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RESUMO

PEREIRA, A. S. Expressédo de proteinas recombinantes dos virus Dengue,
Zika e Chikungunya para diagnostico soroldgico diferencial das viroses.
2018. 91f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

As arboviroses dengue, zika e chikungunya representam um sério problema de
saude publica no Brasil e no mundo. Elas circulam simultaneamente devido ao
transmissor comum, vetores da classe Aedes, e sdo responsaveis por milhares
de casos anuais no Brasil com consequéncias graves a populagéo, levando a
morte muitos individuos. Essas doencas possuem sintomas semelhantes, o
que dificulta o diagnéstico clinico exato. O diagnostico especifico se mostra
necessario para evitar o agravamento das consequéncias que cada uma pode
trazer ao paciente. Os testes diagndsticos sorolégicos disponiveis no mercado
identificam uma Unica virose por vez. Os testes discriminatérios s&o,
normalmente, moleculares utilizando PCR em tempo real. Tais métodos sdo
excelentes, mas inadequados para o diagnostico em massa devido ao custo.
Devido a todos os riscos de morte ou de sequelas permanentes que esses
virus impdem aos individuos, um diagnéstico discriminatorio se faz necessario
e melhorias nos conjuntos diagndsticos sdo desejaveis.Os genes das proteinas
ZIKVNS1, DENVNS1, DENVE3 e CHIKVEZ2 foram clonados com sucesso em
diferentes linhagens de Escherichia coli, porém a proteina CHIKVE2 nao foi
expressa em nenhuma das linhagens. As proteinas ZIKVNS1, DENVNS1 e
DENVE3 foram produzidas em bactérias da linhagem Rosetta(DE3)
transformada com vetores pET28a recombinantes. Essas trés proteinas foram
solubilizadas dos corpos de inclusdo, purificadas por cromatografia de
afinidade ao niquel e identificadas pelas técnicas de SDS-PAGE e Western
Blotting. A proteina DENVNSL1 foi reconhecida em teste rapido comercial para
deteccdo de antigenos NS1 da dengue o que confere a ela especificidade e
grande potencial como antigeno de captura para diagnéstico. Neste trabalho
foram produzidas as proteinas recombinantes DENVNS1, ZIKVNS1 e DENVE3
em E. coli. Este € o primeiro passo para producdo de um dispositivo
diagnéstico rapido, discriminatério, unificado, produzido com tecnologia
nacional, reduzindo os gastos com a importagao destes produtos e ampliando o
alcance diagnéstico.

Palavras-chave: Proteina recombinante; Arboviroses; Diagnostico; Escherichia
coli.



1 Introducéo

As arboviroses, infecgdes virais que tém causado grande preocupagao
em todo o mundo, sdo causadas por arbovirus e ocorrem sobretudo nos paises
tropicais e subtropicais, cujas condi¢cdes climaticas favorecem a proliferacéo do
seu principal vetor.

Os arbovirus — do inglés ARthropod-BOrne VIRUS - s&o virus
transmitidos por artropodes, porém recebem essa designacdo ndo apenas por
sua veiculacao, mas, principalmente, pelo fato de parte de seu ciclo replicativo
ocorrer nos insetos (LOPES et al, 2014). O termo arbovirus nao € utilizado para
a classificacdo taxond6mica destes virus, mas agrupa-os ecologicamente
levando em consideracao sua transmisséo na natureza (WHO, 1985).

Dentre as mais de 545 espécies de arbovirus conhecidas, mais de 150
relacionam-se com doencas em seres humanos (LOPES et al, 2014). Sendo
que as familias Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae sdo as que possuem a
maioria dos virus de importancia para a saide humana (GUBLER, 2001).

Os arbovirus sdo mantidos em ciclo de transmissdo entre artropodes
(vetores) e reservatérios vertebrados como principais hospedeiros
amplificadores (CLETON et al., 2012; GUBLER, 2001)

Mosquitos do género Aedes, especificamente A. aegypti e A. albopictus,
sdo os grandes responsaveis pela transmissdo dos arbovirus em todo o
mundo. Apesar de suas provaveis origens como zoonoses, 0s seres humanos
se tornaram o principal hospedeiro amplificador desses virus, particularmente
em ambientes urbanizados. A forma de transmissdo mais comum ocorre
guando um mosquito pica um individuo infectado e, em seguida, transporta o
virus diretamente para outra pessoa (WINDER-SMITH et al, 2017).

O mosquito A. aegypti tem sido tradicionalmente considerado um vetor
muito mais eficiente para a propagagdo dessas doencas devido a Varios
fatores, principalmente por sua estreita proximidade com hospedeiros humanos
e sua preferéncia por ambientes urbanos. O A. albopictus vive em ambiente
mais variado podendo ser encontrado em areas rurais ou peri-urbanas, de
clima mais ameno (WINDER-SMITH et al, 2017).

As arboviroses sdo um grande problema de saude publica devido ao
impacto econdmico e social. O aumento do numero de casos de infec¢des por

arbovirus tem sido causado devido a diversos fatores como, por exemplo, o



crescimento urbano desordenado, a adaptacdo de vetores ao meio urbano,
processos de globalizacdo (facilidade de deslocamento de pessoas), alteragbes
climaticas e precariedade das condi¢des sanitarias (LIMA-CAMARA, 2016).

1.1Flavivirus

O género Flavivirus pertence a familia Flaviviridae e compreende alguns
dos principais arbovirus patogénicos humanos em todo o mundo como os virus
da Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Febre Amarela.

A particula dos Flavivirus mede aproximadamente 50 nm, é envelopada
e possui como material genético uma fita de RNA simples de polaridade
positiva. O genoma viral tem 11 kb com uma Unica fase aberta de leitura (open
reading frame, ORF) flanqueada por duas regides ndo codificantes
(nontranslated region — NTR), que codifica uma poliproteina (Figura 1). Esta
poliproteina, depois de clivada por proteases celulares e virais, gera trés
proteinas estruturais [C (capsideo), prM/M (pré-membrana/membrana) e E
(envelope)] e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e NS5) (HASAN et al., 2018).

Figura 1. Esquema da organizacdo do genoma dos Flavivirus. As tesouras
indicam os pontos de clivagem da poliproteina por peptidases celular, as setas
denotam a clivagem por proteases virais, enquanto que a seta vertical preta indica
clivagem pela furina residente no Golgi. O ponto de interrogacao indica o ponto de
clivagem realizada por uma protease desconhecida.
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Fonte: Adaptado de Neufeldt et al (2018).

As particulas virais dos flavivirus ligam--se a receptores especificos na

membrana da célula hospedeira através da proteina do envelope viral (proteina



E). Apos essa ligacdo as particulas virais séo internalizadas por endocitose,
predominantemente, através de uma via dependente de clatrina (NEUFELDT et
al.,, 2018). O endossoma formado possui baixo pH que induz rearranjos
conformacionais na proteina do envelope permitindo a fusdo do envelope
lipidico da particula viral com a membrana do endossoma, o que resulta na
desmontagem do virus e a liberacio de seu RNA no citoplasma
(LINDENBACH; THIEL, H J; RICE, 2007). No citoplasma, o RNA viral é
reconhecido pelos ribossomos e traduzido em uma poliproteina. Em seguida,
proteases virais e celulares processam a poliproteina em proteinas estruturais
e ndo estruturais. Apds o processamento da poliproteina viral, o complexo
replicativo composto por proteinas ndo estruturais do virus é montado na
membrana do reticulo endoplasmatico (RE) e a replicacéo viral € iniciada. A
replicacdo € semiconservativa, onde o RNA de polaridade positiva serve como
modelo para a sintese da molécula de RNA de polaridade negativa para que
assim sejam gerados outros RNAs de polaridade positiva. Depois da
replicacdo, a montagem do virus ocorre na superficie do reticulo
endoplasmatico (RE) resultando em um virus imaturo, ndo infeccioso, que é
transportado através das redes de Golgi. O pH acido na rede trans-Golgi (TGN)
provoca um rearranjo das proteinas do envelope e a clivagem proteolitica de
prM em pr e M pela protease celular furina (LINDENBACH; THIEL, H J; RICE,
2007). As particulas virais maduras séo liberadas principalmente por exocitose
(NEUFELDT et al., 2018; MUKHOPADHYAY et al., 2006).



Figura 2: Ciclo Replicativo dos Flavivirus
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1.1.1 Dengue
A dengue é uma doenca infecciosa, debilitante, causada pelo virus

Dengue (DENV) que possui quatro sorotipos antigenicamente distintos, DENV-
1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, transmitidos ao homem através da picada de
mosquitos do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti, presentes nas
areas tropicais e subtropicais (GUBLER; CLARK, 1995). Esses quatro
sorotipos sao geneticamente semelhantes e partilham aproximadamente 65%
dos seus genomas (GUZMAN et al., 2010). Um subtipo, o DENV-5, é a mais
recente adicdo aos sorotipos de Dengue existentes e foi anunciado em
Outubro de 2013, na Malasia (MUSTAFA et al., 2014).

Ha relatos na literatura que o virus Dengue foi isolado pela primeira vez
no Japao, de soldados japoneses acometidos de doenca febril (KIMURA;
HOTTA, 1944). Os isolamentos foram realizados através da inoculacdo de
amostras de sangue em camundongos. Os primeiros isolados foram

denominados DENV-1 e o isolado de Nova Guiné foi denominado DENV-2. O



DENV-3 e o DENV-4 foram isolados em 1956, nas Filipinas (HAMMON et al.,
1960).

A dengue é considerada endémica em mais de 100 paises. No Brasil,
no ano de 2015, mais de 1,68 milh&o de casos provaveis foram registrados, e
em 2016, mais de 1,50 milhdo (BRASIL, 2017a). Atualmente, o controle de
vetores é o método mais eficaz para prevencao e controle da dengue e dengue
hemorragica.

A primeira vacina licenciada para a prevencdo da dengue, a
Dengvaxia®, é uma vacina quimérica tetravalente com virus atenuado e foi
desenvolvida por Sanofi Pasteur. Porém, varios estudos indicam que a eficacia
e a seguranca dessa vacina ainda necessitam de avaliacbes adicionais
(HADINEGORO et al., 2015; HALSTEAD, 2017; LIU; LIU; CHENG, 2016).

A producdo de uma vacina segura e eficaz contra o virus da dengue
enfrenta grandes obstaculos, principalmente, a dificuldade em compreender o
complexo conjunto de interacdes de antigenos do virus da dengue em
hospedeiros humanos. Ademais, a eficacia pode ser comprometida porque a
vacina pode ndo ser capaz de oferecer protecdo contra novos sorotipos
existentes no ciclo silvestre que possam ser capazes de infectar seres
humanos. Por isso, o desenvolvimento de uma vacina contra a dengue deve
ser visto apenas como um complemento a outras medidas de saude publica
tais como o controle dos vetores, mobilizacdo social e gestdo ambiental e
epidemioldgica (HALSTEAD, 2017; LIU; LIU; CHENG, 2016).

As ferramentas utilizadas para o diagnostico dessa virose sdo os dados
clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. Apesar do quadro clinico (como febre
e manifestagcbes hemorragicas) e dos dados epidemiologicos auxiliarem no
diagnoéstico de infeccdo pelo virus da dengue, esta s6 pode ser confirmada
através de testes laboratoriais (BRASIL, 2016). Estes testes dependem da
deteccdo de anticorpos séricos especificos, do isolamento do virus a partir de
material biologico, da detecgdo do virus por RNA viral ou de antigenos virais
(como o NS1). Dentre estes testes estdo a inibicdo de hemaglutinacao (IH),
teste de neutralizacdo (TN), RT- PCR e ensaio imunoenzimatico (ELISA) para
deteccado de IgM e IgG (GUBLER, 1998). O antigeno viral NS1 € uma proteina
que, durante a fase inicial da infec¢do, esta presente em altas concentracdes
no soro de pacientes infectados com o virus da dengue, podendo ser detectado



até o 5° dia a patrtir do inicio dos sintomas. Os anticorpos do tipo IgM e 1gG sao
produzidos pelo sistema imune contra o virus da dengue a fim de combater a
infeccdo. Portanto, testes de sorologia devem ser solicitados a partir do 6° dia
apos o aparecimento dos sintomas (BRASIL, 2016). Na figura 3 podemos
observar que o anticorpo IgM é produzido cinco a seis dias ap0s o inicio da
infeccéo e que anticorpos do tipo IgG comecam a ser produzidos entre 0 7° e 0
100 dia. Por isso, o periodo mais adequado para realizacdo da sorologia sera a

partir do quinto/sexto dia de doenca.

Figura 3: Evolucéo clinica e laboratorial da dengue

Dias de doenga 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20 40 80 80

Temparatura =402

L \_,/"_'\\
Reabsorgao
. - Choque
Dasidratagio Sobrecarga de
Patencials problemas clinicos

fiwidos

Comprometiments de orgaos

Plaguatas

Mudangas laboratorkals

Hematerto | » \

Viralogia Viremia
Infaccao primdra
Sorologia
Infecgio secundaria r
Igh
Evolugio da dengue Fabril Critica Fase de recuperagiio

Fonte: BRASIL, 2016



O hemograma € indicado como auxiliar diagnéstico e para o
acompanhamento da evolugdo da doenca. Achados comuns nesse tipo de
exame em pacientes com dengue sdo leucopenia e trombocitopenia.

Segundo o Boletim Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em
Saude - Ministério da Saude, no ano de 2018, foram registrados 203.157
casos provaveis de dengue no Brasil, até a Semana Epidemioldgica (SE) 36
(31/12/2017 a 08/09/2018), destes 126.889 (62,5%) foram confirmados. Nesse
periodo foram confirmados 229 casos de dengue grave e 2.467 casos de
dengue com sinais de alarme. Ocorreram nesse mesmo periodo 108 6bitos por
dengue (BRASIL, 2018).

1.1.2 Zika

O Zika Virus (ZIKV) foi identificado pela primeira vez em 1947, em
macacos rhesus na floresta de Uganda. E sua primeira identificacdo em seres
humanos ocorreu na Nigéria, em 1968. Sua infeccdo é causada pela picada de
um mosquito Aedes infectado, geralmente causando febre baixa, exantema,
conjuntivite e dor muscular. No Brasil, em maio de 2015, a Organizacéo
Panamericana de Saude (OPAS) emitiu um alerta sobre as infec¢des por virus
Zika (FIOCRUZ, 2018). Em 2016, o Brasil experimentou uma grande epidemia
de zika com 128.266 casos confirmados (BRASIL, 2017).

O virus existe ha varios anos, mas somente no inicio do ano de 2015
foram registrados os primeiros casos confirmados de infecgcdo do ZIKV no
Brasil (VASCONCELOQOS, 2015). Apesar de ser uma infecgéo viral considerada
leve e na maioria dos casos ser assintomatica o ZIKV pode acometer o
sistema nervoso central, sendo associado a sindrome de Guillian-Barré e
microcefalia. A associacdo da infeccdo pelo ZIKV com a microcefalia e
desordens neurolégicas fez com que a World Health Organization (WHO)
decretasse uma emergéncia global no combate a Zika (WHO, 2016).

Além da transmissao do Zika virus de uma pessoa para outra através
da picada de um mosquito Aedes infectado, ha relatos de diferentes formas de
transmissdo do virus. Ha descricdo de possivel propagacdo do virus por
transfusdo de sangue (MUSSO; GUBLER, 2016; WHO, 2016) e relatos de



propagacdo do virus através do contato sexual (MANSUY et al.,, 2016). A
transmissao intraparto do Zika virus também foi relatada, mas o mecanismo
preciso ainda é desconhecido (COLT et al., 2017). Em 2015, o RNA do virus
Zika foi detectado no liquido amniético de dois fetos, indicando a capacidade
de cruzar a barreira placentaria podendo causar uma infeccéo vertical (BRITO;
CORDEIRO, 2016; CALVET et al., 2016), contudo a A transmissao vertical nao
esta confirmada. Estudos demonstraram a presenca do virus em secre¢des
vaginais e a transmissao sexual do virus da mulher para o homem (GREGORY
et al, 2017). O periodo de incubacdo do ZIKV pode variar de 3 a 12 dias ap0s
a picada do mosquito.

Ndo ha vacina ou tratamento especifico para o ZIKV. O exame
laboratorial especifico para o diagnéstico da infeccdo pelo ZIKV é a
identificacdo do RNA viral no sangue do paciente. Os testes de ELISA ou de
imunofluorescéncia séo utilizados para a confirmacdo do diagnéstico do ZIKV
(BRASIL, 2016).

O Ministério da Saude, em Boletim Epidemiologico, relata que foi
confirmada transmisséo autéctone de febre pelo virus Zika no pais a partir de
abril de 2015. Em 2018, até a SE 36, foram registrados 7.208 casos provaveis
de febre pelo virus Zika no pais, destes 3.079 (42,7%) foram confirmados. Em
relacdo as gestantes no pais, no mesmo periodo de 2018, foram registrados
1.013 casos provaveis, sendo 383 confirmados por critério clinico-

epidemioldgico ou laboratorial (BRASIL, 2018).

1.2Alphavirus

O género Alphavirus faz parte da familia Togaviridae. Eles foram
identificados em muitas espécies diferentes de aves a peixes e mamiferos.
Existem atualmente 31 membros distintos que sao categorizados, nao
oficialmente, como virus do mundo antigo ou virus do novo mundo dependendo
da identificacdo geografica (MENDES; KUHN, 2018). Embora ndo seja uma
regra, os virus do velho mundo causam principalmente uma patologia artritica,
enquanto os novos virus do mundo tém sido associados a uma maior

probabilidade de encefalite. Esta classificacdo filogenética, no entanto, néo



corresponde a distribuicdo geografica atual dos alfavirus (EYER-SILVA et al.,
2016).

A particula dos alfavirus é pequena e esférica medindo aproximadamente
70 nm de diametro. Possui um nucleocapsideo icosaédrico envolto por um
envelope viral, onde se encontram as glicoproteinas E1 e E2
(MUKHOPADHYAY et al., 2006).

O genoma é composto por um RNA de fita simples do tipo linear e de
polaridade positiva com aproximadamente 12 kb de comprimento. Contém dois
quadros abertos de leitura (ORF) separados por uma sequéncia néo-
codificante curta. A extremidade 5 é "capeada" onde sdo codificadas quatro
proteinas ndo estruturais (nsP1 a nsP4), que estédo envolvidas na replicacdo do
RNA, enquanto na extremidade 3’, que € poliadenilada, sdo codificadas seis
proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K, TF e E1) importantes para a formacao da
particula (FIGURA 3) (MUKHOPADHYAY et al., 2006).

A sequéncia de codificacdo consiste em dois grandes quadros de leitura
aberta (ORF); a ORF N-terminal codifica a poliproteina ndo estrutural enquanto

o ORF C-terminal codifica a poliproteina estrutural (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura do genoma do virus Chikungunya
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O ciclo replicativo dos Alphavirus é mostrado na figura 5. Inicialmente, as
particulas virais ligam-se a receptores da ceélula hospedeira através da
glicoproteina E2 do envelope viral. Em seguida, o virus é internalizado por

endocitose mediada por receptores numa via dependente de clatrina, embora a



entrada independente da clatrina também tenha sido relatado (CARRASCO;
SANZ; GONZALEZ-ALMELA, 2018).

No ambiente &cido do endossoma, o heterodimero E1-E2 sofre
alteracdes conformacionais provocando a exposicdo de E1 e permitindo a
fusdo do envelope viral com a membrana endossomal e, consequentemente, a
liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula (CARRASCO; SANZ;
GONZALEZ-ALMELA, 2018; SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

O RNA viral livre no citoplasma celular € traduzido em uma
poliproteina precursora que, apdés sofrer clivagens por proteases virais e
celulares, origina quatro proteinas ndo estruturais. Essas proteinas se retinem
para formar um complexo de replicacdo viral que realiza a replicacdo do
genoma viral e a transcricdo do RNA, sintetizando um RNA de cadeia negativa
intermediario com o comprimento total do genoma que servirA como molde
para a sintese de RNA subgendmico (26S) e genbmico (49S). Apds ser
traduzido, o RNA subgenbmico (26s) da origem a poliproteina precursora das
proteinas estruturais (C-pE2-6K-E1) que é processada em passos posteriores.
O capsideo (C) é liberado e as glicoproteinas E1 e pE2 se associam ao Golgi e
sdo exportadas para a membrana plasmética, onde pE2 é clivada em E2 e E3.
A montagem da particula viral € promovida pela incorporacdo das cépias do
RNA gendmico pela proteina do capsideo dando origem ao nucleocapsideo
que brota da membrana da célula hospedeira onde estdo inseridas as
glicoproteinas do envelope. As particulas de alfavirus montadas séo liberadas
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Figura 5: Ciclo replicativo dos Alphavirus



g% Yition maduro

2 \ Particulas de brotamento
{= | e i

p g

Citoplasma /
Endossomao @

Montagem do core

Endocitose
mediada
por receptor

Glicoproteinas

Liberag&o da core ) a0 Nieocapsing processadas
T Peptideo E1 e empacotamentd  transportadas para a

do nucleocapsideo S J
exposto do RNA gendmico  membrana plasmética

e do genoma viral

RNA gendmicao (495) [ Jyyo
e 7
o RN& gendmico (495) ;O 7 Golgi
Tradugéo e S Processamen‘lo
processamento Repkcasdo w Replicagéo & maturagéo
1 de glicoproteinas
1 VER —
7)) RNA fita negativa 3 y/
Complexo de l w / / "-——\ 2,
replicagéo /
o MRNAES .
Traduqéol i) Nicleo
Processamento | P2
—/— o m % ‘
C-pE2-BK-E1 Capsideo pE2 E1 \\ a

Fonte: Adaptado de SCHWARTZ; ALBERT, 2010

1.2.1 Chikungunya

A doenca foi relatada pela primeira vez em 1950 na regido da Tanzania.
O significado de chikungunya vem da lingua africana makonde que diz “aquele
que é contorcido”, devido a forte dor nas articulagdes causada pela artrite que
caracteriza a doenca (TAUIL, 2014). No Brasil, a transmissao da chikungunya
foi detectada em setembro de 2014. Os neonatos de maes infectadas pelo
virus podem contrair o CHIKV no periodo intraparto.

Seus sintomas podem ser confundidos com a febre dengue e sua
fatalidade é relatada como 1:1000 infectados, principalmente perigosa para
neonatos, idosos e individuos imunocomprometidos (LEMANT et al, 2008).

Embora os anticorpos especificos do tipo IgM possam aparecer a partir
do 2° dia apls o aparecimento dos sintomas, o periodo mais indicado para
pesquisas de IgM é a partir do 5° dia. O hemograma é o exame laboratorial



solicitado pelo médico para acompanhamento da doenca e pode apresentar
leucopenia e linfopenia durante a infecgdo. Outros testes bioquimicos como as
transaminases, creatinina e eletrolitos sao indicados para os pacientes em
estado grave. Nao ha vacina ou tratamento especifico contra o CHIKV, sua
infeccdo é autolimitante.

O Boletim Epidemiologico da Secretaria de Vigilancia em Saude -
Ministério da Saude relata que em 2018, até a SE 36, foram registrados 74.932
casos provaveis de febre de chikungunya no pais, destes 52.613 (70,2%)
foram confirmados. Foram confirmados 23 oObitos por febre de chikungunya, e

51 ébitos ainda permanecem em investigacdo (BRASIL, 2018).

1.3Producéo de proteinas heter6logas em Escherichia coli

A introducéo da tecnologia do DNA recombinante permitiu que proteinas
fossem expressas em Varios organismos hospedeiros resultando em uma
maneira mais rapida, facil e eficiente de se conseguir quantidades suficientes
de proteinas em comparacédo as suas fontes naturais. Essa tecnologia tem tido
aplicacdes diversas na area bioldgica, médica, agricola e quimica.

A tecnologia do DNA recombinante tem sido empregada na producdo de
vacinas, medicamentos, no diagnostico de doencas genéticas e infecciosas,
dentre outros.

A escolha do organismo hospedeiro e do correspondente vetor de
expressao depende dos objetivos do bioprocesso e, para tanto, devem ser
considerados fatores como as caracteristicas da proteina a ser produzida, as
taxas de crescimento da célula hospedeira, a necessidade de modificacdes
pos-traducionais, a atividade biolégica da proteina.

Existem varios sistemas para expressao heteréloga de proteinas, tanto em
eucariotos como em procariotos. Os sistemas eucariotos podem ser leveduras
(P. pastoris, por exemplo), plantas, insetos e células de mamiferos. No que diz
respeito a organismos procariotos, destaca-se a expressao em E. coli.

O sistema de expressdo em E. coli foi o primeiro a ser utilizado para
produzir proteinas recombinantes e apresenta diversas vantagens como o
rapido crescimento em meios de cultura de baixo custo, facilidade de cultivo,
alto potencial de producdo, genética bem descrita e inUmeras ferramentas
biotecnolégicas, como vetores bacterianos e cepas mutantes, capazes de



aumentar a eficiéncia do sistema original, sendo, portanto, um sistema
amplamente utilizado (BASSO et al., 2013). Entretanto, apresenta também
algumas limitacbes, principalmente na producdo de proteinas complexas
devido a falta de maquinaria sofisticada para realizar modificacdes pos-
traducionais. Algumas linhagens de E.coli podem apresentar acdo de
endotoxinas e proteases, que culminam com a degradacdo da proteina
recombinante expressa (BANEYX; MUJACIC, 2004).

A répida expressdo de proteinas recombinantes pela E. coli pode nao
fornecer tempo habil para o correto dobramento da proteina resultando na
formacgéo de agregados insollveis conhecidos como corpos de incluséo. Isso
ocorre, muitas vezes, pelo uso de promotores fortes e altas concentracdes de
indutores que, apesar de permitir uma alta producdo de proteina, em alguns
casos afetam o dobramento correto da proteina (JEVSEVAR et al., 2005).
Algumas estratégias podem ser utilizadas para evitar a formacdo dos corpos
de inclusdo. Uma delas € realizar a expressdo em baixas temperaturas, o que
resulta na diminuicdo da taxa de transcricao, traducéo e reducéo das forcas de
interacdo hidrofobicas, as quais contribuem para o dobramento incorreto da
proteina. A fusdo da proteina desejada a tags de fusdo, como a proteina de
ligagdo a maltose (MBP), pode atuar como potencializador de solubilidade
(ROSANO; CECCARELLI, 2014). Promotores fracos ou baixas concentracdes
de indutores também reduzem a taxa de sintese da proteina de interesse
(JEVSEVAR et al., 2005). A coexpressao de chaperonas também pode auxiliar
no correto dobramento das proteinas (KOLAJ et al., 2009; TERPE, 2006).

Em alguns casos, a formacéo de corpos de inclusédo pode apresentar
vantagens, especialmente se a proteina pode ser renovelada facilmente in
vitro. Algumas dessas vantagens importantes sao: a facilidade no isolamento,
protecdo contra protedlise no citoplasma, evitar toxicidade celular, uma vez
gue algumas proteinas na sua forma nativa podem ser toxicas para a célula
hospedeira (BANEYX; MUJACIC, 2004).

Ha diversas linhagens de E. coli disponiveis para o processo de producao
de proteinas heterbélogas que podem ser utilizadas de acordo as
caracteristicas da proteina a ser expressa e do processo utilizado (BANEYX,
1999).



A linhagem de E. coli BL21 é a mais utilizada para expressédo de proteinas
recombinantes (GOPAL; KUMAR, 2013) devido a auséncia de genes que
codificam as proteases lon e ompT evitando a degradacdo proteolitica da
proteina recombinante. A linhagem BL21(DE3) é lisogénica e muito utilizada
no sistema pET de expressdo. A designacdo (DE3) indica que as bacterias
tém o gene que codifica a T7 RNA polimerase que € produzida sob controle do
promotor lacUV5 quando este for induzido por IPTG. Sendo assim, a linhagem
BL21(DE3) tem um gene codificador da T7 RNA polimerase introduzido em
seu genoma bem como 0s genes para as proteases lon e ompT deletadas.

A E. coli BL21(DE3) pLysS carrega também o plasmideo pLysS, que
produz a T7 lisozima, que se liga a T7 polimerase e inibe a transcricdo do
promotor T7, controlando a expressao basal de proteinas recombinantes. Apos
a inducdo, a quantidade de T7 polimerase produzida supera o nivel de
polimerase que a lisozima T7 pode inibir permitindo a transcricdo do gene
recombinante. E uma bactéria muito utilizada para expressdo de genes toxicos
(KAUR; KUMAR; KAUR, 2017; ROSANO; CECCARELLI, 2014).

A linhagem Rosetta(DE3) é derivada da linhagem BL21(DE3) e plasmideos
que codificam tRNAs para os codons denominados cdédons raros
compensando a escassez desses codons na linhagem BL21(DE3). Esses
cédons raros codificam para os seguintes aminoacidos: Isoleucina (AUA),
Arginina (AGG e AGA), Leucina (CUA), Prolina (CCC) e Glicina (GGA)
(GOPAL; KUMAR, 2013).

O sistema pET é muito utilizado para clonagem e expressdo de
proteinas recombinantes em E. coli. E um sistema comandado pelo promotor
do fago T7, que é reconhecido pela RNA polimerase do fago (T7 RNA
polimerase), mas ndo pela RNA polimerase da E. coli, e que promove a
expressdo apos a inducdo com IPTG (isopropiltiogalactosideo), molécula
analoga a lactose que é um indutor dos sistemas de expressdo baseados no
operon lac.

O vetor pET28a possui um gene que confere resisténcia a canamicina e
apresenta uma sequéncia nucleotidica na regidao N- ou C- terminal do sitio de
multipla clonagem, denominada His-tag que codifica seis Histidinas. Assim, o
gene de interesse pode ser clonado em fusdo com esta sequéncia facilitando a
purificacdo da proteina recombinante através de cromatografia de afinidade



em coluna com resina contendo niquel. O vetor também apresenta um sitio de
clivagem para trombina que € uma ferramenta util para retirada da His-tag da
regido N-terminal, caso estas precisem ser retiradas apdés o passo de
purificacdo (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Figura 6 - Mapa e regido multipla de clonagem do vetor pET28a. Destaque
em retangulos vermelhos para os sitios de restricdo das enzimas Ncol, Sall e
Xhol, utilizadas nas clonagens.
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1.4Diagndéstico

As manifestacBes clinicas relacionadas com as arboviroses — zika,
dengue e chikungunya - se apresentam de forma muito parecida, dificultando o
diagnéstico clinico preciso e, consequentemente, o tratamento adequado para
essas doencas (RODRIGUEZ-MORALES, 2015). Desta forma, exames
complementares sdo imprescindiveis para determinacdo de um diagnostico

conclusivo.



O diagnéstico laboratorial das arboviroses pode ser realizado por meio
de isolamento do virus, detec¢cdo do genoma viral e de antigenos e testes
sorolégicos que detectam anticorpos especificos. As principais metodologias
utilizadas no diagndstico das infec¢des por arbovirus sédo: a deteccdo de acidos
nucleicos virais por RT-PCR e a deteccao de anticorpos especificos por ELISA
(do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay). Outra ferramenta vantajosa
sdo os testes rapidos, sendo os imunocromatogréficos mais utilizados estes
possibilitam triagem rapida e barata. Cada metodologia possui limitacdes e
alguns se encontram mais adaptados a rotina laboratorial de diagndstico.

No Brasil, o teste rapido imunocromatogréfico para deteccdo de zika, o Zika
IgG/IgM Combo, produzido pela Bahiafarma € distribuido pelo SUS (Sistema
Unico de Salde) para todo o pais desde janeiro de 2017. Recentemente,
testes rapidos para a deteccao de dengue (IgM/IgG) e para Chikungunya (IgM)
também passaram a integrar oficialmente a lista de procedimentos do SUS e a
ser disponibilizados aos estados e municipios.



10.Concluséo

Os resultados apresentados permitem concluir que as bactérias da
linhagem Rosetta(DE3) transformadas com o vetor de expressdo pET28a
recombinantes produziram, nas condi¢cdes descritas no trabalho, as proteinas
DENVNS1, ZIKVNS1 e DENVES3 que foram purificadas por cromatografia de
afinidade ao niquel e identificadas por SDS-PAGE e Western-blotting. Apesar
de a clonagem ter sido bem sucedida, nédo foi possivel a expressdo da proteina
CHIKVE2. A proteina DENVNS1 foi reconhecida por um teste
imunocromatografico rapido demonstrando seu potencial como antigeno para

uso em testes diagnésticos.
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