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Introdugio:

O virus ZIKV é um virus de RNA do género Flavivirus. Inicialmente isolado
na Africa e Asia, atualmente encontra-se difundido nas Américas, com o pri-
meiro caso reportado no Brasil em 2015. A infec¢do causada por ZIKV pode
ser assintomdtica ou apresentar sintomas similares com aqueles causados por
outros virus da familia Flaviviridae. O RNA do ZIKV é traduzido em uma poli-
proteina, que é processada resultando na formagao de trés proteinas estruturais
e sete ndo estruturais (NS). A NS1 pode ser segregada e encontrada na corrente
sanguinea durante a fase aguda da infecgdo. A NS5 (RNA polimerase RNA de-
pendente) pode desempenhar papel importante na regulacédo do processo de
splicing de genes em células hospedeiras, além de interagir com outros fatores
e ativar a secre¢do de interleucina 1-J3.

Objetivo:
Expressar as proteinas NS1 e NS5 de ZIKV e purificé-las, para selecao de aptdme-
ros e MAbs a serem utilizados no desenvolvimento de diagnésticos especificos.

Metodologia:

O gene codificante para NS1z foi amplificado e clonado no vetor pET100-D/
TOPO. A regido correspondente a porgido C-terminal da proteina NS5z foi
sub-clonada no vetor pET28a, a partir do pQE30/NS5z. Ambos os plasmide-
os recombinantes foram inseridos em Escherichia coli BL21 Star (DE3) e as
proteinas recombinantes expressas a partir da indu¢do com IPTG. A fim de
melhorar a solubilidade proteica, foram testadas diferentes temperaturas de in-
dugdo (15°C, 20°, 25°C e 37°C) e tampdes, contendo sais, detergentes e agentes
caotropicos, no processo de lise celular por sonicagéo. As proteinas foram pu-
rificadas por IMAC (coluna HisTrap HP) e dialisadas em tampdes especificos
para permitir enovelamento.
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Resultado:

As proteinas rNS1z e NS5z foram expressas, nas 4 temperaturas descritas,
de forma insolivel. A rNS5z solubilizou quando empregado tampdo HEPES
25mM/NaCl 200 mM/triton x-100 0,1%/glycerol 10%/n-lauril-sarcosil 3%. Na
IMAC os contaminantes foram eluidos com 10, 30 e 50 mM imidazol e a NS5z
com 500 mM. Subsequentemente, a proteina foi dialisada em tampao PBS/gli-
cerol 5% pH?7,4. Diferentemente da NS5z, a -NS1z foi solubilizada apenas com
a adi¢do de 6 M de ureia. Para a purificagdo de rNS1z o precipitado bacteriano
foi lisado em Tris 20 mM pH 8,0. Em seguida, o corpo de inclusdo foi lavado
com Tris 20 mM pH 8,0 contendo 2 e 4 M ureia e solubilizado com Tris 20
mM/ureia 6 M pH 8,0. No processo de purificagio os contaminantes foram
eluidos nas concentragdes de 20, 80, 100 e 120 mM de imidazol, e INS1z com
500 mM. Apos purificagio, a proteina foi dialisada em tampao Tris 20 mM pH
8,0 com reducao de ureia de 6 M para 2 M.

Conclusio:

As proteinas INS1z e rNS5z, foram expressas e purificadas com sucesso e sub-
sequentemente empregadas na selecdo de aptdmeros que poderdo ser utiliza-
dos no desenvolvimento de ensaios diagnéstico para ZIKV.
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