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RESUMO

DIAS, Ingrid Marques, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de
2018.  Expressão heteróloga da proteína não-estrutural 1 (NS1) do Zika
virus em Pichia pastoris. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.

O Zika virus (ZIKV) foi identificado pela primeira vez em macacos Rhesus na

Uganda,  em  1947.  Nas  Américas  foram  confirmados,  entre  2015  e  2017,

223.336 casos de infecção pelo ZIKV. Em 1º de fevereiro de 2016, a pandemia

do ZIKV foi  declarada uma Emergência em Saúde Pública de Preocupação

Internacional.  O  ZIKV  contém um  genoma  de  RNA que  dá  origem a  uma

poliproteína  clivada  em  três  proteínas  estruturais  (PrM/M,  E  e  C)  e  sete

proteínas  não-estruturais  (NS1,  NS2a,  NS2b,  NS3,  NS4a,  NS4b e  NS5).  A

proteína NS1 de flavivírus é uma glicoproteína altamente conservada cujo peso

molecular varia de 46 a 55 kDa a depender da extensão de sua glicosilação. A

mesma participa do ciclo replicativo viral e realiza funções imunomoduladoras

interagindo com proteínas do sistema complemento  e  desencadeando altas

concentrações  de  Imunoglobulina  G  (IgG)  durante  infecções  primárias  e

secundárias. Sendo assim, desempenha papel crucial  na resposta imune do

hospedeiro,  e  tem  sido  utilizada  em  diversos  estudos  como  marcador

diagnóstico precoce para detecção de infecções por flavivírus. Portanto, este

trabalho objetivou expressar de maneira heteróloga a proteína não-estrutural 1

(NS1) do ZIKV em Pichia pastoris, com fins diagnósticos. Para a transformação

das leveduras  P. pastoris KM71H foi utilizado um plasmídeo recombinante, o

pPICZαA_NS1ZIKV.  As  leveduras  transformadas  por  eletroporação  foram

crescidas em meio adequado para a indução da expressão proteica.  Como

resultado obteve-se que o gene otimizado da proteína NS1 foi  integrado ao

vetor  de  expressão  pPICZαA,  produzindo  o  plasmídeo  recombinante

pPICZαA_NS1ZIKV que foi introduzido na levedura  Pichia pastoris KM71H. A

expressão da proteína NS1 pela levedura foi confirmada por meio de Western

Blot,  o  que  nos  permite  concluir  que  a  transformação  com  o  vetor

pPICZαA_NS1ZIKV ocorreu de  maneira  satisfatória.  Portanto,  os  resultados

deste trabalho nos mostram a eficiência do sistema de expressão heteróloga

da proteína NS1 do ZIKV em  Pichia pastoris e como a  engenharia genética

pode ser empregada para beneficiar diversos ramos da ciência.
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ABSTRACT

DIAS,  Ingrid  Marques,  M.Sc.,  Universidade  Federal  de  Viçosa,  July,  2018.
Heterologous  expression  of  the  non-structural  protein  1  (NS1)  of  Zika
virus in Pichia pastoris. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula.

The Zika virus (ZIKV) was first identified in Rhesus macaques in Uganda in

1947.  In  the  Americas,  between  2015  and  2017,  223,336  cases  of  ZIKV

infection  were  confirmed.  On  February  1,  2016,  the  ZIKV  pandemic  was

declared  an  International  Public  Health  Emergency  of  Concern.  The  ZIKV

contains  an  RNA genome that  gives  rise  to  a  polyprotein  cleaved  in  three

structural proteins (PrM / M, E and C) and seven non-structural proteins (NS1,

NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b and NS5). The flavivirus NS1 protein is a highly

conserved  glycoprotein  whose  molecular  weight  ranges  from 46  to  55  kDa

depending on the extent of its glycosylation. It participates in the viral replicative

cycle and performs immunomodulatory functions interacting with proteins of the

complement  system and triggering high concentrations of  immunoglobulin  G

(IgG) during primary and secondary infections. Thus, it plays a crucial role in the

immune response of the host, and has been used in several studies as an early

diagnostic marker for the detection of flavivirus infections. Therefore, this work

aimed to express in a heterologous way the non-structural protein 1 (NS1) of

ZIKV  in  Pichia  pastoris,  with  diagnostic  purposes.  A recombinant  plasmid,

pPICZαA_NS1ZIKV,  was  used  for  the  transformation  of  P.  pastoris  yeasts

KM71H. The yeasts transformed by electroporation were grown in a suitable

medium for the induction of protein expression. As a result it was obtained that

the optimized NS1 protein gene was integrated into the pPICZαA expression

vector,  producing  the  recombinant  plasmid  pPICZαA_NS1ZIKV  which  was

introduced into the Pichia pastoris yeast KM71H. Expression of the NS1 protein

by yeast was confirmed by means of Western Blot, which allows us to conclude

that  the  transformation  with  the  vector  pPICZαA_NS1ZIKV  occurred

satisfactorily.  Therefore,  the  results  of  this  work  show  the  efficiency  of  the

heterologous expression system of the ZIKV NS1 protein in Pichia pastoris and

how genetic engineering can be used to benefit various branches of science.
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1 INTRODUÇÃO

Os arbovírus,  vírus transmitidos por artrópodes,  englobam uma grande

variedade  de  famílias  virais  como,  Bunyaviridae,  Togaviridae,  Flaviviridae,

Reoviridae, Rhabdovirida e Orthomyxoviridae (Rust, 2012, Weaver, 2010). São

causadores das arboviroses, que representam um grande desafio aos órgãos

de saúde pública e aos grupos de pesquisa mundiais, haja vista os impactos

provocados na saúde das populações acometidas. A similaridade entre suas

manifestações clínicas dificultam um diagnóstico diferencial  precoce e eficaz

para  o  controle  de  doenças  como:  Zika,  Dengue  e  Chikungunya  (PAHO,

2017d). 

O Zika virus (ZIKV), foi identificado pela primeira vez em macacos Rhesus

na Uganda, em 1947 (Xia et al.,  2018;  Hasan et al.,  2018;  Dick; Kitchen e

Haddow, 1952). Em 1952, foram detectados os primeiros casos de infecção

humana pelo ZIKV, na Uganda e República Unida da Tanzânia (WHO, 2018).

Entre 1969 e 1983 o vírus foi detectado em mosquitos encontrados na Índia,

Indonésia, Malásia e Paquistão  (WHO, 2018). Do ano de sua descoberta até

2006 ocorreram casos isolados de infecção humana tanto na África quanto na

Ásia,  entretanto  o  primeiro  surto  de  grande  relevância  foi  relatado  na

Micronésia (Ilha Yap) em 2007 (Sironi et al., 2016). 

Entre  2013  e  2014,  um total  de  42  pacientes,  na  Polinésia  Francesa,

foram registrados com síndrome de Guillain-Barré em decorrência da infecção

viral (Cao-lormeau, 2016). Ainda em 2014, a epidemia atingiu também as Ilhas

Cook, Nova Caledônia e Ilha de Páscoa, chegando à América do Sul no final de

2014 e início de 2015  (Sironi et al., 2016).  Nas Américas foram confirmados,

entre  2015  e  2017,  223.336  casos  de  infecção  pelo  ZIKV,  dos  quais  20

resultaram em óbito  (PAHO,  2017c),  sofrendo  um acréscimo de  141  casos

autóctones até janeiro de 2018 (PAHO/WHO, 2017a). 

O alarmante acréscimo no quantitativo de casos de microcefalia neonatal

no  Brasil,  entre  2015  e  2016,  gerou  grande  preocupação  às  comunidades

científicas mundiais. Até fevereiro de 2016, 583 casos de microcefalia neonatal

foram confirmados no país (Fig. 1) (WHO, 2016), e entre 2015 e janeiro de
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2018 ocorreram 137.288 casos autóctones de infecção pelo vírus, sendo 2.952

referentes à síndrome congênita e 11 óbitos não associados à síndrome de

Guillain-Barré  ou  malformações  congênitas  decorrentes  da  infecção  viral

(PAHO/WHO, 2017a). 

Ainda em 1º de fevereiro de 2016, a pandemia do ZIKV foi declarada uma

Emergência  em Saúde  Pública  de  Preocupação  Internacional  (PAHO/WHO,

2016). 

Figura 1: Casos conirmados de microcefalia no Brasil distribuídos por estados da 
federação (até 20 de fevereiro de 2016) (WHO, 2016).

A pandemia evidenciou aspectos particulares referentes à infecção por

ZIKV,  incluindo  a  rápida  disseminação,  o  surgimento  de  diversos  casos  de

microcefalia neonatal e a transmissão por via sexual (Carlson et al., 2018). 

A transmissão do ZIKV pode ocorrer através de infecção vetorial, por meio

da  picada  de  mosquitos  do  gênero  Aedes  (Waldorf  et  al.,  2018;  Musso  e

Gubler,  2016),  pode  ser  transmitido  de  um  indivíduo  a  outro  através  de

transmissão vertical, relação sexual desprotegida, (Duggal et al., 2018; Musso
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e Gubler, 2016) ou transfusão sanguínea (Braack et al., 2018; Musso e Gubler,

2016).

Duggal et al. (2017) confirmaram em seu estudo a presença de partículas

virais no sêmen, que mesmo em pequenas quantidades já são suficientes para

a transmissão sexual ocorrer.  Além disso, a presença de antígenos virais em

células do sistema fagocitário, especificamente os macrófagos residentes no

tecido placentário, confirma a hipótese de ocorrência de transmissão vertical do

vírus  (Quicke  et  al.,  2016).  Portanto,  em  uma  possível  gestação,  o  vírus

proveniente  do  sêmen  poderia  oferecer  risco  não  apenas  para  a  mulher

infectada como também para o feto, haja vista sua capacidade de ultrapassar

as barreiras placentária (Quicke et al., 2016;  Walter et al., 2017; Petitt et al.,

2017) e hematoencefálica fetal (Walter et al., 2017).

Tal fato gerou inquietações às comunidades científicas, uma vez que, ao

atingir  o  embrião,  o  ZIKV  é  capaz  de  induzir  a  apoptose  em  células

progenitoras neurais, causar danos em seu DNA (estresse genotóxico) e ativar

genes efetores de p53 (El Ghouzzi, 2016). A infecção resulta em teratogenia

fetal,  o  que  está  intrinsecamente  relacionado  aos  casos  de  microcefalia

congênita, (distúrbio  caracterizado  pela  redução  do  perímetro  cefálico  ao

nascer, associado a severo retardo mental, que em casos extremos pode levar

à morte) (Boldescu et al., 2017). 

Os efeitos deletérios nos sistemas nervoso central e periférico causados

pelo ZIKV devem-se sobretudo ao tropismo viral  por tais tecidos. O  ZIKV é

capaz de infectar e matar células-tronco neurais (progenitores neuroepiteliais,

células da glia e progenitores intermediários) (Waldorf et al., 2018) enquanto

neurônios estão menos susceptíveis à infecção (Petitt et al., 2017). Isto ocorre

não  apenas  durante  o  desenvolvimento  fetal,  mas  pode  se  estender  até  a

adolescência atingindo grupos de células tronco que persistem até esta fase da

vida  (Waldorf  et  al.,  2018).  Logo,  a  neurogênese  alterada,  não  apenas  no

embrião,  mas  em  crianças  e  adolescentes,  oferece  também  risco  para  o

surgimento de condições neurocognitivas e psiquiátricas precoces (Waldorf et

al., 2018). Ademais, outros achados como calcificações na placa cortical em

lactentes,  sugerem  outras  características  da  doença,  as  quais  não  estão

relacionadas apenas com a infecção de células-tronco neurais (Petitt  et  al.,

2017). 
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A infecção pelo ZIKV produz ainda outros sinais e sintomas no indivíduo

acometido, como, exantema, prurido, febre baixa, rash cutâneo, conjuntivite,

cefaléia, artralgia e leucopenia, os quais se assemelham à sintomatologia das

demais arboviroses (PAHO, 2017d). Além disso, um estudo pioneiro constatou

a ligação entre  a  infecção por  ZIKV e  o  desenvolvimento  da  Síndrome de

Guillain-Barré (doença autoimune caracterizada por polirradiculoneuropatia) em

indivíduos adultos (Cao-lormeau et al., 2016). 

O ZIKV é um arbovírus icosaédrico e envelopado (Hasan et al.,  2018)

pertencente à família  Flaviviridae (Xia et al.,  2018; Hasan et al.,  2018) e ao

gênero flavivírus (Hasan et  al.,  2018).  Contém um genoma de RNA cadeia

simples e polaridade positiva (Hasan et al., 2018; Xia et al., 2018) com cerca de

11.000 nucleotídeos (Xia et al., 2018). Este dá origem a uma poliproteína que é

clivada em três proteínas estruturais  (PrM/M, E e C)  e sete proteínas não-

estruturais  (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (Fig.  2) (Rastogi,

Sharma e Singh, 2016; Song et al., 2016; Xia et al., 2018). 

Figura 2: Poliproteína clivada em três proteínas estruturais (PrM/M, E e C) e sete 
proteínas não-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) a partir do 
genoma do ZIKV (RASTOGI, SHARMA e SINGH, 2016).

A  proteína  não-estrutural  1  (NS1)  é  uma  glicoproteína  altamente

conservada cujo peso molecular varia de 46 a 55kDa, a depender da extensão

de sua glicosilação (RastogI, Sharma e Singh, 2016). É translocada no retículo

endoplasmático  da  célula  hospedeira  (Brown  et  al.,  2016),  podendo  ser

secretada em sua forma hexamérica (Rastogi, Sharma e Singh, 2016; Brown et

al., 2016) ou ligar-se à superfície celular sob a forma monomérica ou dimérica

(Rastogi; Sharma; Singh, 2016). 

No  meio  intracelular,  a  NS1  participa  do  ciclo  replicativo  viral,  onde

juntamente  com  outras  proteínas  não-estruturais  e  o  RNA viral  formam  o

complexo  de  replicação  derivado  de  vesículas  provenientes  do  retículo

endoplasmático (Rastogi,  Sharma e Singh,  2016).  Enquanto  isto,  sua forma

secretada  realiza  funções  imunomoduladoras  interagindo  com  proteínas  do

sistema  complemento  (Brown  et  al.,  2016)  e  desencadeando  altas
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concentrações  de  Imunoglobulina  G  (IgG)  durante  infecções  primárias  e

secundárias  (Rastogi,  Sharma  e  Singh,  2016).  Deste  modo,  por  meio  da

modulação  da  maquinaria  celular,  a  proteína  NS1  desempenha  papel

estratégico na invasão e evasão do sistema imune do hospedeiro (Rastogi,

Sharma e Singh, 2016). 

Devido  ao  papel  crucial  da  proteína  NS1  na  resposta  imune  do

hospedeiro, a mesma tem sido utilizada em diversos estudos como marcador

diagnóstico precoce para detecção de infecções por flavivírus (Duong et al.,

2011; Antunes et al., 2015; Teoh et al., 2016; Ricciardi-jorge et al., 2017). Para

tanto, é necessário o desenvolvimento de métodos que visem a produção desta

proteína em grande escala e baixo custo, o que  se configura como um grande

desafio aos grupos de pesquisa mundiais. 

Diversos organismos vem sendo utilizados para a produção heteróloga de

proteínas,  como por  exemplo a levedura  Pichia pastoris (P.  pastoris)  que é

empregada para a expressão de proteínas recombinantes (Cregg et al., 2009;

Macauley-Patrick  et  al.,  2005;  Invitrogen,  2010a).  Sua  eficiência  na  síntese

destas proteínas alcança até 30% do conteúdo protéico total produzido pela

célula (Brown, 2010). 

A levedura P. pastoris possui dois genes (AOX1 e AOX2) essenciais para

a síntese de proteínas heterólogas, os quais codificam a enzima álcool oxidase

(Invitrogen, 2010a). Esta enzima, fundamental para o metabolismo do metanol,

permite a utilização deste álcool como única fonte de carbono e energia para a

levedura  (Macauley-Patrick  et  al.,  2005;  Invitrogen,  2010a).  Geralmente  os

níveis de expressão de proteínas heterólogas controladas pelo promotor AOX1

são muito elevadas em relação ao promotor AOX2 e por este motivo o primeiro

é mais amplamente empregado (Macauley-Patrick et al., 2005).  

Há  três  fenótipos  disponíveis  de  P.  pastoris no  que  concerne  sua

capacidade de utilização do metanol: o tipo selvagem Mut+  que possui ambos

os  genes  AOX e requer  altas  taxas  de  metanol,  o  fenótipo  Muts onde  há

deleção do gene AOX1, e Mut- em que ambos os genes AOX estão ausentes

(Macauley-Patrick et al., 2005; Barrigon, Valero e Montesinos, 2015). 

Para a expressão de um gene heterólogo em P. pastoris são necessárias

três etapas básicas: Inserção do gene em um vetor de expressão, introdução
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do vetor de expressão no hospedeiro (P. pastoris) e análise das cepas para a

expressão do gene heterólogo (Macauley-Patrick et al., 2005).

O  uso  de  P.  pastoris como  organismo  para  expressão  heteróloga  de

proteínas  é  vantajoso  pois  não  requer  meio  de  crescimento  complexo,  é

relativamente fácil de manipular geneticamente e possui uma via para síntese

de proteínas eucarióticas (Macauley-Patrick et al., 2005). Além disso, por ser

um  organismo  eucarioto  possui  a  capacidade  de  processar  proteínas

(dobramento  e  modificação  pós-traducional)  sendo  um  dos  sistemas  que

fornece níveis mais altos de expressão protéica (Invitrogen, 2010a).

Em suma, no que tange o desafio de se obter um diagnóstico diferencial

para as diversas arboviroses, a utilização da proteína NS1 do ZIKV torna-se

uma  estratégia promissora  para  detecção  específica  desta  enfermidade.

Portanto, a relevância deste estudo baseia-se na obtenção deste antígeno viral,

em grande escala e baixo custo, o qual posteriormente poderá ser empregado

pelas comunidades científicas na produção de medidas de diagnose precoce.

Tais medidas por sua vez poderão impactar significativamente na saúde das

populações, possibilitando aos profissionais de saúde uma intervenção mais

eficiente e eficaz na promoção da saúde e prevenção de agravos relativos à

infecção pelo ZIKV.
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2 OBJETIVO

Expressar de maneira heteróloga a proteína não-estrutural  1 (NS1) do

ZIKV em Pichia pastoris, para fins de diagnóstico.

3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Preparação de bactérias Escherichia coli (E. coli) competentes
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Bactérias  E. coli  foram pré-inoculadas em 5 mL de meio LB líquido (1%

Triptona,  0,5%  Extrato  de  levedura  e  1%  Cloreto  de  Sódio,  pH  7,0)  e

permaneceram por  12-16 horas  sob 37 °C e  agitação de 200 rpm.  O pré-

inóculo  foi  transferido  para  um  frasco  contendo  500  mL  de  LB  líquido

permanecendo sob agitação de 200 rpm e temperatura de 37 °C até atingir a

densidade ótica (DO) de 0,3. O inóculo foi incubado em gelo por 5 minutos e

posteriormente  as  células  foram  centrifugadas  a  1600  x  g  a  4  °C  por  10

minutos. O precipitado formado foi cuidadosamente solubilizado em 100 mL de

tampão Cálcio/Glicerol e novamente centrifugadas sob as mesmas condições

anteriores por 10 minutos, ambos os passos foram novamente realizados. O

frasco contendo as células foi incubado em gelo durante 30 minutos e então

centrifugado a 1600 x g e 4 °C por 5 minutos. O precipitado foi solubilizado em

12 mL de tampão Cálcio/Glicerol  gelado e então distribuídos em tubos com

250-500 μL da solução. As células foram estocadas a -80°C.

3.2 Clonagem do gene NS1ZIKV no vetor de clonagem pUC57

O  vetor  de  clonagem  pUC57_NS1ZIKV  sintetizado  junto  a  empresa

GenscriptTM  (Fig.  3)  apresenta  3790  pares  de  base  e  inclui:  um gene  que

confere resistência ao antibiótico ampicilina; um gene que codifica a proteína

NS1 do ZIKV; e os sítios de restrição para as enzimas NotI e EcoRI. O vetor foi

utilizado para transformação de bactérias E. coli competentes.

8



Figura 3: Vetor de clonagem pUC57. Possui gene que confere resistência ao 
antibiótico ampicilina, um gene que codiica a proteína NS1 do ZIKV, e os sítios de 
restrição para as enzimas NotI e EcoRI (GenscriptTM)

3.3 Clonagem do gene NS1ZIKV no vetor de expressão pPICZαA

O  vetor  de  expressão  pPICZαA  foi  adquirido  através  da  empresa

InvitrogenTM (Fig. 4). O mesmo possui 3600 pares de base e inclui: um gene de

resistência  ao antibiótico  zeocin  para  seleção  em  P.  pastoris e  E.  coli;  um

fragmento contendo o promotor de AOX; um fragmento com sinal de secreção

fator α para direcionar a expressão da proteína recombinante; um peptídeo C-

terminal contendo o epítopo c-myc e uma cauda de polihistidina para detecção

e  purificação  da  proteína  recombinante;  e  os  sítios  de  restrição  para  as

enzimas  NotI e  EcoRI (Invitrogen,  2010b).  O  vetor  foi  clonado  tanto  em

bactérias E. coli competentes quanto em leveduras P. pastoris.
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Figura 4: Vetor de expressão pPICZαA  (Invitrogen, 2010b).

3.4 Transformação  de  E.  coli competentes  com  pUC57_NS1ZIKV  e
pPICZαA

O processo de transformação foi realizado por meio de choque térmico

(Fig. 5). Foram aliquotados 0,5 μL do plasmídeo pUC57_NS1ZIKV em 50 μL de

E. coli competentes,  e  0,5 μL do plasmídeo pPICZαA em 50 μL de  E. coli

competentes. Ambos permaneceram por 15-20 minutos a 4 °C, em seguida

mantidos em banho seco a 42 °C por 1 minuto e retornados ao gelo, onde

então foi adicionado 110 μL de meio SOC. As bactérias foram crescidas por 30

minutos  a  37  °C  e  150  rpm.  Após,  bactérias  contendo o  plasmídeo

pUC57_NS1ZIKV foram plaqueadas em meio LB sólido contendo ampicilina  e

aquelas  contendo  o  vetor  pPICZαA foram  plaqueadas  em  meio  LB  sólido

contendo zeocin, a fim de selecionar os transformantes.

As colônias foram isoladas e crescidas em 50 mL de meio LB líquido

contendo  ampicilina  ou  zeocin,  respectivamente,  para  o  crescimento  de
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bactérias contendo pUC57_NS1ZIKV e pPICZαA, sob agitação de 200 rpm a

37°C. As bactérias foram estocadas com glicerol (25%) e então armazenadas a

-80°C.

Figura 5: Transformação de E. coli competentes com pUC57_NS1ZIKV e pPICZαA.

3.5 Extração do DNA plasmidial de E. coli recombinantes 

Os  plasmídeos  foram  extraídos  pelo  método  de  lise  alcalina  que

compreendeu os seguintes passos (Fig. 6): Um clone de bactérias contendo

pUC57_NS1ZIKV foi inoculado em meio LB líquido com antibiótico ampicilina e

outro clone de bactérias contendo pPICZαA foi inoculado em meio LB líquido

com antibiótico zeocin, e assim permaneceram por 18 horas, sob agitação de

200 rpm e 37°C. Cada clone então foi sedimentado por 2 minutos a 11.000 x g.

O precipitado formado foi suspenso em 200 μL de TE (10 mM Tris HCl e 1 mM

EDTA). Foram adicionados 360 μL de solução contendo 2 M de NaOH e 10%

de  SDS  e  os  tubos  de  microcentrífuga  foram  incubados  a  temperatura

ambiente por 5 minutos. Foi adicionado 300 μL de uma segunda solução (5 M

acetato de potássio e 11,5% ácido acético glacial) e após prosseguiu-se com

incubação no gelo por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 11.000 x g

por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo

onde foi adicionado 750 μL de isopropanol, que passou por nova centrifugação

a  11.000  x  g  durante  10  minutos.  O  sobrenadante  foi  descartado  e  o

precipitado  suspenso  em  200  μL  de  TE  com  RNase.  Os  tubos  foram

transferidos para o banho seco a 37 °C por 20 minutos, para então adicionar

110 μL de Acetato de amônio (7,5M). Outra centrifugação foi realizada a 11.000

x  g  por  10  minutos.  O  sobrenadante  foi  transferido  para  um  novo  tubo  e
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adicionado 750 μL de etanol 100% gelado e então submetido à centrifugação a

11.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e lavado com 750 μL

 de etanol 70% gelado, para então realizar uma última centrifugação a 11.000 x

g  por  2  minutos.  O  sobrenadante  foi  descartado  e  o  precipitado  seco  em

temperatura ambiente, para então ser suspenso em 30 μL de água estéril.

Figura 6: Extração do DNA plasmidial de E. coli recombinantes.

3.6 Dupla  digestão  dos  plasmídeos  pUC57_NS1ZIKV  e  pPICZαA com
enzimas de restrição EcoRI e NotI

Os  plasmídeos  pUC57_NS1ZIKV  e  pPICZαA  foram  submetidos

separadamente ao processo de dupla digestão com as enzimas NotI e EcoRI

(Fig. 7).  Para cada reação foram adicionados 10 μL de plasmídeo, 5 μL de

buffer D, 0,6μL de BSA (100x), 1 μL de enzima EcoRI, 1 μL da enzima NotI e

água até completar o volume de 50μL. A reação foi incubada em banho seco a

37 °C por 3 horas. 

Figura 7: Dupla digestão dos plasmídeos pUC57_NS1ZIKV e pPICZαA com enzimas 
de restrição EcoRI e NotI.
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3.7 Purificação do DNA plasmidial de E. coli recombinante a partir do gel
de agarose

Realizou-se  uma  eletroforese  em  gel  de  agarose  1%  de  ambas  as

reações de digestão supracitadas. As bandas de DNA contendo NS1ZIKV e

outra  contendo  pPICZαA foram excisadas  do  gel  e  em seguida  purificadas

separadamente utilizando-se o kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGENTM) com o

protocolo subsequente: Foi adicionado 350 μL de buffer QG na amostra que

então foi incubada por 10 minutos em banho maria a 50 °C até dissolver todo o

gel.  Foi  acrescentado  150  μL de  isopropanol  na  amostra  que  foi  passada

através de uma coluna fornecida no kit. Após, foi centrifugada por 1 minuto a

11.000 x g e o tampão que passou através da coluna foi descartado. O último

passo foi realizado novamente, adicionado 750 μL de buffer PE e centrifugado

por  1  minuto  a  11.000  x  g.  O líquido  restante  foi  descartado  e  a  amostra

centrifugada por 1 minuto a 11.000 x g. Por fim foi adicionado 30 μL de buffer

EB e centrifugado por 1 minuto a 11.000 x g.

3.8 Ligação  do  inserto  NS1ZIKV  no  vetor  de  expressão  pPICZαA
linearizado

O  gene  codificante  da  proteína  NS1  do  ZIKV,  foi  ligado  ao  vetor  de

expressão pPICZαA para que o mesmo possa ser introduzido posteriormente

em leveduras P. pastoris.

Para o cálculo da quantidade em nanogramas do inserto (NS1_ZIKV) foi

utilizado a seguinte razão: 

Vetor (ng)   X   kb inserto  X   Razão molar inserto  =  ng inserto

   Kb vetor                             Vetor

Posto  isto,  foi  adicionado  à  reação  além  do  inserto,  o  pPICZαA

linearizado, enzima T4 ligase, buffer da ligase (10x) e água até completar o

volume total  da reação para 10 μL.  A amostra permaneceu por  1  hora em

banho  seco  a  25°C.  O  produto  da  ligação  foi  o  plasmídeo  recombinante

pPICZαA_NS1ZIKV (Fig. 8).
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Figura 8:  Ligação do inserto NS1ZIKV no vetor de expressão pPICZαA linearizado.

3.9 Transformação  de  E.  coli competentes  com  o  plasmídeo
pPICZαA_NS1ZIKV

Foi  seguido  o  mesmo  protocolo  já  descrito  no  item  3.4  para  a

transformação de E. coli por choque térmico (Fig. 9). Entretanto neste caso, as

bactérias foram transformadas com o plasmídeo pPICZαA_NS1ZIKV.

As colônias foram cultivadas em placas de petri contendo meio LB sólido

e zeocin.  Posteriormente  foram isoladas e crescidas em 5 mL de meio  LB

líquido  em  baixa  concentração  de  sal,  contendo  o  mesmo  antibiótico,  sob

agitação de 200 rpm a 37°C. As bactérias transformadas foram estocadas com

glicerol (25%) e armazenadas a -80°C.

Figura 9: Transformação de E. coli competentes com o plasmídeo 
pPICZαA_NS1ZIKV.

3.10 PCR  de  colônia  das  bactérias  (E.  coli)  recombinantes  com
pPICZαA_NS1ZIKV

Foi realizada uma reação em cadeia da polimerase (PCR) das colônias

cultivadas, a fim de confirmar a reação de ligação (entre pPICZαA e NS1ZIKV)

14



e a transformação de E. coli com o inserto. Foram utilizados primers sense (5’

AGTACCATCCTGACTCCCCC  3’)  e  antisense  (5’

CGATCAGATGGGCCCTCTTC 3’). 

Para  isto  foi  necessário  preparar  uma  solução  contendo:  0,25  μL de

enzima Go Taq Polimerase, 5 μL de tampão da Taq, 6 μL de MgCl2, 1 μL de

primer  AS  (antisense),  1  μL  de  primer  S  (sense),  1  μL  de  mix  com

desoxirribonucleotídeos fosfatados (Adenina, Citosina, Guanina e Timina), 3 μL

de colônia crescida em LB e completar com água até o volume de 25μL.

Os resultados do PCR foram obtidos por meio de eletroforese em gel de

agarose 1%.

3.11 Extração  do  DNA  plasmidial  de  E.  coli  recombinante  com
pPICZαA_NS1ZIKV

Foi  seguido o mesmo protocolo citado anteriormente no item 3.5 para

extração do DNA plasmidial de  E. coli recombinante (Fig. 10). O produto da

extração foi utilizado para realizar dupla digestão do plasmídeo recombinante

pPICZαA_NS1ZIKV.

Figura 10: Extração do DNA plasmidial de E. coli recombinante com 
pPICZαA_NS1ZIKV.

3.12 Dupla  digestão  do  plasmídeo  pPICZαA_NS1ZIKV com enzimas de
restrição NotI e EcoRI 

A dupla digestão foi  realizada com o intuito  de confirmar a reação de

ligação  entre  pPICZαA  e  NS1ZIKV.  Para  tal  utilizou-se  5  μL  de

pPICZαA_NS1ZIKV, 3 μL de buffer D, 0,3 μL de BSA, 0,5 μL de enzima EcoRI,

0,5 μL de enzima  NotI,  e água até completar 30μL de reação. A reação foi

mantida em banho seco a 37 °C por 3 horas.
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O resultado da digestão foi  obtido por meio de eletroforese em gel de

agarose 1%.

3.13 Digestão simples do plasmídeo pPICZαA_NS1ZIKV com enzima SacI

O plasmídeo pPICZαA_NS1ZIKV foi submetido ao processo de digestão

simples  utilizando-se  a  enzima  SacI,  objetivando  linearizar  o  mesmo  para

futuramente introduzi-lo em leveduras P. pastoris (Fig. 11). Para a digestão foi

utilizado 4 μL de plasmídeo, 5 μL de enzima SacI, 3 μL de buffer J, 0,3 μL  de

BSA, e o restante de água até completar o volume de 30 μL da reação final. O

preparado foi submetido a banho seco a 37 °C durante 19 horas.

A digestão foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%.

Figura 11: Digestão simples do plasmídeo pPICZαA_NS1ZIKV com enzima SacI.

3.14 Precipitação do DNA plasmidial pPICZαA_NS1ZIKV linearizado

O produto da digestão com SacI foi submetido a precipitação do DNA com

acetato de sódio, para remoção do sal da amostra. O volume da solução de

DNA foi ajustado para 300 μL com água milli Q e foram adicionados 30 μL de

acetato de sódio (3M e pH 7). Em seguida foram adicionados 660 μL de etanol

100%  gelado,  e  a  solução  homogeneizada  e  incubada  por  10  minutos  à

temperatura ambiente. Na sequência foi  incubada a -80 °C por 30 minutos.

Seguiu-se  com uma centrifugação a  11.000 x g por  30 minutos  e após foi

descartado o sobrenadante. Foi adicionado 750 μL de etanol 70% e novamente

centrifugado a 11.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e a
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amostra foi  seca em temperatura ambiente. Esta foi suspensa em 20 μL de

água pura.

3.15 Preparo da levedura P. pastoris para eletroporação

Foi preparado um pré-inóculo contendo 100 μL de P. pastoris em 5 mL de

meio YPD líquido (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% dextrose) a 180

rpm e 30 °C por 24 horas. O pré-inóculo foi vertido em 300 mL de meio YPD e

mantido a 30 °C   e 180 rpm, até atingir a DO de 1,3-1,5. Após, realizou-se

centrifugação a 1500 x g por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado.

O precipitado foi solubilizado em 50 mL de água gelada, centrifugado a 1500 x

g  por  5  minutos  a  4  °C  e  descartado  o  sobrenadante.  Foi  realizada  outra

solubilização em 25 mL de água gelada, seguida de centrifugação a 1500 x g

por 5 minutos a 4 °C e descarte do sobrenadante. Foi utilizado 12 mL de água

gelada com sorbitol 1M para solubilizar o precipitado, seguido de centrifugação

a 1500 x  g por  5  minutos  a  4  °C e  descarte  do sobrenadante.  Por  fim,  o

precipitado  foi  suspenso  em  700  μL  de  água  gelada  com  sorbitol  1M  e

transferido para um tubo de microcentrígufa.

3.16 Transformação de  P.  pastoris por  eletroporação com o plasmídeo
pPICZαA_NS1ZIKV linearizado 

Ao plasmídeo linearizado foi adicionado 80 μL de P. pastoris competentes

(Fig. 12), o conteúdo foi transferido para uma cubeta e incubada no gelo por 5

minutos. Pós incubação a mesma foi submetida a eletroporação (2500 V, 25 μF

e  200  W).  Imediatamente  após  o  pulso  foi  adicionado  1  mL de  água  com

sorbitol 1M em temperatura ambiente. O conteúdo foi transferido para um tubo

de 15 mL e incubado na estufa, sem agitação, por 1-2 horas a 30°C. A amostra

foi  plaqueada em meio YPDS (1,5 % extrato de levedura, 3% peptona, 3%

ágar, 27,33% sorbitol, 3% dextrose) contendo zeocin (100 μg/mL) e incubado

por no mínimo 3 dias a 30 °C sem agitação.
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As colônias crescidas foram isoladas e cultivadas em 5 mL de meio YPD

líquido contendo zeocin, a 150 rpm, 30 °C durante 24 horas. Posteriormente as

células foram armazenadas com glicerol (25%) a -80°C.

Figura 12: Transformação de P. pastoris por eletroporação com o plasmídeo 
pPICZαA_NS1ZIKV linearizado.

3.17 Extração  do  DNA genômico  de  P.  pastoris  KM71H recombinantes
com pPICZαA_NS1ZIKV

Após  a  inserção  do  plasmídeo pPICZαA_NS1ZIKV  no  genoma  da

levedura,  foi  necessário  extrair  o  DNA total  da mesma (Fig.  13).  Para  isto,

foram cultivados 100 μL de P. pastoris em 5 mL de meio YPD por 24 horas a 30

°C e 200 rpm. O conteúdo foi  centrifugado por 5 minutos a 11.000 x g e o

sobrenadante descartado. O precipitado foi então solubilizado em 400 μL de

tampão de extração (2% triton (100x), 10% SDS, 10% NaCl 1M, 0,01% Tris,

0,1% EDTA)  somado a 0,3 g de beads de vidro.  O conteúdo resultante foi

vortexado  durante  2  minutos  para  que  as  células  fossem  lisadas  e  então

liberassem o DNA no meio. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 11.000

x g e o sobrenadante coletado foi transferido para outro tubo. Foi adicionado

200 μL de fenol-clorofórmio (100 μL de fenol, 96μL de clorofórmio e 4μL de

álcool isopropílico), centrifugado por 10 minutos a 11.000 x g e coletada a face

superior do sobrenadante que foi  transferida a um novo tubo.  O volume foi

precipitado com acetato de potássio em um volume de 1/10 e 2 volumes de

etanol gelado, deixando por 2 minutos em temperatura ambiente.  A amostra foi

novamente centrifugada a 11.000 x g por 5 minutos, o precipitado resultante foi

lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado a 11.000 x g por 5 minutos. Por
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fim  a  amostra  permaneceu  em  temperatura  ambiente  para  secagem,  foi

suspensa em 20 μL de TE com RNase e incubada a 37 °C por 30 minutos em

banho seco.

Figura 13: Extração do DNA genômico de P. pastoris KM71H recombinantes com 
pPICZαA_NS1ZIKV.

3.18 PCR do DNA genômico de  P. pastoris KM71H recombinantes com
pPICZαA_NS1ZIKV

Foi realizada uma PCR a fim de confirmar a transformação de leveduras

P.  pastoris com  o  plasmídeo  pPICZαA_NS1ZIKV.  Para  isto  foi  necessário

preparar um mix contendo: 0,25 μL de enzima Go Taq Polimerase, 10 μL de

buffer (5x), 1 μL de primer AS (antisense), 1 μL de primer S (sense), 12 μL de

MgCl2 1 μL de mix com desoxirribonucleotídeos fosfatados (Adenina, Citosina,

Guanina e Timina), 3 μL de plasmídeo e completar com água até  o volume de

50 μL.

Os resultados do PCR foram obtidos por meio de eletroforese em gel de

agarose 1%.

3.19 Indução da expressão da proteína NS1ZIKV em Pichia pastoris 

Após a confirmação da transformação, as leveduras recombinantes foram

utilizadas  para  expressão  da  proteína  NS1  do  ZIKV  seguindo  o  protocolo

presente  no  manual  “Pichia Expression  Kit  For  expression  of  recombinant

proteins in Pichia pastoris” (Invitrogen, 2014).

Foi  realizado  um  pré-inóculo  adicionando  500  μL  de  Pichia  pastoris

transformada em 25 mL de meio YPD, permanecendo por 24 horas a 30 °C e
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180 rpm. Após 24 horas o pré-inóculo foi vertido em 500 mL de meio BMG

(10% Fosfato de Potássio, 10% YNB, 0,2% Biotina, 10% Glicerol), para preparo

do inóculo, que permanceu a 30 °C e 250 rpm até atingir a OD=2-6. O meio

BMG contendo levedura foi centrifugado a 3000 x g por 5 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi  descartado, suspenso em água e novamente centrifugado.

Seguiu-se então dois processos de lavagem com água. Após as lavagens as

células foram ressupensas e adicionadas a 250 mL de meio BMM (20% Fosfato

de Potássio, 20% YNB, 20% Ácido Casamino, 1% Metanol e 0,4% Biotina) que

foi então distribuído em Erlen Meyers ocupando até 20% de sua capacidade,

por 24 horas, 20 °C e 250 rpm.

Para a etapa de indução (Fig. 14), foi adicionado 0,5% de Metanol a cada

12 horas durante 5 dias. O produto da indução foi centrifugado a 7000 x g por

10 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C.

Figura 14: Indução da expressão da proteína NS1ZIKV em Pichia pastoris.

3.20 Purificação da proteína NS1ZIKV por cromatografia de afinidade

O sobrenadante da cultura foi diluído com tampão de ligação (Fosfato de

sódio  20mM  com  Imidazol  40mM,  em  pH=7,4)  e  purificada  por  meio  de

cromatografia de afinidade, utilizando coluna His TrapTM Fast Flow  Crude de

5mL acoplada  ao  sistema  de  purificação  AKTA Prime  Plus.  O  produto  da

purificação foi coletado e armazenado a -80°C.

3.21 Precipitação da proteína NS1ZIKV com TCA e quantificação por BCA

20



As proteínas purificadas passaram por  processo de precipitação com

TCA. A cada 1 mL de proteína foi  adicionado 125  μL de TCA 100%  (Ácido

Tricloroacético). A mistura foi mantida 30 minutos no gelo, após foi centrifugada

a 10.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o produto

lavado com 500 μL de acetona 100% foi centrifugado nos mesmos parâmetros

anteriores (realizado duas vezes). O sobrenadante foi descartado, o precipitado

foi seco e solubilizado em tampão Tris-HCl (pH=8,8, 150mM) e armazenado a

-20 °C.

Foi realizada uma curva padrão com BSA (albumina de soro bovino) a

fim de quantificar a proteína purificada. Na placa de 96 poços foi adicionado

BSA nas seguintes concentrações: 1000  μg/mL; 500  μg/mL; 250  μg/mL; 125

μg/mL;  62,5  μg/mL;  31,25  μg/mL;  15,625  μg/mL;  0  μg/mL.  A proteína  de

interesse  (NS1  do  ZIKV)  foi  pipetada  em  um  dos  poços.  Acrescentou-se

solução  reagente  contendo  BCA (ácido  bicinconínico)  e  sulfato  de  cobre  a

todos os poços da placa que continham BSA e a proteína de interesse. Esta foi

incubada a 37 °C por 30 minutos e então realizada sua leitura a 562 nm.

3.22 Western Blot da proteína NS1ZIKV

Foi  preparado  um  gel  de  poliacrilamida  12%  para  realização  de

eletroforese  a  fim  de  separar  as  biomoléculas  proteicas.  Para  preparo  da

amostra  a  ser  pipetada  no  gel  foi  utilizado   tampão  de  amostra  com  β-

mercaptoetanol (6x) que age como redutor de pontes dissulfeto em ensaios de

eletroforese de proteínas.

Após a corrida eletroforética a proteína contida no gel foi transferida para

uma membrana de nitrocelulose por  meio de processo envolvendo corrente

elétrica em que foi utilizado tampão de transferência (0,3% Tris, 1,44% Glicina,

20% Metanol P.A.).

A membrana de nitrocelulose, para a qual foi transferida a proteína, foi

submetida a imunomarcação com anticorpos, seguindo as seguintes etapas:

uma solução de bloqueio com gelatina 3% foi depositada sobre a membrana
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durante 30 minutos; foi realizada lavagem com tampão TBS-T (0,8% Cloreto de

sódio, 0,02% Cloreto de potássio, 0,3% Tris,  0,05% Tween 20);  foi  utilizado

anticorpo  primário  Anti-Zika  virus  (IgM  positivo)  proveniente  do  soro  de

pacientes,  que permanceu sobre a membrana durante aproximadamente 12

horas; foi realizada a lavagem com tampão TBS-T; o anticorpo secundário Anti-

Human IgM fosfatase alcalina foi adicionado sobre a membrana permanecendo

assim durante 2 horas; uma última lavagem com tampão TBS-T foi realizada;

por fim procedeu-se com a revelação da membrana utilizando substrato para

fosfatase alcalina.
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4 RESULTADOS 

4.1 Transformação de E. coli com o plasmídeo pUC57_NS1ZIKV

O vetor de clonagem pUC57_NS1ZIKV foi utilizado para transformação de

bactérias E. coli competentes que posteriormente foram submetidas a extração

do  DNA plasmidial.  Para  a  confirmação  da  transformação  o  plasmídeo  foi

digerido  por  meio  de  enzimas  de  restrição:  NotI e  EcoRI.  O  resultado  da

digestão foi obtido através de eletroforese em gel de agarose 1% (Fig. 15). Em

seguida,  o  fragmento  correspondente  ao gene NS1ZIKV (banda inferior)  foi

excisado do gel e purificado com kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGENTM).

23



Figura 15: Digestão dupla do plasmídeo pUC57_NS1ZIKV com NotI e EcoRI. 1- 
digestão do pUC57_NS1ZIKV e MM- marcador molecular de 1Kb. 

4.2 Transformação de E. coli com o plasmídeo pPICZαA

O  vetor  de  expressão  pPICZαA  foi  utilizado  para  transformação  de

bactérias E. coli competentes que posteriormente foram submetidas a extração

do  DNA plasmidial.  Para  a  confirmação  da  transformação  o  plasmídeo  foi

digerido  por  meio  de  enzimas  de  restrição:  NotI e  EcoRI.  O  resultado  da

digestão foi obtido através de eletroforese em gel de agarose 1% (Fig. 16). Em

seguida, o fragmento  correspondente ao pPICZαA linearizado foi excisado do

gel e purificado com kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGENTM).

Figura 16: Digestão dupla do plasmídeo pPICZαA com NotI e EcoRI. MM- marcador 
molecular de 1Kb e 1- digestão do pPICZαA.
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4.3 Transformação de E. coli com o plasmídeo pPICZαA_NS1ZIKV

O plasmídeo linearizado pPICZαA e o gene NS1ZIKV excisados dos géis

foram ligados através de uma reação utilizando a enzima T4 ligase. O produto

da ligação (pPICZαA_NS1ZIKV) foi utilizado para transformação de bactérias

E. coli posteriormente crescidas em meio adequado para extração do DNA

plasmidial. A confirmação de ambos, ligação e transformação, ocorreu por meio

de PCR de colônia (Fig. 17) e digestão dupla com as enzimas  NotI e  EcoRI

(Fig. 18). 

Figura 17: PCR de colônia com primer AOXs e AOXas. MM- marcador molecular 
1Kb; 1- pPICZαA vazio (controle negativo) e 2-6- colônias de E. coli transformadas 
com pPICZαA_NS1ZIKV.

Figura 18: Digestão dupla do plasmídeo pPICZA_NS1ZIKV com as enzimas NotI e 
EcoRI. 1- digestão do pPICZA_NS1ZIKV; MM-marcador molecular de 1Kb e MM’-
marcador molecular de 100pb.

4.4 Digestão do pPICZαA_NS1ZIKV com SacI
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O plasmídeo recombinante pPICZαA_NS1ZIKV foi linearizado utilizando-

se a enzima  SacI  (Fig. 19), para que posteriormente o mesmo pudesse ser

inserido no organismo de expressão protéica (levedura P. pastoris). 

Figura 19: Linearização do pPICZαA_NS1ZIKV com SacI. MM- marcador de de 100 
bp e 1- pPICZαA _NS1ZIKV linear.

4.5 Transformação por  eletroporação de  P.  pastoris com o plasmídeo
pPICZαA_NS1ZIKV linearizado 

A transformação das leveduras P. pastoris com o plasmídeo recombinante

(pPICZαA_NS1ZIKV) foi realizada por meio da técnica de eletroporação. Após

a extração do DNA genômico da levedura foi  realizado uma PCR a fim de

confirmar a transformação (Fig. 20).

Figura 20: PCR de DNA total da levedura Pichia pastoris transformada com o 
plasmídeo pPICZαA_NS1ZIKV.   MM-Marcador molecular de 1kb. MM’-Marcador 
molecular de 100pb. 1- pPICZαA_NS1ZIKV (controle positivo); 2-pPICZαA vazio 
(controle negativo); 3-DNA genômico da levedura transformada e  4- Água.
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4.6 Western Blot da proteína NS1ZIKV expressa em P. pastoris 

A levedura transformada foi crescida em meio adequado para a indução

da expressão da proteína recombinante NS1ZIKV. As proteínas coletadas do

sobrenadante da cultura foram então purificadas, precipitadas e quantificadas.

O rendimento do sistema de expressão foi  de 164 μg/mL. Posteriormente a

técnica de Imunoblotting foi utilizada para confirmar a expressão da proteína

NS1 do ZIKV pela levedura P. pastoris (Fig. 21).

Figura 21: Western Blot em membrana de nitrocelulose da proteína NS1ZIKV 
expressa em P. pastoris. MM-Marcador molecular pré-corado. 1-Proteína NS1ZIKV.

5 DISCUSSÃO

Diversos organismos vem sendo utilizados para a expressão heteróloga

de  inúmeras  proteínas.  Tais  organismos  vão  desde  bactérias  (E.  coli)

expressando  proteínas  de  outras  bactérias  (Radha  Arumugam e  Gummadi,

2018;  Anu  et  al.,  2018),  até  algas  unicelulares  como  a  Chlamydomonas

reinhardtii (Weiner et al., 2018), leveduras como a Yarrowia lipolytica (Madzak,

2015),  Saccharomyces cerevisiae (Limura,  Sonoki  e  Habe,  2018),  Pichia

pastoris (Gandier  e  Master,  2018),  e  uma infinidade  de  outros  seres  uni  e

pluricelulares.

A levedura Pichia pastoris empregada neste trabalho para a expressão da

proteína NS1 do ZIKV,  vem sendo aplicada em outros  estudos envolvendo
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proteínas  virais.  A  mesma  já  foi  utilizada  para  expressão  da  proteína  E

(envelope) do vírus Dengue tipo 1 (Poddar et al.,  2016), tipo 2 (Mani et al.,

2013), tipo 3 (Tripathi et  al., 2015) e tipo 4 (Khetarpal et al., 2017). Outros

pesquisadores expressaram de maneira heteróloga a proteína não estrutural 1

(NS1)  do vírus  Dengue tipo  2,  em plantas,  com o objetivo  de produzir  kits

diagnósticos (Amaro, 2013; Xisto, 2015).

No  que  tange  a  clonagem  do  gene  de  interesse,  outros  autores

desenvolveram  metodologias  semelhantes  àquelas  utilizadas  no  presente

estudo. Poddar et al.  (2016) clonaram genes sintéticos (proteína E do vírus

Dengue  1)  utilizando  o  vetor  pPICZ-A,  nas  regiões  dos  sítios  de  ligação

correspondentes às enzimas de restrição EcoRI e NotI. O plasmídeo resultante,

do mesmo modo, foi linearizado com a enzima SacI e eletroporado juntamente

com P. pastoris da cepa KM71H. Por fim a proteína de interesse foi expressa,

com  uso  de  metanol,  sob  o  controle  do  promotor  AOX1  e  posteriormente

purificada pelo método de cromatografia por afinidade em coluna de níquel.

Mani et al. (2013), desenvolveram trabalho semelhante ao clonarem o gene E

do vírus Dengue 2 também sob o controle do promotor AOX1 do vetor pPICZ-

A, que foi integrado ao genoma de P. pastoris da cepa KM71H.

Nos resultados deste trabalho, na figura 15, referente à transformação de

E. coli com o plasmídeo pUC57_NS1ZIKV,  observa-se a presença de duas

bandas no gel  de agarose:  uma banda superior  relacionada ao restante do

plasmídeo pUC57 digerido com as enzimas de restrição  NotI e  EcoRI e uma

banda inferior localizada na altura entre 1000 e 1500 pares de bases, portanto,

corresponde  ao  gene  de  interesse  NS1ZIKV.  Através  deste  resultado  foi

possível  confirmar  a  transformação  de  bactérias  E.  coli  com  o  vetor

pUC57_NS1ZIKV.

A  figura  16,  confirma  a  transformação  de  bactérias  E.  coli com  o

plasmídeo pPICZαA. Por meio da digestão dupla com as enzimas de restrição

NotI e EcoRI, foi possível visualizar em gel de agarose a presença do referente

plasmídeo cujo tamanho é superior a 3000 pares de bases.

A reação  de  ligação  entre  pPICZαA e  NS1ZIKV  gerou  um  plasmídeo

recombinante, o pPICZαA_NS1ZIKV. Este plasmídeo foi inserido em bactérias

E. coli, o que foi confirmado através de PCR de colônia (Fig. 17) e digestão
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dupla com as enzimas de restrição NotI e EcoRI (Fig. 18). O gel referente ao

PCR de colônia (Fig. 17) revelou em todas as amostras de colônias utilizadas

(2-6)  a presença do gene NS1ZIKV, na altura entre 1000 e 1500 pares de

bases, comprovando a transformação bacteriana. Além disso, a presença de

bandas inespecíficas em todas as colônias (2-6) evidencia, provavelmente, o

uso em excesso de primer na reação. Quanto à digestão dupla observa-se a

presença de duas bandas no gel de agarose, uma banda superior relativa ao

pPICZαA com aproximadamente 3000 pares de bases e uma banda inferior

com altura  aproximada  entre  1000  e  1500  pares  de  bases,  reafirmando  o

processo de transformação. 

Na figura 19, o plasmídeo recombinante pPICZαA_NS1ZIKV linearizado

com a enzima  SacI foi visualizado no gel como uma banda superior a 3000

pares de bases,  confirmando portanto  o êxito  do  processo de linearização.

Deste  modo  foi  possível  realizar  a  etapa  seguinte  de  transformação  por

eletroporação de P. pastoris. 

Esta etapa foi  confirmada por meio de PCR do DNA total  da levedura

transformada com o plasmídeo pPICZαA_NS1ZIKV (Fig. 20). Foram utilizados

como controle o plasmídeo pPICZαA vazio, o pPICZαA_NS1ZIKV e água. Foi

possível visualizar a amplificação do gene NS1ZIKV na altura correspondente a

1500 pares de base, tanto no controle positivo (pPICZαA_NS1ZIKV) quanto na

levedura transformada. Já nos controles negativos (água e pPICZαA vazio) não

houve  amplificação,  como  esperado.  Com  isto  ficou  comprovada  a

transformação das leveduras com o pPICZαA_NS1ZIKV.

Sendo  assim,  após  a  etapa  de  indução  da  expressão  proteica,  o

sobrenadante  coletado  foi  purificado,  precipitado  e  quantificado.  A proteína

obtida  foi  utilizada  para  a  realização  do  Western  Blot  (Fig.  21)  a  fim  de

caracterizar por meio da interação antígeno-anticorpo a expressão da proteína

NS1ZIKV pela levedura. Tal  fato ficou confirmado por uma banda visível na

membrana de nitrocelulose na altura entre 40 e 50 kDa, que corresponde à

proteína NS1ZIKV. Este resultado está em conformidade com outros autores,

que realizaram Western blot utilizando a proteína recombinante NS1 do vírus

dengue, cujo peso molecular foi de aproximadamente 46kDa (Das et al., 2009).
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Brault  et  al.  (2017)  desenvolveram  uma  estratégia  de  vacina  alternativa

utilizando a proteína NS1 do ZIKV, em que os autores encontraram, através de

Western  blot,  uma proteína cujo peso molecular  é  de aproximadamente  45

kDa, o que mais uma vez reitera o resultado do presente trabalho. 

O desenvolvimento deste sistema de expressão proteica é um exemplo

de como a engenharia genética pode ser empregada para beneficiar diversos

ramos da ciência, principalmente a área da saúde. Sua finalidade consiste na

produção de um antígeno viral em grande escala, tornando possível o uso do

mesmo para o desenvolvimento de kits diagnósticos com um custo mais baixo.

 Estudos desenvolvidos com a proteína NS1 mostraram que a mesma

está presente em altas concentrações na circulação durante a fase inicial da

doença viral (entre primeiro e nono dia de surgimento dos sintomas) (Das et al.,

2009). Este fato justifica a relevância de sua produção laboratorial em grande

escala, haja vista seu potencial para fins diagnósticos baseados na interação

entre o antígeno presente no kit e o anticorpo presente no soro de pacientes.

Em suma, a detecção precoce de uma doença pode determinar o sucesso

ou  fracasso  de  um  tratamento.  Sendo  assim,  os  kits  diagnósticos

desempenham papel  crucial  no processo saúde-doença enquanto objeto de

auxílio para identificação diferencial e antecipada de uma determinada doença.

6 CONCLUSÃO

Os resultados obtidos através deste trabalho nos permite concluir que: o

gene otimizado da proteína NS1 foi integrado ao vetor de expressão pPICZαA;

bactérias  E.  coli crescidas e selecionadas continham o plasmídeo  pPICZαA

com  o  gene  de  interesse;  leveduras Pichia  pastoris KM71H  foram

transformadas de maneira satisfatória com o vetor pPICZαA contendo o gene

de  interesse;  e  o  western  blot  confirmou  a  expressão   da  proteína  NS1 e

portanto a eficiência do sistema de expressão heteróloga em Pichia pastoris.
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7 PERSPECTIVAS
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Os resultados obtidos através deste  trabalho são de grande relevância,

uma vez que apontam para a viabilidade de produção em grande escala da

proteína  NS1ZIKV.  Esta  mostra-se  como  um  potencial  antígeno  a  ser

empregado no desenvolvimento posterior de kits diagnósticos para  o ZIKV,

como ensaios ELISA e o teste de imunocromatografia de fluxo lateral. Além

disso,  a  proteína  poderá  ser  utilizada,  eventualmente,  para  a  produção  de

imunobiológicos. 
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