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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a expressao das proteinas recombinantes NS1 e
EDIII do DENV-2 produzidas em plataforma bacteriana (Escherichia coli). Bactérias contendo
o0s genes de interesses foram crescidas e induzidas a expressao em diferentes concentracdes de
IPTG (0,1 mM; 0,5 mM e 1,0 mM), em seguida, foram solubilizadas em solug¢&o contendo 8 M
de Ureia. As proteinas soltveis foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de
resina Ni-NTA e, posteriormente, quantificadas em aparelho de nanodrop. Ao fim, foram
obtidos aproximadamente 63 mg/L para ambas as proteinas. Nossos resultados mostraram que
é possivel expressar proteinas de interesse em sistema procarioto. Entretanto, faz-se necessario
expandir a escala de producdo dessas proteinas visando utilizacdo em ensaios de
imunodiagndsticos.

Palavras-chave: Dengue, Expressao de proteinas heterologas, Biotecnologia.

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the expression of recombinant proteins NS1
and EDIII of DENV-2 produced in a bacterial platform (Escherichia coli). Bacteria containing the
genes of interest were grown and induced to expression in different concentrations of IPTG (0.1
mM; 0.5 mM and 1.0 mM), then they were solubilized in a solution containing 8 M urea. The
soluble proteins were purified by affinity chromatography on a Ni-NTA resin column and
subsequently quantified in a nanodrop apparatus. At the end, approximately 63 mg / L were
obtained for both proteins. Our results showed that it is possible to express proteins of interest in a
prokaryotic system. However, it is necessary to expand the scale of production of these proteins
with a view to use in immunodiagnostic assays.

Keywords: Dengue, Expression of heterologous proteins, Biotechnology.

1 INTRODUCAO

A dengue € uma doenca infecciosa considerada como um problema global de saude publica,
a sua transmissdo é feita pela picada de mosquitos infectados (Aedes aegypti e Aedes albopictus)
que possuem ampla distribuicdo geografica, fato este que faz com que milhGes de pessoas sofram
risco de serem infectadas por dengue (FAHIMI et al., 2018).

O dengue é composto por uma fita simples de RNA, pertence ao género flavivirus da familia
flaviviridae, possui quatro sorotipos virais (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) e é capaz de
codificar 3 proteinas estruturais e 7 ndo estruturais. Dentre estas, destacam-se a proteina estrutural
do envelope (E) e a proteina ndo estrutural 1 (NS1) (GUZMAN et al., 2010).

A glicoproteina NS1 € muito bem conservada nos 4 sorotipos do virus dengue e sua
expressao parece ser crucial para a multiplicacdo do virus, sendo relacionada, em alguns trabalhos,
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com a patogénese da doenca devido ao fato de ter sido encontrado niveis elevados desta proteina no
soro de pacientes infectados com dengue (WATANABE et al., 2012).

A proteina E é uma glicoproteina rica em residuos de cisteina, possui 3 dominios (EDI, EDII
e EDIII) e é responsavel por estimular a resposta imune do hospedeiro. O dominio Il da proteina E
(EDIII) apresenta conformagcdo relativamente estavel e muitos epitopos especificos, isso faz com
que este dominio seja visto como promissor para o desenvolvimento de vacinas com fins
diagndsticos (FAHIMI et al., 2018). Atualmente, proteinas virais de importancia reconhecida
podem ser aplicadas na tecnologia do DNA recombinante, esta tecnologia possibilitou grandes
avancos na biotecnologia aplicada a saude por facilitar a utilizacdo de proteinas para fins
terapéuticos (NETO et al., 2009).

Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a expressdo das proteinas
recombinantes NS1 e o dominio Il da proteina E do DENV-2 produzidas em plataforma bacteriana
(Escherichia coli).

2 METODOLOGIA
2.1 EXPRESSAO DAS PROTEINAS NS1 E EDIII RECOMBINANTES DO DENV-2

Bactérias E. coli contendo os genes que codificam para a producdo das proteinas NS1 e
EDIII recombinantes foram crescidas em meio Luria-Bertani (LB) caldo com canamicina, 37°C,
200rpm, overnight. O indculo crescido foi adicionado na proporc¢éo de 1:25 em meio LB, incubados
por 2h, 37°C, 200 rpm. Em seguida, foi realizada analise espectrofotométrica da Densidade Optica
(D.0.) das culturas microbianas, devendo estar entre 0,6 - 0,8 nm, lidas em comprimento de onda
de 600 nm. Posteriormente, foi adicionado Isopropyl B-D-1- thiogalactopyranoside — IPTG (indutor)
em diferentes concentragdes (1,0 mM; 0,5 mM e 0,1 mM) incubados por 3 h, 37 °C, 200 rpm. Como
controle negativo da inducéo foi utilizado culturas crescidas nas mesmas condi¢des anteriores, sem
adicdo do indutor. As culturas foram centrifugadas a 8000 rpm, 15 min., 4°C. O pellet resultante da
centrifugacg&o foi ressuspendido em tampdo de lise (20 mM Tris-HCI, 200 pg de lisozyma, 2 mM
PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), 20 mM NaCl e 10% Triton), na proporc¢éo de 1:10, seguido
de lise por sonicacdo com amplitude de 45 em 15 ciclos de 15 segundos alternados com 15 segundos
de gelo (Q55 SONICATOR - QSONICA). Apos as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm, 15
min., 4 °C, sendo separados os pellets e os sobrenadantes para analise por eletroforese e western
blotting. No western blotting utilizou-se como anticorpo primério anti-Histidina (1:3000) e

secundario anti-lgG mouse (1:5000).
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2.2 SOLUBILIZAQAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS NS1 E EDIII DO DENV-2

ApOs expressdo das proteinas recombinantes, o pellet resultante da inducdo foi
ressuspendido em tampédo de solubilizagdo (500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 8 M Ureia, 10%
Glicerol) e incubado por 2 h, 37 °C e 200 rpm . Em seguida, a amostra foi centrifugada por 15 min,
37 °C e 5000 rpm (RODRIGUES et al., 2005). Foi separado o sobrenadante e o pellet resultantes
para andlise por eletroforese e western blotting. No western blotting utilizou-se como anticorpo
primério anti-Histidina (1:3000) e secundario anti-lgG mouse (1:5000).

2.3 PURIFICA(}AO E QUANTIFICAQAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES NS1 E EDIII
DENV-2

Para purificar as proteinas foi utilizado o método de cromatografia de afinidade em coluna
de resina Ni-NTA, segundo protocolo descrito por Rodrigues et al. (2005). Apos a purificacdo, as
aliquotas das proteinas eluidas e a fragcdo nédo-ligada foram analisadas por eletroforese e western
Blotting, conforme descrito anteriormente. As concentracfes das proteinas obtidas foram
determinadas pelo método de Bradford, utilizando albumina de soro bovino como padréo, em

nanoespectrofotometro NanoDrop™ spectrophotometers (Thermo Scientific™).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Amorim et al. (2014) e Fahimi et al. (2014) descrevem que as glicoproteinas NS1 e EDIII
do DENV-2 tem peso molecular aparente de 43-48 KDa e 13 KDa, respectivamente. Na figura 1-la
e 1-lla, é possivel observar o aparecimento de bandas de elevadas intensidades em altura que
corrobora com os achados dos autores. Para otimizar a expressao das proteinas recombinantes fez-
se uso de um indutor (IPTG), sendo observada a expressdo das proteinas igualmente eficiente nas
diversas concentracdo avaliadas. Assim, pode-se utilizar a menor concentracdo do agente indutor

(0,2 mM) por apresentar niveis de expressao semelhantes as demais concentragdes.
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Figura 1. Western blotting da expresséao e solubilizagdo das proteinas recombinantes NS1 e EDIII do virus Dengue 2,
marcada com anticorpo anti-Histidina (1:3000). Em I, proteina NS1 DENV-2 (A) indugdo e (B) solubilizacdo da
proteina. Em 11, proteina EDIII DENV-2 (A) inducéo e (B) solubilizagdo da proteina.MW: marcador de peso molecular.
Em 1 e 2: sobrenadante e pellet (0,1 mM IPTG). Em 3 e 4: sobrenadante e pellet (0,5 mM IPTG). Linha 5 e 6:
sobrenadante e pellet (1,0 mM IPTG). Linha 7 e 8: sobrenadante e pellet sem adicdo de IPTG.
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Foi avaliado também se as diferentes concentrag@es deste agente indutor influenciavam na
solubilizacdo das proteinas expressas. Como resultado, detectamos as proteinas associadas as
fracdes insolaveis no lisado celular, Figura 1-1/NS1(A) e Figura 1-1I/EDIII(A). Esses achados sdo
indicativos da formacéo de corpos de inclusdo. A utilizacdo de microrganismos como plataforma de
expressdo de proteinas € uma tecnica largamente empregada, de facil cultivo e manipulacéo,
entretanto, frequentemente durante o processo de traducdo da proteina resulta na formacéo de corpos
de incluséo (BATRA et al., 2010).

Diante da formacdo de corpos de inclusdo, foi necessario realizar a solubilizacdo das
proteinas com elevadas concentracdes de uréia, uma vez que, em concentragcdes menores de uréia
foi visualizada a presenca de agregados. Na figura 1-1/NS1(B) nota-se que a proteina NS1 foi pouco
solavel em condicGes desnaturantes com solucdo de ureia 8M, enquanto que a proteina EDIII
mostrou-se mais sollvel nesta etapa, Figura 1-1I/EDIII(B).

As proteinas sollveis foram purificadas (Figura 2) por cromatografia de afinidade aos ions
metalicos (Ni2+), que interagem imobilizados na coluna, facilitando a purificacdo da proteina alvo
(ALLONSO etal., 2011). Apos a purificacéo as proteinas foram quantificadas e o rendimento obtido
foi de aproximadamente 63 mg/L para ambas as proteinas. Lee et al. (2015) e Combe et al. (2017)
relatam em seus estudos rendimento para as proteinas NS1 e EDIII tetravalente de 40 mg/L e 215

mg/L, respectivamente.
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Figura 2. Western blotting da purificagdo das proteinas recombinantes NS1 e EDIII do virus Dengue 2 por
cromatografia de afinidade Ni-NTA, marcada com anticorpo anti-Histidina (1:3000). MW: marcador de peso
molecular. Em 1: proteina NS1. Em 2: proteina EDIII.
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4 CONCLUSAO

A otimizacé&o das condicdes de cultivo tem apontado um caminho promissor para a producao
de proteinas heter6logas do DENV. Nossos resultados mostraram que é possivel expressar as
proteinas de interesse em sistema procarioto com aplicacdo biotecnolégica. Entretanto, faz-se
necessario expandir a escala de producdo dessas proteinas como objetivo de obter proteinas para

utilizacdo em ensaios de imunodiagnosticos.
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