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APRESENTACAO

Falar de ciéncias no contexto contemporaneo, é questionar varios principios e
propostas, é deixar de lado o “paradigma dominante” que é o modelo de ciéncia do
passado, caracterizado pela luta apaixonada contra todas as formas de dogmatismo
e autoridade. E observar e analisar a necessidade do homem de uma compreensao
mais aprofundada do mundo, bem como a necessidade de precisao para a troca de
informacgdes, que acabam levando a elaboracdo de sistemas mais estruturados de
organizacao dos diversos tipos de conhecimentos.

Aquiseobservaaciénciadavidacomoformade conhecimento que € compreendida
num sentido mais especifico, com aprimoramento do estudo académico, refletido a
teoria e pratica das areas da saude em geral.

Neste compilado de conhecimentos, foram realizados e definidos de maneiras
diferentes pelos diversos autores que se lancam a tarefe de refletir sobre a “As
ciéncias da Vida frente ao Contexto Contemporaneo”, algumas definicdes sao bastante
semelhantes, outras levantam algumas diferencas.

Boa leitura

Denise Pereira
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CAPITULO 15

EXPRESSAO DE PROTEINAS DO VIRUS DA HEPATITE
C FUSIONADAS A PROTEINA SUMO EM SISTEMA

Arnaldo Solheiro Bezerra
Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular,
UECE

Cicero Matheus Lima Amaral
Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular,
UECE

Daniel Freire Lima
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RESUMO: O virus da hepatite C (HCV) acomete
milnbes de pessoas de forma assintomatica.
Este trabalho teve como objetivos a clonagem
e expressdao em bactérias das proteinas do
Core, NS3, NS4 e NS5, fusionadas a proteina
SUMO. Para a producéo destas proteinas, os
plasmideos de expressdo contendo 0s seus
genesforamtransformadosemE. coliBL21 DES.
Posteriormente, o sobrenadante, resultante de
uma centrifugacdo do pellet bacteriano lisado,
foi analisado por meio de SDS-PAGE e Western
Blotting. Foi possivel detectar a expressao das

As Ciéncias da Vida Frente ao Contexto Contemporaneo 2
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proteinas do Core e NS3. Portanto, os autores
acreditam que este seja o primeiro relato da
expressao de proteinas recombinantes do virus
da Hepatite C fusionadas a proteina SUMO.
PALAVRAS-CHAVE: Hepatte C. HCW.
Proteinas recombinantes. SUMO.

ABSTRACT: The hepatitis C virus (HCV) affects
millions of people worldwide asymptomatically.
The production of recombinant proteins for the
development of diagnostic kits are mandatory.
This work aimed to clone and express the
proteins Core, NS3, NS4 and NS5, fused to
SUMO protein in bacterial expression vector.
For the production of these proteins, the
expression plasmids containing their genes
were transformed into E. coli BL21 DES.
Subsequently, the supernatant, resulting from
a centrifugation of the lysed bacterial pellet,
was analyzed by means of SDS-PAGE and
Western Blotting. Expression of Core and NS3
proteins was detected and this is the first report
of the Hepatitis C virus proteins fused to SUMO
protein.

KEYWORDS: Hepatitis C. HCV. Recombinant
proteins. SUMO.

11 INTRODUCAO

As hepatites virais acometem (de forma
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aguda ou cronica) parcela significativa da populagcdo e sé&o caracterizadas pelo
hepatotropismo de seus diferentes agentes etioldgicos (FERREIRA; SILVEIRA, 2004).
O virus da Hepatite C (HCV) pertence a familia Flaviviridae, com aproximadamente
9.600 nucleotideos em seu genoma de senso positivo (SIMMONDS, 2004). Esse
genoma codifica dez proteinas sendo trés estruturais e sete nao estruturais
(BARTENSCHLAGER et al., 2011).

A nivel global, o HCV acomete de forma assintomatica de 130 a 150 milhdes
de pessoas, das quais aproximadamente 700.000 morrem ao ano em decorréncia de
doencas hepaticas que apresentam relacdo com a Hepatite C (OMS, 2017). Estima-se
que 1% a 2% da populacao brasileira esta infectada com a doenca, sendo relatado em
Fortaleza a deteccéo de anticorpos anti-HCV em 12,6% dos pacientes com insuficiéncia
renal crénica investigados e em 47% dos pacientes com coagulopatia (BARBOSA,
2017; BRASIL, 2014). Mostrando-se assim a necessidade de desenvolvimento de
testes diagnosticos sensiveis, especificos e de baixo custo para a identificacdo e
tratamento de individuos assintomaticos acometidos pelo HCV.

Os sistemas bacterianos sao muitas vezes utilizados para a producao de
proteinas heterbélogas por ja ser um sistema bem caracterizado e de facil manejo,
contudo a formacao de aglomerados de proteinas insoluveis, denominados corpos
de inclusao, pode se tornar um gargalo nesse sistema (UNZUETA, 2015). O pequeno
modificador relacionado a ubiquitina (SUMO) é uma proteina que quando conjugada
a proteina heter6loga a ser expressa, atua como uma chaperona molecular, podendo
resultar em aumento nos niveis de expressao da proteina e em maior estabilidade e
solubilidade (REZAIE, 2017).

Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivos a clonagem e
expressao em sistema procarionte das proteinas do Core, NS3, NS4 e NS5, fusionadas
a proteina SUMO.

2| METODOLOGIA

2.1 Transformacao e inducao em cepa de expressao

Os plasmideos de expressao contendo os genes (previamente subclonados) do
Core e das proteinas NS3, NS4 e NS5 do HCV (gendtipo 1b) fusionados ao SUMO
foram transformados em E. coli BL21 DES. Para a producao das proteinas de interesse,
uma colbnia resultante de cada transformacéao foi utilizada no preparo de um pré-
inoculo.

Apés 16 horas de incubagéo (37 °C; 240 rpm) o pré-inéculo foi diluido (1:50)
em meio de cultura e induzido com 0,05 M de IPTG, a 37 °C por 3 horas. As culturas
resultantes foram entdo centrifugadas (8000 x g; 20’ ; 4 °C) para a obtencao de um
pellet bacteriano.
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2.2 Deteccao das proteinas recombinantes produzidas

Os pellets de bactérias induzidas foram lisados em tamp&o (NaH,PO, 50 mM,
NaCl 300 mM, pH 8,0) contendo lisozima (1 mg/mL). O extrato bruto bacteriano foi
entao centrifugado (10000 x g; 40’ ; 4 °C) e o sobrenadante resultante submetidos a
analise por meio de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
Western Blotting, sendo neste ultimo empregado o uso de anticorpos policlonais anti-
cauda de histidina para a deteccéo das proteinas de interesse.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em analise preliminar das quatro proteinas clonadas e induzidas (Core, NS3, NS4
e NS5), nao foi possivel detectar a expressao das proteinas NS4 e NS5 fusionadas ao
SUMO em SDS-PAGE (Figura 1) ou ao Western Blotting (resultados nao mostrados).

Figura 1. SDS-PAGE dos sobrenadantes das lises de E. coli expressando as proteinas clonadas
fusionadas ao SUMO.

Poco 1: Extrato total contendo a proteina Core-SUMO; Pogo 2: Extrato total contendo a proteina NS3-SUMO;
Poco 3: Extrato total contendo a proteina NS4-SUMO; Poco 4: Extrato total contendo a proteina NS5-SUMO; M:
Marcador de peso molecular.

Fonte: Os autores

Em contrapartida, foi possivel detectar a expressao das outras duas proteinas
na fracdo soluvel do extrato bacteriano em concentra¢des aparentemente superiores
quando fusionadas a cauda de solubilidade SUMO, uma vez que todas as amostras
foram normalizadas quanto a quantidade de proteinas totais (Figura 2).
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Figura 2. Deteccao das proteinas do HCV produzidas em plataforma procariotica.

A. SDS-PAGE das proteinas expressas em E. coli em contru¢gées com e sem a tag SUMO. B. Analise
por Western Blot do mesmo gel, analisado com anticorpo anti-Histidine-tag. Marcac6es em branco:
construcoes fusionadas a proteina SUMO. Cabecas de seta: proteinas do Core sem e com SUMO-tag;
Setas: proteinas NS3 sem e com SUMO-tag.

Fonte: Os autores

Tileva e colaboradores (2015) relatam aumento de cinco vezes na expressao de
tetrationato redutase recombinantes quando fusionada ao SUMO. Outros trabalhos
também corroboram estes resultados ao relatarem aumento de 50 a 60 % na quantidade
de proteinas recombinantes expressas na fragao soluvel quando fusionadas ao SUMO
(MALAKOV et al., 2004; CHEN et al., 2015).

41 CONCLUSAO

Até onde é de conhecimento dos autores, este é o primeiro relato da expressao
de proteinas recombinantes do virus da Hepatite C fusionadas a proteina SUMO.
Anadlises estruturais e imunolbgicas ainda se fazem necessarias para analisar se
as proteinas expressas conservam epitopos de interesse para a producao de kits
diagndsticos sensiveis, especificos e de baixo custo.
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