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INTRODUCAO

A dengue € uma doenca infecciosa causada pelo virus dengue (DENV), que se apresenta, até
entao, sob a forma de 4 sorotipos, (DENV 1,2,3 e 4), pertencente a familia Flaviviridae
(FIGUEIREDO, 2012). Segundo a Organizagao Mundial da Saude, a incidéncia da dengue tem
crescido dramaticamente por todo o globo, cerca de 2,5 bilhoes de pessoas estdo sob risco de
contrair dengue (OMS, 2009). O virus dengue possui genoma de RNA fita simples, cuja expressao
codifica uma poliproteina que apos processamento segmenta-se em trés proteinas estruturais:
capsideo (C), proteina da membrana (M) e glicoproteina do envelope (E), e sete proteinas nao

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

Devido ao crescente aumento da incidéncia desta arbovirose nas Américas, o teste de
diagnostico de laboratorio tornou-se ainda mais importante para confirmar a etiologia dessas
doengas (CDC, 2016). Das diversas formas de diagnostico da dengue, 0S testes sorologicos
baseados na captura de anticorpos IgM (MAC)-ELISA, IgG-ELISA e captura de antigenos NS1-
ELISA, sdo os de maior aplicabilidade pratica, pois sdo menos laboriosos e de custo mais acessivel,
quando comparados aos métodos de isolamento viral ou detecgao de acidos nucleicos (PEELING,
2010). Ha uma enorme demanda por antigenos a serem utilizados como reagentes na fabricacao de
kits de diagnostico bem como na formulagao de vacinas. Todavia, uma vacina segura deve oferecer
protegao contra 0S quatro sorotipos do virus e isso tem sido um desafio para pesquisadores ao redor
do mundo (GHOSH, 2015). A proteina NS1 merece especial destaque devido ao seu potencial
imunogénico e propriedades que favorecem a detecgao, sendo elegida como marcador biologico
adequado para diagnostico viral precoce (ZHANG, 2014). Esta proteina pode permanecer nas
células infectadas ou ser secretada, podendo ser detectada na corrente sanguinea desde o inicio da

infeccao (AMORIM, 2013). O emprego de plantas para a produgao transiente de antigenos em larga
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escala apresenta-se de forma economicamente atrativa e de manuseio facil, quando comparada as
plataformas tradicionais, tendo como vantagem expressao rapida de altos niveis de acumulagao de
proteinas recombinantes (TSCHOFEN, 2016).

A possibilidade de otimizagao da plataforma vegetal acresce ainda mais a utilidade desse
sistema. A adi¢ao de fusdes proteicas as proteinas de interesse, possibilitam a aplicagao de métodos
alternativos de purificagao, o que facilita e reduz os custos do processo de obtenc¢ao de antigenos,
dispensando o uso cromatografia. (CHILKOTI, 1999). A cauda de elastina (ELP) tém demonstrado
grande potencial enquanto peptideo de fusao, nao somente no seu papel na purificagao, mas também
no aumento dos niveis de acumulagao das proteinas recombinantes (CONLEY, 2009). Pensando
nisso, o presente estudo tem como objetivo a produ¢ao e purificagao da proteina NS1 do virus

dengue fusionada a ELP pelo método do Ciclo de Transicao Inversa.
METODOLOGIA

Foi realizada uma busca de genomas do dengue virus, depositados no National Center for
Biotechnology Information (NCBI), visando obter a sequéncia mais adequada para a expressao da
proteina NS1. A espécie vegetal utilizada para a expressao heterologa transiente foi a N.
benthamiana. A sequéncia foi sintetizada e clonada no vetor pPDONRTM (Invitrogen, Carlsbad,
USA), e posteriormente subclonada em vetores de expressao binaria pCamGate, utilizando
Technology® Gateway, foram gerados dois cassetes de expressao, ambos com direcionamento ao
reticulo endoplasmatico (ER), NS1 ER e outro NS1 fusionada a cauda elastina (NS1 ER-ELP).

Uma suspensao de Agrobacterium tumefaciens transportando a construgao de expressao foi
misturada com uma quantidade igual de cultura de A. tumefaciens contendo o supressor de
silenciamento de genes pos-transcricional pl9 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 condi¢Oes controladas em camara de crescimento durante 4 dias a
22°C, com um 16 h de fotoperiodo. Para cada planta, trés discos de folhas (7 mm de diametro) de
tecido infiltrado foram recolhidos a partir de diferentes folhas de trés plantas independentes para
criar trés replicatas biologicas. O tecido foi recolhido em tubos de 2 ml, contendo contas de

ceramica 2,3 milimetros e foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C

até a sua utilizacao.
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Para a extracao de proteinas, as amostras de tecido foram colocadas para homogeneizagao
em blocos pré-arrefecidos no -80°C e foram homogeneizados duas vezes por 30 segundos usando

TissueLyser (Qiagen). As proteinas totais soluveis foram extraidas do tecido utilizando o tampao de
extracao de proteica (TEP) contendo tampao fosfato gelado (PBS), pH 7,4 com 0,1% de Tween-20,
2% polivinilpirrolidona (PVPP), 1 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 100 mM
ascorbato de sodio, ImM fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) e 1 ug/ml de leupeptina. A extragao de

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

realizada sob condigdes semelhantes e a concentragdo de proteina total soluvel (TSP) foi

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

Para a purificagao proteica empregou-se a técnica de Transicao Ciclica Inversa, do inglés
Inverse Transition Cicling (TCI) com sulfato de amonio. Apds a extragao proteinas totais, usando o
tampao de extragcdo TEP o extrato foi adicionado a tubos previamente pesados contendo diferentes
concentragcoes de sulfato de amonio, testando-se, inicialmente, as concentracoes de 0.4M, 0.6M,
0.8M e 1.0M a 23°C objetivando encontrar a concentragao ideal para maxima recuperagao das
proteinas de interesse. O extrato bruto contendo sulfato de amoénio foi homogeneizado
cuidadosamente por inversao e incubado a 23°C. Em seguida efetuou-se uma centrifuga¢ao de
20000g a 23°C por 40 minutos, o sobrenadante 1 (S1) foi removido, o pellet foi ressuspendido em
tampao fosfato (PBS) 1X (contendo 0,1% (v/v) de Tween-20) gelado para ressolubilizar as
proteinas, posteriormente foi efetuada outra centrifugagao de 20000g a 4°C por 10 minutos. Logo
apos, o sobrenadante contendo a proteina solubilizada (S2) foi coletado e o pellet remanescente foi
recuperado em tampao PBS 1X gelado para analises. Uma segunda etapa de purificagao foi
realizada, onde, manteve-se a concentragao de 1.0M e foi adicionada a concentra¢do de 1.2M,

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

Posteriormente a purificagao, foi realizado eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (4% stacking gel e 10% main gel), seguida de transferéncia para membrana de PVDF, para

analises de western blotting das proteinas purificadas pelo método TCL
RESULTADOS E DISCUSSAO

A NSI1 foi expressa com sucesso em sistema vegetal. O western blotting revelou acumulagao
de NS1 de aproximadamente 0,1% de proteina total solavel (TSP) no ER, mas quando essa proteina

foi fusionada a ELP também enderegada ao ER apresentou niveis de acumulag¢ao 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 repeti¢ao pentapeptidica de aminoacidos, a capacidade da cauda de
ELP afetar o rendimento proteico também decorre da quantidade de repeticoes da mesma na
proteina fusionada, como apontado por Meyer et al, 2001, que analisou os efeitos de ELPs com
comprimento variando de 90 a 20 repeticoes. Porém cabe salientar que estudos prévios apontaram
uma propor¢ao inversa no rendimento e comprimento da cauda na expressao em N. benthamiana
(CONLEY, 2009). Desta forma um intermediario com 30 repeticoes foi utilizado no presente
trabalho, objetivando um tamanho adequado para viabilizar a purificagao com o minimo de perdas,
se mostrou adequado para purificagao das proteinas recombinantes do virus dengue produzidas em

planta. Tal escolha do numero de repeticoes também corrobora com resultados da literatura

(CONLEY, 2009).

As analises de purificagao por TCI mostraram que a concentragao de 0.4M e 0.6M de sal,
testadas a 23°C, propiciaram um maior acumulo de proteinas no sobrenadante 1 (S1). Desta forma,
evidenciou-se que estas condigoes nao sao suficientes para induzir uma agregacao completa da
proteina fusionada a ELP, ou seja, ambas as concentracdes de sal avaliadas nao foram suficientes
para precipitar as proteinas recombinantes. Com o aumento da concentragao de sal para 0.8M e
1.0M, foi vista uma agregagao quase que completa da proteina fusionada, com bandas fracas
evidenciadas em S1. Porém, a maior parte das proteinas foram detectadas no pellet (P) na sua forma

insoluvel.

Foram feitas novas analises de purificacao da proteina NS1 ER ELP nas condi¢oes de 1.0M
e 1.2M a 23°C e 37°C, visando o acimulo de proteinas no sobrenadante 2, na sua forma soluvel. Os
melhores resultados de recuperagao de proteina recombinante testada foram obtidos na
concentragao de 1.2M a 23°C com aproximadamente 50% da NS1 ER ELP, recuperada na fragao
S2, em sua forma soluvel e a outra metade recuperada no pellet. Embora metade da proteina
permaneceu no pellet, a partir dele foram realizadas sucessivas solubilizacoes com (PBS) 1X
(contendo 0,1% (v/v) de Tween-20) e centrifugacoes onde foi possivel recuperar aproximadamente
75% da proteina recombinante na sua forma soluvel. Entretanto, apesar da proteina na sua forma
soluvel seja a desejavel no desenvolvimento de testes de diagnodstico em formato ELISA, as
proteinas que permaneceram insoliveis podem ser utilizadas em ensaios de imunizagao de

camundongos, onde as macromoléculas, insoluveis ou agregadas geralmente sao mais imunogenicas
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do que as pequenas e soluveis, porque as moléculas maiores sao mais prontamente fagocitadas e

processadas.

Visto que a combinacao das proteinas recombinantes com elastina pode reduzir os custos de
purificagao, dispensando o uso de cromatografia, apds a confirmagao da imunogenicidade da NS1-
ELP-ER na presenga dos anticorpos dos soros dos pacientes com dengue, analises de purificagao
foram realizadas a fim de escolher a melhor estratégia de obten¢ao dessa proteina. As condigoes
otimas para a purificacao da proteina foram estabelecidas utilizando o ciclo de transi¢ao inversa,
para obter a maior recuperacao das proteinas fusionadas a ELP, onde foi possivel obter niveis
elevados, com a recuperagao proteina recombinante quase em sua totalidade, quando somadas as
proteinas soluveis do segundo sobrenadante (S2) e as obtidas no pellet, na forma insolavel. Diante
dos resultados apresentados, a expressao de proteinas do virus dengue de até 150ug/g de peso fresco
de folha aqui estabelecida ¢ uma quantidade de solida base economica, o que facilita
processamento, a purificacao, bem como a formulagao da vacina e desenvolvimento de um ensaio

de diagnostico de baixo custo para dengue.
CONCLUSAO

A tag polipeptidio elastina-like aumentou a acumulagao da proteina recombinante no ER,
bem com, facilitou a sua obten¢ao por método simples e barato de purificagao. Assim, a adigao da
elastina a outras proteinas de aplicagoes clinicas e industriais considerando as vantagens da
plataforma de  produgao vegetal ¢ bastante promissora para obtengao de niveis desejaveis de

proteinas recombinantes
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