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RESUMO

PRATES, John Willians Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2017. Expressao das proteinas nao-estrutural 1 (NS1) dos virus
dengue-1, dengue-3 e dengue-4 em Pichia pastoris. Orientador: Sérgio
Oliveira de Paula. Coorientadoras: Cynthia Canedo da Silva e Michelle Dias de
Oliveira Teixeira.

A dengue € uma doenga amplamente distribuida pelo mundo, e representa um
grande problema de saude publica em varios paises. As manifestacoes
clinicas podem variar desde uma sindrome viral inespecifica e benigna, até um
quadro grave e fatal de doenga hemorragica com choque. O diagndstico na sua
fase inicial € muito importante, pois auxilia no tratamento sintomatico do
paciente e na adogdo de medidas para o controle do vetor, prevenindo a
dispersdo da doenca. Nesse contexto, a deteccdo de antigenos virais,
especialmente a proteina ndo estrutural 1 (NS1), é uma alternativa muito
eficaz para realizar o diagnostico da dengue. Essa proteina € sintetizada pelas
células infectadas, podendo ser detectada nos sobrenadantes das culturas ou
no soro de pacientes infectados. Dessa forma, ela pode ser utilizada como
antigeno para o desenvolvimento de kits de diagndstico. No entanto, um
grande problema no desenvolvimento de tais kits, consiste na obtengédo desses
antigenos, que geralmente é realizado por métodos caros, trabalhosos e de
dificil execucdo. Nesse contexto, objetivou-se nesse trabalho utilizar um
sistema de expressdo eucaridtico para produzir as proteinas NS1 dos virus
dengue-1, -3 e -4, e avaliar a sua antigenicidade. O gene otimizado da proteina
NS1 do virus dengue-4 foi clonado no plasmideo pPICZaA, o qual foi utilizado
para transformar leveduras Pichia pastoris por eletroporacao. Posteriormente,a
levedura transformada foi submetida a inducéo da expressao da proteina NS1.
Outras duas leveduras transformadas, de maneira independente, com dois
plasmideos diferentes (pPICZaA/NS1DENV1 e pPICZaA/NS1DENV3) também
foram induzidas a expressar as proteinas NS1 dos virus dengue-1 e dengue-3.
Proteinas de 60 kDa (NS1 DENV4), e duas de 50 kDa (NS1 DENV-1 e NS1

DENV-3) foram obtidas. Essas proteinas mostraram-se antigénicas no teste de

vii



Western Blot, demonstrando o seu potencial para serem utilizadas como

antigenos para aplicag¢des diagnosticas.

viii



ABSTRACT

PRATES, John Willians Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2017. Expression of the nonstructural proteins 1 (NS1) of the dengue-1,
dengue-3 and dengue-4 viruses in Pichia pastoris. Adviser: Sérgio Oliveira
de Paula. Co-advisers: Cynthia Canedo da Silva and Michelle Dias de Oliveira
Teixeira.

Dengue is a disease widely distributed throughout the world and represents a
major public health problem in several countries. Clinical manifestations may
range from a benign non-specific viral syndrome to severe and fatal
hemorrhagic shock syndrome. The diagnosis in its initial phase is very
important, since it assists in the symptomatic treatment of the patient and in the
adoption of measures for the control of the vector, preventing the dispersion of
the disease. In this context, detection of viral antigens, especially nonstructural
protein 1 (NS1), is a very effective alternative for the diagnosis of dengue. This
protein is synthesized by infected cells and can be detected in culture
supernatants or in the serum of infected patients. In this way, it can be used as
antigen for the development of diagnostic kits. However, a major problem in the
development of such kits is the procurement of these antigens, which is usually
accomplished by costly, laborious and difficult methods. In this context, the
objective of this study was to use a eukaryotic expression system to produce
the NS1 proteins of dengue-1, -3 and -4 viruses, and to evaluate their
antigenicity. The optimized NS1 protein gene of the dengue-4 virus was cloned
into the plasmid pPICZaA, which was used to transform Pichia pastoris yeasts
by electroporation. Subsequently, the transformed yeast was subjected to the
induction of NS1 protein expression. Two other yeasts independently
transformed with two different plasmids (pPICZaA/NS1DENV1 and pPICZaA/
NS1DENV3) were also induced to express the NS1 proteins of the dengue-1
and dengue-3 viruses. Proteins of 60 kDa (NS1 DENV4) and two of 50 kDa
(NS1 DENV1 and NS1 DENV3) were obtained. These proteins were shown to
be antigenic in the Western Blot test, demonstrating their potential to be used

as antigens for diagnostic applications.



1. INTRODUGAO

A dengue € uma doenga causada pela infeccdo do virus dengue, um
arbovirus que pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae. Ele é
classificado em quatro sorotipos antigenicamente distintos, denominados
dengue-1, dengue-2, dengue-3 e dengue-4 (CDC, 2014). O seu genoma é
constituido de uma molécula de RNA fita simples, senso positivo, contendo
uma unica ORF, a qual codifica uma poliproteina que € clivada para dar origem
as proteinas estruturais (C, prM/M e E) e as proteinas nao estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (LEITMEYER et al., 1999). A proteina
NS1, foco desse trabalho, é secretada pelas células infectadas, e pode ser
detectada no sangue dos pacientes desde o comeg¢o dos sintomas, sendo
considerada um marcador muito util de infecgdo recente pelo virus dengue
(ALCON et al., 2002).

O desenvolvimento de kits diagnosticos rapidos, baratos e de facil
execucao € uma necessidade para a populagao, visto a epidemia atual que
muitos paises se encontram. Normalmente, a producdo de antigenos para
serem utilizados em kits diagndsticos é realizada por vias muito laboriosas, e
de alto custo para produgao em larga escala. Dessa forma, uma boa alternativa
para resolver esse problema na producdo de antigenos, seria a utilizagado de

um sistema de expressao heterdloga em leveduras (TEIXEIRA, 2014).

Portanto, o objetivo geral desse trabalho foi expressar as proteinas NS1
dos virus dengue-1, dengue-3 e dengue-4 em Pichia pastoris, e avaliar o0 seu

potencial para uso em aplicagdes diagndsticas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A dengue é uma doencga viral sistémica, causada pela infec¢do do virus
dengue (DENV), o qual é transmitido ao homem através da picada de
mosquitos do género Aedes (GALULA et al., 2014). Suas manifestagbes
clinicas podem variar desde um quadro simples chamado Febre da Dengue
(DF), uma doenga auto limitada até um quadro grave e fatal como a Febre
Hemorragica da Dengue (DHF) e a Sindrome do Choque da Dengue (DSS)
(GUZMAN; HARRIS, 2015). Apds a infeccdo primaria com um sorotipo do
DENV, o risco de desenvolver as formas graves da doenca é maior, pois se
ocorrer uma infecgdo secundaria com outro sorotipo diferente, os anticorpos
nao neutralizantes com reatividade cruzada gerados na infecgéo inicial, podem
se ligar ao novo sorotipo do DENV, aumentando a sua captagédo por mondécitos
e macroéfagos via FcyR (Fc- y receptor), resultando em amplificacdo da cascata
de citocinas e ativacdo do sistema do complemento, fenbmeno conhecido
como Agravamento Dependente de Anticorpos (ADE) (KIRKPATRICK et al.,
2016; SCHERWITZL; MONGKOLSAPAJA; SCREATON, 2017).

A dengue € a principal arbovirose amplamente distribuida pelo mundo
(BHATT et al., 2012) (Figura 1). Sintomas relacionados a essa doencga foram
registrados em uma enciclopédia médica Chinesa de 992 d.C, sugerindo que

ela é uma doencga historicamente conhecida (GUBLER, 2006).

Durante os anos de 1960-1970 houve uma queda significativa dos casos
de dengue nas Américas, devido a erradicacdo do mosquito Aedes aegypti,
consequéncia das campanhas realizadas para prevenir a transmissao da febre
amarela (GUBLER, 1989). Como as medidas utilizadas para o controle do vetor
tiveram sucesso por pouco tempo, o mosquito transmissor foi reintroduzido
nessas regides, levando a circulacdo dos sorotipos do virus, principalmente o
DENV-2, seguido do DENV-1 e -4 em paises da América Latina e Caribenhos,
no final da década de 70 e inicio dos anos 80 (ISTURIZ; GUBLER; BREA DEL
CASTILLO, 2000). No Brasil, entre 1986-1987 surtos da doenca foram
relatados (FIGUEIREDO; CAVALCANTE; SIMOES, 1990).
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Figura 1. Distribuicdo global da Dengue (GYAWALI; BRADBURY; TAYLOR-
ROBINSON, 2016).

Atualmente a dengue representa um grande problema de saude publica
em mais de 120 paises. Estima-se que a cada ano cerca de 390 milhdes de
pessoas sao infectadas e um grande numero de pacientes, incluindo criancas,
desenvolvem o quadro grave da dengue, precisando de hospitalizagcdo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). As condi¢cbes ambientais, o
crescimento da populagédo, a urbanizagdo e a globalizagédo, séo fatores que
aumentam a dispersdo da doenca, e como n&o existe tratamento, sua

prevencgao esta concentrada no controle do vetor (ORELLANO et al., 2016).

A origem do virus dengue, agente etioldgico da doenca, foi relatada ser
africana, com a sua dispersao para outras regides atribuida ao transporte
maritimo. Por outro lado, acredita-se que a sua origem esta relacionada a um
ciclo silvestre envolvendo primatas inferiores e mosquitos na Penisula da
Maldsia (SIRISENA; NOORDEEN, 2014). Seres humanos e macacos
posteriormente expostos ao virus nas florestas serviram como carreadores até
as areas urbanas (GUBLER, 2004).

O virus dengue é um arbovirus que pertence ao género Flavivirus e a
familia Flaviviridae. Ele pode ser classificado em quatro sorotipos
relacionados, mas antigenicamente distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4) os quais sao os agentes etiolégicos da doenga. Seu principal vetor e
reservatorio € o mosquito Aedes aegypti, mas o virus também pode ser



transmitido pelo mosquito Aedes albopictus em algumas regides (CDC, 2014).
A particula viral apresenta a forma icosaédrica, medindo cerca de 40 a 60 nm
de diametro e € composta por um acido nucléico e pelas proteinas estruturais
(C, prM/M e E) (CABEZAS; GRUPO DE TRABAJO DE DENGUE, 2005)
(Figura 2). O genoma viral € composto por uma molécula de RNA fita simples
senso positivo com cerca de 11kb, contendo uma unica janela aberta de leitura
(ORF), e é flanqueado por duas regides nao traduzidas 5 UTR e 3'UTR. A
ORF codifica uma unica poliproteina, sintetizada a partir do mRNA e clivada
por enzimas celulares e virais para dar origem as trés proteinas estruturais,
que formam o capsideo viral, e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5) (LEITMEYER et al.,, 1999) (Figura 3). A
particula viral € montada utilizando as proteinas estruturais, e as proteinas nao
estruturais sdo usadas nos processos de sintese do RNA gendémico viral e na
traducdo protéica que ocorre durante o ciclo de multiplicacdo viral
(LINDENBACH; RICE, 2003) (Tabela 1).

Proteina E de
envelope

Proteina M de
membrana

- Proteina C de
capsideo
(___ RNA simples
senso positivo

Figura 2. Particula viral do virus dengue. A particula viral apresenta a forma
icosaédrica, medindo cerca de 40 a 60 nm de diametro e € composta por um
acido nucléico e pelas proteinas estruturais (C, prM/M e E) (CABEZAS; GRUPO
DE TRABAJO DE DENGUE, 2005).
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Figura 3. Organizagcdo do genoma dos Flavivirus. Genoma viral composto por
uma molécula de RNA fita simples senso positivo, com uma unica ORF,
flanqueado por duas regides nao traduzidas 5 UTR e 3'UTR. A ORF é
traduzida em uma unica poliproteina, clivada por enzimas celulares e virais

para dar origem as proteinas estruturais e nao estruturais (ROBY et al., 2015).

Tabela 1. Proteinas estruturais e nao estruturais do virus dengue (IDRIS;
MUHARRAM; DIAH, 2016)

Proteina Tamanho Subunidades Fungoes
C 100 aminoacidos - Facilita 2 montagem do capsideo
priM 14KDa/8 KDa _ Interage e estabiliza a proteina E

Forma o envelope

E 33 KDa - Capacidade de ligagio ao receptor

Cliva a iuncio N51-N524

ME1 48 KD=a - Enveolvida nas etapas iniciais da replicagdo viral
ME2ZA tem | na sintese do RMA, maturagio do virion

M524, N52B pape y G

NEZ II KDa e como ativador do correto processamento de M54
N528 atua como um ativador de N 53, permitindo sua correta
fungio

N53 618 aminoacidos - Atua como protease quando combinada com N52B
Funciona como uma helicase de RNA & RTPase/NTPase

HE4 16 KDa M548, N54E Fapel no dobramento da membrana e facilita as interagoes
proteina-proteina

N5 104 KDa -

Essencial para a replicagdo e transcrigdo do genoma viral

A proteina nao estrutural 1 (NS1) é uma glicoproteina que possui o peso
molecular de 43-48 kDa e pode se apresentar sob diferentes formas:
mondémeros, dimeros e hexameros (AMORIM et al., 2014). Ela é expressa nas
células infectadas como monémeros soluveis, e é transportada para o lumen
do reticulo endoplasmatico por meio de um peptideo sinal codificado pelos
residuos C terminais do gene da proteina E (FALGOUT; CHANOCK; LAl,



1989). No lumen do RE ela é clivada, pois possui uma sequéncia octopeptidica
que é conservada entre todos os flavivirus, e por isso é considerada regido alvo
para terapias antivirais (HORI; LAI, 1990). Ela também sofre N-glicosilagdes
por glicosidades presentes no reticulo, as quais adicionam residuos de
carboidratos aos dois sitios de glicosilagdes, em Asn-130 e Asn-207 (AKEY et
al., 2014). A regiado C terminal de NS1 contém 12 residuos de cisteina que sao
altamente conservados e formam pontes dissulfeto, além de estarem evolvidos
na formacgéao dos dimeros, estabilizando a proteina, o que confere certo grau de
hidrofobicidade (WALLIS et al., 2004). A proteina NS1 pode ancorar-se a
lipideos ou a glicosilfosfatidilinositol (GPI), e ser transportada para membrana
ou ao complexo de Golgi para completa maturacao e secregédo (LINDENBACH;
RICE, 1997). No complexo de Golgi, glicosidades e glicosiltransferases
removem residuos de acgucares para formar NS1 hexamérica, a qual é
secretada das células infectadas (BROOKS, 2006).

A infecgdo pelo virus dengue pode levar ao aparecimento de uma ampla
variedade de sintomas, muitos deles comuns a outras doengas (gripe,
sarampo, zika, chikungunya, febre amarela etc.) o que torna o diagnostico
clinico muito dificil. Dessa forma, para um diagnostico eficaz deve-se
correlacionar os sintomas clinicos com os resultados laboratoriais (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009). Diversos métodos laboratoriais podem ser
utilizados para realizar o diagnostico da dengue, como o isolamento viral, a
deteccdo de antigenos virais, testes moleculares e sorolégicos (MULLER;
DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). A deteccdo de produtos virais, como a
proteina NS1, consiste em uma abordagem muito util para o diagndstico de
infecgéo recente pelo DENV, pois ela é secretada pelas células infectadas desde
0 comego dos sintomas da doenga até cerca do 9° dia (ALCON et al., 2002). Em
infecgbes secundarias, sua deteccdo em altos niveis pode indicar progressao
para as formas graves da doenga (LIBRATY et al.,, 2002). Na sorologia, a
detecgao de anticorpos contra o virus é realizada empregando-se diversos testes
basicos, como por exemplo: teste de inibicdo da hemaglutinagao (IH), teste de
fixacdo do complemento (FC), teste de dot-blot, western blotting,
imunofluorescéncia indireta, teste de neutralizagdo e ELISA de captura de IgM
e IgG, o qual tem se tornado o método de rotina nos laboratorios (MULLER;
DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). Em infecgbes primarias, IgM pode aparecer



entre o 3°- 5° dia e permanecer detectavel por varias semanas ou meses. O
anticorpo IgG geralmente n&o estd presente na fase aguda da infecgcéo
primaria, mas seus niveis altos sado vistos em infec¢gdes secundarias,
provavelmente devido a uma resposta a epitopos compartilhados entre o virus
que infectou inicialmente e o responsavel pela infeccdo secundaria. Dessa
forma, a deteccao desses anticorpos pode ser utilizada para identificar o tipo de
infeccdo a qual o paciente se encontra, ou seja, se € uma infecgao primaria ou
secundaria por outro sorotipo viral diferente (Figura 4) (DE PAULA; FONSECA,
2004).
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Figura 4. Biomarcadores presentes em infecgdes primarias e secundarias pelo
virus dengue. Em infec¢des primarias, a proteina NS1 esta presente desde o
inicio dos sintomas, enquanto que a sua presenga em infecgbes secundarias
pode sugerir progressao para as formas graves. IgM aparece ao redor do 3° dia
em infecgdes primarias, enquanto que IgG geralmente é detectado em altos
niveis a partir do 3° dia em infecgbes secundarias (MULLER; DEPELSENAIRE;
YOUNG, 2017).

Pichia pastoris € uma levedura muito utilizada para a produgao de
proteinas recombinantes, pois ela cresce em altas densidades celulares, séo
facilmente cultivadas e manipuladas geneticamente, e apresentam um sistema
de secregao muito eficiente (BALAMURUGAN et al., 2010). Elas sao leveduras
metilotréficas, ou seja, apresentam a capacidade de metabolizar o metanol
como fonte de carbono, pois possuem dois genes, AOX1 e AOX2, os quais
codificam enzimas com funcao de alcool oxidase. Devido a essa capacidade de

utilizar o metanol como fonte de carbono, trés fendtipos dessa levedura sao



possiveis: Mut* (alta utilizagdo de metanol), MutS (baixa utilizagdo de metanol) e
Mut- (utilizacdo de metanol deletada) (FABER et al., 1995). As leveduras Mut*
possuem os dois genes AOX funcionais, e podem atingir altas taxas de
crescimento utilizando o metanol, enquanto que as Mut® apresentam apenas o
gene AOX2, resultando em uma utilizacdo do metanol mais reduzida, e as Mut"
ndo sdo capazes de utilizar o metanol (KIM et al., 2009). As cepas MutS, como
a KM71H utilizada nesse trabalho, sdo de maior interesse para a industria, pois
apresentam diversas vantagens em relagdo as outras, como por exemplo: o
baixo requerimento do metanol para o seu crescimento, reduz os riscos de
manejo durante o processo; elas secretam baixos niveis de proteinas nativas, o
que auxilia na purificagao da proteina de interesse; apresentam niveis maiores
de expressao de proteinas recombinantes (KRAINER et al., 2012).

Quando comparado a outros sistemas de expressdo, como Escherichia
coli e Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris tem demonstrado ser mais
eficiente para a producao de proteinas recombinantes em larga escala (PYATI,
FITCHES; GATEHOUSE, 2014). E.coli € um microrganismo procariético, dessa
forma, ndo apresenta a maquinaria necessaria para realizar modificacdes pos-
traducionais tipicas de eucariotos, e nao sao capazes de realizar o dobramento
protéico adequado, sendo um sistema inviavel para a expressao de proteinas
recombinantes eucariéticas (MARSTON, 1986). S.cerevisiae € um sistema
eucaribtico para expressao de proteinas que apresenta um rendimento menor
quando comparado a P.pastoris, devido ao fato de que muitas proteinas
secretadas por ela nao sado encontradas livres no meio, e sim no espaco
periplasmatico, dificultando a purificacdo. Além disso, as proteinas secretadas
por S.cerevisiae podem ser hiperglicosiladas, resultando na alteragdo de
diversas caracteristicas dessas proteinas, como a imunogenicidade, atividade e
sua retengao no soro (BUCKHOLZ; GLEESON, 1991). Pichia pastoris possui a
capacidade de secretar a proteina para o meio na forma soluvel, e também
secreta niveis baixos de proteinas nativas, facilitando o isolamento e
purificacdo da proteina recombinante, além de utilizar o promotor forte AOX1 o
que permite a obtengdo de niveis mais altos de proteina (SPOHNER et al.,
2015).

Para a expressao utilizando o sistema eucarioto Pichia pastoris, vetores

carreando o gene da proteina de interesse sao utilizados para transformar



essas leveduras, os quais integram-se no seu genoma com o objetivo de
produzir clones com alta capacidade de expressao protéica. O melhor clone, ou
seja, aquele que possui 0 maior numero de copias do gene em seu genoma
pode ser determinado através da selecdo dos transformantes obtidos,
utilizando meio com diferentes concentragcdes de antibidtico apropriado ou por
meio de PCR em tempo real (BYRNE, 2015).



3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Clonar o gene da proteina NS1 do virus dengue-4 no vetor de expressao
pPICZaA,

- Expressar individualmente as proteinas recombinantes NS1 dos virus

dengue-1, dengue-3 e dengue-4 em leveduras Pichia pastoris KM71H,;

- Analisar as proteinas obtidas por SDS-PAGE e Western Blot.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencgao do gene otimizado da proteina NS1 do virus dengue-4

O gene da proteina NS1 do virus dengue-4 foi sintetizado e clonado pela
empresa GenScript no vetor de clonagem pUCS57, originando o plasmideo
pUC57/NS1DENV4 (Figura 5). Esse gene foi sintetizado com sua sequéncia
otimizada segundo os cddons preferenciais para expressdo em leveduras, com

0 objetivo de aumentar sua expressao e consequentemente a sintese protéica.
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Figura 5. Vetor de clonagem PUC57/NS1DENV4 (GenScript)

4.2 Preparo de E. coli TOP10F competente

Células de E. coli TOP10F foram preparadas para serem transformadas
por choque térmico, por meio da inducdo de competéncia com cloreto de
calcio. Inicialmente, realizou-se um pré-inéculo da bactéria em 5 mL de meio
LB liquido (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl,
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pH 7,0) e incubou-se a 37° C, por 12 horas sob agitagdo de 250 rpm. Apds o
periodo de incubacao, transferiu-se o pré-indculo para 250 mL de meio LB
liquido e realizou-se uma nova incubagao, também a 37° C, 250 rpm, até atingir
a densidade otica de 0,4/0,5, na absorbancia de 600 nm (A600).
Posteriormente, realizou-se uma centrifugagdo da cultura em tubos falcons
estéreis, a 4.500 x g por 10 minutos, a 4° C e o precipitado obtido foi suspenso
em 15 mL de CaCl2 (50 mM) gelado. Incubou-se a solugéo no gelo por 10
minutos e realizou-se uma nova centrifugacao a 4.500 x g, 10 minutos, a 4°C.
O precipitado foi suspenso em 2,85 mL de CaCl2 (50 mM) gelado, e adicionou-
se 150 pL de dglicerol puro estéril. Por fim, 200 yL da solugdo foram

aliqguotados em tubos, colocados no nitrogénio liquido e estocados a -80 ° C.

4.3 Transformagao da bactéria E. coli TOP10F com o plasmideo
pUC57/NS1DENV4

As células de E. coli TOP 10F competentes foram transformadas por
choque térmico com o plasmideo pUC57/NS1DENV4, com o objetivo de
aumentar o numero de coépias dos plasmideos recombinantes e formar um
estoque dos mesmos. Para tanto, adicionou-se 2 uL da solugdo de plasmideo
recombinante ao tubo contendo 200 uL das bactérias E. coli TOP10F
competentes, e incubou-se por 30 minutos no gelo. Posteriormente, incubou-se
a mistura a 42° C por 1 minuto, e apds esse tempo, transferiu-se para o gelo, e
deixou-se por 15 minutos, obtendo o choque térmico. Em seguida, foi
adicionado 110 pL de meio SOC (20 g/L de bacto triptose, 5 g/L de extrato de
levedura e 0,5 g/L de NaCl e 20mM de glicose) e incubou-se a 37° C por 30
minutos, sob agitacdo de 150 rpm. Finalmente, realizou-se o plagueamento das
bactérias transformadas em meio LB soélido contendo o antibiético ampicilina
(100 pg/mL), para permitir a selecdo dos transformantes, e incubou-se a 37°C
até o aparecimento das colbnias. As colbnias que cresceram foram
transferidas, uma a uma, para 5 mL de meio LB liquido com ampicilina (100
pg/mL), incubou-se cerca de 12 horas, a 37° C, sob agitacédo de 180 rpm, e
realizou-se um estoque das bactérias obtidas a -80 ° C com 50% de glicerol.
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4.4 Extracao de DNA plasmidial (Miniprep)

As bactérias E. coli TOP10F transformadas com o plasmideo
pUC57/NS1 DENV4 foram submetidas a uma extragao de DNA plasmidial, pelo
meétodo de lise alcalina. Para isso, inoculou-se 100 uL das bactérias em 10 mL
de meio LB liquido com ampicilina (100 pg/mL), e incubou-se a 37° C, por 18
horas, sob agitagdo de 180 rpm. Realizou-se uma centrifugacédo da cultura a
10.000 x g por 2 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Logo apés, o
sedimento obtido foi suspenso em 200 pL de tampéo TE (Tris-HCL 10 mM,
EDTA 1 mM), e adicionou-se 360 uL de solugéo alcalina fresca (NaOH 0,2 M,
SDS 1%). Incubou-se a mistura por 5 minutos a temperatura ambiente, e em
seguida, adicionou-se 300 pL de solugdo de Acetato de potassio e Acido
acético glacial (Acetato de potassio 5 M, Acido acético glacial 100%).
Centrifugou-se a 10.000 x g por 5 minutos, e transferiu-se o sobrenadante para
um novo tubo. Adicionou-se 750 uL de isopropanol e realizou-se uma nova
centrifugacdo a 10.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante obtido foi
descartado, e o precipitado suspenso em 200 pyL de tampéo TE + RNAse (100
pg/mL). Incubou-se por 30 minutos a 37° C, e apés, foi adicionado 110 uL de
acetato de aménia 7,5 M, misturou-se vigorosamente. Centrifugou-se a 10.000
x g por 10 minutos, € o sobrenadante foi transferido para um novo tubo.
Adicionou-se 750 pL de etanol 100%, e centrifugou-se a 10.00 x g por 5
minutos. Descartou-se o sobrenadante, e o precipitado obtido foi lavado com
etanol 70%. Por fim, realizou-se uma centrifugagao final a 10.00 x g, por 2
minutos, descartou-se o sobrenadante, e o precipitado foi seco e suspenso em

30 L de agua pura estéril.

4.5 Clonagem do gene da proteina NS1 do DENV-4 no vetor de expressao
pPICZaA

Para a transferéncia das regides codificadoras da proteina NS1 para o
vetor de expressdo pPICZoA (Figura 6), o plasmideo pUC57/NS1DENV4 foi
clivado pelas enzimas de restricdo EcoRl e Nofl (Promega) conforme as
instru¢cdes do fabricante. O fragmento contendo a regido de interesse foi
purificado utilizando-se o kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen) e clonado no

vetor de expressao pPICZaA previamente linearizado também com as enzimas
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EcoRI e Notl (Promega). A reagcédo de ligacao entre o inserto e o vetor foi
realizada pela enzima T4 ligase (Sigma), e o produto da ligagao utilizado para
transformar bactérias E. coli TOP10F competentes, por choque térmico. Apos a
transformacao, as bactérias foram plaqueadas pela técnica de "spread plate"
em meio LB com baixa concentragédo de sal (0,5 % NaCl) contendo 25 pug/mL
do antibidtico Zeocin, e incubadas a 37° C por cerca de 18 horas. Para a
confirmacao da ligagdo entre o inserto e o vetor, foi realizado um PCR de
colénia, seguido de uma extracao de DNA plasmidial e uma reagao de digestao

dupla com as enzimas de restricido EcoRl e Notl (Promega).

Xho It

Figura 6. Mapa do vetor de expressao pPICZaA (Invitrogen,EUA)

4.6 PCR de coldnia

As colbnias das bactérias transformadas que cresceram no meio LB
solido foram transferidas, uma a uma, para 5 mL de meio LB liquido com
Zeocin (25 pg/mL), e incubadas a 37° C, por cerca de 12 h , sob agitagdo de
180 rpm. Para a reacao de PCR, utilizou-se 3 yL da cultura, 0,4 mM de cada
primer (sense e antisense) para a regiao AOX1 do plasmideo pPICZoA
(Invitrogen), tampé&o da enzima 1X , 1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de dNTPs, e
2,5 unidades de Taq DNA polimerase (Promega). Em seguida, realizou-se um
ciclo de aquecimento inicial a 94° C, seguido de 25 ciclos a 94 ° C para

desnaturacao da fita de DNA, 55° C para o anelamento dos primes, 72°C para
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a extensao da fita, e um ciclo final de 7 minutos também a 72°C.

4.7 Transformacgao de leveduras Pichia pastoris KM71H

O vetor de expressao pPICZaoA clonado com o gene NS1DENV4, foi
submetido a uma reagdo de restrichio com a enzima Sac | (Promega),
precipitado com NaCl 5 M, e utilizado para transformar leveduras Pichia
pastoris KM71H pelo método de eletroporagdo, seguindo os parametros

descritos para Saccharomyces cerevisiae (2500V, 25 uF, 200 Q).

4.7.1 Preparo de Pichia pastrois para tranformagao

Cultivou-se 100 uL das leveduras em 5 mL de meio YPD (1% de extrato
de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), por 24 horas, a 30°C, sob
agitacdo de 200 rpm. Posteriormente, transferiu-se 500 uL do pré-inéculo para
500 mL de meio YPD, e incubou-se novamente a 30° C, por cerca de 19 horas
(DO 1,3-1,5). Quando a DO apropriada foi atingida, centrifugou-se a cultura a
1500 x g, 4° C, por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante, e as células
obtidas foram suspensas em 300 mL de agua gelada estéril, e novamente
submetidas a centrifugacdo. Descartou-se o sobrenadante e as células foram
suspensas em 150 mL de agua estéril gelada. Realizou-se uma nova
centrifugacdo nas mesmas condigcdes anteriores, descartou-se o sobrenadante,
e as células foram suspensas em 12 mL de agua com Sorbitol 1 M gelada. Por
fim, realizou-se uma nova centrifugacéo das células a 1500 x g , 4°C, por 5
minutos. Descartou-se o sobrenadante, e as células foram suspensas em 700

ML de agua com Sorbitol 1 M, e mantidas no gelo.

4.7.2 Transformacgao por eletroporagao

Para a transformacdo, 80 uL das células de Pichia pastoris KM71H
eletrocompetentes foram misturadas com cerca de 10 ug do plasmideo
pPICZaA/NS1DENV4 linearizado. Transferiu-se a mistura para a cubeta de
eletroporagao e incubou-se no gelo por 5 minutos. Em seguida, as células

foram pulsadas seguindo os paradmetros descritos para Saccharomyces
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cerevisiae. Imediatamente, adicionou-se 1 de agua com Sorbitol 1 M na cubeta,
homogeneizou-se gentilmente, e transferiu-se todo o volume para um novo
tubo. Incubou-se a 30° C, por 2 horas, sem agitacdo. As leveduras foram
plagueadas em meio YPDS solido (1% de extrato de levedura, 2% de peptona,
2% de glicose, sorbitol 1 M, 2% de agar) contendo o antibiético Zeocin (100
pg/mL). ApoOs cerca de 5 dias, as col6nias obtidas foram transferidas, uma a

uma, para o meio YPD liquido com 50 % de glicerol e estocadas a -80° C.

4.8 Extracio do DNA gendémico das leveduras Pichia pastoris
transformadas

Um dos clones das leveduras transformadas estocado foi cultivado em
meio YPD, com o objetivo de extrair o DNA gemdmico, o qual posteriormente
foi submetido a reacdo de PCR para a confirmagao da transformacdo da
levedura com o plasmideo pPICZoA/NS1DENV4. Para a extracdo do DNA
gendmico, cultivou-se 100 uL de Pichia pastoris transformada em 5 mL de meio
YPD liquido, por 24 horas, 30° C sob agitacdo de 200 rpm. Apds esse periodo,
realizou-se uma centrifugacdo da cultura por 5 minutos, a 12.000 rpm.
Descartou-se o sobrenadante e as células obtidas foram suspensas em 400 pL
de tampao de extragao (Triton 100 X, SDS 10%, NaCl 1 M, Tris-Hcl 1 M pH 8,0,
EDTA 0,5 M pH 8,0) mais 0,3 g de “beads”. Agitou-se vigorosamente por 2
minutos para romper as células, e centrifugou-se por 10 minutos, 12.000 rpm.
Em seguida, transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo, e adicionou-se
200 pL de fenol-cloroférmio (100 pL de fenol, 96 pL de cloroférmio e 4 uL de
alcool isopropilico). Centrifugou-se por 10 minutos, 12.000 rpm. Coletou-se a
fase superior, e transferiu-se para um novo tubo. Realizou-se uma precipitagcao
com 1/10 volume de acetato de potassio 5 M e 2 volumes de etanol gelado.
Deixou-se a temperatura ambiente por 2 minutos. Logo apéds, centrifugou-se
por 5 minutos a 12.000 rpm, descartou-se o0 sobrenadante, e lavou-se as
células com etanol 70%. Finalmente, centrifugou-se por 5 minutos a 12.000
rom, descartou-se 0 sobrenadante e deixou-se o DNA secar. O DNA foi entado
suspenso em 20 yL de tampao TE mais RNAse, e incubou-se por 30 minutos a
37° C.
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49 PCR do DNA gendémico das leveduras Pichia pastoris KM71H
transformadas

O DNA genbmico das leveduras Pichia pastoris KM71H transformadas
foi submetido a uma reagdo de PCR, utilizando-se oligonucleotideos
especificos para a regiao de AOX1 do plasmideo pPICZaA/NS1DENV4. A
reacao foi realizada nas mesmas condi¢gdes descritas em 4.6, com excecéo da

quantidade de DNA utilizada, que aqui foi cerca de 1 ug .

4.10 Indugao da expressao da proteina NS1 do DENV-4.

Apo6s a confirmagao da transformacdo das leveduras Pichia pastoris
KM71H, um clone positivo foi submetido ao experimento de indugao para
expressar a proteina NS1. Realizou-se um pré-inéculo de 50 uL das leveduras
em 5 mL de meio BMGY (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 1.34% de
YNB, 4 x 10°° % de biotina, 100 mM de fosfato de potassio pH 6 e 1% de
glicerol) e incubou-se a 30° C, por 24 horas, sob agitacao de 200 rpm. Apds
esse periodo, transferiu-se o pré-indculo para 250 mL de meio BMGY e
realizou-se uma nova incubacgéo a 30° C, 200 rpm, por 72 horas. Centrifugou-
se a cultura a 3.000 x g por 5 minutos, 22° C, descartou-se o sobrenadante e
as células foram suspensas em 150 mL de meio BMMY (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona, 1.34% de YNB, 4 x 10° % de biotina, 100 mM de
fosfato de potassio pH 6 e 0,5 % de metanol). Em seguida, incubou-se a 30° C,
200 rpm, por 24 horas, e logo apds, iniciou-se a adigdo de metanol 0,5 % a
cada 12 horas por 3 dias. Centrifugou-se as células a 3.000 x g por 10 minutos,
e transferiu-se o sobrenadante para um erlenmyer. O sobrenadante da cultura
foi entdo diluido com volume igual de tampao de ligagao (Fosfato de sédio 20
mM, NaCl 500 mM) pH 7,4, e clarificado sob filtragdo a vacuo em membrana de
0,45 pm.

4.11 Purificagao das proteinas obtidas por cromatografia de afinidade

A purificagdo das proteinas foi realizada por cromatografia de afinidade
utilizando coluna His Trap FF de 1 mL acoplada ao sistema de purificacao

AKTA Prime Plus. Primeiramente, a coluna foi equilibrada com cerca de 7 mL
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de tampao de ligagao, e posteriormente, a amostra foi submetida a purificagao.
Um volume do tamp&o de ligagdo correspondente a 7 vezes o volume da
coluna foi passado através da mesma com o objetivo de remover proteinas que
interagiram de maneira ndo especifica com a coluna. As proteinas ligadas
especificamente na coluna foram coletadas por meio da aplicagao de tampéao
de eluicdo (20 mM de fosfato de sédio, 500 mM de NaCl e 300 mM de
imidazol), e as fragbes que apresentaram valores maiores de absorvancia a
280 nm, foram precipitadas com TCA (Acido tricloroacético) 10%, suspensas
em Tris-HCL 1,5 M pH 8,8, e armazenadas a -80 ° C até a realizacdo dos

testes.

4.12 Analises das proteinas NS1 purificadas por SDS-PAGE e Western
Blot

As proteinas NS1 purificadas do virus DENV-4 foram avaliadas
inicialmente por SDS-PAGE 12%. Posteriormente, elas foram submetidas ao
teste de Western Blot para confirmagao. Para esse teste, as proteinas foram
separadas eletroforeticamente e transferidas para a membrana de
nitrocelulose. Foi realizado um bloqueio da membrana com gelatina 1% por 30
minutos a temperatura ambiente. Logo apds, realizou-se lavagens com tampao
PBS-Tween 20 0,5%, e as proteinas adsorvidas a membrana foram incubadas
overnight com soros de pacientes positivos para dengue, obtidos das unidades
basicas de saude da rede publica ambulatorial de Ribeirdo Preto, durante a
epidemia de 2001. Realizou-se lavagens com tampao PBST, e foi feita uma
nova incubagdo de 2 horas com anticorpo secundario anti-lgM Humano
(Sigma) diluido 1:30000. Esse anticorpo secundario é conjugado com a enzima
fosfatase alcalina, a qual possui o p-Nitrophenyl Phosphate (pNPP)( Sigma)
como substrato, adicionado para revelar a reagao.

4.13 Inducgao da expressao das proteinas NS1 dos virus dengue-1 e -3
Leveduras Pichia pastoris KM71H transformadas com os genes das

proteinas NS1 dos virus dengue-1 e dengue-3, estocadas a -80 °C no
Laboratério de Imunovirologia Molecular da UFV, foram cultivadas em meio
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YPD e submetidas a extragdo de DNA genémico. E importante salientar que
essas leveduras foram transformadas com dois plasmideos recombinantes
diferentes, o pPICZaA/NS1DENV1 e pPICZaA/NS1DENV3, ambos clonados
com os genes das proteinas NS1 do DENV-1 e DENV-3, respectivamente. A
extracdo do DNA gendmico foi realizada como descrito em 4.8, e o PCR para
confirmacéao da transformagcao como descrito em 4.9.

Apos a confirmagdo da transformacdo das leveduras por PCR,
escolheu-se dois clones positivos, um referente a Pichia pastoris transformada
com pPICZaA/NS1DENV1 e o outro a Pichia pastoris transformada com
pPICZaA/NS1DENV3, e posteriormente foram submetidos ao experimento de
inducao da expressao das proteinas NS1 da mesma forma que foi realizado
para a expressao de NS1 de DENV-4( Descrito em 4.10). As proteinas obtidas
foram purificadas (como em 4.11) e analisadas por SDS-PAGE e Wester blot

como descrito em 4.12.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese do gene da proteina NS1 do virus dengue-4

Com o objetivo de aumentar os niveis de expressao da proteina NS1 do
virus dengue-4, foi realizada uma otimizacdo do gene responsavel pela
codificacdo dessa proteina, utilizando os cédons preferenciais de leveduras. A
sequéncia obtida é apresentada na figura 7. O gene otimizado foi adquirido

junto & empresa GenScript, clonado no vetor de clonagem pUC57.

*NS1-DENV4 Cptimized for yeast expression

GLATTCATGEGCTGT GCAGTGTICITGET CTI GET AL GGAGT IGALATGTGEARGT GEGARTCTTICCGIGATTIR
ATRATGTTCATACAT GEACAGRAGCAGTATAAGTTCCARCCAGRATCTCCTGCTAGATTGECTTCCGCTAT
CITGLACGCACA TG AGATGGCGITTGT GET AT CAGGT CALCTACTAGATTAGAGRACATCATCTGEALG
CAGATTRACCRATGAGTTARACTATGTATTGT GEGRAAGETGETCACGATITGACT GTAGTTGCTGECEATE
TR GETGTCTITCT CCARAGET AR GAGRAGCTTTAGCTCCACCTGICARTGACTTGRARAGTATICTTIGEAR
GLCATGEGGAANGECCALGATATTCACT CCAGAGGCAAAGAACTCALCATTCTTARTCGACGGACCT GAT
ACCAGTGAATGTCCTART GRACGTAGAGCAT GEAACTTCTTGEARGT GEARGATTATGGCTTTGGAAT T
TTACLACA A A CATCT GEATGALGTTTCGTGAAGGTTCCAGT GAAGTTTGCGATCATAGATTGATGTCTGC
TGCCATCAL R GA CCAGRL A GCTGTTCAT GCAGRTATGEECTATTGEATTGAGAGTICARAGRARATCARACT
TGECAGATAGAGAA N GCCTCTTTGATCGARGT TAAGACATGCTTATGGCCARAGACACATACATTGT GG
GTARCGEAGTGITAGAGTCCCARRTGTTGATTCCTALAGCCTACGCAGGTCCATTCTCACAGCACRARACTR
CAGACARAGGETTACGCARCTCARACCGTTGETCCAT GGCATITGEETAAGTTAGARATTGATTTCGGT GAL
TGTCCAGGTACARCTGTTACARTCCARGRRGATTGCGATCACAGAGGTCCTICTTTGAGARCTACTACTG
AT GECARGTTGET CACCCARTGETGTIGTICGITCCTGTACARTGCCACCTTIGAGATTICTITAGEIGA
AGRTGECTGTTGETACGECAT GEARATTCGTCCATTGTCAGAGARRGALGAGARCATGETGAARTCTCAL
GITAGTIGCTGECCAAGETACAGCGECCGE

Figura 7. Sequéncia génica otimizada da proteina NS1 do virus dengue-4
(GenScript).

5.2 Ligacao do gene da proteina NS1 do virus dengue-4 no vetor de

expressao pPICZaA .

O produto da reagao de digestdao do PUC57/NS1DENV4 pelas enzimas
EcoRI e Notl, foi analisado em gel de agarose na concentracédo de 1% e a
banda de interesse contendo o fragmento de DNA referente ao gene NS1 de
DENV-4, foi observada na altura de cerca de 1000 pb. Também observa-se
uma banda na altura de cerca de 3000 pb, coerente com o tamanho do vetor
de clonagem PUC57 (Figura 8).
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Figura 8. Produto da digestdo do PUC57/NS1DENV4, em gel de agarose 1%.
MM- Marcador de peso molecular de 100 bp (KASVI); 1-Plasmideo
PUC57/NS1DENV4 digerido com EcoRI e Notl.

O vetor de expressao pPICZaA também foi submetido a uma reacgéo de
linearizacdo com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl, podendo-se observar
no gel de agarose um fragmento maior que 3000 pb, tamanho esperado para

esse vetor, que possui 3600 pb (Figura 9).

Figura 9. Produto da digestdo do plasmideo pPICZaA (lvitrogen) com EcoRI e
Notl. MM- Marcador de peso molecular de 100 bp (KASVI); 1- Plasmideo
pPICZaA digerido.
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O produto da reacédo de ligagao entre o inserto NS1 de DENV-4 e o vetor
pPICZoA foi inserido em E.coli TOP10F, e a transformagao confirmada pela
amplificagdo do gene AOX1, como ficou evidenciado na figura 10. Podemos
observar bandas na altura de cerca de 1500 pb (Amostras 1-8), resultado
compativel com o controle positivo (Amostra 9), e contrastante com o controle

negativo utilizado (Amostra 10).

1500 ph ., SRS RN SRS R P NS1DENV4
1000 pb

&pPICZaA
(controle -)

e

Figura 10. PCR de col6nia de bactérias E.coli TOP10F transformadas com o
pPICZaA/NS1DENV4. MM- Marcador de peso molecular de 1 kb (Ludwing
Biotec); 1-8- Fragmentos de DNA amplificados das bactérias E. coli
transformadas; 9- Plasmideo pPICZaA clonado com o gene NS1 de dengue-1,
utilizado como controle positivo; 10- pPICZaA n&o clonado; 11- controle

negativo com H20.

O DNA obtido das col6nias confirmadas por PCR, digerido com as
enzimas EcoRI e Notl, foi identificado no gel de agarose 1% como duas bandas
em alturas distintas, uma superior, de mais de 3600 pb referente ao plasmideo
pPICZaA, e outra mais inferior, cerca de 1000 pb, coerente com o tamanho do
gene da proteina NS1 de DENV-4 (Figura 11). Diante desses resultados, a

confirmagéao da ligagao entre inserto e vetor foi realizada com sucesso.
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Figura 11. Produto da reacao de digestdo do plasmideo pPICZaA/NS1DENV4
com EcoRI e Notl. MM- Marcador de peso molecular de 100 bp (KASVI); 1-
pPICZaA/NS1DENV4 digerido.

5.3 Confirmacgao da transformacao de leveduras Pichia pastoris KM71H
com o plasmideo pPICZaA/NS1DENV4

A transformacao das leveduras Pichia pastoris foi confirmada por meio
de PCR, utilizando oligonucleotideos para a regido de AOX1 do
pPICZaA/NS1DENV4. O produto da reacao de PCR foi visualizado em gel de
agarose 1%, o qual apresentou resultados coerentes com o controle positivo
(plasmideo pPICZaA clonado com o gene de NS1 de DENV1)(Figura 12). A
amostra 1, é referente ao DNA gendmico das leveduras transformadas com o
plasmideo pPICZaA/NS1DENV4, e as bandas apresentadas estdo em torno de
1500 pb. O controle positivo (amostra 2) também apresentou uma banda na
mesma altura da amostra da levedura, enquanto que o controle negativo

(amostra 3) apresentou uma banda de cerca de 500 pb.
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Figura 12. Produto da reagdo de PCR do DNA gendmico das leveduras Pichia
pastoris transformadas com o vetor de expressdo pPICZaA/NS1DENV4. MM-
Marcador de peso molecular de 100 bp(KASVI); 1-DNA de Pichia pastoris
transformada; 2- pPICZaA clonado com o gene da NS1 de DENV1 utilizado
como controle positivo; 3- pPICZaA nao clonado utilizado como controle

negativo.

5.4 Expressao da proteina NS1 de DENV4

A proteina NS1 purificada do virus dengue-4, foi observada no gel SDS-
PAGE 12 % como uma banda na altura de cerca de 60 kDa (Figura 13).
Através do teste de Western Blot foi possivel confirmar que essa banda de 60
kDa, realmente corresponde a proteina NS1. A altura da banda observada
representa a forma monomérica da proteina, obtida quando a mesma foi
submetida ao aquecimento a 100° C na presenca de Ditiotreitol (DTT), um
agente redutor que desfaz as pontes dissulfetos da proteina. Esse aquecimento
rompe as interagdes hidrofébicas nas proteinas, responsaveis pela
manutencdo da forma hexamérica, o que resulta na conversao para a forma
monomeérica observada (Figura 14). Esse resultado é coerente com os
encontrados por FALCONAR e ROMERO-VIVAS (FALCONAR; ROMERO-
VIVAS, 2013). Eles realizaram o ensaio de Western Blot para detec¢cédo de NS1
de todos os sorotipos dos virus dengue, e obtiveram quase todas as proteinas

na forma monomeérica, devido ao tratamento a 100° C durante 1 minuto.
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Figura 13. Proteina NS1 de DENV4 em gel de SDS-PAGE 12%. MM- Marcador
de peso molecular; 1- Proteina NS1 de DENV4.
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Figura 14. Western Blot para NS1 de DENV4. MM- Marcador de peso
molecular; 1 e 2- Proteina NS1 de DENV4.

5.5 Confirmacgao da transformacao de leveduras Pichia pastoris KM71H
com os plasmideos pPICZaA/NS1DENV1 e pPICZaA/NS1DENV3

A confirmacéao da transformacao das leveduras foi realizada pela reacao
de PCR, utilizando-se primers especificos para a regiao de AOX1 dos
plasmideos recombinantes. Como apresentado na figura 15, nas amostras 1 e
2, referentes ao DNA genbmico das leveduras transformadas, € possivel
observar as bandas obtidas na altura de cerca de 1500 pb, resultado

compativel com o controle positivo ( amostra 3).
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Figura 15. PCR do DNA gendmico de Pichia pastoris transformada. MM-
Marcador de peso molecular; 1- DNA de Pichia pastoris transformada com
pPICZoA/NS1DENV1; 2- DNA de Pichia pastoris transformada com
pPICZaA/NS1DENV3; 3- Plasmideo pPICZaA/NS1DENV1 utilizado como

controle positivo; pPICZaA nao clonado( controle -).

5.6 Expressao das proteinas NS1 dos virus DENV-1 e DENV-3

Finalmente, as proteinas NS1 dos virus dengue-1 e dengue-3, também
foram analisadas por SDS-PAGE e Western Blot. O SDS-PAGE mostrou a
presenga de duas bandas de cerca de 50 kDa (Figura 16), as quais foram

detectadas por Western Blot na mesma altura ( Figura 17)

MM 1 2

50 kDa——

Figura 16. SDS-PAGE 12 % para NS1 do virus dengue-1 e dengue-3. MM-
Marcador de peso molecular; 1- Proteina NS1 de DENV1.
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Figura 17. Western Blot para NS1 de DENV1 e DENV3. A) MM- Marcador de
peso molecular; 1- Proteina NS1 de DENV1; 2- Sobrenadante purificado da
cultura de Pichia pastoris nao transformada (controle -). B) MM- Marcador de
peso molecular; 1- Proteina NS1 de DENV3.

A proteina NS1 do DENV é um biomarcador especifico e altamente
conservado, muito util para o diagndstico inicial da Dengue, marcando o
periodo de viremia. Ela é secretada das células infectadas e pode ser
detectada desde o comego dos sintomas da doenga, ou seja, do 1° dia até 18
dias apoés o inicio da febre, com sensibilidade alta nos primeiros 3 dias. Esse
diagndstico inicial € muito importante, pois auxilia no tratamento adequado do
paciente (BUONORA et al., 2017; MULLER; YOUNG, 2013). O
desenvolvimento de kits diagndsticos rapidos e baratos utilizando antigenos
como a proteina NS1 consiste em uma alternativa muito promissora para o
diagndstico da Dengue, alcangcando toda populacdo, inclusive as mais
afastadas dos centros urbanos, possibilitando o manejo adequado dos

pacientes infectados.

Os resultados desse trabalho mostram claramente que o sistema
eucariotico Pichia pastoris foi um hospedeiro muito eficaz para a producéo das
proteinas NS1 dos virus dengue-1, -3 e -4. Essas proteinas foram expressas
de forma soluvel no sobrenadante das culturas, e mostraram-se antigénicas
quando utilizadas nos testes de Western Blot, indicando que elas possuem um
grande potencial para serem utilizadas como antigenos para fins diagnédsticos,
pois foram produzidas em uma conformacdo que foi reconhecida pelos
anticorpos policlonais presentes nos soros de pacientes infectados com

dengue.

27



CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesse trabalho nos permite concluir que:

Os genes otimizados da proteina NS1 do virus dengue-4 foram

eficientemente clonados no vetor de expressao pPICZaA.

Leveduras Pichia pastoris KM71H foram transformadas com o

plasmideo pPICZaA/NS1DENV4 por eletroporacgao.

As proteinas NS1 dos virus dengue-1,- 3 e- 4, foram produzidas de

forma eficaz pelas leveduras Pichia pastoris KM71H.

As proteinas NS1 obtidas mostraram-se antigénicas quando avaliadas
por Western Blot, sendo uteis para o desenvolvimento de kits de

diagndstico para a dengue.
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6. PERSPECTIVAS

e Otimizacao das condigdes de inducao da expressao das proteinas NS1;
¢ Analise imunoldgica dos antigenos obtidos;

e Utilizagao dos antigenos NS1 DENV 1, 3 e 4 para o desenvolvimento de
testes imunocromatograifcos , que auxiliem o diagnéstico rapido da

Dengue.
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