Expressao, produc¢ao e purificagao da proteina NS1
para uso em kit diagnostico rapido para dengue
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RESUMO

O diagndstico de dengue virus é atualmente realizado utilizando como
antigeno viral a proteina NS1, esta, importante no processo de infecgcéo do
virus. Técnicas de clonagem molecular sdo usadas a fim de expressar a NS1
de forma heterdloga em bactérias. As sequéncias génicas desta proteina
dos quatro sorotipos de dengue virus foram analisadas e o consenso entre
elas utilizado para a construgéo de um gene sintético (p70). Este foi ligado
ao vetor de expressdo pQE-32 e transformado em uma E. coli modificada
(XL1-Blue), sendo posteriormente, a expressdo do gene induzida com IPTG,
e a andlise da expressdo feita por Western Blotting. O éxito da liga¢do
do gene p70 ao vetor pQE-32 e posterior transforma¢do em bactérias
E. coli cepas XL1Blue, foi comprovado através da expressdo da proteina
recombinante de NS1 e esta pode ser utilizada como insumo para testes
rdpido para diagndstico de dengue.
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INTRODUCAO

A dengue é uma doenca infecciosa aguda, de gravidade variavel, cuja
transmissdao ocorre mais prevalentemente através da picada do mosquito
vetor Aedes Aegypitit. O dengue virus (DENV) é um virus de RNA de
filamento Unico, pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae,
responsavel pela infeccdo em seres humanos. Seu genoma tem cerca de
11kb de comprimento, é organizado em uma unica fase aberta de leitura
que codifica trés proteinas estruturais: capsideo (C), proteinas precursoras
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de membrana (prM) ou de membrana (M) e do envelope (E); e sete
proteinas ndo-estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4A, NS4B e NS52.

Existem quatro sorotipos diferentes do dengue virus: DENV1, DENV?2,
DENV3 e DENV43Todos os sorotipos podem infectar os seres humanos e
produzir um amplo espectro de manifestacdes clinicas que variam desde
uma doenca febril aguda autolimitada (febre do dengue, FD) até uma
doenca grave como a febre hemorragica do dengue (FHD/sindrome do
choque do dengue — SCD) “.

O diagndstico laboratorial de dengue ainda utiliza como antigeno
o proprio virus envolvendo diversas preparagdes de cultura de células.
Atualmente uma alternativa vidvel para substituir virus no diagndstico,
é a producao de proteinas recombinantes antigénicas capazes de serem
reconhecidas por anticorpos especificos>.

A NS1 é uma glicoproteina com cerca de 353 - 354 aminoacidos, que
possui elevada quantidade de aminodcidos e nucleotideos homodlogos
entre flavivirus, nao faz parte da particula viral, mas é liberada das células
infectadas pelo dengue. Estudos preliminares tém mostrado que ela esta
envolvida na replicacdao do RNA viral, e foi encontrada em amostras da fase
aguda do sangue de pacientes com infec¢cdes primarias ou secundarias. Isto
sugeriu um maior envolvimento desta proteina viral na patogenicidade do
dengue virus e sua possivel utilizacgdo como um marcador adequado para
infeccdo pelo virus da dengue ®’.

O objetivo deste trabalho é expressar a proteina NS1 de forma
heteréloga em bactérias E. coli modificadas (XL1-Blue) a fim de obter
insumos para serem empregados em kits de teste diagndstico rapido para
dengue.

MATERIAL E METODOS

As seqliéncias das proteinas NS1 correspondentes aos quatro sorotipos
do dengue virus foram analisadas e a seqiiéncia consenso entre elas foi

- I

usada para a construcao de um gene sintético chamado de p70.
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O gene p70 foi clivado com as enzimas de restricdo BamHI e Xbal Figura 1. Gel de PCR de col6nias XL1-Blue com fragmento amplificado 1000-1500 pares de
base.

com o objetivo de prepara-lo para a ligacdo no vetor de expressao pQE-32
(Qiagen® — Sample & Assay Technologies, Sdo Paulo, Brasil).

O produto da ligacdo inserto-vetor foi inserido em bactérias E. coli
geneticamente modificadas, cepas XL1-Blue e IM109, através do protocolo
tradicional de choque térmico.

Os clones de bactérias E. coliXL1-Blue foram analisados através de PCR
e aqueles contendo o gene p70 foram cultivados em meio de cultura LB
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para a manutencao e selecao dos plasmideos.

Foram selecionadas oito col6nias crescidas de XL1-pQE-32-p70 e
inoculadas em meio LB contendo 100ug/mL de antibidtico ampicilina, em
placa de 24 pocos e posteriormente foi realizada uma PCR a partir deste
mesmo material.

Na segunda etapa de confirmacao da clonagem, foi feita uma extracao
de DNA plasmidial das col6nias XL1Blue-pQE-32-p70 com o kit Plasmid

Miniprep® System da Promega Corporation, Brasil e realizado um ensaio

O resultado da digestao de pQE-32-p70 em gel de agarose 1% mostrou
a presenca das trés bandas que indicaram respectivamente a banda do
fragmento génico, a banda do plasmideo pQE-32 linearizado e o excesso

de restrigdo enzimatico usando as enzimas de restricao BamH| e Xbal. de DNA plasmidial n3o digerido.

A verificagao da expressao foi feita por eletroforese em SDS-PAGE e

western blotting utilizando anticorpos especificos para proteina NS1. Figura 2. Digestio de pQE-32-p-70 em gel de agarose 1% com fragmentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da PCR realizada a partir das coldnias, em gel de agarose 1%,
foi possivel verificar que estas apresentavam o fragmento amplificado na
altura entre 1000-1500 pares de bases, tamanho esperado para o gene
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A andlise da expressdao génica do p-70 foi confirmada através de REFERENCIAS

Western Blotting, em que a NS1 recombinante foi reconhecida, por (1)

anticorpos especificos anti-NS1. o)
2

Figura 3. Western Blotting de NS1 recombinante — Colonia C3.
(3)

(4)

(5)

(6)

30 kDa +— N3l

v

(7)

CONCLUSOES

A expressdao da proteina recombinante NS1 através do gene
p70mostra-se promissora, como pode ser evidenciado pelos resultados
obtidos referentes a ligacao do gene p70 ao vetor de expressao pQE-32 e
transformacao em bactérias modificadas E. coli cepas XL1-Blue. Entretanto,
a quantidade de proteina produzida mostrou-se abaixo do esperado, devido
a fraca marcagao obtida no teste de Western. Estamos agora testando
diferentes condicdes de inducdao com o objetivo de aumentar a expressao
da proteina NS1 recombinante, para utilizacdo em ensaios de diagndstico
molecular da Dengue.
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