotor para a sintese da fita negativa. Varias proteinas celulares se
ligam a esta regido, incluindo o fator de elongagdo da traducdo lo (eEFla — translation
elongation factor 1o) (BLACKWELL et al., 1997), bem como as proteinas virais NS3 e NS5
(CHEN et al., 1997).
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Figura 3. Genoma dos Flavivirus. Representacdo esquematica mostrando as regides nao-
traduzidas (5 UTR e 3 UTR) do genoma viral. As trés proteinas estruturais (Capsideo, C;
prM, precursor de membrana; E, envelope) e as sete proteinas nao-estruturais (NS1-NS2A-
NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) estdo identificadas.

Fonte: Adaptado de Villordo & Gamanirk, 2009.

Em geral, a replicagdo dos Flavivirus inicia-se com a ligacdo da proteina E a
receptores celulares especificos (possivelmente, glicosaminoglicanos sulfatados e heparan
sulfato), na qual o ambiente &cido favorece alteragdes conformacionais na proteina E que
induz a fusdo com membranas celulares do hospedeiro, com a subsequente entrada do virus
por endocitose. Apés a fusdo do virion a membrana da célula hospedeira, o nucleocapsideo é
entregue ao citoplasma, local onde a replicacdo do RNA ocorre. O RNA liberado codifica um
polipeptideo que sofre alteragdes pos-traducionais, originando as proteinas estruturais e nao-
estruturais. A medida que essas proteinas vdo sendo traduzidas, uma RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) vai sintetizando copias complementares (polaridade negativa) ao
RNA, que servirdo como molde para a sintese de novas moléculas de polaridade positiva da
progénie. Esta replicacdo acontece no complexo de replicacdo citoplasmatico, associado as
membranas perinucleares. No reticulo endoplasmatico, o RNA viral é envolvido com a
proteina C e empacotado em uma membrana contendo heterodimeros das proteinas prM e E.
A prM impede a fusdo prematura do virus durante o transporte ao Complexo de Golgi, onde
ocorre a maturacao dos virus com a clivagem de prM em M. Particulas virais maduras sao
entdo liberadas para o compartimento extracelular por exocitose (BOLLATI et al., 2010;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). O ciclo replicativo dos Flavivirus esta representado

esquematicamente na figura 4.



Figura 4. Ciclo replicativo dos Flavivirus.

Fonte: Adaptado de Fernandez-Garcia et al., 20009.

A proteina NS5, alvo deste estudo, é a maior e a mais conservada entre os Flavivirus,
apresentando um peso molecular na ordem de 100 kDa. Duas atividades essenciais para a
replicacdo viral estdo relacionadas a essa proteina: uma de RNA polimerase dependente de
RNA (RNA-dependent RNA polymerase — RdRp), na regido carboxi-terminal, e outra de
metiltransferase, em sua porcdo amino-terminal, a qual esta envolvida na formacdo do cap
RNA, provavelmente na metilacdo da estrutura cap RNA 5° (DAVIDSON, 2009; GARDNER
& RYMAN, 2010). Alguns estudos com NS5 evidenciam ainda a relevancia funcional desta
proteina para a patogénese viral, uma vez que a realizacdo de mutac6es na proteina reduziu a
neuroviruléncia em camundongos (DUNSTER et al., 1999; XIE et al., 1998). Existe, assim,
a possibilidade de que essas mutacdes alterem as bases da interacéo virus-célula hospedeira, o

que poderia interferir na patogénese da doenca.



Quanto a sua localizacdo celular, existem evidéncias de que, além da acdo
citoplasmatica quando da replicacdo de RNA, NS5 é também identificada no nucleo de
células infectadas com YFV e DENV (BUCKLEY et al., 1992; KAPOOR et al., 1995). Essa
participacdo nuclear nas etapas de replicacdo viral foi confirmada pela deteccdo da interacéo
entre a proteina NS5 do DENV-2 com a proteina importin-p do hospedeiro envolvida no
transporte nuclear (JOHANSSON et al., 2001). Uchil e colaboradores (2006) mostraram que
20% da atividade total da RdRp de células infectadas com WNV, JEV e DENV acontecem no
nacleo, assim como a maioria das replicases NS3 e NS5 de JEV. A presenca de ambas as
replicases na matriz nuclear revelou uma localizacdo bem definida para o complexo de
replicacdo viral neste local. Perante estas informacdes, torna-se necessario considerar o papel
que a proteina NS5 pode desempenhar no nucleo da célula, como a interacdo com proteinas

do hospedeiro e também a modificacdo de funcGes celulares.

1.3 Interag0es proteina-proteina entre NS5 e proteinas celulares

Interacdes proteina-proteina sdo intrinsecas a diversos processos bioldgicos essenciais,
apresentando fundamental importancia para ativacao, regulacdo e controle de varias funcoes
enzimaticas a elas relacionadas (CHIEN et al., 1991; MACDONALD et al., 2001; PHIZICKY
& FIELDS, 1995), sendo necessarias para muitas fungdes virais. O conhecimento do
significado dessas interacdes para a funcéo celular, ou seja, sua identificacdo, a amplitude que
tomam e a determinacdo de suas consequéncias, sdo questdes essenciais para a resolucdo das
bases das interacGes patdgeno-hospedeiro e, consequentemente, para o desenho racional de
drogas que possam atuar promovendo a ruptura dessas interacdes (BADTKE et al., 2006;
GOLEMIS et al., 2001). Muitas doencas humanas podem ser ligadas a associacdo
anormal entre proteinas, incluindo algumas formas de leucemia e doenca neurodegenerativa.
Interacdes proteina-proteina proveem alvos terapéuticos no tratamento do cancer e doencgas
infecciosas, e o desenvolvimento de pequenas moléculas inibidoras dessas interacdes ¢ um
campo crescente de pesquisas (ARKIN et al., 2005).

A informacdo genética limitada promove uma dependéncia viral a maquinaria celular
para muitos passos da sintese de macromoléculas. Processos como a montagem do complexo
de replicacdo do RNA viral e sua transcrigdo caracterizam-se pelo envolvimento ndo apenas
dos fatores virais, mas também de proteinas celulares, sendo a maioria delas componentes que
atuam no processamento de RNA ou na traducdo protéica em células hospedeiras, e que

passam a exercer papel integral ou regulatério na replicacdo e transcri¢ao do virus.



Varios experimentos tem por objetivo detectar interacGes entre proteinas virais ndo-
estruturais e proteinas celulares, incluindo NS5, tém sido efetuados no sentido de se
compreender melhor o mecanismo de replicacdo e patogénese de alguns membros da familia
Flaviviridae, como o YFV, o DENV, HCV e BVDV. De fato, processos virais como a
montagem do complexo de replicacdo do RNA e sua transcricdo envolvem ndo somente
fatores intrinsecos ao microrganismo, mas também proteinas celulares que exercem papel
essencial para a maquinaria de transcri¢do e replicacdo viral (LAI et al., 1998). JOHNSON et
al. (2001) mostrou em seus trabalhos que NS5 de BVDV interage com a proteina eEF1A
(translation elongation factor 1A), a qual também foi detectada como parceira interativa de
NS5 de WNV e DENV-4 (BLACKWELL et al., 1992; DE NOVA-OCAMPO et al., 2002).
Chung e colaboradores (2000) identificaram a proteina karioferina 3, a qual esta envolvida
no transporte de proteinas e de RNA, como um parceiro interativo da proteina NS5A do
HCV. Majunder e colaboradores (2001) detectaram outro par para NS5A de HCV, a proteina
p53 (proteina nuclear supressora de tumor) e correlacionaram tal interagdo com a promogéo
do crescimento celular e a contribuicdo na patogénese da infeccéo.

Outra interacdo proteina-proteina com NS5A de HCV foi descrita por Evans e
colaboradores (2004), no qual detectaram como par interativo a proteina hVAP-A humana, a
qual esta envolvida no transporte intracelular de vesiculas e, além de atuar como receptor para
ligacdo de proteinas, é alvo necessario para a replicacdo eficiente do RNA.

Houshmand e colaboradores (2003) indicaram uma habilidade da proteina La de
interagir com as extremidades 5° e 3'do RNA do DENV-4, bem como com NS3 e NS5,
sugerindo uma funcdo desta proteina na replicacdo destes virus, bem como na de outros
membros da familia Flaviviridae._

Adicionalmente a todos esses achados, a constatacdo de que NS5 de todos os membros
da familia Flaviviridae é fosforilada por uma serino/treonina quinase celular desconhecida
torna ainda mais evidente a ocorréncia de interacdes entre proteina celulares e NS5 (REED et
al., 1998). De fato, Kapoor e colaboradores (1995) ja descreviam que a interacdo entre NS3 e
NS5 de DENV-2 era dependente da fosforilacdo de NS5.

Lai e colaboradores (1998) demonstrou que a RNA polimerase dependente de RNA
viral (RdRP), purificada de células infectadas por diferentes virus de RNA de polaridade
positiva, estava associada a proteinas celulares. A remocao destes fatores celulares resultou na
perda da atividade da RdRP viral ou de sua especificidade para o alvo, considerando como
especifica a replicacdo do RNA viral e ndo dos RNAs celulares. Isto sugere que fatores

celulares sdo necessarios para a sintese especifica de RNA, sendo pré-requisitos fundamentais



para o sucesso de uma replicacao viral.

Fundamentando-se em todas as consideracGes mencionadas, constata-se que a sintese
do RNA viral envolve processos bastante complexos, com a interacdo entre o0 RNA viral,
proteinas virais e também fatores celulares, ficando clara a relevancia das interacfes protéicas
dentro desse contexto. Diferentemente de HCV e de outros membros da familia Flaviviridae,
pouco se sabe sobre as interacdes proteina-proteina relacionadas a NS5 de YFV, e sua
participacdo no processo de replicacao viral.

Vaérias técnicas sdo utilizadas para deteccdo de interacBes proteina-proteina. O sistema
de duplo-hibrido em leveduras envolve a fusdo de proteinas nos dominios de ligacdo e
ativacdo do fator transcricional de GAL4. Se a interacdo entre duas proteinas ocorrer na
levedura, um gene reporter é expresso (MILLER et al., 2004). Experimentos de GST-
Pulldown sdo também utilizados para identificar interagdes entre proteinas especificas e alvos
desconhecidos ou para confirmar a suspeita de interagdes in vitro entre uma proteina
fusionada a GST (Glutationa S-transferase) e uma proteina alvo conhecida (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001). Tecnicas similares como co-imunoprecipitacdo sdo também utilizadas.
Quando células séo lisadas sob condi¢des ndo-desnaturantes, muitas das interacdes proteina-
proteina que existem nas células intactas sdo conservadas. Esse fato pode ser usado para
detectar e identificar interacdes proteina-proteina fisiologicamente relevantes. Se uma
proteina X é imunoprecipitada com um anticorpo para X, uma outra proteina Y que esta
associada in vivo com X pode também ser precipitada. A imunoprecipitacdo de Y, baseada na
interacdo fisica com X, é chamada de coimunoprecipitacdo (SAMBROOK & RUSSEL,
2001).

1.4 Proteinas Relacionadas a NS5 atraveés do ensaio de duplo hibrido

O principal caminho para esclarecer a fungdo de uma proteina dentro de um complexo
é a correlagcdo por associacdo, ou Seja, genes CO-expressos ou proteinas que interagem
diretamente entre si sdo provavelmente participantes de um mesmo ou de processo celular
relacionado. Assim, quando é detectada uma interacdo onde somente uma das proteinas tem
funcdo estabelecida, consequentemente pode-se inferir a parceira interativa de atividade
desconhecida uma suposta atuacédo celular correlacionada (GOLEMIS et al., 2001).

Adicionalmente, a deducdo da atividade funcional protéica pode ser conseguida
através da utilizacdo de métodos teoricos, os quais incluem analises bioinformaticas baseados

na homologia de proteinas, relac@es filogenéticas e dominios de fusdo de proteinas. Outro



procedimento que atua neste sentido é o mapeamento da interacdo proteina-proteina, o qual,
além da identificacdo de uma suposta funcéo para proteinas nao caracterizadas, pode fornecer
informacdes sobre dominios de interacdo, fato relevante para direcionar outros experimentos
(BADTKE et al., 2006). Inimeras estratégias tém sido desenvolvidas para identificar
proteinas que se ligam a outras proteinas, incluindo os metodos genéticos classicos, as
abordagens bioquimicas como coimunoprecipitacdo e cromatografia de afinidade, como
também os métodos baseados em biblioteca, dentre os quais estd inserido o sistema duplo-
hibrido em levedura (PHIZICKY & FIELDS, 1995). Possivelmente, o sistema duplo-hibrido
em levedura tem sido a ferramenta predominante e mais poderosa para definir, caracterizar e
entender a relevancia das interacbes proteina-proteina (MACDONALD et al.,, 2001;
KARIMOVA et al., 2002).

O ensaio de duplo-hibrido em levedura foi inicialmente introduzido por Fields e Song
em 1989, quando mostraram que plasmideos expressando proteinas de fusdo GAL4gp-SNF1 e
GAL4,p-SNF5 ativavam o gene repdrter GAL1-lacZ. Trata-se de um ensaio genético-
molecular pelo qual uma interacdo proteina-proteina é detectada in vivo através da
reconstituicdo da atividade de um ativador transcricional. Ativadores transcricionais podem
ser separados em regides discretas correspondentes a dominios de ligacdo ao DNA e dominios
de ativacdo da transcricdo (BRENT & PTASHNE, 1985; HOPE & STRUHL, 1986). O
método é baseado em propriedades da proteina Gal4, um ativador transcricional da levedura
Saccharomyces cerevisiae constituido por dois dominios funcionais distintos e separaveis —
um dominio amino-terminal, localizado entre os aminoacidos 1 e 147, onde se ligam regides
especificas do DNA (UAS-GALA4), sendo denominado DNA-BD (DNA-binding domain); e
um dominio carboxi-terminal, o qual esta situado entre os aminoacidos 768 e 881 de Gal4, e
se caracteriza por ativar o processo de transcri¢do da levedura, sendo chamado, portanto, de
AD (activating domain). UAS séo regifes reguladoras da transcricdo no genoma da levedura,
reconhecidas por ativadores transcricionais especificos (KARIMOVA et al., 2002; KEEGAN
et al., 1986). O DNA-BD de Gal4 reconhece sequéncias de ativacdo UAS, mas, isoladamente
ndo é capaz de ativar a transcricdo. O AD, por sua vez, apesar de poder interagir com o
complexo da RNA polimerase Il, ndo ativa o processo de transcri¢cdo por si soO, devido a
distancia em que ele se encontra da regido promotora UAS-GALA4. Mas os dois dominios do
ativador ndo precisam estar ligados covalentemente. Apenas a reconstituicdo da proximidade
entre esses dominios DNA-BD e AD ja € suficiente para que a atividade transcricional de
Gal4 seja restabelecida (PHIZICKY & FIELDS, 1995; CHIEN et al., 1991).

A idéia bésica do sistema duplo-hibrido para detectar interagdes protéicas €, entdo,



construir e introduzir na levedura hospedeira plasmideos codificando duas proteinas hibridas,
um com o0 DNA-BD de GAL4 fundido a uma proteina X (isca), e o outro com 0 AD de GAL4
fundido a uma proteina Y (presa). A interacdo entre as proteinas X e Y refaz a proximidade
entre os dois dominios de GAL4, e recruta a maquinaria transcricional para a regido do
promotor. A transcricdo €, entdo, ativada, e a interacdo proteina-proteina é detectada através
de um sinal fenotipico que é gerado a partir da ativacdo transcricional de genes repdrteres da
levedura, os quais contém sitios de ligacdo para GAL4 (CHIEN et al., 1991; FIELDS &
SONG, 1989). A ilustracdo do principio basico de um ensaio de duplo-hibrido em levedura

estd na figura 5.

Proteina X

RNApol|  transcricao
[

Proteina X

UAS/GAL4 promotor genes reporteres

Figura 5. Principio basico do sistema duplo-hibrido em levedura descrito por Fields e Song,
1989. A) O processo de transcricdo ndo ocorre porque as proteinas hibridas X e Y ndo sdo
parceiras interativas. B) A interacdo entre as proteinas X (fundida ao DNA-BD) e Y (fundida
ao AD) reconstitui a proximidade entre os dois dominios da proteina Gal4, ativando a

transcricdo e promovendo a expressao de genes reporteres da levedura.

A cepa de levedura usada num experimento com sistema duplo-hibrido determina a
eficiéncia de deteccdo das interacBes proteina-proteina. Uma cepa ideal deve ter duas

propriedades: os genes reporteres devem ser altamente sensiveis, de forma a detectar uma



interacdo proteina-proteina fraca, bem como altamente seletivos, de forma a selecionar reais
interacdes e eliminar as falsas (MORRIS-DESBOIS et al., 2001).

A linhagem AH109 da levedura Saccharomyces cerevisiae (Clontech, USA) foi
geneticamente construida para eliminar clones falso-positivos através de trés genes repdrteres
—HIS3, ADE2 e lacZ (ou MEL1), os quais estdo sob controle de diferentes regides promotoras
(UAS) adjacentes a GAL4, conforme pode ser visto na figura 6. Esses reporteres séo
expressos a partir da proximidade entre os dominios de ligacdo ao DNA (DNA-BD) e de
ativacdo da transcricdo (AD) de GAL4 da referida levedura, ativando sua maquinaria

transcricional e gerando, assim, um sinal fenotipico.

GAL1 UAS GAL1 TATA
GAL2 UAS GAL2 TATA ADEZ
MEL1 UAS MEL1 TATA “
MEL1 UAS MEL1 TATA MELT

Figura 6. Genes reporteres da linhagem AH109 de Saccharomyces cerevisiae

Foi realizado em nosso laboratorio um screening para a deteccao de interagdes entre a
proteina NS5 do YFV com proteinas celulares em ensaio de duplo-hibrido usando levedura
Saccharomyces cerevisiae, linhagem AH109 (MADRID, 2007, dissertacdo de mestrado).

Analisando fatores tais como a relevancia nos processos de replicacdo viral,
metabolismo de mRNA, controle do crescimento celular e, também, examinando interacdes
conhecidas com outras proteinas virais, foram consideradas como de maior importancia para
0S nossos resultados sete das proteinas identificadas como parceiras interativas do dominio
RNA polimerase de NS5: Snf5, p54nrs, HMG20B, U1A, elF3L, GIPC1 e MIF. Neste estudo,
foi caracterizada a interacdo de NS5 com a proteina elF3L (MADRID, 2007, dissertacdo de

mestrado).

1.5 Proteina el F3L



Existem poucos trabalhos disponiveis sobre a proteina elF3L (eukaryotic translation
initiation factor 3, subunit L), a qual pode receber também as denominacbes elF3S6IP,
elF3EIP, elF3S11, MSTPOOS5, HSPC021, HSPCO25 e PAF67.

Os primeiros relatos da proteina HSPCO21 foram realizados por Morris-Desbois e
colaboradores (2001), que através de experimentos de imunoprecipitacdo e analises por
espectrometria de massa mostraram sua interagdo com Int-6. O gene int-6 é um sitio comum
de integracdo de provirus em lesGes mamarias pré-neoplésicas e neopléasicas (MARCHETTI
et al., 1995), gerando a producdo de transcritos metilados e, consequentemente, de formas
reduzidas da proteina, o que altera o controle do crescimento celular. A proteina Int-6 foi
caracterizada como uma subunidade do fator 3 de iniciacdo de tradugdo eucaridtica (elF3)
(ASANO et al., 1997). Morris-Desbois e colaboradores (2001) avaliaram se HSPC021 estava
associada com elF3. Foi constatada a co-eluicdo de HSPC021 com Int-6 e elF3, e que
HSPCO021 estava incorporada em elF3 tanto em lisados de reticulocitos de coelho quanto em
células COS7. Uma interacdo proteina-proteina direta ocorreu entre HSPC021 e Int-6, mas a
analise de diferentes mutantes de HSPCO021 indicou que a maior regido da proteina é
necessaria para a incorporacdo em elF3 quando comparado com a ligacdo a Int-6. Dessa
forma, os resultados estabeleceram que HSPCO021 esta firmemente associada com o fator de
iniciacdo da tradugdo em mamiferos elF3.

Também no ano de 2001, Seither e colaboradores descreveram e caracterizaram
funcionalmente a proteina PAF67 como sendo associada a uma sub-populacdo da enzima
RNA polimerase | (Pol I) celular. PAF67 esta inserida numa classe de proteinas acessorias a
Pol | de mamiferos — as PAFs (polymerase-associated factors). A presenca ou auséncia de
diversos PAFs pode ser a causa das diferengas funcionais das frages da Pol I celular, e
sugere que os PAFs podem ser alvos de vias regulatorias.

Os resultados dos experimentos de Seither et al. mostraram a necessidade de PAF67
para que a Pol I transcrevesse especificamente moldes de rDNA. PAF67 esta co-localizada
com Pol I no nucléolo em sitios de transcricdo ativa de rDNA, indicando uma fungdo dessa
proteina para a iniciacdo da transcricdo de rDNA. Adicionalmente, os achados sugerem que a
associacdo de PAF67 com Pol | habilita essa enzima para a montagem de um complexo de
iniciacdo da transcricdo produtivo na regido promotora.

O fator elF3, composto por 10-13 subunidades, apresenta um papel central na
formacdo do complexo de pré-iniciacdo da traducdo por recrutar a subunidade ribossémica

40S, preservar a dissociagdo entre as subunidades ribossomicas 40 S e 60 S, por promover a



associacdo com mRNA e o iniciador Met-tRNA, e interagir com outros fatores de iniciacdo
envolvidos no inicio da traducdo, estabilizando vérias dessas interacdes. Os mecanismos
moleculares pelas quais elF3 desempenha essas fung¢des sdo pouco esclarecidos (DAMOC et
al., 2007).

Masutani e colaboradores (2007), mostrou em seu trabalho que algumas subunidades
do complexo elF3 sdo dispensaveis para o recrutamento da subunidade ribossémica 40S ao
MRNA, sendo uma delas a subunidade elF3L. Neste estudo, o complexo protéico elF3 foi
purificado para identificagdo de suas subunidades, e posteriormente usando um sistema de
expressao em Baculovirus as subunidades individuais foram avaliadas quanto as suas
interacdes umas com as outras em células Sf9. Por cromatografias e filtracoes, foi identificado
que 11 subunidades (inclusive elF3L) interagem in vivo, constituindo o complexo elF3. No
entanto, foram feitas delecGes em elF3 para algumas subunidades, como elF3L, e testadas
quanto a capacidade de recrutamento do ribossomo 40S in vitro. Assim, foi mostrado que na
auséncia de elF3L o recrutamento ribossémico acontece normalmente, podendo esta ter outra
funcdo no complexo elF3, ainda desconhecida.

Damoc e colaboradores (2007), usaram em seu trabalho espectrometria de massa para
determinar modificagdes pos-traducionais que poderiam regular a atividade de elF3 durante o
processo de inicio de traducdo. Varias modificagcdes pés-traducionais foram identificadas,
uma delas na subunidade elF3L, a qual sofre uma perda de metionina N terminal com
subseqiente formacdo de uma nova extremidade N terminal, uma serina N-acetilada.

Em 2008, Zhou e colaboradores, usando espectrometria de massa para avaliacdo das
interacdes entre subunidades do complexo elF3, definiu que as subunidades c: d: e: I: k
contituem um maédulo de interagdo. Esse modulo pode formar subcomplexos de dimeros, (1:
k) e (e: I), trimero (e: I: K) e tetrameros (d: e: I: k) e (c: e: I: k). Além disso, foi avaliado a
associacdo de elF3 com HCV - IRES ( Internal ribossome entry site do virus da Hepatite C).
Alguns virus, como o HCV, ndo dependem de elF3 para o recrutamento da subunidade
ribossdmica 40S para inicio da tradugdo, isso é feito por uma regido de RNA do virus IRES.
Apds a formacdo de IRES - 40S, é recrutado o complexo elF3. Neste trabalho, foi mostrado
que a subunidade elF3L, dentre outras, ndo estd diretamente envolvida na interacdo com
IRES.

Assim, elF3L ndo esta envolvida diretamente no recrutamento da subunidade 40S do
ribossomo, da mesma forma como n&o esta envolvida no recrutamento em virus com IRES.
Esse fato confirma que elF3L pode ter outra funcdo no complexo elF3, tal como a de

estabilizar interagcdes nos complexos formados.



Ainda recentemente foi demonstrado que elF3L (antes identificada como elF3S6IP) é
modulada em células infectadas por YF vacinal (Scherer et al., 2007). Além disso, Schoggins
et al., 2011 mostrou que a superexpressdo de elF3L reduz a replicacdo de YFV. Apesar desses
encontrados, a funcéo de elF3L na replicacdo viral permanece desconhecida.

1.6. Relevancia e Justificativa

A febre amarela é uma enfermidade que ocasiona relevante morbidade e mortalidade
nas regides tropicais da América do Sul. No Brasil, apesar da extensiva campanha de
vacinacdo, aproximadamente 20% da populacdo das areas endémica e de transicdo e quase
100% da populacdo da &rea indene ndo estdo vacinadas. Em adi¢do, 0 mosquito Ae. aegypti
encontra-se intensamente difundido em praticamente todos os estados do pais. Individuos com
febre amarela silvestre representam fontes potenciais de infecgcdo para estes vetores, 0s quais
podem iniciar epidemias urbanas explosivas e acometer milhares de pessoas entre a populacéo
ndo vacinada (mais de 118 milhdes de pessoas susceptiveis) trazendo consequéncias
importantes para a salde publica e para a economia do pais.

A replicacdo dos Flavivirus € um complexo mecanismo ainda ndo completamente
compreendido, onde estdo envolvidas interacdes entre 0 RNA viral, proteinas virais e
proteinas celulares. Assim, é evidente a importancia da identificacdo e caracterizagcdo das
interacBes proteina-proteina participantes desse processo. Dentro desse contexto, uma das
proteinas virais de consideravel relevancia para a replicacdo e patogenia dos Flavivirus é a
NS5. A deteccdo e a caracterizacdo de interaces entre NS5 e proteinas celulares podem
permitir um melhor entendimento da dindmica da replicagdo viral e da modulacdo celular
mediada pelo virus, bem como fornecer meios para a elucidacdo dos mecanismos de
patogénese, viruléncia e tropismo viral em infeccbes causadas pelo YFV ou outras
flaviviroses, incluindo as causadas pelos DENV. Além disso, 0 conhecimento das interaces
entre NS5 viral e fatores celulares pode fornecer dados significativos para o desenvolvimento
de drogas que inibam especificamente uma interacdo proteina-proteina fundamental para o
ciclo replicativo viral e o estabelecimento da febre amarela.

Considerando a relevancia de elF3L em complexos celulares, interagbes com
patdgenos, envolvimento na modulacdo de replicacdo viral e auséncia de dados na literatura,
torna-se importante também, elucidar as propriedades fisico-quimicas e estruturais da

proteina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo geral caracterizar a interagdo entre o dominio RNA

polimerase da proteina N5S do virus da febre amarela e a proteina celular elF3L.

2.2 Objetivos especificos

1. Confirmar a interagdo NS5-elF3L in vitro.

2. Confirmar e localizar a interagdo NS5-elF3L em culturas celulares.

3. Auvaliar o efeito da superexpressao de elF3L na replicacdo do virus da febre amarela

em cultura celular.

4. Expressar e purificar em larga escala da proteina elF3L para estudos estruturais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Confirmacéo da interacdo RdRp NS5-elF3L (plasmid linkage)

3.1.1 Construcéo da isca RNApol-pGBKT7

O dominio RNA polimerase (RNApol), aminoacidos 297 a 910, de NS5 foi clonado
no vetor pGBKT7 (CLONTECH Laboratories, Inc.) a partir dos produtos de PCR contendo
sitios de restricdo enzimatica especificos. A insercdo do gene de interesse neste vetor permite
sua expressdao em fusdo com o dominio de ligagdo ao DNA (DNA-BD — DNA binding
domain) da proteina Gal4, gerando, assim, uma proteina hibrida usada como isca para o
sistema duplo-hibrido em levedura. A figura 7 representa o mapa do vetor pGBKT?7.

A PCR foi realizada com 0S primers fRNAPOLECcoRI
(5 TATGAATTCAATGACAACCCTACAGGACCT) e YFNS5PstRBD
(5 TATCTGCAGTCAGATAAGCTCACCCAGTTGC3'), enzima taqg DNA polimerse
(Platinum SuperMix High Fidelity, Invitrogen) e pACNR-FLYF17D, plasmideo que contém o
genoma completo do YFV (gentilmente cedido pelo Dr. Charles Rice, Rockfeller University).

O produto da PCR e o vetor pGBKT7 foram duplamente digeridos com as enzimas
EcoRI e Pstl (Invitrogen) e purificado com etanol. Para a purificacdo, foram adicionados 3
volumes de etanol absoluto gelado, acetato de sddio para uma concentracdo final de 0,3 M,
seguido por uma incubacdo de 30 min a -80°C. Os produtos da digestdo foram centrifugados
a 16000g por 20 min, o sobrenadante descartado e adicionados 3 volumes de etanol 70%
gelado. Novamente os contetdos foram centrifugados a 16000g por 20 min, o sobrenadante
foi descartado e o pellet submetido a secagem por 15 min a 37°C e ressuspendido com 15 pl
de agua Milli-Q.

Apos a geracdo dos fragmentos de restrigdo dos insertos RNApol, bem como do vetor
pGBKT7, estes foram ligados pela enzima T4 DNA Ligase (1 U/uL) (Invitrogen) na razao
molar de vetor/inserto de 1:2. As reacdes de ligacdo foram incubadas a 16°C, durante 16
horas. Finalizado o periodo de incubacdo, seguiu-se a transformacdo bacteriana de 5 ul do
produto de ligacdo em 50 ul de E coli DH5a quimicamente competente pelo método de
cloreto de célcio 0,1 M e plaqueado em meio seletivo de kanamicina 30 ug/ml (marcador de
selecdo do vetor pGBKT7).
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Figura 7. Mapa de restri¢do e sitios maltiplos de clonagem do vetor pPGBKT7 (CLONTECH

Laboratories, Inc.)

Para a producdo de células competente, uma col6nia da bactéria foi adicionada em 10
mL de meio liquido LB e incubada a 37°C por 16h com tampa semi-aberta. Em seguida, a
cultura foi diluida na razdo de 1:40 em meio LB, e novamente incubada nas mesmas
condicdes até as células atingirem uma DOgg de 0,4. A cultura foi entdo colocada no gelo por

dez minutos, posteriormente centrifugada a 6000g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi



descartado e adicionado 2,4 ml de cloreto de célcio gelado a 0,1 M. A solucdo foi
homogeneizada cuidadosamente, centrifugada nas mesmas condicdes, e o0 sobrenadante
descartado. Foi adicionado 480 pul de cloreto de célcio gelado a 0,1 M e a solu¢do novamente
homogeneizada cuidadosamente. As células competentes foram armazenadas no gelo até o
momento do uso, ndo podendo ultrapassar o tempo de 48 horas.

Os transformantes foram avaliados por PCR utilizando os mesmos primers usados na
amplificagdo. Os clones positivos com bandas de 1830 pb foram submetidos a extracdo de
DNA plasmidial pelo kit MiniPrep High Pure Plasmid Isolation (Roche) para posterior
sequenciamento pelo método de dideoxinucleotideo, utilizando, para tanto, o kit BigDye
terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA), primers a 3,2 pmol (Quadro 1). As sequéncias
obtidas foram analisadas no programa DS Gene 2.0 (Allcerys) (Dissertacdo MADRID,2007).

Quadro 1. Primers para sequenciamento do dominio RNA polimerase do gene NS5 do YFV
clonados no vetor pGBKT?7.

Amostra Primer Sequéncia5'- 3
T7 TAATACGACTCACTATAGGGC
pGBKT7 Gal4BDSeq3 CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC
Gal4BDSeq5 TCATCGGAAGAGAGTAG
NS5YFSEQ955F GCGAGCATGGTAAATGGTG
NS5YFSEQ1297F TGGGAACTGGTGGATGAAG
NS5YFSEQ1663F TTGAACTACATGAGCCCACATC
RNApol NS5 NS5YFSEQ2223F AGGAAGGGTGTCTCCAGGAAAC
NS5YFSEQ1301R TCCCAGAACTTTGGGTCTTG
NS5YFSEQ1828R CATAAGTCACTACCTGCCCG
NS5YFSEQ2400R GTGGGTTGTTGGTTATCCATAC

3.1.2 Transformacdo em levedura da isca do duplo-hibrido

A isca RNApol-pGBKT?7 foi transformada em levedura através da utilizacdo do EZ-
Yeast Transformation Kit — Single Vector Transformation Protocol (Q.BIO gene, USA).

Para tanto, inicialmente, a levedura S. cerevisiae AH109 (BD MATCHMAKER
GAL4 Two-Hybrid System 3, Clontech, USA) foi repicada em &gar YPD e incubada a 30°C
durante dois ou trés dias. Em seguida, uma massa celular de leveduras foi inoculada em 5 ml
de meio YPD e incubada a 30°C, até DOgype maior que 1 (16-18 horas). Atingida esta

concentracdo celular, a cultura inicial foi transferida para dois novos tubos na diluicdo de



1:10, os quais foram centrifugados a 5900g por um minuto. Apds remocdo do maior volume
possivel de sobrenadante, foram adicionados sobre os precipitados de células EZ-
Transformation solution, 2,0 ug de DNA do clone pGBKT7-RNApol e DNA carreador,
segundo recomendagcfes do fabricante. Cada mistura foi, entdo, vigorosamente
homogeneizada e incubada a 30°C por 30 minutos. Para a selecdo dos transformantes, todo o
conteddo do tubo de transformacdo foi inoculado em agar drop-out simples SD-Trp (com
auséncia do aminoacido triptofano, seleciona levedura que contém a isca devido a presenca do
marcador nutricional TRP1 no pGBKT7). Apds incubacdo a 30°C por dois a trés dias,
algumas coldnias foram selecionadas e repicadas em agar SD-Trp para estoque de leveduras
contendo a isca RNApol (Dissertagdo MADRID,2007).

3.1.3 Transformacéo em levedura da presa do duplo-hibrido

A presa elF3L-pACT2, clone isolado do screening feito com biblioteca de cDNA,
(Dissertagdo Madrid, 2007) foi transformada em levedura através da utilizacdo do EZ-Yeast
Transformation Kit — Single Vector Transformation Protocol (Q.BI1O gene, USA).

O vetor pACT2 (CLONTECH Laboratories, Inc.) estd representado na figura 8. A
insercdo do gene de interesse neste vetor permite sua expressdo em fusdo com o dominio de
ligacdo ao DNA (DNA-AD — DNA activation domain) da proteina Gal4, gerando, assim, uma
proteina hibrida usada como presa para o sistema duplo-hibrido em levedura.

Para a transformacdo, a levedura S. cerevisiae AH109 contendo a isca RNApol-
pGBKT?7 foi repicada em meio seletivo SD-Trp e incubada a 30°C durante dois ou trés dias.
Em seguida, repetiu-se os mesmos procedimentos descritos anteriormente para a presa elF3L-
pACT2.

Para a selecdo dos transformantes, todo o conteddo do tubo de transformacdo foi
inoculado em agar drop-out simples SD-Trp-Leu (com auséncia dos aminodacidos triptofano e
leucina, seleciona levedura que contém a isca e a presa devido a presenca do marcador
nutricional TRP1 no pGBKT7 e LEU2 no pACT2). Apds incubacdo a 30°C por dois a trés
dias, algumas coldnias foram selecionadas e repicadas em agar SD-Trp-Leu para estoque de
leveduras contendo a isca e a presa em glicerol a -80°C (MADRID, 2007, dissertagédo de
mestrado).
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Figura 8. Mapa de restricdo e sitios multiplos de clonagem do vetor pACT2 (CLONTECH)

3.1.4 Transformacédo de plasmideos controle em levedura

Conforme metodologia descrita acima, foram transformados sequencialmente, em

levedura, plasmideos usados como controles positivo e negativo para o estudo das interacdes
proteina-proteina nos ensaios de duplo-hibrido.

Do grupo de plasmideos que possuem DNA-BD de GAL4, além do pGBKT7 vazio,
foram transformados o pGBKT7-Lam e o pGBKT7-53. O vetor pGBKT7-Lam expressa 0

DNA-BD em fusdo com a proteina laminina C humana, a qual ndo esta relacionada com a



formacdo de complexos, nem interage com a maioria das proteinas oferecendo, desta forma,
um controle negativo para o estudo das interagdes protéicas. O vetor pGBKT7-53, por sua
vez, expressa 0 DNA-BD de GAL4 em fusdo com a proteina p53, a qual interage com o
antigeno large-T de SV40 sendo, assim, usado como controle positivo.

Pertencentes ao grupo dos vetores com AD de GAL4 estdo o pGADT7 vazio e 0
pGADT7-T. Este ultimo é usado como controle positivo, uma vez que expressa 0 AD em
fusdo ao antigeno large-T de SV40, o qual interage com a proteina p53.

A presenca ou ndo de interagdes foi avaliada pelo teste de ativacdo dos genes
reporteres HIS3 e ADE2 em agar SD-His-Leu-Trp e SD-Ade-His-Leu-Trp a 30°C durante trés
dias (MADRID, 2007, dissertacdo de mestrado).

3.1.5 Teste de ativacd@o dos genes reporteres HIS3 e ADE2

Transformantes RNApol-pGBKT7 + elF3L-pACT2, controles positivo e negativo
foram avaliados quanto a capacidade de ativacdo dos genes reporteres HIS3 e ADE2 de
AH109, a partir da normalizacdo do namero de células por dilui¢cBes seriadas das culturas e
plagueamento sob forma de spots nos meios apropriados. Para isto, foram preparadas culturas
de cada levedura transformante em 2,0 mL de meio SD-Leu-Trp e incubadas a 30°C até DOgo
maior que 1. Em seguida, foram transferidos 100,0 puL de cada suspensdo com DOggo
normalizada para um poco de microplaca e diluidas em série na razdo de 1:10, com meio SD-
Leu-Trp, para uma analise mais adequada do crescimento e do grau de ativacdo de um gene
reporter. Foram aplicados, entdo, sob forma de spots, 4,0 uL da suspenséo original e de cada
diluicdo em agar SD-Leu-Trp, SD-His-Leu-Trp e SD-Ade-His-Leu-Trp. A incubacéo das
placas foi a 30°C até observacédo de crescimento, o que levou aproximadamente trés dias
(MADRID, 2007, dissertacdo de mestrado).

3.2 Mapeamento do dominio de interagdo com RNA polimerase
3.2.1 Construcao das iscas RNApol deletantes

Com o objetivo de mapear o dominio das interacdes proteina-proteina confirmadas no
plasmid linkage, foram construidas 14 iscas contendo fragmentos deletantes amino (A297-

368; A297-442; A297-518; A297-596; A297-669; A297-741; A297-815) e carboxi-terminais
de RNA polimerase de NS5 (A826-910; A752-910; A677-910; A605-910; A527-910; A451-



910; A377-910), as quais foram denominadas iscas RNApol deletantes.

Para tanto, primeiramente, os 14 fragmentos deletantes de RNA polimerase foram
produzidos, inseridos no vetor pGBKT7 e analisados conforme metodologia empregada para
obtenc¢do da isca contendo o segmento completo de RNA polimerase de NS5, descrita no
item 3.1.1. Entretanto, os primers empregados para a amplificacdo dos fragmentos estdo
listados no Quadro 2, enquanto os utilizados para a reacdo de sequenciamento incluem ainda
os do Quadro 1. Para a reacdo de ligacdo, foi utilizada a razdo molar vetor/inserto 1:3
(MADRID, 2007, Dissertacdo de Mestrado).

Quadro 2. Primers para amplificacdo e sequenciamento dos fragmentos deletantes de RNA

polimerase de NS5. As sequéncias para as enzimas de restri¢cdo estdo sublinhadas.

Construcao ) ]
Primer Sequéncia 5'-3'
de RNApol
fRNAPOLECcoRI TAT GAATTC AAT GAC AAC CCC TAC AGG ACC
2fECORIRNAPoI TAT GAATTC GCG GGA ACT AGG AAG ATC
3fECORIRNAPOI TAT GAA TTC CAC CAA CAA GGC AGG TGT
Deletantes  4fEcoRIRNAPoI TAT GAATTC GTG ATC AGA GAC CTG GCT
forward  SFECORIRNAPOI TAT GAA TTC CGA CGA GAC CAG AGA GG
6fECORIRNAPoI TAT GAATTC GTG GTC CGG CCC ATC
7fECORIRNAPOI TAT GAATTC GGA AGG GTG TCT CCA GG
8fECORIRNAPOI TAT GAATTC GTG TGG AAC AGA GTA TGG
YFNS5pstRBD  TAT CTG CAG TCA GAT AAG CTC CACCCAGTT GC
2rPstIRNAPol TAT CTG CAG TCACCATACTCT GTT CCA CAC
3rPstIRNAPol TAT CTG CAG TCATCC TGG AGA CAC CCT TCC
Deletantes  4rpstiRNAPol TAT CTG CAG TCA GAT GGG CCG GAC CAC
reversos 5rPstiIRNAPol TAT CTG CAG TCATCCTCTCTG GTC TCG TCG
6rPstiIRNAPol TAT CTG CAG TCA AGC CAG GTC TCT GAT CAC
7rPstIRNAPol TAT CTG CAG TCAACACCTGCCTTGTTG GTG
8rPstIRNAPol TAT CTG CAG TCA GAT CTT CCT AGT TCC CGC

3.2.2 Anélise de dele¢bes em duplo-hibrido com as iscas RNApol deletantes

Foram mapeadas as regiGes em RNA polimerase responsaveis pela interagdo com a
proteina elF3L-pACT2. Para tanto, inicialmente, as 14 iscas RNApol deletantes foram
independentemente transformadas em levedura como ja descrito. Em seguida, a presa, foi
transformada nas leveduras contendo as iscas deletantes, conforme ja descrito.

Os transformantes obtidos foram analisados quanto a ativacdo dos genes reporteres



HIS3 e ADE2, como descrito anteriormente. O dominio responsavel pelo estabelecimento da
interacdo entre RNApol NS5 de YFV e elF3L foi, entdo, definido segundo a ativacdo destes
dois repodrteres e denominado Dominio de Interacdo (ID) de RNApol (MADRID, 2007,

Dissertagdo de Mestrado).

3.2.3 Confirmacéo da interagdo entre o Dominio de Interagéo e a proteina elF3L

A confirmag&o da interagdo entre o0 Dominio de Interagdo (ID), aminoacidos 370 a 449
de RNApol, e a proteina elF3L foi determinada em re-teste em duplo-hibrido. Inicialmente, o
ID, de 240 pb, foi amplificado por PCR, utilizando os primers 2fECORIRNAPOI
(5 TATGAATTCGCGGGAACTAGGAAGATC3) e 7rPstIRNAPol
(5’TATCTGCAGTCAACACCTGCCTTGTTGGTGS"), e clonado em vetor pGBKT7.

Transformacao sequencial do pGBKT7-1D e pACT2-elF3L, bem como dos controles,
foi realizada em levedura, conforme previamente descrito. Os transformantes obtidos foram
avaliados quanto a ativacao dos genes reporteres HIS3 e ADE2 (MADRID, 2007, Dissertacéo
de Mestrado).

3.2.4 Modelo Estrutural da proteina RNA polimerase

Um modelo estrutural da RNApol do YFV foi gerado com base na homologia entre as
sequéncias de aminoacidos referentes ao dominio RNA polimerase do YFV e do virus
Dengue, o qual apresenta uma estrutura cristalografica de RNApol definida (Protein Data
Bank ID: 2J7U) (BRONZONI et al., 2011). Tal modelo foi gerado com a colaboragéo de Dra
Carolina Santacruz-Pérez e Jodo Barbosa do Centro de Biologia Molecular Estrutural do

Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, Campinas.

3.2.5 Mapeamento do dominio minimo de interagdo com elF3L

Para delimitar o dominio minimo de interacdo entre RNApol e elF3L, o ID foi
subdividido em trés segmentos: Segl, 2 e 3 (Figura 9), os quais foram amplificados e
clonados em pGBKT?7 para transformacdo sequencial com elF3L-pACT2 em ensaios de
duplo-hibrido. Os transformantes obtidos foram analisados segundo a ativacdo dos genes
reporteres HIS3 e ADE2 (MADRID, 2007, Dissertacdo de Mestrado).



[acg dga act agg aag atc atg aaa gtt gtc aac agg tgg ctg ttc cgc cac [ctg gcc
aga gaa aag aac ccc aga ctg tgc aca aag gaa gaa ttt att gca aaa gtc cga agt
cat gca gcc att gga gcet] tac ctg gaa gaa caa gaa cag tgg aag act gcc aat gag
gct gtc caa gac cca aag] [ttc tgg gaa ctg gtg gat gaa gaa agg aag ctg cac
caa caa dggc agq tat

Figura 9. Sequéncia nucleotidica do Dominio de Interacdo, incluindo os trés segmentos
amplificados. [Segmento 1 = 132pb]; [Segmento 2 = 138pb] e . As
sequéncias dos primers usados para amplificacdo destes segmentos estdo sublinhadas.

3.2.6 Interacao de ID de outros Flavivirus com a proteina el F3L

A interacdo do ID de RNApol NS5 dos Flavivirus dengue (DENV tipos 3 e 4) e
Encefalite de Saint Louis (SLEV) com a proteina elF3L foi analisada.

Para tanto, sequéncias nucleotidicas do gene NS5 destes virus, incluindo YFV, obtidas
no Genbank (acessos numeros: DENV3-AY858045; DENV4-AY762085; SLEV-AY632544
e YFV-DQ100292) foram alinhadas e analisadas utilizando o programa DS Gene 2.0
(Accelrys, USA). Com base neste alinhamento, a sequéncia do ID foi identificada para cada
um dos Flavivirus e amplificada por PCR usando os primers descritos no Quadro 3. O
produto amplificado foi inserido em vetor pGBKT7 para transformacdo sequencial com
elF3L-pACT2 e andlise segundo a ativacdo dos genes reporteres HIS3 e ADE2 (MADRID,
2007, Dissertacdo de Mestrado).

Quadro 3. Primers usados na amplificacdo do ID de Flavivirus.

Primer Sequéncia 3'-5

fDENV3FABamHI TATGGATCCTATGGCTTTGGAGAACCCTGGG
rDENV3FAPstl CTCCTGCGAACACTTGCCCAATTTGTGGAGTTC
fDENV4FAECORI TATGAATTCTGGCTGTGGGCCCTCCTTGG
rDENV4FAPstI TTACTGCAGACATTTCCCTTCTTGGTGCAGAGCC
fSLEFABamHI TATGGATCCTATGGCTGTGGGACTTCGTTGC
rSLEFAPstl CTCCTGCAGACACTCTCCTTTAAGATGGGCTTC




3.2.7 Mapeamento de residuos criticos do Segmento 3 do Dominio de Interacéo

Evidéncia funcional da interacdo entre as proteinas pode ser obtida inicialmente pelo
mapeamento de residuos de NS5 criticos para a interacdo com elF3L. Isto foi realizado
através de genética reversa, na qual foram introduzidas mutacdes no gene que codifica a
proteina NS5, especificamente no segmento 3 ( aminoacidos 433 a 449) do ID de RNApol,
para investigar sua funcdo génica.

As regides a serem alteradas em NS5 foram analisadas com a colaboracéo do Dr. Jodo
Barbosa (Laboratério Nacional de Luz Sincroton). A regido FWELVDEERKLHQQGRC do
segmento 3 do ID, a qual corresponde a uma sequéncia entre 0s aminoacidos 433 e 449, é
considerada conservada entre os Flavivirus (Figura 10). Essa regido foi entdo analisada com o
uso de softwares especificos que predisseram as estruturas secundaria e terciaria da regido

mapeada. Em seguida, as mutacgdes foram desenhadas e estédo descritas no Quadro 5.

433 449
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Figura 10. Alinhamento de aminoacidos 433-449 referentes ao ID de Flavivirus.

(GenBank: DENV2-AF022437; DENV3-AY858045; DENV4-AY762085; Edge Hill-
AF013372; JEV-AF080251; SLEV-AY632544; YFV-DQ100292). Fonte: Adaptado Madrid,
2007, Dissertacdo de Mestrado.



3.2.7.1 Construcéo do plasmideo molde para mutagénese

Inicialmente, o ID do dominio RNA polimerase (NS5) foi clonado no vetor pPGEM®-
T Easy (Promega) a partir dos produtos de PCR contendo sitios de restricdo enzimética
especificos para posterior subclonagem no vetor pGBKT?7.

O vetor pPGEM®-T Easy possui multiplos sitios de restricdo, cauda de timina na
extremidade 3'terminal para aumentar a eficiéncia de ligacdo do inserto ao plasmideo,
marcador de resisténcia a ampicilina, e o0 gene lacZ que codifica a enzima BR-galactosidase. A
enzima [3-galactosidase converte a lactose presente no meio em galactose e glicose e um
pigmento que tornam as colénias de coloracdo azul. Quando o gene de interesse esta inserido
no vetor, essa enzima perde sua atividade e entdo colnias brancas sdo formadas.

A Figura 11 representa o mapa do vetor.
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Figura 11. Mapa de restricdo e sitios multiplos de clonagem do vetor pGEM®-T Easy
(PROMEGA)

Para a amplificacdo do inserto ID, foi empregado os primers 2fEcoRIRnaPol (10



pmol), cujaextremidade 5 contém sequiéncia para a enzima de restricéo EcoRI (Invitrogen) e
7rPstIRnaPol (10 pmol), com seqliéncia para a enzima de restricdo Pstl (Invitrogen), também
naextremidade 5'. A sequénciade primers utilizados estdo descritos no Quadro 4.

As reacdes de PCR foram feitas com enzima taq DNA polimerase Platinum® PCR
SuperMix High Fidelity (Invitrogen), acrescido de 0,5 ul de enzima Easy Tag DNA
Polimerase (LGC Biotecnologia) para adicdo de uma cauda de adenina a extremidade 3°
(garantia de maior eficiéncia de ligacdo ao vetor com cauda de timina), e DNA plasmidial
pPACNR-FLYF17D.

As ciclagens consistiram de um ciclo inicial de 94°C por um minuto, seguido por 30
ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por trinta segundos e 72°C por dois minutos,
terminando com um ciclo de 72°C por 10 minutos para a finalizacdo da extens&o.

Eletroforese em gel de agarose 1% foi realizada para a verificagéo do produto da PCR
de 240 pb. Os fragmentos amplificados foram extraidos pelo PureLink™ Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen), purificados com etanol (protocolo item 3.1.1) e, posteriormente

quantificados em espectrofotometro.

Quadro 4. Primers usados na constru¢édo do plasmideo ID-pGEM-T Easy

Primer Sequiéncia5'-3"
2fEcoRIRnaPol TAT GAATTC GCG GGA ACT AGG AAG ATC
7rPstIRnaPol TAT CTG CAG TCAACACCTGCCTTGTTG GTG

3.2.7.1.1. Reacdo de Ligacéo

A reacdo de ligacdo foi feita segundo a equacdo:  ng vetor x Kb inserto x 3/1
Kb vetor

(inserto/vetor) pela enzima T4 DNA Ligase (1U/uL) (Invitrogen) e, incubada durante
16h/16°C. O produto da ligacdo foi precipitado com N-butanol. Para isso, foi adicionado ao
produto da ligacdo 30 ul de agua (RNase, DNase free) e 500 ul de N-butanol. A solucéo foi
vortexada até ficar homogénea, e entdo centrifugada a 16000g/TA/10min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet seco em temperatura e ressuspendido em 10 ul de &gua (RNase, DNase

free).



3.2.7.1.2. Transformacao em células competentes E. coli DH5a

O produto da ligacdo (5 ul) foi transformado em 50 pl de E. coli DH5a
eletrocompetentes usando cuvetas de vidro (2 mm). O procedimento foi realizado em
eletroporador (Eletroporator Eppendorf 2510) a 2,5 KV, 25 uFA e 200 Q. Em seguida, foi
adicionado 1 ml de meio Luria-Bertani (LB) e a mistura incubada a 37°C durante uma hora e
meia. Ao final da incubacdo, a mistura foi centrifugada por um minuto a 16000g e o
precipitado de células foi gentilmente ressuspendido e plaqueado em meio seletivo, contendo
antibidtico  ampicilina 50 pg/ml, X-Gal 2% (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-p-D-
Galactopyranoside), IPTG 0,1 M (lIsopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) para inducdo de
expressao génica. Apos secagem, as placas foram incubadas a 37°C, durante 16 horas, para

crescimento dos transformantes.

3.2.7.1.3. Anélise dos transformantes

Apos a incubagdo, 10 colonias de transformantes ID-pGEMT foram selecionadas para
triagem inicial quanto a presenca de clones positivos. Para tanto, cada transformante foi
inoculado em 4,0 mL de meio LB contendo antibiotico ampicilina 50 pg/ml, seguido por
incubacao a 37°C.

Decorrido o periodo de incubacdo de 16-18 horas, 2,0 uL de cada cultura foram
analisados por PCR Easy Tag DNA Polimerase (LGC Biotecnologia) utilizando os mesmos
primers usados na amplificacéo inicial (Quadro 4).

Para verificar a amplificacdo dos produtos de PCR foi feita eletroforese em gel de

agarose 1%.
3.2.7.1.4. Extracao de DNA plasmidial recombinante
Os clones positivos com bandas de 240 pb foram submetidos a extracdo de DNA

plasmidial pelo kit MiniPrep High Pure Plasmid Isolation (Roche), segundo recomendagdes
do fabricante. Apds a extracdo, 0 DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotdmetro.



3.2.7.1.5. Insercao de mutacdes no plasmideo molde

O DNA plasmidial ID-pGEMT foi submetido a PCR utilizando quatro pares de
primers (125 ng) contendo mutagdes desejadas, para isso, foi utilizando o kit Quick Change®
Il Site- Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Os primers sense e complementar foram
desenhados de tal forma que reconhecessem a mesma seqiiéncia em fitas opostas e ambos
contendo a mutacdo desejada. As sequencias dos primers utilizados com as respectivas
mutacdes introduzidas estéo descritos no Quadro 5.

As reacdes de PCR foram feitas com a enzima tag DNA polimerase PfuUltra HF do
kit, DNA plasmidial e os primers. As ciclagens consistiram de um ciclo inicial de 95°C por
trinta segundos, seguido por 16 ciclos de 95°C por trinta segundos, 55°C por um minuto,
terminando com um ciclo de 68°C por trés minutos. ApOs as ciclagens, os produtos
amplificados foram tratados com a endonuclease Dpnl e incubados a 37°C durante uma hora.
Essa enzima possui a sequéncia alvo 5-Gm°ATC-3" e é especifica para digerir DNA
metilado, ou seja, todo 0 DNA parental molde, selecionando assim apenas 0 DNA sintetizado

contendo as mutagdes.

Quadro 5. Primers selecionados para mutages sitio-dirigidas no Dominio de Interacéo.

Mutacbes Primer Sequéncia (5'-3')
FA33A/WA434AN4A3TA SFWELYV | ctgtccaagacccaaaggccgcggaactggcggatgaagaa
agg
rFWELYV | cctttcttcatccgecagttcegeggectttgggtettggacag
D438N SNEE gttctgggaactggtgaatgaagaaaggaagctge
rNEE gcagcttcctttcttcattcaccagttcccagaac
D438S SSEE gttctgggaactggtgagtgaagaaaggaagcetgcaac
rSEE ggtgcagcttcctttcttcactcaccagttcccagaac
R441A/HA44A sRKLH | ggaactggtggatgaagaagcgaagctggcccaacaagge

rRKLH gccttgttgggcecagcettegcettettcatccaccagttcc




3.2.7.1.6. Transformacao em células competentes XL1-Blue

Os produtos da PCR, com as possiveis mutaces, foram transformados em bactéria
XL1-Blue competentes, segundo recomendac6es do fabricante. O volume da transformacao

foi plagueado em meio seletivo contendo ampicilina 50 ug/ml, X-Gal 2%.

3.2.7.1.7 Anélise dos Transformantes

Foram selecionadas 10 coldnias brancas de transformantes ID-pGEMT de cada
mutacdo para triagem inicial quanto a presenca de clones positivos. Para tanto, cada
transformante foi inoculado em 4,0 mL de meio LB contendo antibidtico ampicilina 50 pg/ml,
seguido por incubacdo a 37°C.

Decorrido o periodo de incubacdo de 16-18 horas, 2,0 uL de cada cultura foram
analisados por PCR Easy Tag DNA Polimerase (LGC Biotecnologia) utilizando os mesmos
primers usados na amplificacdo inicial (Quadro 4).

Para verificar a amplificacdo dos produtos de PCR foi feita eletroforese em gel de

agarose 1%.

3.2.7.1.8. Extracao de DNA plasmidial recombinante

Os clones positivos com bandas de 240 pb foram submetidos a extracdo de DNA
plasmidial pelo kit MiniPrep High Pure Plasmid Isolation (Roche), segundo recomendagdes
do fabricante. Apds a extracdo, 0 DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotdmetro.

3.2.7.1.9. Sequenciamento nucleotidico

Os clones positivos foram analisados para verificagdo das mutacOes inseridas no
plasmideo, bem como quanto a correta insercdo do inserto no vetor pPGEMT através de
sequenciamento como ja descrito no item 3.1.1, com os primers a 3,2 pmol descritos no
Quadro 6.



Quadro 6. Primers usados no sequenciamento dos plasmideos mutantes ID-PGEMT

Primer Sequiéncia5’-3"

T7PROMOTER TAATACGACTCACTATAGGGC

7RPstIRnaPol TAT CTG CAGTCAACACCTGCCTTGTTG GTG
2FEcoRIRnaPol TAT GAATTC GCG GGA ACT AGG AAG ATC
Gal4BDSeq3 CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC

3.2.7.2 Recombinacéo dos plasmideos mutantes no vetor pGBKT7

Apols verificagdo das mutacbes no sequenciamento, os plasmideos mutantes
denominados ID (F433A/W434A/NV437A)-pGEMT, ID (D438N)-pGEMT, ID (D438S)-
pGEMT e ID (R441A/H444A)-pGEMT foram recombinados no vetor pGBKT7 para

posterior teste em sistema duplo-hibrido.

3.2.7.2.1 Ensaio de Restricdo Enzimética

Tanto os plasmideos mutantes citados acima, quanto o vetor pGBKT7, foram
submetidos ao ensaio de restricdo enzimatico com as enzimas EcoRI e Pstl (Invitrogen) para
digestdo durante 2h a 37°C. Em seguida, foi feita eletroforese em gel de agarose 1% para
confirmacdo das digestdes enzimaticas, e extracdo dos fragmentos do gel. Os fragmentos

foram purificados com etanol e quantificados os DNAs em espectrofotometro.
3.2.7.2.2 Reacao de Ligacéo
As reacdes de ligacdo foram feitas segundo a razéo de 1:2 (vetor/inserto) pela enzima

T4 DNA Ligase (5U/uL) (Roche) e, incubada durante 16h a 4°C. Os produtos da ligagéo

foram precipitados com N-butanol.

3.2.7.2.3 Transformacao em células competentes E. coli DH5«

Os produtos da ligagdo (5 ul) foram transformados em 50 pl de E. coli DH5a

eletrocompetentes. Ao final da incubacédo, a mistura foi centrifugada por um minuto a 16000g



e o precipitado de células foi gentilmente ressuspendido e plaqueado em meio seletivo,
contendo antibiotico kanamicina 30 pg/ml (marcador de selecdo do vetor pGBKT7). Apds
secagem, as placas foram incubadas a 37°C, durante 16 horas, para crescimento dos

transformantes.

3.2.7.2.4 Analise dos transformantes

Ap6s a incubacdo, 10 colbnias dos transformantes de cada recombinacdo foram
selecionadas para triagem inicial quanto a presenca de clones positivos. Para tanto, cada
transformante foi inoculado em 4,0 mL de meio LB contendo antibiotico kanamicina 30
ug/ml, seqguido por incubacao a 37°C.

Decorrido o periodo de incubacdo de 16-18 horas, 2,0 uL de cada cultura foram
analisados por PCR Easy Taq DNA Polimerase (LGC Biotecnologia) utilizando os mesmos
primers usados na amplificacdo inicial (Quadro 4).

Para verificar a amplificacdo dos produtos de PCR foi feita eletroforese em gel de

agarose 1%.
3.2.7.2.5 Extracgéo de DNA plasmidial recombinante

Os clones positivos com bandas de 240 pb foram submetidos a extracdo de DNA
plasmidial pelo kit MiniPrep High Pure Plasmid Isolation (Roche), segundo recomendagdes
do fabricante. Apoés a extracdo, o DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotémetro.

3.2.7.2.6 Sequenciamento nucleotidico

Os clones positivos foram analisados por sequenciamento, para avaliar a correta

insercdo dos insertos ao vetor pGBKT?7.

3.2.7.3 Transformacéo em levedura dos plasmideos mutantes (iscas) no duplo-hibrido

Inicialmente, a levedura S. cerevisiae AH109 foi repicada em agar YPD e incubada a

30°C durante dois ou trés dias. Em seguida, uma massa celular de leveduras foi inoculada em



aproximadamente 5,0 mL de meio YPD e incubada a 30°C, até DOgoo maior que 1 (16-18
horas). Atingida esta concentracdo celular, as culturas foram centrifugadas a 3000 g por um
minuto. Foi entdo descartado o sobrenadante e adicionado agua MilliQ para lavagem dos
pellets, em seguida novamente centrifugadas e desprezado os sobrenadantes. As células foram
ressuspendidas em 1 ml de LiAc 100 mM (&cido litico), incubadas por 15 minutos a 30°C,
centrifugadas e o sobrenadante descartado. A massa de células competentes foi utilizada para
as transformacdes das iscas ID (F433A/W434A/VV437A)-pGBKT7, ID (D438N)-pGBKT7, ID
(D438S)-pGBKT7, ID (R441A/HA444A)-pGBKT7.

Para cada transformacdo foi adicionado primeiramente 25 ul de células competentes
em tubos de 1,5 ml, em seguida 240 ul PEG (50%w/v), 36 ul de LiAc 1 M, 10 ul de DNA
carreador Herring Sperm (Promega) (10 ug/ul) previamente aquecido por 5 minutos por 98°C
e armazenado no gelo, 2 pg de DNA plasmidial e 45 ul de agua MilliQ estéril. As solucdes
foram vortexadas até ressuspensdo das células, e incubadas por 20 minutos a 42°C. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 16000g durante 1 minuto, o sobrenadante descartado
e as células ressuspendidas gentilmente em 200 ul de agua MilliQ estéril. As suspensdes
celulares foram plagueadas em agar drop-out simples SD-Trp (com auséncia do aminoacido
triptofano, seleciona levedura que contém a isca devido a presenca do marcador nutricional
TRP1 no pGBKT7). Apds incubacdo a 30°C por dois a trés dias, algumas colonias foram
selecionadas e repicadas em agar SD-Trp para estoque de leveduras contendo as iscas.

3.2.7.4 Transformacdo em levedura da presa el F3L-pACT2 no duplo-hibrido

O plasmideo elF3L-pACT2 foi utilizado como presa no sistema duplo-hibrido para
deteccdo de intera¢Ges ou ndo com cada plasmideo mutante.

Para a transformacdo, as leveduras S. cerevisiae AH109 contendo as iscas dos
mutantes foram repicadas em meio seletivo SD-Trp e incubada a 30°C durante dois ou trés
dias. Em seguida, repetiu-se 0s mesmos procedimentos descritos anteriormente para a presa
elF3L-pACT2.

Para a selecdo dos transformantes, todo o conteddo do tubo de transformacdo foi
inoculado em &gar drop-out simples SD-Trp-Leu (com auséncia dos aminoécido triptofano e
leucina, seleciona levedura que contém a isca e a presa devido a presenca do marcador
nutricional TRP1 no pGBKT7 e LEU2 no pACT2). Apds incubacdo a 30°C por dois a trés
dias, algumas coldnias foram selecionadas e repicadas em agar SD-Trp-Leu para estoque de

leveduras contendo a isca e a presa.



3.2.7.5 Teste de ativacao dos genes repérteres HIS3 e ADE2

Os transformantes ID (F433A/W434A/V437A)-pGBKT7 + elF3L-pACT2, ID
(D438N)-pGBKT7 + elF3L-pACT2, ID (D438S)-pGBKT7 + elF3L-pACT2, ID
(R441A/HA44A)-pGBKT7 + elF3L-pACT2, controles positivo p533D + T-AD e ID-pGBKT7
+ elF3L-pACT2, negativo pGBKT7Lam + pGADT7-T foram avaliados quanto a capacidade
de ativacdo dos genes reporteres HIS3 e ADE2 de AH109.

3.3 Confirmacéo da interacdo NS5-elF3L in vitro (GST-pull down)

3.3.1 Construgéo dos plasmideos

A confirmacéo da interagdo da proteina NS5, ID do dominio RNA polimerase, com a
proteina elF3L foi realizada segundo metodologia empregada por Chung e colaboradores
(2000). Inicialmente, foi construido o plasmideo ID-GST a partir dos produtos de PCR
contendo sitios de restricdo enzimatica especificos. A PCR foi realizada com os primers
2fECORIRNAPol e rFragAXho (Quadro 7), enzima taqg DNA polimerse (SuperMix High
Fidelity, Invitrogen) e pACNR-FLYF17D (plasmideo que contém o genoma completo do
YFV). O produto da PCR foi digerido com enzimas EcoRI e Pstl (Invitrogen) e purificado
com etanol para ligacdo no vetor de expressdo em E.coli pGEX5x-1 (Invitrogen). O produto
da ligagdo foi transformado em E coli DH5a quimicamente competente pelo método de
cloreto de célcio 0,1 M. Os transformantes foram avaliados por PCR utilizando 0s mesmos
primers usados na amplificacdo (Quadro 7) e os clones positivos com bandas de 240 pb foram
submetidos a extracdo de DNA plasmidial pelo kit MiniPrep High Pure Plasmid Isolation
(Roche) para posterior seqiienciamento pelo método de dideoxinucleotideo, utilizando, para
tanto, o kit BigDye terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA) e as sequencias obtidas foram
analisadas no programa DS Gene 2.0 (Alcerys).

O plasmideo elF3L-pSGFlag também usado no experimento foi cedido gentilmente

por Pierre Jalinot, Laboratorie de Biologie Moleculaire de la Cellule, Lyon, France.



Quadro 7. Primers usados na construcdo do plasmideo-GST

Primer Sequiéncia5’-3"
2fEcoRIRNAPOoI TATGAATTCGCGGGAACTAGGAAGATC
rFragAXho TATCTCGAGTCAACACCTGCCTTGTTGGTG

3.3.2 Expressédo de proteinas

O plasmideo ID-GST e o vetor vazio pGEX5x-1 foram transformados em E. coli
BL(DE3)21 (Stratagene) quimicamente competente pelo método de cloreto de calcio 0,1 M,
para teste da expressao protéica.

Uma colonia fresca do transformante foi inoculada em 1 ml de meio LB contendo o
antibidtico cloranfenicol 100 ug/ml e ampicilina 50 ug/ml. As culturas foram incubadas a
37°C durante 16 horas. Em seguida, a cultura foi diluida na razéo de 1:100 em meio LB com
0s mesmos antibidticos e incubada nas mesmas condicdes até DOgpo=0,8. Uma aliquota de 1
ml foi colhida (zero hora) antes da indu¢do com 1 mM IPTG. Seguiu-se a incubacao durante 3
horas com colheitas de 1 ml realizadas a cada hora (1 h, 2 h e 3 h). As aliquotas foram
mantidas em gelo até 0 momento em que foram centrifugadas a 16000g por 1 minuto. O pellet
formado foi homogeneizado em tampéo (2xSDS-loading buffer), aquecido a 99°C durante 5
minutos e aplicado em SDS-PAGE. O gel foi corado com Comassie Brilhant Blue e
fotografado em sistema de imagem Gel Logic 2200 (Kodak).

3.3.3 Purificacdo de ID-GST e GST

Inicialmente, as proteinas ID-GST e GST foram expressas em 500 ml de cultura de E.
coli BL(DE3)21. O extrato celular foi homogeneizado em 20 ml de Tampéo de Lise (Tampéao
Fosfato pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,2% de Triton X-100, 1 mM DTT, 5% Glicerol, 2 mM
Benzamidina), sonicado (4 vezes de 20 segundos) e centrifugado a 16000g, durante 15
minutos. Aliquotas dos sobrenadantes e precipitados foram colhidas e analisadas em SDS-
PAGE.

A purificacdo das proteinas na fracdes sollveis (sobrenadante) foi realizada por
afinidade em coluna Glutathione-Sepharose 4B (Amersham Biosciences), com o auxilio de
bomba peristéltica e fluxo de 1 ml/min. As proteinas purificadas foram analisadas em SDS-
PAGE, concentradas e dialisadas usando o Centricon (Millipore), quantificadas pelo método



de Bradford utilizando o Bio Rad Protein Assay (Bio Rad) e armazenadas a 4°C.
3.3.4 GST-pulldown

No estudo, foi analisada a presenca de interacdo entre 0 Dominio de Interacdo de NS5
do virus da Febre Amarela e a proteina celular elF3L através da técnica de proteinas de fusao
GST.

Inicialmente, foram preparadas duas placas de 10 cm com aproximadamente 3,3x10°
de celulas linhagem Hela (células epiteliais humanas provenientes de tumores cervicais)
cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle’'s (DMEM) contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB), penicilina 100U/ml e estreptomicina 100U/ml.

Apdbs aproximadamente 16 horas de crescimento, com 90-95% de confluéncia da
placa, as ceélulas foram transfectadas com o plasmideo elF3L-pSGFLAG usando
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) na razdo de 1:3 (DNA plasmidial:lipofectamina) em meio
DMEM sem adigdo de antibioticos e soro fetal bovino, segundo recomendagdes do fabricante.
O complexo DNA/lipofectamina foi adicionado a placa por 4-6h a 37°C em atmosfera imida
de 5%CO,. Apos decorrido esse tempo, 0 meio de cultura das placas foi substituido por
DMEM 1%SFB com antibioticos e seguida a incubacdo por 48h nas mesmas condi¢des de
temperatura e atmosfera. Como controle negativo, foram usadas células ndo transfectadas.

Apbs 48horas, procedeu-se a lise celular. A monocamada celular foi previamente
lavada 2x com tampdo PBS Co-IP (0,15 M NaCl; 0,01 M Na,HPOy; pH 7,2), as células
retiradas com auxilio de scrap e a suspensdo celular foi transferida para um tubo de 15 ml. A
suspensdo celular foi centrifugada a 1000g por 15 minutos a 4°C; o sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas gentilmente com 3 a 5 volumes do pellet com tampéo
de lise gelado (50 mM Tris-HCI pH 7.5; 150 mM NacCl; 0.5% NP-40; 1 mM NaF; 0.2 mM
NasVos; 10 mM B-glicerolfosfato; inibidor de protease Mini complete Roche®), incubadas por
30 minutos a 4°C sob agitacdo branda. Ap6s a incubacdo, a suspensdo foi centrifugada a
12000g a 4°C por 10minutos. O sobrenadante foi recolhido, dosado pelo método de Bradford
e estocado a 4°C até o momento do uso.

Para a realizacdo do experimento foram adicionados 10 ug do ID-GST em duplicata
em tubos de 1,5ml e 10 ug do GST em duplicata em outros tubos de 1,5ml, ambos diluidos
em cerca de 1,250ml de tampéo PBS filtrado gelado (140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM
Na;HPO,. 1,8 mM KH,POy4; pH 7,4) acrescido de inibidores de proteases (cocktail Mini
complete Roche®) e fosfatases (ImM NaF; 0,2mM Na3VOs; 10mM p-glicerofosfato). Em



sequida, foi adicionado nos tubos 50 ul de Slurry 50% (Glutathione Sepharose 4B, GE
Helthcare), preparado antes do uso segundo recomendacdes do fabricante. Os tubos foram
incubados a 4°C em agitacdo branda por 1 hora. Decorrido o tempo, os tubos foram
centrifugados a 800g a 4°C por 2 minutos, descartado o sobrenadante e as beads lavadas 5
vezes, nas 4 primeiras lavagens com 1ml de tampao PBS gelado e na ultima com tampéo de
lise para retirada de proteinas ndo ligadas a coluna de sepharose.

Foi entdo adicionado aproximadamente 600 ug de proteina (elF3L-pSGFlag) do lisado
celular nos tubos ID-GST 1 e GST 1; e 600 ug de proteina do lisado de células controle ndo
transfectadas nos tubos ID-GST 2 e GST 2. O volume dos tubos foi completado em cerca de
1,250ml de tampao de lise descrito anteriormente. Os tubos foram incubados por 2 horas a
4°C em agitacdo branda. Posteriormente foram centrifugados a 800g a 4°C por 2 minutos e as
beads lavadas 4vezes com 1 ml do mesmo tampdo de lise para retirada de proteinas nao
ligadas a coluna de sepharose. As beads foram ressuspendidas em 50 ul de 2x SDS loading
buffer e uma aliquota de 100 ug do lisado celular da transfeccao foi ressuspendida em 5 ul 2x
SDS loading buffer (Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, contendo SDS 4%, glicerol 20%, 2-R-
mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol 0,001 M) para teste de expressdo da proteina
elF3L.

As amostras foram aquecidas a 99°C por 5 minutos para desnaturacdo proteica e
aplicadas em SDS-PAGE 10% segundo, a 120 V, aproximadamente 3 horas em cuba vertical
(MiniVE Vertical Electrophoresis System/ Amersham Biosciences). Ap6s a corrida, foi
realizado Western Blotting para deteccdo das interacGes. As proteinas foram transferidas em
membrana de nitrocelulose PVDF (Immun-blot, Bio-Rad) em condic¢des de 25 V, 300 mA, 1
h. Em seguida a membrana foi bloqueada em tampéo de bloqueio (PBS 7,4 acrescido de 0,1%
de Tween-20 e 10% de leite em pd desnatado) sob agitacdo branda/TA/1h. A membrana foi
incubada em tampao de bloqueio contendo o anticorpo primario Anti-FLAG (1mg/ml; Sigma)
produzido em mouse na diluicdo 1:1000. Apés a incubagdo, a membrana foi lavada 3x durante 5
minutos com tampd PBS 0,3% Tween-20 para retirada de anticorpos ndo ligados.
Prosseguiu-se entdo com a incubacdo da membrana com o anticorpo secundario Anti-Mouse
(Img/ml; Zymed) produzido em cabra, marcado com peroxidase, na diluicdo de 1:5000
durante 30 min em tampao de blogueio. Ap6s 3 lavagens de 5 min com PBS 0,3% Tween-20
para retirada de anticorpos ndo ligados, foi adicionado substrato quimioluminscente (ECL
Plus ; GE Healthcare). A revelacdo foi feita em filme High Performance Chemiluminescence

Film (Amersham Bioscience).



3.4 Confirmacéo da interacdo NS5-elF3L em culturas celulares

3.4.1 Co-Imunoprecipitacdo

Para confirmar que a interagdo NS5-elF3L forma um complexo in vivo, o teste de
coimmunoprecipitacdo das proteinas NS5 e elF3L foi realizado conforme metodologia
descrita por Chua e colaboradores (2004), com algumas modificacdes. O ensaio foi realizado
com o plasmideo elF3L-pSGFlag e virus YFV de linhagem vacinal YF17D (Fiocruz, Brazil)
para expressao da proteina NS5.

Inicialmente, foram preparadas quatro placas de 10 cm com aproximadamente 3,3x10°
de células linhagem Vero (células de rim de macaco verde da Africa) cultivadas em meio
Minimum Essential medium (MEM) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina
100U/ml e estreptomicina 100U/ml. Apos aproximadamente 16 horas, com 90-95% de
confluéncia das placas, o meio foi aspirado e adicionado meio MEM sem SFB e sem
antibioticos.

As células Vero foram transientemente transfectadas com elF3L-pSGFlag usando
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) na razdo de 1:3 (DNA plasmidial:lipofectamine) em meio
MEM sem adic¢éo de antibidticos e soro fetal bovino, segundo recomendag6es do fabricante.
Ap0s 24 h, as células foram infectadas com 5 MOI de YFV cepa 17D e incubadas com MEM
sem adicdo de SFB durante 2 h. As células infectadas foram lavadas com PBS e reincubadas
em MEM com 1% SFB por 48 h na presenca de 5% CO,, Células Vero ndo transfectadas e
ndo infectadas foram usadas como controle.

Apos 48horas, procedeu-se a lise celular. A monocamada celular foi previamente
lavada 2x com tampdo PBS Co-IP (150 mM NacCl; 0,01 M Na,HPOQO,; pH 7,2), e as células
foram tiradas com o auxilio de scrap. A suspensao celular foi centrifugada a 420g a 4°C por
5min; o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas gentilmente com 3 a 5
volumes do pellet com tampéo de lise gelado (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0.1%
NP-40; 5% glicerol; 1 mM NAF; 0.1 NazVos; 10 mM B-glicerolfosfato, e inibidor de protease
Mini complete Roche) incubadas por 30min a 4°C em agitacdo branda. Apos a incubacdo, a
suspensdo foi centrifugada a 1000g a 4°C por 10min. O sobrenadante foi recolhido, dosado
pelo método de Bradford e estocado a 4°C por curto periodo de tempo. A resina Anti-flag
M, affinity gel (Sigma Az220) foi previamente ressuspendida antes do uso e 40ul dessa solugéo
foi distribuida em 4 tubos de 1,5ml. Os tubos foram centrifugados a 5000g, 4°C por 30seg e
descartado o sobrenadante. A resina foi lavada 2x com tampéo TBS filtrado (50 mM Tris-HCI

pH 7,4; 150 mM NaCl) e equilibrada com 2x o volume das beads em tampédo de lise.



Quantidades equivalentes dos extratos protéicos (0,5 mg) foram incubadas com a resina
durante 3 h a 4°C em agitacdo branda. Os tubos foram centrifugados a 50009, 4°C por 30seg e
realizadas 3 lavagens com tampédo TBS para retirada de proteinas ndo ligadas a resina Anti-
Flag. Em seguida, ressuspendeu-se as beads em 50 ul de 2x SDS loading buffer e uma
aliquota de 100ug dos lisados celulares controles foi ressuspendida em 5 pl 2x SDS loading
buffer para teste de expressao das proteinas elF3L e NS5-YFV.

Os complexos proteina-anticorpo foram resolvidos por SDS-PAGE como j& descrito
no item 3.3.4. A proteina NS5 foi identificada por Western blotting (item 3.3.4) usando
anticorpo anti-YFNS5 (1:4000). Anti-YFNS5, produzido em coelho foi gentilmente cedido
por Charles M. Rice, Rockfeller University (CHAMBERS et al., 1990) . Para a identificacao
da proteina elF3L, foi usado anticorpo priméario Anti-FLAG (1mg/ml; Sigma) na diluigdo de
1:1000. A revelacdo foi feita em filme High Performance Chemiluminescence Film

(Amersham Bioscience).

3.5 Avaliacao do efeito da superexpressdo de elF3L na replicagdo do virus da Febre

Amarela em cultura celular

3.5.1 Superexpressao de elF3L

Para estabelecer a significancia da interacdo de elF3L com NS5YFV num contexto
celular, foi avaliada a funcdo de elF3L em células BHK-21-Rep-YFV17D LucNeolres,
linhagem celular contendo um replicon YFV dual-reporter bicistrénico expressando um gene
de resisténcia a neomicina e um gene reporter luciferase (OLIVEIRA & GIL, submitted).

Inicialmente, foi preparada uma placa de 96 wells com aproximadamente 2,38x10* de
células BHK-21-Rep-YFV17D cultivadas em meio Minimum Essential medium (MEM)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina 100U/ml, estreptomicina 100U/ml e
geneticina 500 pg/ml. As células BHK-21-Rep-YFV17D LucNeolres com aproximadamente
70% de confluéncia foram transfectadas com o plasmideo elF3L-pCDNAFLAG usando
reagente Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) de acordo com recomendagdes do fabricante. O
vetor vazio pPCDNAFLAG e células ndo transfectadas foram usadas como controles negativo.
Como controle positivo de inibi¢do da replicacdo viral, foi usado um RNAI contra NS1 YFV
(PACCA et al., 2009). Apos 48 h de transfeccdo, as células em cultura foram coletadas para
analise da atividade de luciferase e expressdo da proteina por Western blotting.

3.5.2 Ensaios de Atividade de Luciferase



Para os ensaios de atividade de luciferase, as células foram lisadas pela adicdo da
solucdo Lysis Buffer (Promega) seguida de incubacgdo a temperatura ambiente por 5 min. Os
extratos celulares foram centrifugados a 12000g por 15 segundos em temperatura ambiente.

Os ensaios de luciferase foram realizados usando 10 ul de sobrenadantes celulares
misturados com 100 pl do substrato Luciferina (Luciferase 1000 Assay System, Promega)
antes das mensuracOes da atividade da luciferase usando Luminémetro (Berthold, Australia).
ComparacOes entre trés replicatas foram analisadas por test-t Student com significancia de
5%.

3.5.3 Western blotting

Para analise em Western blotting, as células foram lisadas em tampéo de lise (50 mM
Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM NaF, 0.2 mM NazVos, 10 mM B-
glicerolfosfato, e inibidor de proteases Cocktail Mini complete Roche®).

Quantidades equivalentes de proteina foram ressuspendidas em 2x SDS loading buffer
e aplicadas em SDS-PAGE 10% como ja descrito no item 3.3.4. A proteina elF3L foi
identificada por Western blotting (item 3.3.4) usando anticorpo primario Anti-FLAG
(Img/ml; Sigma) na dilui¢do de 1:1000. Como controle end6geno, foi avaliada a expresséo da
proteina GAPDH, usando anticorpo primario Anti-GAPDH (1mg/ml; Sigma) na diluicdo de
1:10000. A revelacéo foi feita em filme High Performance Chemiluminescence Film

(Amersham Bioscience).

3.6 Expressao e purificacdo da proteina elF3L

3.6.1 Construcao do plasmideo

3.6.1.1 Amplificacéo do gene elF3L

Inicialmente, foi construido o plasmideo elF3L-pET?21a a partir dos produtos de PCR
contendo sitios de restricdo enzimatica especificos.
O vetor pET21a (Novagen) carrega na sua por¢do C-terminal uma sequéncia His-tag,

uma cauda de histidina com afinidade por ions niquel.



A Figura 12 representa 0 mapa do vetor.
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Figura 12. Mapa de restricdo e sitios de clonagem do vetor pET21a (Novagen)

Para a amplificagdo do inserto elF3L foi empregado os primers felFpET21a (10
pmol), cujaextremidade 5 contém seqliéncia para a enzima de restricdo EcoRI (Invitrogen) e
relFpET21a (10 pmol), com sequéncia para a enzima de restricdo XhOI (Invitrogen), também
naextremidade 5. A sequénciade primers utilizados estdo descritos no Quadro 8.

As reacdes de PCR foram feitas com enzima taq DNA polimerase Platinum® PCR
SuperMix High Fidelity (Invitrogen) e DNA plasmidial elF3L-pSGFlag. As ciclagens
consistiram de um ciclo inicial de 94°C por dois minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por
um minuto, 55°C por um minuto e 72°C por dois minutos, terminando com um ciclo de 72°C
por 10 minutos para a finalizacdo da extenséo.

Eletroforese em gel de agarose 1% foi realizada para a verificagdo do produto da PCR



de 1600 pb. Os fragmentos amplificados foram extraidos pelo PureLink™ Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen), purificados com etanol e, posteriormente quantificados em

espectrofotdmetro.

Quadro 8. Primers usados na construcdo do plasmideo elF3L-pET21a

Primer Sequiéncia5’-3"
felFpET21a TATGAATTCATGTCTTATCCCGCTGATGATTAT
relFpET21a TATCTCGAGAGGTCTCTGTCCCATCTTCTTCAGGG

3.6.1.2 Ensaios de Restricdo Enzimética

Tanto o inserto elF3L, quanto o vetor pET21a, foram submetidos ao ensaio de
restricdo enziméatico com as enzimas EcoRI e XhOI (Invitrogen) para digestdo durante 2h a
37°C. Em seguida, foi feita eletroforese em gel de agarose 1% para confirmacao das digestes
enzimaticas do inserto e vetor, e extracdo dos fragmentos do gel. Os fragmentos foram

purificados com etanol e quantificados os DNAs em espectrofotdmetro.

3.6.1.3 Reacéo de Ligacéo

A reacdo de ligacdo foi feita segundo a razdo de 1:2 (vetor/inserto) pela enzima T4
DNA Ligase (1U/uL) (Invitrogen) e, incubada durante 16h a 16°C. O produto da ligacéo foi

precipitado com N-butanol.

3.6.2 Transformacdo em células competentes E. coli DH5a

O produto da ligagdo (5 ul) foi transformado em 50 ul de E. coli DH5a
eletrocompetentes. Ao final da incubagéo, a mistura foi centrifugada por um minuto a 16000g
e o precipitado de células foi gentilmente ressuspendido e plaqueado em meio seletivo,
contendo antibiético ampicilina 50 ug/ml (marcador de selecdo do vetor pET21a). Apds
secagem, as placas foram incubadas a 37°C, durante 16 horas, para crescimento dos

transformantes.



3.6.3 Analise dos transformantes

3.6.3.1 Triagem por PCR

Apbs a incubacéo, 10 colbnias de transformantes elF-pET21a foram selecionadas para
triagem inicial quanto a presenca de clones positivos. Para tanto, cada transformante foi
inoculado em 4,0 mL de meio LB contendo antibidtico ampicilina (50 pg/ml), seguido por
incubacéo a 37 °C.

Decorrido o periodo de incubacdo de 16-18 horas, 2,0 uL de cada cultura foram
analisados por PCR Easy Tag DNA Polimerase (LGC Biotecnologia) utilizando 0s mesmos
primers usados na amplificacdo inicial (Quadro 8).

Para verificar a amplificacdo dos produtos de PCR foi feita eletroforese em gel de

agarose 1%.

3.6.3.2 Extracdo de DNA plasmidial recombinante

Os clones positivos com bandas de 1600 pb foram submetidos a extracdo de DNA
plasmidial pelo kit MiniPrep High Pure Plasmid Isolation (Roche), segundo recomendagdes

do fabricante. Apés a extracdo, o DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotémetro.

3.6.3.3 Sequenciamento nucleotidico

Os clones positivos foram analisados quanto a auséncia de mutagdes que possam ter
sido originadas nas PCRs, bem como quanto a correta insercao dos insertos no vetor pET21a
através de seqiienciamento nucleotidico por método ja descrito, utilizando os primers 3,2
pmol no Quadro 9. As sequencias obtidas foram analisadas no programa DS Gene 2.0

(Accelrys).



Quadro 9. Primers usados no sequenciamento do plasmideo elF3L-pET21a

Primer Sequiéncia5’-3"

T7PROMOTER TAATACGACTCACTATAGGGC
felF198 GATTGACCAGAAAGTGTATGAGCT
felF385 GGCAATGATGCTGTCTTCC

relF385 GGAAGACAGCATCATTGCC
felF651 CAATCCCAAAATCTGGAATGTTCA
relF651 CTATGAACATTCCAGATTTTGG
felF880 ATCAAGGTGCTGGAGAACATC
relF880 CGATGTTCTCCAGCACCTTGA
felF1101 GCATGCGCTGCTGGCCAT

relF1101 ATGGCCAGCAGCGCATGC

felF1388 TCCTGAAGCTCTACACCAC
relF1388 GTGGTGTAGAGCTTCAGGA

BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG

3.6.4 Transformacéo em celulas competentes E. coli BL(DE3)21

Inicialmente, foram preparadas células E. coli BL(DE3)21 (Stratagene) quimicamente
competente pelo método de cloreto de célcio 0,1 M. Para a transformacdo, 5 ul do DNA
plasmidial de elF3L-pET21a foi adicionado em 50 ul das células competentes. A solucéo foi
incubada no gelo por 30 minutos, em seguida submetida a um choque térmico por 2 minutos a
42°C e novamente incubada no gelo por 2 minutos. Foram adicionados 250 uL de meio
liguido SOC (meio SOB + 200 mM de glicose) e as bactérias foram submetidas a 37°C por 1
hora a 37°C. Posteriormente, as bactérias foram plaqueadas em meio solido seletivo (LB +

ampicilina 50 pg/ml e cloranfenicol 100 ug/ml) e incubadas a 37°C por 16 horas.

3.6.5 Andlise dos Transformantes

Apbs a incubacdo, 5 colbnias de transformantes elF3L-pET21la em BL21 foram
selecionadas para triagem inicial quanto a presenca de clones positivos. Para tanto, cada
transformante foi inoculado em 4,0 mL de meio LB contendo antibi6tico ampicilina (50
ug/ml), seguido por incubacdo a 37 °C.



Decorrido o periodo de incubacdo de 16-18 horas, 2,0 uL de cada cultura foram
analisados por PCR Easy Taq DNA Polimerase (LGC Biotecnologia) utilizando os mesmos
primers usados na amplificacdo inicial (Quadro 8).

Para verificar a amplificacdo dos produtos de PCR foi feita eletroforese em gel de

agarose 1%.

3.6.6 Testes de expressao e solubilizacdo da proteina recombinante

Para a padronizacdo das melhores condi¢cdes de expressao e solubilizacdo da proteina
elF3L em E.coli, foram realizados testes, em pequena escala, com variacfes nas condicGes de
temperatura de crescimento das culturas bacterianas, variagdes nas concentracbes para
inducdo com IPTG e solubilizacao.

Uma col6nia fresca de elF3L-pET21a selecionada de uma placa de transformacao foi
inoculada em 1ml de meio LB contendo antibioticos cloranfenicol (100 ng/ml) ampicilina (50
ug/ml). As culturas foram incubadas a 37°C, sob agitacdo, durante 16 horas. Apés a
incubacdo, o indculo foi diluido (1:100) em 5 ml de meio LB com os mesmos antibidticos e
incubado a diferentes temperaturas (20°C, 25°C, 30°C e 37°C) até o crescimento celular ser
observado na densidade dptica no valor de 0,6 unidades de absorbancia a 600nm. Aliguotas
de 1ml foram colhidas (0 h) antes da indug@o com variagdes de 0,2 mM; 0,5 mM; 1mM de
IPTG (isopropil p -D- tiogalactopiranosideo, analogo da lactose). Seguiu-se a incubagédo
durante 3 horas, nas diferentes temperaturas. Apés a induc¢éo, aliquotas de 1ml foram colhidas
(3 h), e os restantes das culturas foram centrifugados a 16000g durante 10 minutos a 4°C.
Para a lise celular, foi realizado um screening usando diferentes detergentes. A utilizacdo de
detergentes é feita para a supressdo da formacdo de agregados insolUveis de proteina ou
solubilizacdo destes quando formados (KUDOU et al., 2011). Os detergentes ndo idnicos,
fracos desnaturantes, utilizados foram t- octylphenoxypolyethoxylethanol (Triton X-100),
octylphenoxypolyethoxylethanol (Nonidet P-40) e Monolaurato de sorbitan etoxilado 20
(Tween-20). Os detergentes idnicos, fortes desnaturantes, foram dodecilsulfato de sodio
(SDS) e N- lauroylsarcosine (Sarkosyl). Na classe dos detergentes ziteridnicos foi utilizado o
brometo de dodeciltrimetilamomio (CHAPS). Todos eles foram usados em concentragdes de
0,5 a 2%. Foram usados também solventes altamente desnaturantes como a uréia e
hidrocloreto de guanidina, com concentrac@es variando de 1 a 8 M. Além disso, o glicerol a

5% foi testado pela sua capacidade supressora de agregacao.



3.6.7 Expressao e solubilizacédo da proteina recombinante em grande escala

Sabendo-se das melhores condi¢es de expressdo e solubilizacdo da proteina
recombinante, foi realizada uma expressdéo em larga escala para producdo de grande
quantidade de elF3L.

Uma col6nia fresca de elF3L-pET21a selecionada de uma placa de transformacéo foi
inoculada em 10ml de meio LB contendo antibi6ticos cloranfenicol (100 pg/ml) ampicilina
(50 ug/ml). As culturas foram incubadas a 37°C, sob agitacdo, durante 16 horas. Apos a
incubacéo, o indculo foi diluido (1:100) em 500 ml de meio LB com os mesmos antibioticos e
incubado a 25°C até o crescimento celular ser observado na densidade optica no valor de 0,6
unidades de absorbancia a 600nm. A densidade celular da cultura foi determinada por
mensuracdo da OD em 600 nm usando espectrofotometro Bio Photometer (Eppendorf). Uma
aliquota de 1ml foi colhida (0 h) antes da indugdo com 1mM IPTG (isopropil B -D-
tiogalactopiranosideo, analogo da lactose). Seguiu-se a incubacdo durante 3 horas, a 25°C.
Apos a indugdo, uma aliquota de 1ml foi colhida (3 h), e o restante da cultura foi centrifugada
a 16000g durante 10 minutos a 4°C. Foi descartado o sobrenadante e o pellet congelado a -
20°C até o momento da lise celular. As fragdes coletadas durante a expressao foram diluidas
em tampdo Loading Buffer 2x e aplicadas em SDS-PAGE 10%.

O precipitado de bactérias proveniente da expressdo foi ressuspenso em 10ml de
tampéo A [0,02M Na,HPO,. 0,5M NaCl; 5% glicerol; 2% sarkozyl; 0,005M Imidazol; 1mM
PMSF (fenil-metil-sulfunil-fluoreto); pH 7,4]. Em seguida, foi adicionado Lysozyma
10mg/ml (Sigma) para lise celular durante 30 min a 4°C e prosseguiu-se com ciclos de
ultrassom em amplitude de 60%, com ciclos de 4s de pulso e 8s de descanso num tempo total
de 10 min no equipamento Sonics. Foi adicionado a solu¢do 0,8% de sulfato de
estreptomicina (Sigma) durante 1h/4°C/ agitacdo, para precipitacio do DNA presente na
amostra. A amostra foi centrifugada a 16000g durante 20min a 4°C e o sobrenadante coletado
para posterior purificacdo. FracBes do sobrenadante e pellet foram coletadas, diluidas em
tampdo Loading Buffer 2x e aplicadas em SDS-PAGE 10% para analise da solubilidade das

amostras.



3.6.8 Purificacdo em cromatografia de afinidade da proteina recombinante

Na cromatografia de afinidade um ligante com atracéo especifica por alguma proteina
da amostra é covalentemente acoplada a matriz da coluna. Quando uma amostra € aplicada na
coluna, apenas as proteinas com afinidade ao ligante presente na resina permanecerao
adsorvidas a matriz. O rompimento da ligacdo entre o ligante e a matriz pode ser feita por
competicdo com ligantes de maior afinidade (BLOCK et al., 2009).

A proteina expressa a partir do vetor pET21a apresenta uma cauda de seis histidinas
na sua regido C-terminal, o que permite sua purificacdo por afinidade utilizando resinas com
ions niquel.

O sobrenadante coletado, foi mantido a 4°C para purificagdo em cromatografia de
afinidade com resina de niquel (HiTrap Chelating 5ml, GeHealthcare) em equipamento
AKTA FPLC (GeHealthcare) para obtengdo de uma proteina com alto grau de pureza.

A fracdo soluvel da proteina (sobrenadante) foi aplicada a 1ml/min na resina
previamente equilibrada com 5 volumes da coluna (CV) de tampdo A, e eluida em 20 CV
com um gradiente linear de 0 a 100% de tampdo B [0,02M Na;HPO,. 0,5M NaCl; 5%
glicerol; 2% sarkozyl; 0,5M Imidazol; ImM PMSF (fenil-metil-sulfunil-fluoreto); pH 7,4]. A
absorbancia das amostras em 280 nm foi analisada pelo software Unicorn 5.2 e as fragOes
coletadas durante a purificagdo foram diluidas em tampédo Loading Buffer 2x e aplicadas em

SDS-PAGE 10% para anélise da pureza das amostras.

3.6.9 Testes de concentracéo e dialise de elF3L purificada

Devido ao fato de que elF3L pudesse apresentar diferentes formas oligoméricas, 0s
eluatos purificados dos picos 1 e 2 da cromatografia de afinidade foram concentrados e
dialisados separadamente. Os diferentes testes de dialise e concentracdo foram realizados para
avaliacdo do comportamento de elF3L quanto a formacdo de precipitados e aderéncia aos
filtros dos concentradores.

Os testes de dialise de elF3L purificada (picos 1 e 2) foram realizados em membrana
(Spectra/Por 6 — 8,00 kDa) a partir de 1 ml de eluato contra tampfes com variagdo na
concentracdo de sal. Os tampdes utilizados foram 20 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl e 20 mM
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl na proporc¢édo 1:100 (amostra/tampao).

Os testes de concentracdo foram realizados a partir de 1 ml de elF3L purificada (picos

1 e 2) usando Centricon 30 kDa (Amicon); Amicon Ultra 30 kDa (Millipore); Didlise Reversa



usando PEG 20000. As amostras submetidas ao Centricon e Amicon foram concentradas a
4°C a uma rotacdo de 2000g para um volume final de 200 ul. Na dialise reversa, as amostras
foram colocadas em membrana (Spectra/Por 6 — 8,00 kDa) e essa entdo coberta por PEG
20000 até uma reducdo de volume aproximada de 5 vezes. As concentragdes das amostras
foram determinadas através da medida de absorbancia a 280 nm em espectrofotdmetro Nano
Drop Spectophotometer 2000C (Thermo Scientific). Fragdes foram coletadas durante os testes
de concentracdo e estas diluidas em tampédo Loading Buffer 2x e aplicadas em SDS-PAGE

10% para anélise das amostras.

3.6.10 Ensaio espectroscopico — Dynamic Light Scattering (DLS)

O ensaio de DLS é utilizado para analise e verificacdo da homogeneidade
(monodispersao) e estado de agregacdo da amostra, que s@o caracteristicas essenciais para a
realizacdo de ensaios cristalogréaficos. Essas informagfes sdo importantes porque quanto
mais homogénea for a amostra, maior a probabilidade de formacao de cristais. Esse ensaio
foi realizado com a finalidade de analisar se as amostras dos picos 1 e 2 da cromatografia de
afinidade tinham caracteristicas semelhantes ou se diferiam quanto a formacdo de
agregados. Apos a purificacdo por cromatografia de afinidade e concentragdo dos picos 1 e
2 (1,5 a 2,0 mg/ml), as amostras foram centrifugadas a 4°C por 30 minutos a uma rotagao de
16000g. O ensaio foi realizado utilizando o equipamento Light Scattering Dyna Pro
(Proteins Solutions), a 18°C, utilizando no minimo 50 ul da amostra a uma concentragdo de
2,0 mg/ml, aplicada em cubeta de quartzo evitando-se a formacdo de bolhas de ar. A
amostra foi mensurada 200 vezes em um intervalo de 10 segundos e a andlise dos resultados
foram feitas usando o software Dynamics V6. A analise da amostra pelo feixe de raio laser
detecta o coeficiente de translocacéo difusional, revelando o raio hidrodindmico da proteina,

assim estimando seu estado de agregacao e a percentagem da massa molecular da amostra.

3.6.11 Purificacdo em cromatografia de gel filtracdo de el F3L

A cromatografia de exclusdo molecular ou gel filtracdo é uma técnica de separacdo
controlada entropicamente, na qual as moléculas, na fase movel, sdo separadas por sua
colisdo/interacdo com poros na fase estacionaria (microesferas) de acordo com seu tamanho
molecular (raio de Stokes).

A amostra concentrada proveniente da cromatografia de afinidade foi injetada em



coluna Sephadex 200 16/60 (Ge Healthcare) previamente equilibrada em tampao 20mM Tris
pH 7,5; 150mM NaCl e conectada ao equipamento AKTA FPLC (GeHealthcare) a um fluxo
de 0,5ml/min. A absorbéncia das amostras em 280 nm foi analiasada pelo software Unicorn
5.2 e as fragdes coletadas durante a purificacdo foram diluidas em tampéao Loading Buffer 2x
e aplicadas em SDS-PAGE 10% para analise da pureza das amostras.

As fragdes com uma Unica banda de elF3L foram misturadas, dialisadas com agua ultrapura e

liofilizadas e estocadas a - 20°C para analises espectroscopicas.

3.7 Dicroismo Circular (CD)

A espectroscopia de luz polarizada ou dicroismo circular (CD) é um método analitico
amplamente utilizado para auxiliar a biologia estrutural na determinacdo da composigéo de
estruturas secundarias de proteinas, e peptideos. A origem dos espectros destas
macromoléculas na regido do ultravioleta préximo (180 a 250 nm) sdo predominantemente
originados por transi¢cBes eletrdnicas n—n* e m—n* dos grupos amida, 0s quais Sao
influenciados pela geometria da cadeia peptidica, sendo os espectros reflexos das diferentes

tipos de estruturas secundarias descritas pelos angulos diedros ¢ e y (Figura 13A e 13B).
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Figura 13. (A) Diagrama de ligacédo peptidica mostrando a orientacdo da transicbes n—n* e
n—7* (Setas grosas). (B) Espectros padrdes de CD correspondes a configuracdes hélice alfa

(em preto), folha beta (em verde) e estrutura aleatoria ou random coil (em vermelho).

Os espectros de Dicroismo Circular (CD) foram obtidos com um espectropolarimetro
Jasco 815, com cubeta de 0,5mm de caminho Optico, termoestatizada a 20 °C, utilizando uma
amostra de concentragdo 0,19mg/ml em tampédo fosfato 150mM, pH 8,0. Cada espectro
representa a média de 5 varreduras realizadas entre 190 e 260nm, com passos de 0,2nm, na
velocidade de 50nm/mim, e largura de banda de 1nm. A linha de base foi corrigida subtraindo
0 espectro da solucdo tampéo obtido em condigdes idénticas. As intensidades dos espectros 6
em mDeg. foram convertidos para unidades de elipticidade [®] em deg cm? decagrame™. A
fracdo de estruturas secundarias foi analisada utilizando o programa de deconvolucao
espectral CDPro (SREERAMAS & WOODY, 2000). Os resultados obtidos com as rotinas
SELCONS3, CDSSTR, e CONTINL foram similares, sendo utilizada para esta analise a média

dos valores obtidos pelos trés programas.

3.8 Andlise estrutural de elF3L por ferramentas computacionais

A estrutura tridimensional da elF3L humana ainda ndo foi descrita na literatura.
Assim, foram realizados estudos utilizando ferramentas computacionais para obtencdo de

algumas predicOes. PredicOes em relacdo a caracteristicas estruturais (estrutura secundaria,



regides hidrofobicas) e funcionais (modificacbes pos-traducionais, possiveis sitios de
interacdo) foram realizadas pelos servidores Psipred (BUCHAN et al., 2010), PredictProtein
(ROST et al., 2004) e Q-Site Finder (LAURIE et al., 2005).

Foi utilizado também a técnica de modelagem molecular para propor um modelo da
proteina elF3L. Para a modelagem da estrutura tridimensional da proteina foi utilizado o I-
Tasser (ROY et al., 2010), um servidor baseado no método de trading. Este método utiliza
potenciais estatisticos derivados da analise de padrGes de enovelamento de proteinas com
estruturas 3D conhecidas e armazenadas em uma base de dados (BUJNICKI, 2006). A partir
destas estatisticas, uma proteina alvo pode ser predita mesmo ndo havendo estruturas
homologas na base de dados (KOLINSKI, 2004). O modelo foi otimizado pelo programa
Coot (EMSLEY et al., 2010) e a qualidade do modelo validada pelo servidor ProQ
(WALLNER et al., 2003) (usando LGscore e MaxSub) e SAVES (Structural Analysis and
Verification Server). Para analise dos possiveis sitios presentes na proteina em estudo e
melhor compreensdo do seu mecanismo, foi realizado o docking entre as proteinas elF3L e
elF3k (PDB: 1RZ4) pelo PachDock (DUHOVNY et al., 2002).
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4. RESULTADOS

4.1 Confirmacéo da interacdo RNAPol NS5-elF3L (plasmid linkag )
(Dissertagcdo MADRID, 2007)

4.1.1 Construcéo da isca RNApol-pGBKT7

O dominio RNA polimerase (RNApol), com aproximadamente 1830 pb, foi
amplificado por PCR e visualizado utilizando eletroforese em gel de agarose, comprovando a
amplificacdo.

O dominio amplificado foi inserido no vetor pGBKT7 e transformados em E. coli. Os
transformantes obtidos (10 de cada construcdo) foram analisados por PCR para verificar a
presenca do inserto. Eletroforese em gel de agarose 1% confirmou os transformantes positivos
contendo dominio RNApol de NS5.

A clonagem do dominio RNApol de NS5 foi confirmada por seqienciamento
nucleotidico, o qual permitiu também a verificagdo da auséncia de possiveis mutacfes que
pudessem ter sido originadas nas PCRs, bem como a constatacdo da correta insercdo do
dominio no frame em pGBKT?7. Desta forma, foi gerada a isca RNApol NS5 para o screening
em duplo hibrido.

4.1.2 Transformacédo em levedura da isca do duplo-hibrido

Para o screening em sistema duplo-hibrido foi realizada em levedura a transformacao
com a isca RNApol-pGBKT7. Ap6s aproximadamente trés dias de incubacdo, verificou-se a
presenca de leveduras transformantes na placa com meio SD-Trp. Foram escolhidos trés
clones para armazenamento em freezer -80°C, e um deles para crescimento em meio liquido

SD-Trp para a proxima etapa de transformagao da presa.

4.1.3 Transformacdo em levedura da presa do duplo-hibrido

Foi realizada a transformagdo da presa elF3L-pACT2 em levedura contendo
previamente a isca RNApol-pGBKT7. Apds aproximadamente trés dias de incubacao,
verificou-se a presenca de leveduras transformantes na placa com meio SD-Trp-Leu. Foram

escolhidos trés clones para armazenamento em freezer -80°C, e um deles para crescimento em



meio liquido SD-Trp-Leu para a proxima etapa de ativacdo de genes repdrteres.

4.1.4 Transformacéo de plasmideos controle em levedura

Os controles foram transformados em levedura para serem usados no monitoramento
do screening em sistema duplo-hibrido. Os resultados dessas transformacdes estdo
apresentados no Quadro 10. Houve crescimento de colénias em meio SD-His-Leu-Trp na
transformacdo sequencial entre os plasmideos usados para controle positivo, pGBKT7-53
com pGADT7-T. Para todas as outras transformacdes, o crescimento foi nulo, comprovando,

assim, a inexisténcia de interacdes entre os plasmideos usados para controle negativo.

Quadro 10. Interacdes entre plasmideos usados como controles positivo e negativo nos

ensaios de duplo-hibrido.

Transformacdes sequUenciais em levedura Resultados das interagdes
Plasmideos com DNA- Plasmideos com AD de  SD-Leu- SD-His-Leu-
BD de GAL4 GAL4 Trp Trp
oecTTeD AR T e
oot ADTILAD ol s
oskrrss  SAOTIAO relt teme

4.1.5 Teste de ativacdo dos genes repérteres HIS3 e ADE2

Os transformantes RNApol-pGBKT7 + elF3L-pACT2 e controles foram avaliados
quanto a capacidade de ativacdo dos genes reporteres HIS3 e ADE2 de AH109 em placas SD-
Leu-Trp, SD-His-Leu-Trp e SD-Ade-His-Leu-Trp através de diluicdes seriadas.

Apos trés dias de incubacdo a 30°C, foi observado crescimento de todas colonias



transformantes em meio-agar SD-Leu-Trp, indicando que todos transformantes estavam com
bom crescimento. No meio-a4gar SD-His-Leu-Trp houve crescimento do controle positivo de
interacdo (pGBKT7-53 + pGADT7-T) e de pGBKT7-RNApol + pACT-elF3L, indicando
interacdo positiva com ativacdo do gene reporter HIS3. No meio-a4gar SD-Ade-His-Leu-Trp
também houve crescimento no controle positivo de interacdo e na interacdo entre pGBKT7-
RNApol + pACT-elF3L, indicando interacdo positiva com ativacéo dos genes reporteres HIS3
e ADE2.

Os resultados sao mostrados na Figura 14.
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4.2 Mapeamento do dominio de interacdo com RNA polimerase
(Dissertacdo MADRID, 2007)

4.2.1 Construcao das iscas RNApol deletantes

Para realizar o mapeamento do dominio das interacfes proteina-proteina detectadas
através do sistema duplo-hibrido foram geradas 14 iscas RNApol deletantes. Assim, os 14
fragmentos deletantes de RNApol foram amplificados, confirmados em eletroforese em gel de
agarose 1%, inseridos no vetor pGBKT?7 e transformados em E. coli.

Os transformantes obtidos foram, entédo, analisados por PCR para verificar a presenca
do inserto. Por fim, o sequenciamento gendmico dos transformantes positivos pela PCR
confirmou a correta inser¢cdo de cada fragmento deletante no frame de leitura do vetor

pGBKT7 e excluiu a ocorréncia de mutacfes nas sequéncias.

4.2.2 Anélise em duplo-hibrido com as iscas RNApol deletantes

As iscas RNApol deletantes geradas foram transformadas em levedura seguido de
transformacdo sequencial do plasmideo pACT2-elF3L. Os transformantes obtidos foram
analisados segundo a ativacao dos genes repdrteres HIS3 e ADE2.

O crescimento de leveduras nos meios SD-His-Leu-Trp e SD-Ade-His-Leu-Trp
indicou a ativacdo dos genes reporteres HIS3 e ADE2 pela interacdo dos fragmentos 1, 8, 9,
10, 11, 12 e 13 com a proteina elF3L. Tal resultado sugere que a regido de interacdo
(denominada Interaction Domain - ID) encontra-se entre os aminoacidos 370 e 449 de
RNApol NS5 (Figura 15).
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4.2.3 Confirmacéo da interacao entre o ID e a proteina el F3L

Para a confirmagdo do ID de RNA polimerase como o dominio minimo responsavel
pelas interagBes proteina-proteina com elF3L foi gerada a isca ID RNApol. Para isso, o ID foi
amplificado, inserido no vetor pGBKT7 e transformado em E. coli. Os transformantes obtidos
foram analisados por PCR para verificar a presenca do inserto. O sequenciamento gendmico
de um transformante positivo na PCR confirmou a correta insercao do ID no frame de leitura
do vetor pGBKT7 e excluiu a ocorréncia de mutacGes na seqiiéncia.

O crescimento de leveduras nos meios SD-His-Leu-Trp e SD-Ade-His-Leu-Trp
indicou a ativacao dos genes reporteres HIS3 e ADE2, confirmando a interacdo do ID com a
proteina elF3L. N&o houve crescimento nos meios SD-Ade-His-Leu-Trp quando pGBKT7-1D
foi transformado sequencialmente com pGADT7 vazio ou pGADT7-T, indicando que nao

houve auto-ativacéo pelo pGBKT7-1D (Figura 16).
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4.2.4 Modelo Estrutural da proteina RNA polimerase

Um modelo estrutural de RNApol do YFV foi gerado com base na homologia entre as
seqliéncias de aminoacidos referentes ao dominio RNA polimerase do YFV e do virus
Dengue.

A estrutura demonstra uma regido externa entre os residuos de aminoacidos 370 e 449
(em destaque nas cores vermelho e verde), a qual corresponde ao Interaction Domain (Figura
17) (BRONZONI et al.,2011).

370 449

Figura 17. Modelo de homologia do dominio RNA polimerase da proteina NS5 do YFV. O
ID esta representando pelas cores alaranjada e verde. Adaptado de Bronzoni et. al, 2011.



4.2.5 Mapeamento do dominio minimo de interacéo de ID com elF3L

Para determinar o dominio minimo de interacdo entre RNApol e a proteina elF3L, o
ID foi subdividido em trés segmentos: ID1, ID2 e ID3 e clonados em pGBKT7 para
transformacéo sequiencial com elF3L-pACT2 em ensaios de duplo-hibrido. O crescimento de
leveduras nos meios SD-His-Leu-Trp e SD-Ade-His-Leu-Trp indicou a ativacdo dos genes
reporteres HIS3 e ADE2 pela interacdo do Segmento 3 (ID3), terco final do ID, com a
proteina elF3L (Figura 18) (Dissertacdo MADRID, 2007).
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4.2.6 Interacéo do ID de outros Flavivirus com a proteina el F3L

A interagéo do ID de RNApol dos Flavivirus dengue (DENV tipos 3 e 4) e Encefalite
de Saint Louis (SLEV) com a proteina elF3L foi analisada.

O crescimento de leveduras nos meios SD-His-Leu-Trp e SD-Ade-His-Leu-Trp
indicou a ativacao dos genes reporteres HIS3 e ADE?2 pela interacdo do ID de Dengue 3, 4 e
SLE com a proteina elF3L (Figura 19) (Dissertacdo MADRID, 2007).

Quando o alinhamento de amino&cidos referentes ao ID dos Flavivirus Dengue, SLE,
Edge Hill e Encefalite Japonesa (JEV) foi realizado, regides conservadas foram observadas,
especialmente entre os residuos 20 e 80 (correspondente aos aminoacidos 390 a 449 de NS5)
(Figura 20).
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4.2.7 Mapeamento de residuos criticos do segmento 3 do ID

4.2.7.1 Construcgéo do plasmideo molde para mutagénese

Inicialmente, o ID do dominio RNA polimerase (NS5) foi amplificado por PCR para
posterior clonagem no vetor pGEM®-T Easy. A eletroforese em gel de agarose comprovou a

amplificacdo do ID de aproximadamente 240 pb, o qual pode ser visualizado na Figura 21.

M 1

<—— 240pb

Figura 21. Eletroforese em gel de agarose 1% confirmando a amplificagcdo do ID de NS5 do
YFV. 1: fragmento de aproximadamente 240pb, correspondente ao ID; M: marcador de pares
de base (1KDb).

4.2.7.1.1 Andlise dos Transformantes

O ID amplificado foi inserido no vetor pPGEM®-T Easy e transformado em E. coli. Os
transformantes obtidos foram analisados por PCR para verificar a presenca do inserto.
Eletroforese em gel de agarose 1% confirmou a presenca de bandas de 240 pb referente ao 1D

dos transformantes obtidos.



4.2.7.2 Insercdo de MutacGes no plasmideo molde
4.2.7.2.1 Analise dos Transformantes

O DNA plasmidial ID-pGEMT foi submetido a PCR utilizando quatro pares de
primers contendo mutacdes desejadas. Os produtos da PCR foram transformados em bactérias
XL1-Blue e analisados em gel de agarose 1%. A Figura 22 mostra a presenca de bandas de
aproximadamente 240 pb referentes ao ID com mutagdes ID (D438N) (2 transformantes
positivos), ID (F433A/W434A/NV437A) (2 transformantes positivos) e ID (R441A/H444A) (3

transformantes positivos) e ID (D438S) (3 clones positivos), respectivamente.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C+

--ﬂ--.-"d-—-_‘-- <— 240pb

: -
% ., |

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose 1% para triagem dos transformantes positivos
contendo o Interaction Domain com mutagcbes ID (D438N) (1,2); ID
(FA33A/W434A/INVA3TA) (3, 4); ID (R441A/HA44A) (5-7); ID (D438S) (8-10); C+: controle
positivo (PACNR-FLYF17D); M: marcador de pares de base (1 Kb).

4.2.7.2.2 Sequenciamento nucleotidico

As clonagens dos mutantes foram confirmadas por seqienciamento nucleotidico, o
qual permitiu a verificacdo das possiveis mutacdes que foram introduzidas, bem como a
constatacdo da correta insercdo dos dois dominios nos respectivos frames em pGEM®-T
Easy. Desta forma, os mutantes confirmados foram subclonados no vetor pGBKT7 para o

screening em duplo hibrido com a proteina elF3L.



4.2.7.3 Recombinacéao dos plasmideos mutantes no vetor pGBKT7

4.2.7.3.1 Andlise dos Transformantes

Os produtos de ligacdo de ID (D438S)-pGBKT7, ID (D438N)-pGBKT7, ID
(FA33A/W434A/INVA3TA)-pGBKT7 e ID (R441A/H444A)-pGBKT7 foram transformados em

bactérias DH5a e analisados em gel de agarose 1%, confirmando os transformantes positivos.

4.2.7.4 Transformacao em levedura dos plasmideos mutantes (iscas) no duplo-hibrido

Para o screening em sistema duplo-hibrido foi realizada em levedura a transformacéo
com as iscas mutantes. Apos aproximadamente trés dias de incubacéo, verificou-se a presenca
de leveduras transformantes na placa com meio SD-Trp. Foram escolhidos trés clones para
armazenamento em freezer -80°C, e um deles para crescimento em meio liquido SD-Trp para

a proxima etapa de transformacéo da presa.

4.2.7.5 Transformacdo em levedura da presa el F3L-pACT2 no duplo-hibrido

Foi realizada a transformacdo da presa elF3L-pACT2 em levedura contendo
previamente as iscas mutantes. Apos aproximadamente trés dias de incubacdo, verificou-se a
presenca de leveduras transformantes na placa com meio SD-Trp-Leu. Foram escolhidos trés
clones para armazenamento em freezer -80°C, e um deles para crescimento em meio liquido

SD-Trp-Leu para a proxima etapa de ativagdo de genes reporteres.

4.2.7.6 Teste de ativacdo dos genes repérteres HIS3 e ADE?2

Os plasmideos mutantes foram utilizados para transformacéo sequencial com pACT2-
elF3L em ensaios de duplo-hibrido. Os transformantes obtidos foram analisados segundo a
ativacdo dos genes reporteres HIS3 e ADE2.

O crescimento de leveduras nos meios SD-His-Leu-Trp e SD-Ade-His-Leu-Trp
indicou a ativacdo dos genes repdrteres HIS3 e ADE2 pela interagdo dos mutantes ID
(D438N)-pGBKT7, ID (D438S)-pGBKT7, ID (R441A/H444A)-pGBKT7 (Figura 23). Esse
resultado mostra que essas mutacfes ndo sdo criticas para a ocorréncia da interacdo com
elF3L. J& com o mutante ID (F433A/W434A/V437A)-pGBKT7 ndo houve ativacdo dos



genes reporteres HIS3 e ADE2 (Figura 23), o que indica que nessa mutacao estao presentes 0s

residuos criticos para a interagdo com elF3L.
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4.3 Confirmacéao da Interacdo NS5-elF3L in vitro (GST-pulldown)

4.3.1 Construcao dos plasmideos

O Interaction Domain, com aproximadamente 240 pb, foi amplificado por PCR. A
eletroforese em gel de agarose comprovou a amplificacdo deste dominio, o qual pode ser

visualizado na Figura 24.

<— 240pb

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose 1% confirmando a amplificacdo do dominio ID. 1:
fragmento de aproximadamente 240 pb, correspondente ao ID; M: marcador de pares de base
(1KDb).

O dominio amplificado foi inserido no vetor pGEX5X-1 e transformados em E. coli.
Os transformantes obtidos foram analisados por PCR para verificar a presenca do inserto e
confirmado em eletroforese em gel de agarose 1%.

A clonagem do ID de NS5 no pGEX foi confirmada por seqlienciamento nucleotidico,
0 qual permitiu também a verificacdo da auséncia de possiveis mutacdes que pudessem ter
sido originadas nas PCRs, bem como a constatacdo da correta inser¢do do dominio no frame
em pGEX5X-1.

4.3.2 Expressao de proteinas
As proteinas foram expressas em E.coli BL21, mostrando bandas de tamanho esperado

para pGEX5X-1 (26KDa) e ID-GST (33KDa) em SDS-PAGE com coloracdo Azul de

Coomassie (Figura 25).



33 kDa ID-GST

26 kDa

Figura 25. Expressdo das proteinas ID-GST e GST em E. coli BL(DE3)21. M: marcador de

peso. Expressdo das proteinas antes da inducdo (Oh), apds 1, 2 e 3 horas ap6s inducdo.
4.3.3 Purificagdo de ID-GST e GST
As proteinas purificadas da fracdo soluvel foram analisadas em SDS-PAGE de acordo

com a Figura 26. Bandas de 26kDa referente a proteina GST e de 33kDa referente a proteina

ID-GST podem ser observadas na Figura 26, indicando a adequada purificacdo das proteinas.
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Figura 26. Proteinas ID-GST e GST purificadas. A) Purificacdo da proteina ID-GST; M:
marcador de peso molecular. B) Purificagdo da proteina GST. Coloragdo Azul Coomassie.

4.3.4 GST-pulldown

A interagdo entre o Interaction Domain de NS5 YFV e elF3L foi confirmada em
ensaio de GST pull-down. O ensaio foi realizado usando as proteinas ID-GST e GST
purificadas e ligadas a uma resina de glutathione-Sepharose em combinacdo com a proteina
elF3L-Flag (67 kDa) produzida em células Hela. Os complexos protéicos foram resolvidos
em SDS-PAGE e analisados em Western blotting usando anticorpo Anti-Flag. Como
mostrado na figura 27, elF3L-Flag interage com a proteina de fusdo ID-GST (coluna 3), mas
n&o interage com o controle negativo GST (coluna 2).
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Figura 27. Interacdo proteina-proteina de elF3L-Flag com ID-GST. (1) Input, elF3L-Flag:
controle positivo de expressao de elF3L; (2) GST + elF3L: auséncia de interacdo inespecifica
de elF3L-Flag; (3) GST-ID + elF3L.: interacdo positiva de GST-ID com elF3L-Flag.

4.4 Confirmagéo da interagdo NS5-elF3L em culturas celulares

4.4.1 Coimmunoprecipitacao

Ensaios de coimmunopreciptacdo foram realizados para confirmar que a proteina NS5
(98 kDa) do virus da Febre Amarela interage com elF3L em células de mamiferos. Células
Vero foram transfectadas com elF3L-Flag e infectadas com YFV. Lisados celulares contendo
ambas NS5 e elF3L-Flag foram incubadas com beads Anti-Flag e os eluatos foram
submetidos a analise por Western blotting. A figura 28A mostra a eficiente precipitacdo de
elF3L-Flag nas beads Anti-Flag. Como mostra a figura 28B, NS5 YFV foi eficientemente
coimunoprecipitado com elF3L-Flag. Em contraste, NS5 YFV nao foi precipitado na auséncia
de elF3L-Flag. Similarmente, NS5 YFV ndo foi detectado em lisados de células contendo
somente elF3L-Flag. Assim, os resultados indicam que NS5 do virus da febre amarela pode

interagir com elF3L em células de mamiferos.
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4.5 Avaliacdo do efeito da superexpressdo de elF3L na replicacdo do virus da Febre

Amarela em cultura celular.

4.5.1 Superexpressdo de elF3L e ensaios de atividade de luciferase

Para estabelecer a significancia dessas interacdes num contexto celular, nés avaliamos
a funcdo de elF3L em células BHK-21-Rep-YFV17D LucNeolres. As células foram
transfectadas com o plasmideo elF3L-Flag ou vetor vazio como controle. Ap6s 48 h, as
células foram coletadas para analise em western blotting e ensaio de atividade de luciferase.

A superexpressao de elF3L € mostrada na figura 29A, coluna 1, comparada as celulas
ndo transfectadas ou transfectadas com o vetor vazio. Os niveis de atividade de luciferase nos
lisados celulares foram significantemente reduzidos em 50% quando comparado aos controles
(teste t’-student; p<0,05) (Figura 29B).



Figura 29. Superexpressao de elF3L diminui replicacdo do virus da Febre Amarela. (A)
Superexpressdo de elF3L em BHK21-rep-YFV17D LucNeolres usando anticorpo Anti-Flag
ou anticorpo Anti-GAPDH como controle enddgeno. elF3L-pCDNAFIag: superexpressdo de
elF3L; pCDNAFIag: controle vetor vazio; MOCK: células controle ndo transfectadas. (B)
Mensuracdo da atividade de luciferase apos 48 h de transfeccdo com elF3L. MOCK: células
controle; pCDNAFIag: controle vetor vazio; elF3L-pCDNAFIlag: superexpressdo de elF3L;
RNAI NS1: controle positivo.



4.6 Expressédo e Purificacdo da proteina el F3L
4.6.1 Amplificagdo do gene da proteina elF3L
O gene da proteina elF3L, com aproximadamente 1600 pb, foi amplificado por PCR.

A eletroforese em gel de agarose comprovou a amplificagdo, o qual pode ser visualizado na

Figura 30.

<— 1600 pb

Figura 30. Eletroforese em gel de agarose 1% confirmando a amplificacdo de elF3L. 1:
fragmento de aproximadamente 1600 pb, correspondente a elF3L; M: marcador de pares de
base (1Kb).

4.6.2 Ensaios de Restricdo Enzimatica

Tanto o inserto elF3L, quanto o vetor pET2la, foram submetidos ao ensaio de
restricdo enzimatico com as enzimas EcoRI e XhOIl para digestdo. Eletroforese em gel de
agarose 1% confirmou as digestbes enzimaticas do inserto e vetor, os fragmentos foram
extraidos do gel, purificados com etanol e quantificados.

4.6.3 Analise dos transformantes

O inserto elF3L e o vetor pET21a foram ligados e transformados em E. coli DH5a

eletrocompetentes. Os transformantes foram confirmados em gel de agarose 1%.



4.6.4 Sequenciamento nucleotidico

A clonagem de elF3L no vetor pET2la foi confirmada por sequenciamento
nucleotidico, o qual permitiu a verificagdo de possiveis mutacbes que poderiam ser
introduzidas na PCR, bem como a constatacdo da correta insercdo no frame em pET21a.
Desta forma, os clones confirmados foram congelados em freezer -80°C, e um deles extraido
0 DNA para transformagéo em E. coli BL(DE3)21.

4.6.5 Transformacéo em células competentes E. coli BL(DE3)21

4.6.5.1 Anélise dos Transformantes

O DNA plasmidial elF3L-pET21a foi transformado em E. coli BL(DE3)21 para
posteriores testes de expressdo. Os transformantes obtidos foram amplificados por PCR e

confirmados em gel de agarose 1%.

4.6.6 Testes de expressao e solubilizacdo de elF3L-pET21a

A proteina recombinante elF3L-pET21a mostrou ser em sua maior parte insoltvel em
diferentes condicdes de fermentacdo e solventes testados, permanecendo em corpusculos de
inclusdo. As condicdes de expressao e fermentacdo ficaram estabelecidas com o uso de 1 mM
de IPTG para indugéo, temperatura de 25°C e baixa rotacdo. A solubilizacdo de elF3L foi
eficaz por adicdo de 2% sarkosyl e 5% glycerol (supressor de agregacdo) em tampdo fosfato.
Apbs padronizada essas condi¢Oes, foi realizada a expressdo e solubilizacdo da proteina

recombinante em maior escala para purificacdo e estudos espectroscopicos de elF3L.

4.6.7 Expressédo e solubilizagéo de elF3L-pET21a em larga escala

A proteina foi expressa em E.coli BL21 apds 3 horas de indugdo por IPTG 1mM e
analisadas em SDS-PAGE. A Figura 31 mostra a expressao de elF3L (62 kDa) no tempo de
3h, ap6s a inducdo por IPTG, e revela a proteina expressa na porcdo solivel com adicdo do

detergente sarkosyl, possibilitando os ensaios seguintes de purificacdo da proteina.
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Figura 31. Expresséo e solubilizacdo da proteina elF3L-pET21a em E. coli BL(DE3)21. 0 h:
proteina elF3L antes da inducdo com IPTG; 3 h: expressao da proteina elF3L (62 Kda); INS:
Fracdo insoltvel da proteina; SOL: Fracdo solivel da proteina.. M: marcador de peso

molecular. Coloragéo azul coomassie.
4.6.8 Purificagdo em Cromatografia de Afinidade de elF3L

A proteina elF3L foi purificada usando uma combinacdo de cromatografia de
afinidade e subsequente cromatografia por exclusao de peso molecular.

Uma coluna de afinidade HisTrap Chelating (5 ml) (GE Healthcare) previamente
equilibrada foi usada para purificagdo inicial da proteina com gradiente de 0.005-0.5 M de
imidazol. A proteina recombinante foi eluida em trés picos. No primeiro pico de absorbancia,
elF3L foi eluida entre as fracbes 19 e 42, correspondendo a concentracdo de 50 mM de
imidazol. No pico 2, elF3L foi eluida entre fracbes 52 a 70, correspondendo a 100 mM de
imidazol e no pico 3 eluida em 200 mM de imidazol (fracbes 73 a 85) (Figura 32).

As fracGes de todos os picos foram analisadas em SDS-PAGE e mostrou que o pico 1
possuia proteinas contaminantes, além de elF3L. Nos picos 2 e 3, a proteina elF3L estava

quase totalmente pura. (Figura 33).
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Figura 33. Gel SDS-PAGE 10% da Purificacdo de Afinidade: Gel A: M) Marcador de peso
molecular Unistained Fermentas; FT) Flow-through, fragdo nédo ligada; W) lavagem; 20, 23,
26, 29, 32, 35, 37) eluidos fracBes 20 a 37 referente ao pico 1 da cromatografia. Gel B: M)
Marcador de peso molecular Unistained Fermentas; 40 e 42) eluidos fracbes 40 a 42 referente
ao pico 1 da cromatografia; 47, 50, 53, 56, 71) eluidos fracdes 47 a 71 referente ao pico 2 da
cromatografia. Gel C: M) Marcador de peso molecular Unistained Fermentas; 77, 80,83)
eluidos fracBes 77 a 83 referente ao pico 3 da cromatografia. As setas indicam que a proteina

elF3L foi purificada, com um tamanho aproximado de 67 kDa.Coloracao azul coomassie.

4.6.9 Testes de concentracdo e dialise de elF3L purificada

Para verificar que os diferentes picos de elF3L obtidos na purificagdo em
cromatografia de afinidade ndo apresentavam diferentes formas oligoméricas, os eluatos dos
picos 1 e 2 foram concentrados e dialisados separadamente.

Com os testes de dialise de elF3L purificada (picos 1 e 2) realizados em membrana
(Spectra/Por 6 — 8,00 kDa) com os tampdes 20mM Tris pH 7.5, 50mM NaCl ou 20mM Tris



pH 7.5, 150mM NaCl, ndo houve formacdo de precipitados nas amostras (picos 1 e 2) com
ambos tampdes. Dessa forma, para dialises posteriores com grande volume de amostra, 0
tampdo com menor concentracdo de sal, requerido para cristalizacdo, podera ser utilizado.
Foram realizados testes de concentragdo de elF3L usando Centricon 30 kDa
(Amicon); Amicon Ultra 30 kDa (Millipore) e Dialise Reversa usando PEG 20000. As
amostras submetidas a todos os métodos nédo sofreram precipitacdo e aderéncia aos filtros dos
concentradores. No entanto, 0 Amicon Ultra 30 kDa (Millipore) apresentou maior eficiéncia
para concentrar a amostra, que foi quantificada a 280 nm resultando em 2 mg/ml de proteina.

Assim, os ensaios seguintes foram realizados com esse concentrador.

4.6.10 Ensaio espectroscopico — Dynamic Light Scattering (DLS)

Esse ensaio foi realizado com a finalidade de analisar se as amostras dos picos 1 e 2
tinham caracteristicas semelhantes ou se diferiam quanto a formacdo de agregados. As
amostras mostraram uma massa de 99,8%, 2,0 nm de raio hidrodindmico e 19,5% de
monodispersividade (pico 1). Para o pico 2, massa de 99,7%, 1,8 nm de raio hidrodindmico e
24% de monodispersividade. Ambos picos mostraram gque a maior massa de proteina tinha
uma monodispersividade em torno de 20% e sem caracteristicas de agregacao, indicando que
a proteina estava conservando caracteristicas do seu estado nativo. Assim, os dois picos
foram reunidos e submetidos a cromatografia por exclusdao de peso molecular para melhor

purificacéo.

4.6.11 Purificacdo em Cromatografia de Gel Filtracao de elF3L

As fragdes misturadas dos picos 1 e 2 da cromatografia de afinidade foram submetidos
a uma coluna de cromatografia Sephadex 200 para obtencdo de maior pureza da amostra. A
purificagdo mostrou um Unico pico de absorbancia a 280 nm entre as fragdes 22 a 30 (Figura
34) e 0 SDS-PAGE mostrou uma unica banda de elF3L, indicando uma alta pureza de elF3L
(Figura 35). As fracGes foram reunidas, dialisadas contra agua, liofilizadas e armazenadas a -

20°C para analises espectroscopicas.



Figura 34. Cromatograma da filtracdo em gel. Em azul medida de absorbancia de Azgonm.
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Figura 35. Gel SDS-PAGE 10% da Filtracdo em Gel: Gel A: M) Marcador de peso molecular
Unistained Fermentas; 23 a 30) eluidos fracGes 23 a 30 da cromatografia em gel filtracéo.

Coloracgéo azul coomassie.
4.7 Dicroismo Circular (CD)

Apbs a purificacdo, as fracGes da proteina elF3L purificada a partir de uma cultura de
500ml de bactéria, foram liofilizadas. A proteina foi estocada a temperatura de -20°C. A
amostra foi diluida em agua e em seguida desalinizada utilizando concentrador Amicon 30
kDa. A concentracdo foi medida por absorcdo Optica em 280nm, utilizando o coeficiente de
extingdo molar obtido da composicio de aminoéacidos £,5,=103.280cm™M™, massa molecular
66.726,9Da, sendo a concentracdo de elF3L obtida de 3,0mg/ml.

O contetdo de estrutura secundaria da elF3L foi calculado através do espectro de CD
(Figura 36). O espectro obtido com um minimo de elipticidade em 205 e 222nm indica que a
proteina contém uma quantidade substancial de a-hélice. A analise de contedo de estrutura
secundaria obtido utilizando o programa CDPro indica as seguintes fracbes das principais
estruturas secundarias: 70% de hélice a, 4% folha B, 8% dobras ou “turn”, e 19% estruturas
aleatérias ou “random coil”. Estes resultados validam o modelo obtido por modelagem
molecular, no qual as fracGes de estrutura secundarias previstas sdo: (Heélice: 65%; folha Beta

: 4%; “Loop” (L): 31%, sendo esta ultima a soma das estruturas referentes a dobras e



aleatdrias. Estes resultados sugerem que a proteina recombinante humana elF3L pode ser
clonada e expressa em E. coli e purificada a partir de simples métodos de cromatografia das
fracOes soluveis, mantendo a proteina em sua forma nativa e permitira futuros estudos

estruturais.
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Figura 36. Espectro de CD da proteina elF3L, obtido em cubeta de 0,5mm de caminho
optico, 20°C, concentracdo da amostra 0,19mg/ml, tampao fosfato de sédio150 mM, pH 8,0.

4.8 Analise estrutural de el F3L utilizando ferramentas computacionais

Utilizando ferramentas computacionais para obtencdo de algumas predigdes em
relacdo a caracteristicas estruturais e funcionais de elF3L, foram realizadas analises pelos
servidores PsiPred, PredictProtein e Q-Site Finder.

As analises realizadas pelo PredictProtein indicaram a existéncia de um sitio de N-
glicosilag&o no residuo N554 e 13 sitios de fosfoforilagdo nos residuos S21, T62,T103, T204,
S208, S233, S249, T354, T459, T482, S507, S515, T556.



A possivel presenca de regides hidrofébicas presentes na proteina elF3L foi analisada,
uma vez que a proteina se mostrou em corpusculos de incluséo e insoltvel na presenca de
varios solventes. O PsiPred analisa possiveis regides transmembranicas existentes na
proteina, isto €, regides hidrofébicas. Os resultados mostram a presenca de 6 regides

hidrofobicas como pode ser visualizado na Figura 37.

100 200 300 400 500

Figura 37. Hibrofobicidade da proteina elF3L obtido pelo PsiPred. As duas barras superiores
indicam regides citoplasmaéticas (branco), transmembranicas (cinza) e extracelular (amarelo).
Na parte inferior, regides em que a linha cinza do grafico estdo acima da linha pontilhada

correspondem as regides hidrofobicas da proteina elF3L.

A analise das estruturas secundarias preditas pelo PredictProtein e Psipred,

apresentou porcentagens similares: 65% hélice, 4% folha e 31% outras (Figura 38).
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Utilizando a técnica de modelagem molecular, obteve-se um modelo tridimensional da

proteina elF3L usando o I-Tasser (Figura 39).

Figura 39. Modelo da proteina elF3L obtida pelo I-Tasser. Em verde pode ser observada as

regides compostas por random coils, e em vermelho as regides composta por a-hélice.

O grafico de Ramachandran (Figura 40) calculado pelo PROCHECK apresentou
98.3% na regido permitida, 0.6% na regido generosamente permitida e 1.2% na regido néo
permitida. A validacdo do modelo também foi analisada pelo ProQ-Server resultando em um
LGscore de 2.029, que classifica 0 modelo da proteina como um modelo razoavelmente bom
e um score de Maxsub de 0.185, que também classifica como um modelo razoavelmente bom.
A pequena porcentagem de residuos na regido ndo permitida no grafico de Ramachandran
(1.2%) e a pontuagdo do ProQ-Server indicando um modelo razoavelmente bom revela uma

boa validacdo do modelo da proteina elF3L.
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Figura 40. Gréafico de Ramachandran do modelo da proteina elf3l predito pelo I-Tasser.Na
regido em vermelho pode ser visto os residuos na regido favoravel. na amarelo escuro os
residuos na regido permitida, na regido amarelo claro residuos generosamente permitidos e no

branco residuos na regido nao permitida

O modelo da proteina elF3L foi submetido a analises de possiveis sitios de interacao.
O servidor Q-Site Finder encontrou 10 possiveis sitio de interacdo na proteina. Na Figura 41,
é possivel visualizar os possiveis sitios preditos. O PredictProtein também localizou residuos,

principalmente na regido N-terminal, com potencial de interacdo com outras proteinas.
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Para anélise dos possiveis sitios de interacdo entre as subunidades K e L e para melhor
entender essa estrutura, foi realizado o docking entre as proteinas elF3L e elF3K. O modelo

de interacdo resultou em um score de 18802. (Fig. 42).

Figura 42. Docking molecular entre as subunidades K e L do complexo elF3. A
subunidade K esta representada em azul e subunidade L em verde. A andlise foi realizada

usando Pach Docking com um score de 18802.



DISCUSSAO



5. DISCUSSAO

A febre amarela é uma doenca hemorragica, considerada emergente, ou reemergente
de consideravel importancia para a saude publica. O agente da febre amarela, virus da febre
amarela (YFV), pode causar epidemias de grande impacto e potencialmente fatais.
Campanhas de vacinacdo em massa sdo realizadas para prevenir e controlar esses surtos,
porém, o risco de epidemias de febre amarela especialmente em populacfes densas, cenarios
urbanos pobres na América do Sul e Africa tém aumentado devido a trés fatores: aumento da
densidade populacional do vetor Aedes aegypti; rapida urbanizagéo, particularmente em partes
da Africa, com populacdes migrando da zona rural para areas urbanas; e baixa cobertura
vacinal (GARDNER & RYMAN, 2010).

Apesar de extensivas campanhas de vacinacdo, é estimado que a febre amarela
continue afetando anualmente 200.000 pessoas em regides tropicais da Africa, América
Central e Ameérica do Sul, com aproximadamente 30.000 casos fatais (GARDNER &
RYMAN, 2010).

No Brasil, mais de 118 milhdes de pessoas ndo estdo vacinadas. Além disso, 0
mosquito Ae. aegypti encontra-se intensamente difundido em praticamente todos os estados
do pais. Individuos com febre amarela silvestre representam fontes potenciais de infeccao
para estes vetores, 0s quais podem iniciar epidemias urbanas explosivas, trazendo importantes
consequéncias para a saude publica e para a economia do pais (BARRET et al., 2007;
FIGUEIREDO, 2006).

Além da vacinacdo e o combate a infestacdo por Ae. aegypti, outro ponto de
fundamental importancia contra a febre amarela é o desenvolvimento de drogas antivirais
capazes de interferir em etapas essenciais para o ciclo replicativo do virus, como uma
interacdo proteina-proteina.

A replicagdo dos Flavivirus é um complexo mecanismo ainda ndo completamente
compreendido, no qual envolve ndo apenas proteinas virais, mas também proteinas celulares
oriundas da maquinaria de transcricdo e traducdo celular. Estas proteinas celulares interagem
com proteinas virais nao-estruturais, entre elas NS2B, NS3 e NS5 e com aregido 3'UTR do
genoma viral para formar o complexo de replicacdo viral (replicase viral). Numerosos
produtos génicos e vias do hospedeiro tém sido recentemente implicados no ciclo replicativo
dos Flavivirus, mas a relevancia bioldgica de muitos desses processos permanece ainda nao
esclarecido (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

Como j& mencionado, uma das proteinas virais de consideravel relevancia para a



replicacdo e patogenia dos Flavivirus é a NS5. Varios experimentos que pretende-se detectar
interacdes entre a NS5 e proteinas celulares tém sido efetuados no sentido de se compreender
melhor o mecanismo de replicacdo e patogénese de alguns membros da familia Flaviviridae,
como o YFV, 0 DENV, HCV e BVDV.

A descoberta de proteinas celulares que atuem como parceiras interativas de NS5 de
YFV podem gerar ferramentas para a elucidacéo da importancia funcional de NS5 em células
infectadas, como também estabelecer uma base molecular para a atenuacao viral dependente
de NS5 e possibilitar, num futuro, uma abordagem protedbmica e quimica para o desenho de
drogas para a Febre Amarela.

Nesse contexto, foi realizado em nosso laboratorio um screening para a detecgédo de
interacBes entre o dominio RNA polimerase de NS5 do YFV com proteinas celulares em
ensaio de duplo-hibrido (Dissertacdo MADRID, 2007), mediante a demonstracdo prévia de
interacbes de NS5 de outros Flavivirus com proteinas celulares de hospedeiros
(BLACKWELL & BRINTON, 1997; CHUNG et al., 2000; DE NOVA-OCAMPO et al.,
2002; EVANS et al., 2004; HOUSHMAND & BERGQVIST, 2003; JOHNSON et al., 2001;
LAI, 1998; MAJUNDER et al., 2001).

Em nosso screening, foi avaliado a interacdo de proteinas celulares somente com o
dominio RdRp de NS5, uma vez que o dominio metiltransferase é provavelmente responsavel
por efeitos citotoxicos encontrados em ensaios de duplo- hibrido (Dissertagdo MADRID.,
2007). Através da ativacdo de genes reporteres, foram identificadas 33 proteinas celulares
interativas com RdRp NS5 YFV, sendo uma delas o fator de inicio de traducdo eucariotico
fator 3, subunidade L (elF3L), passando a ser a proteina alvo deste estudo.

Em recente screening realizado por Le Breton e colaboradores (2011), também em
sistema duplo-hibrido em levedura, a proteina elF3L ndo foi identificada como parceira
interativa de NS5, como no nosso estudo.

Além de ensaios duplo-hibrido em levedura, ensaios in vitro e em culturas de células
de mamiferos foram realizados e comprovam que a proteina elF3L realmente interage com
RdRp-NS5, confrontando com os dados de Le Breton e colaboradores (2011). Além disso,
ensaios de atividade de luciferase sugerem que a superexpressao de elF3L em células de
mamiferos resultem na diminuicdo da replicacdo viral, mostrando uma importante funcéo na
replicago viral. E importante considerar que a superexpressdo de elF3L nio afeta a sintese
global de proteinas na célula, como foi mostrado pelo controle endégeno GAPDH.

Na replicacdo viral, apés a entrada do virus na célula e desnudamento do

nucleocapsideo, a replicacdo se inicia com a imediata tradugdo do genoma. A extremidade 5’



do genoma de ssSRNA (+) possui uma estrutura cap (N7meGpppA2 Ome-RNA) com uma
funcdo essencial no inicio da traducdo e protecdo do RNA viral contra a degradacdo por
exonucleases endogenas (BOLLATI et al., 2010).

A traducdo cap-dependente da longa ORF se inicia no cdédon AUG proximo a
extremidade 5 do genoma viral. Para iniciar a traducdo, o virus necessita de fatores
eucaridticos do hospedeiro iniciadores de traducdo, conhecidos como elFs (GARDNER &
RYMAN, 2010). De fato, estudos prévios mostraram a associacao de elFs, incluindo elF3 na
replicacdo do virus da hepatite C (HCV), virus da imunodeficiéncia humana, tipo 1 (HIV-1),
virus Influenza e virus da febre amarela (YFV) (CAI et al., 2010; EASTON et al., 2009;
TAFFOREAU et al., 2011; VALENTE et al., 2009).

Estudos tem reportado o envolvimento de proteinas do complexo elF3 modulando
etapas de replicacdo viral, tal como elF3F na inibi¢do da replicagdo do HIV-1 (VALENTE,
2009). Schoggins e colaboradores (2011) mostrou atraves de screening que elF3L é um fator
celular que medeia a resposta antiviral por interferon tipo | contra a invasdo de patdégenos
virais, entdo chamados de produtos de genes estimuladores de interferon (ISGs). Os autores
mostraram que a superexpressdao de elF3L possui potencial efeito inibitério de
aproximadamente 10% na replicacdo do virus da febre amarela. Nesse estudo, ndés mostramos
que a superexpressao de elF3L reduz significativamente em 50% a replicacdo do virus da
febre amarela. Em um contexto celular, a expressao de elF3L (chamada anteriormente de
elF3S61P) sofre regulacdo negativa em células PBMCs ap6s vacinacdo com o YFV 17D
(SCHERER et al., 2007). Esse achado pode sugerir que apds a entrada nas células, o YFV
induz a regulagdo negativa de elF3L como um mecanismo de escape do sistema imune.
Assim, nossos resultados estdo suportados com esses encontrados na literatura e outros
estudos sdo necessarios para o entendimento dos mecanismos que envolvem elF3L na
replicacao viral.

Logo apo6s o inicio da traducdo, as proteinas NS recém-traduzidas e processadas, se
associam para formar a replicase viral. A replicase reconhece estruturas secundarias na
extremidade 3' do RNA vira e a RdRp inicia a sintese de copias de RNA (-) que sao
transcritas para a producdo da nova progénie de genomas de RNA (+) (GARDNER &
RYMAN, 2010). Em mamiferos, a RNA polimerase | (Pol I) € uma enzima que interage com
proteinas acessorias, PAFs (polymerase-associated factors) incluindo elF3L (antes
denominada de PAF67), o que sugere o envolvimento dessa proteina também na iniciacédo de
transcricdo (SEITHER et al., 2001). Corroborando com esse dado, elF3L também foi descrita

recentemente como um fator celular requerido para atividade de RdRp na replica¢éo do virus



influenza (TAFFOREAU et al., 2011). Yuan e colaboradores (2002) mostrou que o fator de
transcricdo TIF-1A esta fortemente associado com elF3L (PAF67). Em adicdo, TIF-IA esta
associada com uma subpopulacéo de Pol | para formar uma enzima transcricionalmente ativa
e é também alvo de diversas vias de sinalizagcdo. Assim, elF3L interagindo com TIF-1A pode
ser alvo de vias regulatorias em associacdo com a RNA polimerase de YFV.

Confirmada a interacéo de elF3L com RdRp de NS5 YFV, foi realizada uma extensao
da aplicacéo do sistema duplo-hibrido para a identificagdo de dominios minimos de interacéo
entre as proteinas, usando para este fim delecdes em RdRp. Quando a regido
responsavel pelo estabelecimento de uma interacdo proteina-proteina é mapeada, sdo geradas
possibilidades que v@o desde a identificacdo da funcionalidade para uma proteina nédo
caracterizada, como para a produgdo de dados que direcionem estudos futuros relacionados
(LEGRAIN et al., 2001).

Dessa forma, foi mostrada que a interacdo de elF3L ocorreu em uma regido de 79
aminoacidos de RNA polimerase de NS5 do YFV, a qual foi denominada de Interaction
Domain, ID. Como reportado por Bronzoni e colaboradores (2011), um modelo predito da
proteina NS5 de YFV mostrou que esta regido de interagdo (ID) é naturalmente exposta na
molécula e potencialmente capaz de interagir com outras proteinas, 0 que exclui a
possibilidade de que ID estivesse internalizada na molécula e tenha se tornado exposta com as
delecdes realizadas.

Baseando-se na suspeita de que a interacdo de elF3L pudesse ocorrer com outros
Flavivirus, a sequéncia do ID de YFV foi comparada com as sequéncias de outros Flavivirus,
sendo identificada uma homologia entre os aminoacidos 390 a 449 (BRONZONI et al., 2011).
Em ensaios de duplo-hibrido, foi demonstrado que o ID de Dengue 4, Dengue 3 e virus da
Encefalite de Saint Louis também interage com elF3L, sugerindo que esta interacdo €
importante para outros membros do género (Dissertacdo MADRID, 2007).

Uma vez mapeada a regido de interacdo de RdRp de NS5 do YFV, a técnica de
mutagénese sitio-dirigida nos auxiliou na identificacgdo de potenciais sitios de contato,
residuos de aminoéacidos, envolvidos na interacdo de ID com elF3L. As mutacdes foram
desenhadas com a colaboracdo do Dr. Jodo A. R. G. Barbosa, do Centro de Biologia
Molecular Estrutural do Laboratorio Nacional de Luz Sincroton — Campinas.

As mutagdes na regido FWELV (F433A/W434A/V437A) de ID resultaram na
eliminacdo da interacdo com elF3L, sugerindo que aminoacidos dessa regido podem ser
criticos para a interacdo com elF3L. Essas trés mutacdes produzidas em FWELYV poderiam ter

causado alteragcBes conformacionais na proteina prevenindo possiveis interacdes com outras



proteinas celulares. Entretanto, dados de outro estudo realizado em nosso laboratério (dados
ndo mostrados) tem mostrado que as mesmas mutacdes nao afetam a interacdo do dominio ID
com a ribonucleoproteina celular polipeptideo A (U1A), indicando que a estrutura do dominio
pode ndo ter sido significativamente alterada com as mutacGes e o sitio de interagdo destas
duas proteinas com ID é diferente.

Com os dados de nosso estudo, confirmou-se que elF3L interage com o dominio RdRp
de NS5 e possui relevante papel na modulagdo de YFV. Apesar de descrita atualmente como
fator de inicio de traducéo, ndo se sabe com exatiddo se elF3L atua nos processos de tradugdo
e/ou transcricdo durante a replicacdo do YFV, sendo necessarios outros estudos para melhor
compreensdo da replicacao viral.

Considerando a relevancia de elF3L em complexos celulares, interagbes com
patdgenos, envolvimento na modulacdo de replicacdo viral e auséncia de dados na literatura,
tornou-se importante tambem, a elucidacdo das propriedades fisico-quimicas e estruturais da
proteina atraves de andlises experimentais e computacionais. As analises computacionais
foram realizadas com a colabora¢do da Profa. Dra. Fatima Pereira de Souza e Gabriela C.
Araljo do Laboratorio de Inovacdo Biomolecular, Departamento de Fisica, da Universidade
Estadual Paulista“Julio de Mesquita Filho” — S&o José do Rio Preto.

Varios sistemas para expressao de proteinas recombinantes tém sido utilizados para o
entendimento das funcdes e estruturas das proteinas. Apos a clonagem do gene em vetor de
expressao em procariotos, a proteina elF3L pode ser expressa em células E.coli BL (DE3) 21
e mostrou ser insoluvel em diferentes condi¢es de fermentacdo e solubilizacdo, formando
corpusculos de inclusdo. De acordo com Singh & Panda (2005), os agregados insollveis de
proteina podem ser formados pelo alto nivel de expressdo da proteina em E.coli ou pela
hidrofobicidade de algumas proteinas. Diante desse fato, foi realizada uma analise
computacional pelo software PsiPred para verificacdo da hidrofobicidade da proteina. A
analise mostrou que elF3L realmente possui regides hidrofébicas, o que possivelmente
dificultou a solubilizacdo de elF3L.

Os corpusculos de inclusdo foram solubilizados utilizando um potente detergente,
sarkosyl, juntamente com glicerol para supressdo da agregacdo. Porém, o uso de detergentes
com potencial desnaturante pode alterar completamente a estrutura secundaria de proteinas,
impossibilitando estudos espectroscdpicos posteriores (TSUMOTO et al., 2003).

De acordo com Kudou et al., (2011) uma outra desvantagem do uso detergentes para
solubilizacdo é que eles se ligam com grande afinidade as proteinas, sendo necessarias

diluicbes e didlises para remové-lo. Esse efeito negativo foi visualizado em nossos



experimentos, uma vez que ap0s as etapas de purificacdo, a proteina foi submetida a um
extenso periodo de dialise antes de ser concentrada por liofilizacdo, e quando ressuspensa
precisou ser dialisada novamente antes dos ensaios espectroscopicos.

Dessa forma, os ensaio de Dynamic Light Scattering (DLS) e Dicroismo Circular (CD)
se mostraram essenciais para garantir que a proteina elF3L purificada ndo possuia agregados e
se mantinha estruturada apos a solubilizacdo, excluindo a possibilidade de alteragdes
estruturais. Nossos resultados mostraram que elF3L mantém preservada sua estrutura
secundaria e é viavel para posteriores estudos funcionais e estruturais, inclusive para ensaios
de cristalizag&o.

A auséncia de dados na literatura a cerca da estrutura de elF3L, nos levou a realizar
uma predicdo da proteina por modelagem molecular usando o software I-Tasser. No modelo
predito, encontramos uma alta similaridade de estruturas secundarias (65% hélice, 4% folha,
31% outras) com os resultados experimentais obtidos por Dicroismo Circular (70% hélice,
4% folha, 8% dobras, 19% outras), aumentando a confiabilidade do modelo predito. O
modelo predito foi validado como razoavelmente bom segundo analise realizada pelo ProQ-
Server.

O modelo predito se trata de uma predicdo computacional a partir da estrutura
primaria de elF3L na auséncia de moldes depositados em bancos de dados, modelagem de
proteinas ab initio. A determinacdo de um modelo molecular a partir desse método ainda ndo
dispbe de algoritmos capazes de simular com total precisdo os processos de enovelamento de
uma proteina, reforcando a necessidade de estudos estruturais experimentais como a
cristalografia para resolver a estrutura de elF3L.

No presente estudo, foram realizadas também analises computacionais pelo software
Predict Protein para verificacdo de potenciais sitios na elF3L que pudessem sofrer
modificacdes pos-traducionais. As modificacdes pos-traducionais podem regular a atividade e
0 envolvimento das subunidades do complexo elF3 em interacGes durante o0 processo de
inicio de traducdo. As fosforilacbes de cadeias laterais de subunidades do complexo elF3
estdo diretamente envolvidas na interacdo entre as subunidades e nas interacdes com outros
componentes celulares para inicio do processo de traducdo. Além disso, essas fosforilacdes
nas subunidades podem também regular a formacdo e estabilidade do complexo elF3
(DAMOC et al., 2007; ZHOU et al., 2008). O resultado da nossa analise, indicou a existéncia
de um sitio de N- glicosilacdo no residuo N554 e 13 sitios de fosforilagdo nos residuos S21,
T62,T103, T204, S208, S233, S249, T354, T459, T482, S507, S515, T556 na proteina elF3L.

Esse resultado sugere que a proteina elF3L é potencialmente capaz de formar interacbes com



outras proteinas nestes residuos de aminoacidos. Analises de elF3L pelo servidor Q-Site
Finder encontrou 10 possiveis sitio de interacdo na proteina. Esses dados sugerem que elF3L
é potencialmente capaz de estabelecer interacdes com outras proteinas.

Futuros estudos funcionais da proteina elF3L na interacdo proteina-proteina com NS5
de YFV serdo promissores para a elucidacdo dos mecanismos de patogénese e viruléncia do
virus da febre amarela. Uma vez realizada, a cristalografia podera fornecer informacdes a
respeito de sitios moleculares de interacdo de RdRp de NS5 do YFV e consequentemente de

possiveis alvos para o desenho de drogas.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, foi mapeado e identificado um dominio de 79 aminoacidos,
denominado de Interaction Domain, necessario para o estabelecimento da interacéo entre o
fator de inicio de traducdo elF3L e o dominio RNA polimerase de NS5 do virus da febre
amarela em sistema duplo-hibrido em levedura. Essa interacdo proteina-proteina € relevante
para 0 género Flavivirus. Residuos de aminodcidos criticos para essa interacdo foram
identificados no Interaction Domain por mutagénese sitio-dirigida.

A interacdo de elF3L com RdRp de NS5 do YFV foi confirmada em ensaios in vitro e
em culturas de células de mamiferos.

Os ensaios de superexpressao de elF3L nos levou ao conhecimento de que a proteina
inibe significativamente a replicacéo do virus da febre amarela.

A proteina recombinante humana elF3L pdde ser clonada e expressa em E. coli e
purificada a partir de simples métodos de cromatografia das fragdes solGveis, mantendo a
proteina em sua forma nativa, o que permitira futuros estudos estruturais.

Embora a precisa funcdo de elF3L em interagbes com proteinas virais ndo seja
claramente entendida, esses resultados sugerem que a interacdo de elF3L com NS5 de YFV
possua um importante papel na replicacdo viral. Futuros estudos dessa interagdo podem

facilitar o entendimento da replicacdo dos Flavivirus e patogenicidade
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