
 

 

(83) 3322.3222 

contato@joinbr.com.br 

www.joinbr.com.br 
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4.Universidade Federal do Ceará (UFC), lorenabonfim17@gmail.com 

5.Universidade Estadual do Ceará (UECE), florinfg@uol.com.br 

 

INTRODUÇÃO 

 A dengue é uma doença infecciosa causada pelo vírus dengue (DENV), que se apresenta, até 

entaõ, sob a forma de 4 sorotipos, (DENV 1,2,3 e 4), pertencente à família Flaviviridae 

(FIGUEIREDO, 2012). Segundo a Organizaçaõ Mundial da Saúde, a incidência da dengue tem 

crescido dramaticamente por todo o globo, cerca de 2,5 bilhões de pessoas estão sob risco de 

contrair dengue (OMS, 2009). O vírus dengue possui genoma de RNA fita simples, cuja expressão 

codifica uma poliproteína que após processamento segmenta-se em três proteínas estruturais: 

cápsideo (C), proteína da membrana (M) e glicoproteína do envelope (E), e sete proteínas naõ 

estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (ISLAM, 2015). 

 Devido ao crescente aumento da incidência desta arbovirose nas Américas, o teste de 

diagnóstico de laboratório tornou-se ainda mais importante para confirmar a etiologia dessas 

doenças (CDC, 2016). Das diversas formas de diagnóstico da dengue, os testes sorológicos 

baseados na captura de anticorpos IgM (MAC)-ELISA, IgG-ELISA e captura de antígenos NS1-

ELISA, são os de maior aplicabilidade prática, pois são menos laboriosos e de custo mais acessível, 

quando comparados aos métodos de isolamento viral ou detecçaõ de ácidos nucleicos (PEELING, 

2010). Há uma enorme demanda por antígenos a serem utilizados como reagentes na fabricaçaõ de 

kits de diagnóstico bem como na formulaçaõ de vacinas. Todavia, uma vacina segura deve oferecer 

proteçaõ contra os quatro sorotipos do vírus e isso tem sido um desafio para pesquisadores ao redor 

do mundo (GHOSH, 2015). A proteína NS1 merece especial destaque devido ao seu potencial 

imunogênico e propriedades que favorecem a detecçaõ, sendo elegida como marcador biológico 

adequado para diagnóstico viral precoce (ZHANG, 2014). Esta proteína pode permanecer nas 

células infectadas ou ser secretada, podendo ser detectada na corrente sanguínea desde o início da 

infecçaõ (AMORIM, 2013). O emprego de plantas para a produçaõ transiente de antígenos em larga 
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escala apresenta-se de forma economicamente atrativa e de manuseio fácil, quando comparada às 

plataformas tradicionais, tendo como vantagem expressaõ rápida de altos níveis de acumulaçaõ de 

proteínas recombinantes (TSCHOFEN, 2016). 

 A possibilidade de otimizaçaõ da plataforma vegetal acresce ainda mais à utilidade desse 

sistema. A adiçaõ de fusões proteicas às proteínas de interesse, possibilitam a aplicaçaõ de métodos 

alternativos de purificaçaõ, o que facilita e reduz os custos do processo de obtençaõ de antígenos, 

dispensando o uso cromatografia. (CHILKOTI, 1999). A cauda de elastina (ELP) têm demonstrado 

grande potencial enquanto peptídeo de fusaõ, naõ somente no seu papel na purificaçaõ, mas também 

no aumento dos níveis de acumulaçaõ das proteínas recombinantes (CONLEY, 2009). Pensando 

nisso, o presente estudo tem como objetivo a produçaõ e purificaçaõ da proteína NS1 do vírus 

dengue fusionada a ELP pelo método do Ciclo de Transição Inversa. 

METODOLOGIA 

 Foi realizada uma busca de genomas do dengue vírus, depositados no National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), visando obter a sequência mais adequada para a expressaõ da 

proteína NS1. A espécie vegetal utilizada para a expressaõ heteróloga transiente foi a N. 

benthamiana. A sequência foi sintetizada e clonada no vetor pDONRTM (Invitrogen, Carlsbad, 

USA), e posteriormente subclonada em vetores de expressaõ binária pCamGate, utilizando 

Technology® Gateway, foram gerados dois cassetes de expressaõ, ambos com direcionamento ao 

retículo endoplasmático (ER), NS1 ER e outro NS1 fusionada a cauda elastina (NS1 ER-ELP). 

 Uma suspensaõ de Agrobacterium tumefaciens transportando a construção de expressaõ foi 

misturada com uma quantidade igual de cultura de A. tumefaciens contendo o supressor de 

silenciamento de genes pós-transcricional p19 e co-infiltrada em folhas de N. benthamiana, com 

seis semanas de idade, através da parte inferior das folhas, utilizando uma seringa. As plantas 

infiltradas foram mantidas em condições controladas em câmara de crescimento durante 4 dias a 

22°C, com um 16 h de fotoperíodo. Para cada planta, três discos de folhas (7 mm de diâmetro) de 

tecido infiltrado foram recolhidos a partir de diferentes folhas de três plantas independentes para 

criar três replicatas biológicas. O tecido foi recolhido em tubos de 2 ml, contendo contas de 

cerâmica 2,3 milímetros e foi rapidamente congelado em nitrogênio líquido e armazenados a -80°C 

até à sua utilizaçaõ. 
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 Para a extraçaõ de proteínas, as amostras de tecido foram colocadas para homogeneizaçaõ 

em blocos pré-arrefecidos no -80°C e foram homogeneizados duas vezes por 30 segundos usando 

TissueLyser (Qiagen). As proteínas totais solúveis foram extraídas do tecido utilizando o tampaõ de 

extraçaõ de proteica (TEP) contendo tampaõ fosfato gelado (PBS), pH 7,4 com 0,1% de Tween-20, 

2% polivinilpirrolidona (PVPP), 1 mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 100 mM 

ascorbato de sódio, 1mM fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) e 1 μg/ml de leupeptina. A extraçaõ de 

proteínas a partir de uma planta controle infiltrada com p19 como um controle negativo foi também 

realizada sob condições semelhantes e a concentraçaõ de proteína total solúvel (TSP) foi 

determinada pelo ensaio de Bradford utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padraõ. 

 Para a purificaçaõ proteica empregou-se a técnica de Transiçaõ Cíclica Inversa, do inglês 

Inverse Transition Cicling (TCI) com sulfato de amônio. Após a extraçaõ proteínas totais, usando o 

tampaõ de extração TEP o extrato foi adicionado a tubos previamente pesados contendo diferentes 

concentrações de sulfato de amônio, testando-se, inicialmente, as concentrações de 0.4M, 0.6M, 

0.8M e 1.0M à 23°C objetivando encontrar a concentraçaõ ideal para máxima recuperaçaõ das 

proteínas de interesse. O extrato bruto contendo sulfato de amônio foi homogeneizado 

cuidadosamente por inversaõ e incubado à 23°C. Em seguida efetuou-se uma centrifugaçaõ de 

20000g à 23°C por 40 minutos, o sobrenadante 1 (S1) foi removido, o pellet foi ressuspendido em 

tampaõ fosfato (PBS) 1X (contendo 0,1% (v/v) de Tween-20) gelado para ressolubilizar as 

proteínas, posteriormente foi efetuada outra centrifugaçaõ de 20000g à 4°C por 10 minutos. Logo 

após, o sobrenadante contendo a proteína solubilizada (S2) foi coletado e o pellet remanescente foi 

recuperado em tampaõ PBS 1X gelado para análises. Uma segunda etapa de purificaçaõ foi 

realizada, onde, manteve-se a concentraçaõ de 1.0M e foi adicionada a concentração de 1.2M, 

ambas testadas sob diferentes temperaturas (23°C e 37°C). 

Posteriormente à purificaçaõ, foi realizado eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) (4% stacking gel e 10% main gel), seguida de transferência para membrana de PVDF, para 

análises de western blotting das proteínas purificadas pelo método TCI. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A NS1 foi expressa com sucesso em sistema vegetal. O western blotting revelou acumulaçaõ 

de NS1 de aproximadamente 0,1% de proteína total solúvel (TSP) no ER, mas quando essa proteína 

foi fusionada a ELP também endereçada ao ER apresentou níveis de acumulaçaõ aproximadamente 
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quarenta vezes maiores de até 1,3% de TSP e um rendimento de 150 mg/kg por peso fresco de 

folha. Constituindo-se de uma repetiçaõ pentapeptídica de aminoácidos, a capacidade da cauda de 

ELP afetar o rendimento proteico também decorre da quantidade de repetições da mesma na 

proteína fusionada, como apontado por Meyer et al, 2001, que analisou os efeitos de ELPs com 

comprimento variando de 90 a 20 repetições. Porém cabe salientar que estudos prévios apontaram 

uma proporçaõ inversa no rendimento e comprimento da cauda na expressaõ em N. benthamiana 

(CONLEY, 2009). Desta forma um intermediário com 30 repetições foi utilizado no presente 

trabalho, objetivando um tamanho adequado para viabilizar a purificaçaõ com o mínimo de perdas, 

se mostrou adequado para purificaçaõ das proteínas recombinantes do vírus dengue produzidas em 

planta. Tal escolha do número de repetições também corrobora com resultados da literatura 

(CONLEY, 2009). 

As análises de purificaçaõ por TCI mostraram que a concentraçaõ de 0.4M e 0.6M de sal, 

testadas à 23°C, propiciaram um maior acúmulo de proteínas no sobrenadante 1 (S1). Desta forma, 

evidenciou-se que estas condições naõ saõ suficientes para induzir uma agregaçaõ completa da 

proteína fusionada à ELP, ou seja, ambas as concentrações de sal avaliadas naõ foram suficientes 

para precipitar as proteínas recombinantes. Com o aumento da concentraçaõ de sal para 0.8M e 

1.0M, foi vista uma agregaçaõ quase que completa da proteína fusionada, com bandas fracas 

evidenciadas em S1. Porém, a maior parte das proteínas foram detectadas no pellet (P) na sua forma 

insolúvel. 

Foram feitas novas análises de purificaçaõ da proteína NS1 ER ELP nas condições de 1.0M 

e 1.2M à 23°C e 37°C, visando o acúmulo de proteínas no sobrenadante 2, na sua forma solúvel. Os 

melhores resultados de recuperaçaõ de proteína recombinante testada foram obtidos na 

concentraçaõ de 1.2M à 23°C com aproximadamente 50% da NS1 ER ELP, recuperada na fração 

S2, em sua forma solúvel e a outra metade recuperada no pellet. Embora metade da proteína 

permaneceu no pellet, a partir dele foram realizadas sucessivas solubilizações com (PBS) 1X 

(contendo 0,1% (v/v) de Tween-20) e centrifugações onde foi possível recuperar aproximadamente 

75% da proteína recombinante na sua forma solúvel. Entretanto, apesar da proteína na sua forma 

solúvel seja a desejável no desenvolvimento de testes de diagnóstico em formato ELISA, as 

proteínas que permaneceram insolúveis podem ser utilizadas em ensaios de imunizaçaõ de 

camundongos, onde as macromoléculas, insolúveis ou agregadas geralmente saõ mais imunogênicas 
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do que as pequenas e solúveis, porque as moléculas maiores saõ mais prontamente fagocitadas e 

processadas. 

Visto que a combinaçaõ das proteínas recombinantes com elastina pode reduzir os custos de 

purificaçaõ, dispensando o uso de cromatografia, após a confirmaçaõ da imunogenicidade da NS1- 

ELP-ER na presença dos anticorpos dos soros dos pacientes com dengue, análises de purificação 

foram realizadas a fim de escolher a melhor estratégia de obtençaõ dessa proteína. As condições 

ótimas para a purificação da proteína foram estabelecidas utilizando o ciclo de transiçaõ inversa, 

para obter a maior recuperaçaõ das proteínas fusionadas a ELP, onde foi possível obter níveis 

elevados, com a recuperaçaõ proteína recombinante quase em sua totalidade, quando somadas as 

proteínas solúveis do segundo sobrenadante (S2) e as obtidas no pellet, na forma insolúvel. Diante 

dos resultados apresentados, a expressaõ de proteínas do vírus dengue de até 150μg/g de peso fresco 

de folha aqui estabelecida é uma quantidade de sólida base econômica, o que facilita 

processamento, a purificaçaõ, bem como a formulaçaõ da vacina e desenvolvimento de um ensaio 

de diagnóstico de baixo custo para dengue. 

CONCLUSÃO 

A tag polipeptídio elastina-like aumentou a acumulaçaõ da proteína recombinante no ER, 

bem com, facilitou a sua obtençaõ por método simples e barato de purificaçaõ. Assim, a adiçaõ da 

elastina a outras proteínas de aplicações clinicas e industriais considerando as vantagens da 

plataforma de   produçaõ vegetal é bastante promissora para obtençaõ de níveis desejáveis de 

proteínas recombinantes 
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