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APRESENTACAO

A obra “Premissas da Iniciagcao cientifica” aborda diferentes maneiras em que o
conhecimento pode ser aplicado, e que outrora era exclusivamente uma transmissao
oral de informacao e atualmente se faz presente na busca e aplicacdo do conhecimento.

A facilidade em obter conhecimento, aliado com as iniciativas de universidades
e instituicbes privadas e publicas em receber novas ideias fez com que maneiras
inovadoras de introduzir a educacao pudessem ser colocadas em pratica, melhorando
processos, gerando conhecimento especifico e incentivando profissionais em formacgao
para o mercado de trabalho.

Estudos voltados para o conhecimento da nossa realidade, visando a solugao de
problemas de areas distintas passou a ser um dos principais desafios das universidades,
utilizando a iniciagdo cientifica como um importantes recurso para a formag¢ao dos
nossos estudantes, principalmente pelo ambiente interdisciplinar em que os projetos
séo desenvolvidos.

O conhecimento por ser uma ferramenta preciosa precisa ser bem trabalhado, e
quando colocado em pratica e principalmente avaliado, individuos de areas distintas se
unem para desenvolver projetos que resultem em solugdes inteligentes, sustentaveis,
financeiramente viaveis e muitas vezes inovadoras.

Nos volumes dessa obra é possivel observar como a inicia¢do cientifica foi capaz
de auxiliar o desenvolvimento de ideias que beneficiam a humanidade de maneira
eficaz, seja no ambito médico, legislativo e até ambiental. Uma ideia colocada em
pratica pode fazer toda a diferenca.

E dentro desta perspectiva que a iniciacdo cientifica, apresentada pela insercdo
de artigos cientificos interdisciplinares, em que projetos de pesquisas, estudos
relacionados com a sociedade, o direito colocado em pratica e a informatica ainda
mais acessivel deixa de ser algo do campo das ideias e passa a ser um instrumento
valioso para aprimorar novos profissionais, bem como para estimular a formacao de
futuros pesquisadores.

Anna Maria G. Melero
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CAPITULO 17
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RESUMO: O virus dengue atinge boa parte da
populacédo mundial, principalmente pela falta de
antivirais e de umavacina efetivacontraos quatro
sorotipos, 0 que torna o diagnostico ainda mais
importante. O sistema vegetal tem se mostrado
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PLANTA

adequado para expressdo de proteinas
recombinantes que podem ser utilizadas como
antigenos vacinais e de diagnostico. Além disso,
a adicéo de fusbes as proteinas de interesse
pode aumentar seus niveis de acumulagcdo e
facilitara sua purificacdo. Estetrabalho objetivou
a purificagdo da proteina ndo estrutural 1 (NS1)
do virus dengue fusionada ao polipeptideo
elastina-like (ELP), denominada NS1:ELP.
Para tanto, apds a expressdo transiente da
NS1 nas folhas de Nicotiana benthamiana foi
realizada a purificacédo pelo método do ciclo
de transicdo inversa (ITC) que dispensa o
uso de procedimentos caros de purificagao
como cromatografia. A fusdo a ELP permitiu a
expressao da proteina em niveis elevados e a
NS1::ELP foi purificada com sucesso utilizado
ITC com 1,2 M de NH4(S0O4)2 a 23 °C.
PALAVRAS-CHAVE: Purificacao. NS1.
Nicotiana benthamiana. Virus dengue. Proteina
recombinante.

ABSTRACT: Dengue virus affects a large part
of the world population, mainly due to the lack
of antivirals and an effective vaccine against the
four serotypes, which makes the diagnosis even
more important. The plant-based system has
been shown to be suitable for the expression
of recombinant proteins, which can be used as
vaccine and diagnostic antigens. In addition, the
fusions tags added to the proteins of interest
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may increase their accumulation levels and facilitate their purification. This work
aimed the purification of dengue virus nonstructural protein 1 (NS1) fused to elastin-
like polypeptide (ELP) (NS1::ELP). After the transient expression of NS1 in Nicotiana
benthamiana leaves, purification by the reverse transition cycle (ITC) was performed,
avoiding the use of expensive purification methods such as chromatography. The ELP
allowed expression of the protein at high levels and NS1::ELP was successfully purified
using ITC with 1.2 M NH, (SO,) , at 23 ° C.

KEYWORDS: Purification. NS1. Nicothiana benthamiana. Dengue virus, Recombinant
protein.

11 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca infecciosa causada pelo virus dengue (DENV), que
se apresenta, sob a forma de 4 sorotipos, (DENV 1,2,3 e 4) pertencentes a familia
Flaviviridae (FIGUEIREDO, 2012). Segundo a Organizacao Mundial da Saude, a
incidéncia da dengue tem crescido dramaticamente por todo o globo, cerca de 2,5
bilhdes de pessoas sob risco de contrair a doenca (WHO, 2009). O virus dengue
possui genoma de RNA fita simples, cuja expresséo codifica uma poliproteina que apds
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 (MODIS et al., 2003).

Devido ao crescente aumento da incidéncia desta arbovirose nas Américas, 0
teste de diagndstico de laboratério tornou-se ainda mais importante para confirmar a
etiologia dessas doencas (CDC, 2016). Das diversas formas de diagnéstico da dengue,
os testes sorologicos baseados na captura de anticorpos IgM (MAC)-ELISA, 1gG-
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 detecg¢ao de acidos nucleicos (PEELING et al., 2010). H4 uma
enorme demanda por antigenos a serem utilizados como reagentes na fabricacao de
kits de diagnostico bem como na formulagéao de vacinas. Todavia, uma vacina segura
deve oferecer protecdo contra os quatro sorotipos do virus e isso tem sido um desafio
para pesquisadores ao redor do mundo (GHOSH; DAR, 2015). A proteina NS1 merece
especial destaque devido ao seu potencial imunogénico e propriedades que favorecem
a deteccgao, sendo elegida como marcador biolégico adequado para diagnéstico viral
precoce (ZHANG et al., 2014). Esta proteina pode permanecer nas células infectadas
ou ser secretada, podendo ser detectada na corrente sanguinea desde o inicio da
infeccdo (AMORIM et al., 2013). O emprego de plantas para a expressao transiente
de antigenos em larga 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 acumulacdo de proteinas recombinantes
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(KOMAROVA et al., 2010; TSCHOFEN et al., 2016).

Apossibilidade de otimizac&o da plataforma vegetal acresce ainda mais a utilidade
desse sistema. A adicéo de fusdes proteicas as proteinas de interesse, possibilitam a
aplicacéao de métodos alternativos de purificacdo, o que facilita e reduz os custos do
processo de obtencao de antigenos, dispensando o uso de cromatografia. (CHILKOTI;
MEYER 1999). ELP é um polipeptidio sintético composto por um motivo pentapeptidico
repetitivo derivado da elastina: VPGXG, em que Xaa € qualquer aminoacido exceto
prolina (URRY, 1992). Eles tém uma propriedade altamente 0til, através de variagcdes
na temperatura podem passar por uma fase transicdo de inversa reversivel (URRY,
1992) e essa caracteristica pode ser transferida para a proteina a qual a ELP esta
fusionada melhorando a eficiéncia da purificacéo de proteinas recombinantes pelo um
método chamado ciclo de transi¢ao inversa, em inglés, inverse transition cycling (ITC)
(CHILKOTI; MEYER, 1999). Este método funciona elevando a temperatura acima
da temperatura de transicdo do ELP (Tt) e / ou aumentando a concentracéao de sal,
alterando a conformacao do ELP e causando a agregacéao da proteina fusionada a ELP.
Os agregados de ELP podem entéo ser isolados e solubilizados numa solu¢éo aquosa
sob uma temperatura inferior a Tt. Uma outra vantagem € que a cauda de elastina
(ELP) tém demonstrado grande potencial enquanto peptideo de fusdo, nao somente
no seu papel na purificacdo, mas também no aumento dos niveis de acumulacao das
proteinas recombinantes (CONLEY et al., 2009). Pensando nisso, o presente estudo
tem como objetivo a purificacdo da proteina NS1 do virus dengue fusionada a ELP
pelo método do ciclo de transi¢do inversa.

2| 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 expresséo
heterbloga transiente foi a N. benthamiana. A sequéncia foi sintetizada e clonada no
vetor pPDONRTM (Invitrogen, Carlsbad, USA), e posteriormente subclonada em vetores
de expressado binaria pCamGate (PEREIRA et al, 2014) utilizando Technology®
Gateway, foram gerados dois cassetes de expressdo, ambos com direcionamento
ao reticulo endoplasmatico (ER), NS1 ER e outro NS1 fusionada a cauda elastina
(NS1::ELP).

Uma suspensdo de Agrobacterium tumefaciens transportando a construgcao
de expresséao foi misturada com uma quantidade igual de cultura de A. tumefaciens
contendo o supressor de silenciamento de genes poés-transcricional p19 (SILHAVY et
al., 2002) 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¢des controladas em camara de crescimento durante 4 dias
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a 22°C, com um 16 h de fotoperiodo. Para cada planta, trés discos de folhas (7 mm
de diadmetro) de tecido infiltrado foram recolhidos a partir de diferentes folhas de trés
plantas independentes para criar trés replicatas biol6gicas. 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.

Para a extracado de proteinas, as amostras de tecido foram colocadas para
homogeneizacéo em blocos pré-arrefecidos no -80°C e foram homogeneizados duas
vezes por 30 segundos usando um macerador TissuelLyser (Qiagen). As proteinas
totais soluveis foram extraidas do tecido utilizando o tampé&o de extracao de proteica
(TEP) contendo tampéo fosfato gelado (PBS), pH 7,4 com 0,1% de Tween-20, 2%
polivinilpirrolidona (PVPP), 1mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 100
mM ascorbato de sédio, 1mM fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) e 1 ug/ml de leupeptina.
A extracdo de proteinas a partir de uma planta controle infiltrada com p19 como um
controle negativo foi também realizada sob condicbes semelhantes e a concentragdo
de proteina total soluvel (TSP) foi determinada pelo ensaio de Bradford utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrao (Bradford, 1976).

Para a purificacdo proteica empregou-se a técnica ciclo de transicéo inversa
com sulfato de aménio (NH,(SO,),). Apés a extragdo proteinas totais, usando o
tampdo de extragcdo TEP o extrato foi adicionado a tubos previamente pesados
contendo diferentes concentracdes de sulfato de aménio, testando-se, inicialmente,
as concentracdes de 0.4M, 0.6M, 0.8M e 1.0M a 23°C objetivando encontrar a
concentracao ideal para maxima recuperacao das proteinas de interesse. O extrato
bruto contendo sulfato de aménio foi homogeneizado cuidadosamente por inversao e
incubado a 23°C. Em seguida efetuou-se uma centrifugacdo 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 centrifugacdo de 20000g a 4°C por 10
minutos. Logo apds, 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 purificacao foi realizada, onde, manteve-se a concentracéo de 1.0M
e foi adicionada a concentracao de 1.2M, ambas testadas sob diferentes temperaturas
(23°C e 37°C).

Posteriormente a purificacéo, 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 ITC.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A NS1 foi expressa com sucesso em sistema vegetal. O Western blotting revelou
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acumulacao de NS1 de aproximadamente 0,1% de proteina total soluvel, do inglés
total soluble protein (TSP) no ER, mas quando essa proteina foi fusionada a ELP
também enderecada ao ER apresentou niveis de acumulagdo maiores de 1,0 % de
TSP. Constituindo-se de uma repeticao pentapeptidica de aminoacidos, a capacidade
da cauda de ELP afetar o rendimento proteico também decorre da quantidade de
repeticdes da mesma na proteina fusionada, como apontado por Meyer et al. (20 que
analisou os efeitos de ELPs com comprimento variando de 90 a 20 repeticdes. Porém
cabe salientar que estudos prévios apontaram uma propor¢ao inversa no rendimento
e comprimento da cauda na expressédo em N. benthamiana (CONLEY et al., 2009).
Desta forma um intermediario com 30 repeticdes foi utilizado no presente trabalho,
objetivando um tamanho adequado para viabilizar a purificagdo com o minimo de
perdas, se mostrou adequado para purificagao das proteinas recombinantes do virus
dengue produzidas em planta. Tal escolha do numero de repeticdes também corrobora
com resultados da literatura (CONLEY et al., 2009).

As andlises de purificacédo por TCl mostraram que a concentracéo 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 condi¢des ndo sdo suficientes para
induzir uma agregacédo completa da proteina fusionada a ELP, ou seja, ambas as
concentragbes de sal avaliadas ndo foram suficientes para precipitar as proteinas
recombinantes. Com o0 aumento da concentracao de sal para 0.8M e 1.0M, foi vista
uma agregacdo 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 purificacéo da proteina NS1::ELP nas condicées
de 1.0M e 1.2M a 23°C e 37°C, visando o0 acumulo de proteinas no sobrenadante 2, na
sua forma soluvel. Os melhores resultados de recuperagao de proteina recombinante
testada foram obtidos na concentracdo de 1.2M de NH4(S0O4)2 a 23°C com
aproximadamente 50% da NS1::ELP, recuperada nafracao 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 solubilizacées com (PBS) 1X (contendo 0,1%
(v/v) de Tween-20) e centrifugacdes 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 diagnostico
em formato ELISA, as proteinas que permaneceram insolluveis podem ser utilizadas
em ensaios de imunizagdo de camundongos, onde as macromoléculas, insoluveis ou
agregadas geralmente sdo mais imunogénicas do que as pequenas e soluveis, porque
as moléculas maiores e agregados de proteinas sdo mais prontamente fagocitadas e
processadas.

Visto que a combinacéao das proteinas recombinantes com elastina pode reduzir
os custos de purificacéo, dispensando o uso de cromatografia, apds a confirmagao da
imunogenicidade da NS1::ELP na presenca dos anticorpos dos soros dos pacientes
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com dengue, analises de purificacdo foram realizadas a fim de escolher a melhor
estratégia de obtencédo dessa proteina. As condi¢cdes 6timas para a purificacdo da
proteina foram estabelecidas utilizando o ciclo de transicdo inversa, para obter a
maior recuperacao das proteinas fusionadas a ELP, onde foi possivel obter niveis
elevados, com a recuperacdo da proteina recombinante quase em sua totalidade,
guando somadas as proteinas sollveis do segundo sobrenadante (S2) e as obtidas
no pellet, na forma insoluvel. Diante dos resultados apresentados, a proteina NS1 do
virus dengue fusionada a ELP foi expressa em quantidade significativa, maior que 1%
de proteina total soluvel e teve seu processamento e purificacéo facilitados pela adicao
da ELP e pelo método ITC. Tais, antigenos serao utilizados em um futuro préximo na
formulagcdo da uma vacina e no desenvolvimento de um ensaio de diagndéstico de
baixo custo para dengue.

23 oC 37-C

1.0M 1.2M i.0M 12M

E S1 S2P S1 S2 P S1 S2 P S1 S2 P

_.—-.'-" .

75 o

—
508 = -
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25 |

20 —
15 — ([ ®

Figura 1 — Analise de Western blot do teste de purificagdo de NS1::ELP utilizando diferentes
concentracdes de NH4(S04)2 a temperatura de 23°C e 37°C. Os melhores niveis de
recuperacao de proteina recombinante testada foram obtidos na concentragéo de 1.2M de
NH4(S04)2 a 23°C, onde a purificagéo por ciclo de transi¢édo inversa recuperou metade da
proteina purificada (S2) na sua forma solUvel e a outra metade no pellet (P). E: extrato bruto,
S1: sobrenadante 1, S2: sobrenadante 2, P: pellet.

41 CONCLUSAO

Atag polipeptidio elastina-like aumentou a acumulacéo da proteina recombinante
no ER, bem como, facilitou a sua obtencao por método simples e barato de purificacao.
Assim, a adicdo da elastina a outras proteinas de aplicacdes clinicas e industriais
considerando as vantagens da plataforma de producgao vegetal & bastante promissora
para obtencao de niveis desejaveis de proteinas recombinantes.
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