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RESUMO

O virus Dengue (DENV) ¢ um arbovirus, da familia Flaviviridae e apresenta quatro sorotipos
virais, diferentes, tais como, DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4. O virus codifica sete
proteinas ndo estruturais, responsaveis pela replicagdo do virus dentro do hospedeiro. Dentre
elas, a proteina ndo estrutural (NS1), possui importancia quanto ao diagndstico precoce da
infec¢do do virus no organismo de pacientes infectados, uma vez que, esta circula em niveis
elevados no sangue durante a fase aguda da doenca. O DENV ¢ responsavel por uma
variedade de manifestagdes clinicas em diversas partes do mundo e na atualidade infectou em
torno de 100 milhdes de pessoas. Entretanto, sdo encontrados varios obsticulos sobre a
identificacdo correta dos sintomas do virus e seu diagndstico precoce. Assim, o presente
trabalho buscou obter uma alta pureza na forma nativa do virus através de um protocolo
cromatografico para purificacdo da proteina ndo estrutural NS1 nativa do virus da Dengue
sorotipo II oriundas de meio de cultivo de células infectadas (Células Vero). Ao todo foram
produzidos sete meios de cultura, com volumes e concentracdes diferentes. Devido a baixa
concentragdo inicial dessas amostras, foram realizadas etapas de concentragdo da amostra,
com filtragdo em membranas e liofilizacdo. Para estudos de purificacdo da proteina NSI,
foram utilizadas técnicas cromatograficas de troca idnica, com coluna Hitrap QFF e
cromatografia de afinidade com coluna Hitrap Concanavalina A e corante Procion Red MX-
5B imobilizado a matriz de Quitosana Alginato Epoxidado (QAE), atuando como matriz de
afinidade pseudobioespecifica. O melhor perfil de adsor¢do da NS1 foi obtido com o uso de
colunas de afinidade, devido sua maior especificidade com a proteina de interesse € os ensaios
realizados com a coluna Hitrap Concanavalina A e com o corante PR-MXS5B-QAE,
apresentaram uma maior retengdo da NS1, com remocdo parcial de proteinas presentes na
amostra bruta inicial. Estudos realizados com cromatografia de troca idnica, para adsor¢ao
desta proteina, identificaram os melhores resultados de adsor¢@o nos ensaios com a amostra
A2 de NS1-DENV2, em Gradiente degrau 35 min (presenca de 6 amostras contendo a NS1 na
etapa de eluicdo — cerca de 50% das amostras eluidas da coluna) e linear 30 min (presenga de
5 amostras contendo a NS1 — cerca de 40% das amostras eluidas). Entretanto, as condi¢des
utilizadas favoreceram a adsor¢do de praticamente todas as proteinas presentes na amostra

inicial, como por exemplo, a albumina.

Palavras-chave: Purificagdo de proteinas. Proteina nao estrutural NS1. Perfil cromatogréafico

de adsorc¢do.. Cromatografia de troca ionica Cromatografia de afinidade.



ABSTRACT

Dengue virus (DENV) is an arbovirus of the Flaviviridae family and has four different viral
serotypes, such as DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4. The virus codes for seven non-
structural proteins responsible for virus replication within the host. Among them, the
nonstructural protein (NS1), is important in the early diagnosis of virus infection in the body
of infected patients, since it circulates in high blood levels during the acute phase of the
disease. DENYV is responsible for a variety of clinical manifestations in various parts of the
world and currently infects around 100 million people. However, several obstacles are
encountered regarding the correct identification of virus symptoms and their early diagnosis.
Thus, the present work sought to obtain a high purity in the native form of the virus through a
chromatographic protocol for purification of the NS1 nonstructural protein native to the
Dengue serotype Il virus originating from the culture medium of infected cells (Vero cells). In
all, seven culture media were produced, with different volumes and concentrations. Due to the
low initial concentration of these samples, sample concentration steps were carried out with
membrane filtration and lyophilization. For NSI1 purification studies, ion exchange
chromatography techniques were used, with Hitrap QFF column and Hitrap Concanavalin A
column affinity chromatography and Procion Red MX-5B dye immobilized the Chitosan
Alginate Epoxidate (QAE) matrix, acting as matrix of pseudobiospecific affinity. The best
adsorption profile of NS1 was obtained with the use of affinity columns, due to their higher
specificity with the protein of interest and the tests performed with the Hitrap Concanavalin A
column and the PR-MX5B-QAE dye showed a higher retention of NS1, with partial removal
of proteins present in the initial crude sample. For the adsorption of this protein, the best
adsorption results were found in the NSI-DENV2 A2 sample, in the gradient gradient 35 min
(presence of 6 samples containing the NS1 in the elution step - about 50% of samples eluted
from the column) and linear 30 min (presence of 5 samples containing NS1 - about 40% of
the samples eluted). However, the conditions favored the adsorption of almost all the proteins

present in the initial sample, such as albumin.

Keywords: Protein purification. Non-structural protein — NS1. Adsorption chromatographic

profile. lon exchange chromatography. Aftinity chromatography.
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diluida 2x. Condi¢des de corrida: vazao de 0,8 mL/min, inje¢dao de 1,0 mL
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10% — Gradiente Linear 30 min — Concentragdo de 0,44 mg/mL. Descri¢do
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Inicial — I, Amostras 1 a 12 (1° Pico - Lavagem), 15 a 23 (Lavagem, ap6s
13:40 min), 34 a 38 (Pico — Elui¢do), 39 a 42 (Eluigdo, apds 44:30 min),
Proteina de Referéncia Albumina — A.........cccoiiiiiiiiiiiiniieeeececeee
(A) Descrigdo: amostras 7, 8, 27, 29, 30 e 40, indicando as proteinas que
marcaram a presenca de NS1 de acordo com a membrana utilizada na
técnica de Dot Blot (M-C-I e M-C-II). (B) SDS-PAGE 10% — Amostra que
marcou NS1. Descricdo: Padrao de baixo peso molecular — P, Amostra
Inicial — I, Amostra 7 e 8 (Pico - Lavagem), 27 a 30 (Pico — Eluicao), 40

(Eluigdo, ap6s 48:30 min), Proteina de Referéncia Albumina -

(A) Amostra A5 de NS1-DENV?2 diluida 2x — 1° Ensaio — Corante Procion
Red MX-5B — Eluicdo isocratica 30 min - vazdo de 1 mL/min, inje¢cdo de
1,0 mL da amostra com concentracao de 0,35 mg/mL diluida em tampao
Fosfato de Sodio pH 5,9 e elui¢do com tampao Fosfato de Sodio pH 5,9 +
IM de NaCl. (B) SDS-PAGE 10% — Eluicdo isocratica 30 min —
Concentragdo de 0,35 mg/mL. Descri¢cao dos pogos da eletroforese: Padrao
de baixo peso molecular — P, Amostra Inicial — I (A5 de NS1-DENV2),
Amostras 9 a 15 (Lavagem), 32 a 36 (Eluicdo — 32-36 min), 44 a 50
(Eluigdo — 44-50 min), 51 a 53 (Final Elui¢do — 51-53 min), 56 a 58 (Re-

Equilibrio), Proteina de Referéncia Albumina —

(A) Descricao dos Dot-Blots visiveis na Membrana M-D-I, Letras: (C+)
Controle Positivo — Presenga de NS1 Recombinante; (C-) Controle
Negativo — Sobrenadante L-15 sem a presenca de NS1, Amostras 1° Ensaio
com Corante PR-MX5B-QAE — Elui¢do isocratica 30 min - Amostras que
marcaram NS1: Amostras 29 a 36 referentes a etapa de eluigdo isocratica
coletadas a parti de 29 min. (B) SDS-PAGE 10% — Elui¢do isocratica 30
min — Concentracdo de 0,35 mg/mL. Descri¢dao dos pocos da eletroforese:
Padrao de baixo peso molecular — P, Amostra Inicial — I (A5 de NSI1-
DENV?2), Amostras 29 a 31 (Eluicao — 29-31 min), 36 e 37 (Eluigdo — 36-

37 min), Proteina de Referéncia Albumina —
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Figura 27
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1 INTRODUCAO

Existem uma variedade de doencas causadas por arbovirus (virus transmitidos por
insetos e aracnideos), que podem causar doencas em humanos, tais como as arboviroses do
tipo Dengue, Zika e Chikungunya. Estes tipos virais sdo transmitidos por mosquitos em maior
parte dos casos e incluem virus dos géneros flavivirus, alphavirus e bunyavirus (CIOTA;
KRAMER, 2010). Neste cendrio, 0 mosquito Aedes aegypti e Aedes Albopictus ¢ um vetor
competente, responsavel por diversas arboviroses, que surgiram no Brasil e entre outros
paises do continente americano causando epidemias.

Entre os arboviroses transmitidas pelo vetor, a infeccdo pelo virus da dengue (DENV),
transmite uma doenga sem contagio, porém, infecciosa. A DENV infectou em torno de 100
milhdes de pessoas no mundo, onde 500 mil pessoas apresentaram os dois estagios mais
avancados da doenca: a febre hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome de choque da
dengue (SCD). Ambos os efeitos dessas doencgas se iniciam de maneira subita acompanhados
de febre alta, dor de cabeca, dor atras dos olhos, dores nas costas (WHO, 2016).

Neste contexto o DENV apresenta quatro sorotipos virais, diferentes, tais como,
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que podem ocasionar a forma classica da doenga ¢ a
mais grave como a Dengue Hemorragica (MUSSO; GUBLER, 2016 ¢ WESTAWAY et al.,
1987).

Cada particula do virus consiste de um genoma viral com uma fita simples de RNA
com polaridade positiva com aproximadamente 11 mil pares de base. O genoma codifica uma
poliproteina que ¢ dividida em trés proteinas estruturas (E, M e C) e sete proteinas nao
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). As proteinas estruturais que sao
responsaveis por proteger o RNA viral sdo, a proteina do capsideo (C), a membrana (M), e a
proteina do envelope (E). Enquanto que, as proteinas ndo estruturais sdo responsaveis pela
replicagdo do virus (LINDENBACH, et al,, 2007; HAHN et al., 1988).

A proteina ndo estrutural, NS1 ¢ codificada pelo genoma viral e pode ser encontrada
em duas formas (mondmero e dimero). Esta proteina pode ser expressa em sua forma soltvel
que passa a ser secretada para o sangue pelas células infecciosas. Entre as formas de
expressdo da proteina, existem meios de cultivo de células vegetais e de mamiferos (Vero e
C6/36), bactérias e plantas. A forma secretada da proteina NS1 pode ser utilizada para a
producao de anticorpos mono e policlonais através da sua purificagdo e posterior imunizagao,
cuja atividade desses anticorpos geram protecao ao virus (CHANG, 1997; COSTA; FREIRE;

ALVES, 2006). Esta proteina esta relacionada com a patogenicidade da infeccdo e, mais
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recentemente, vem sendo utilizada como marcador precoce da infec¢do por DENV, visto a
possibilidade de identificagdo quanto a presenca de NS1 no soro de pacientes infectados, uma
vez que, esta proteina circula em niveis elevados no sangue durante a fase aguda da doenca.
(STOHLMAN et al., 1975 ¢ WESTAWAY et al., 1987).

Existem estudos que apontam a eficiéncia na purificagdo da NS1, obtida de forma
recombinante, devido a adicdo de uma cauda de histina, na estrutura molecular da proteina, a
qual ¢ utilizada para facilitar a sua purificagdo. A forma recombinente da proteina NS1, ocorre
em sistemas de expressdo em bactérias, utilizando organismos procariotos, como a
Escherichia coli que ¢ amplamente utilizada neste tipo sistema de expressdo, devido ao baixo
custo e a facilidade de manipulacio (GAGNON, et al., 2012; YOHAN, et al, 2016 e
AMORIN, et al., 2010).

Através deste tipo de expressdo, foi possivel utilizar técnicas de purificagdo com
cromatografia de afinidade com metais, devido a especificidade que esta coluna possui com a
cauda de histidina, bem como a utilizacdo de duas etapas de purificagdo, sendo utilizada
primeiramente uma coluna de imunoafinidade, seguida por uma coluna de troca idnica
(AMORIN, et al. 2010 e FALCONAR e YOUNG, 1990).

Entretanto, em expressdo por bactérias, os mecanismos nio sdo capazes de realizar
modificagdes pods-traducionais os quais estdo presentes em organismos superiores, 0 que
dificulta a eficiéncia quanto a producdo de proteinas recombinantes semelhantes & forma
selvagem (nativa do virus) devido a sua simplicidade, uma vez que, o arranjo conformacional
do epitopo do virus sintetizado ndo ¢ semelhante ao epitopo do virus nativo, afetando desta
forma a produgdo de anticorpos que sdao gerados pela resposta imune, posterior a imunizagao
do virus no organismo. (KAMIONKA, 2011).

Diante disso, busca-se obter a proteina NS1 nativa do DENV, para que se possam
produzir anticorpos especifico para um unico epitopo, ou mistura de anticorpos, cada um
especifico para um epitopo, de tal forma, que reajam de forma especifica com o virus DENV,

para realizacao de diagnosticos mais eficazes da doenga.

1.1 Objetivo geral

Determinar um protocolo cromatografico para purificagdo da proteina ndo estrutural
NS1 nativa do virus da Dengue sorotipo II (DENV-2) oriunda de meio de cultivo de células

infectadas de forma rapida e eficaz.
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1.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Identificar o perfil cromatografico de retengdo de NS1 do virus (DENV-2) utilizando
cromatografia de troca idnica, com coluna aniénica Hitrap QFF;

Realizar a pré-purificagdo das amostras iniciais utilizando filtragdo em membranas e
liofilizagao;

Identificar o perfil cromatografico de adsor¢cdo de NS1 do virus nativo (DENV-2)
utilizando cromatografia de afinidade com colunas comerciais (Hitrap Concanavalina
A — Ligante biospecifico) e coluna sintetizada (Corante Procion Red MX-5B ligado a
matriz de Quitosana Alginato Epoxidado — QAE);

Confirmar a presenca da proteina NS1 nos ensaios cromatograficos a partir de técnicas

analiticas como eletroforese (SDS-PAGE) e Dot-Blot (DB).



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Dengue

A dengue ¢ considerada uma doenga sem contagio, porém, infecciosa ocasionada pelo
DENY, o qual ¢ transmitido pela fémea da espécie Aedes aegypti através da sua saliva. Este
virus foi isolado na década de 40, em um primeiro momento, pelo cientista Susumo Hotta,
apods o aparecimento de uma epidemia na regido de Nagasaki, no Japao. Contudo, ha relatos
de seu surgimento por volta do século 17 de acordo com a organizacao mundial da satde
(OMS), onde esta doenga passou a ser reconhecida como uma entidade clinica (KIMURA,
HOTTA, 1944; WHO, 2016).

O DENYV, pode ser transmitido por mosquitos como: Aedes aegypti, Aedes albopictus,
Aedes polynesiensis e Aedes africanus, sendo o Aedes aegypti o principal responsavel na
transmissdo do DENV. Os vetores do DENV estdo localizados majoritariamente, em regides
tropicais e sub-tropicais, pois apresentam climas favoraveis para o desenvolvimento do
mosquito. Tanto ambientes urbanos, quanto rurais hd o aparecimento da doenca (PERICH et
al., 2000; EFFLER et al., 2005; WHO, 2016).

No ano de 2008 foi relatado que o DENV, 500 mil pessoas apresentaram os dois
estagios mais avancados da doenca: a febre hemorragica da dengue e¢ a sindrome de
choque da dengue. Ambos os efeitos da infeccdo se iniciam de maneira subita
acompanhados de febre alta, dor de cabeca, dor atras dos olhos, dores nas costas. Nos piores
estagios da doenga, os quais se iniciam com os mesmos sintomas da forma classica, apos o
quinto dia de incubagdo do virus hd o surgimento de sangramentos e choque por parte de
alguns pacientes (OISHI ef al., 2007; PERERA e KUHN, 2008).

Apo6s a infeccdo do DENV no organismo humano, ndo € possivel prever quais sdao os
estagios da doenca (forma leve ou evolugdo para forma grave da doenca, SCD/FHD) que se
desenvolverdo no individuo infectado. O aparecimento das formas mais graves da doenga
pode estar relacionado com a maior infestagao do vetor Aedes aegypti, a presenga dos quatro
sorotipos do virais, possibilidade de uma infec¢do secundaria do hospedeiro, elevada
imigragdo de pessoas e elevadas densidades populacionais e o intenso deslocamento
geografico das pessoas (HALSTEAD, 1981).

Os primeiros casos da DENV em territorio brasileiro ocorreram nos estados de Sao
Paulo (1850-1855) e no Rio de Janeiro (1917-1925). As maiorias dos casos de doencas
estavam relacionadas com a presenga da febre amarela e do DENV na metade do século XIV.

Dadas essas circunstancias foram necessarios programas de combate, a esta doenga causada
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pelo vetor Aedes aegypti, sendo que ambas foram totalmente combatidas até o final dos anos
70 (WHO, 2016).

O DENV ressurgiu no Brasil, na década 80 a partir da entrada de imigrantes de paises
vizinhos. A partir dai estados como Roraima, Rio de Janeiro, Ceara, Bahia, Minas Gerais e
Sdo Paulo, apresentaram surtos da doenca entre os anos de 1981 até 1987. Com a
dissemina¢do da doenga por todo o territdrio brasileiro, entre o final da década de 80 até o ano
de 1999, 19 estados brasileiros apresentaram casos da dengue, tornando-se um carater
epidémico (WHO, 2016; PONGSUMPUN et al., 2008).

Segundo Amorin et al. (2009), ocorreram grandes epidemias da doenga entre os anos
2000 e 2007 no Rio de Janeiro. A regido do Nordeste apresentou picos acentuados da doenca
nos anos de 2008 até¢ 2009, com mais de 11 mil casos da doencga por todo o estado da Bahia,
com destaque para as cidades de Itabuna, Jequié e ilhéus (BRASIL, 2012).

Segundo o boletim epidemioldgico da secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério
da Saude (2017), no Nordeste, no ano de 2016, foram registrados 1.483.623 casos provaveis
de dengue. Ainda em 2017, a regido Nordeste apresentou o maior numero de casos provaveis
(80.447 casos; 37,4%) em relacdo ao total do pais. Para os casos graves e Obitos de dengue
neste ano, foram 169 casos de dengue grave e 1.821 casos de dengue com sinais de alarme.

No estado do Ceard, sdo notificados casos da dengue desde a década de 80, assim
como, foram registrados o aparecimento dos quatros sorotipos (DENV1, DENV2, DENV3 e
DENV4). Desde o aparecimento na década de 80 até o ano de 2015, foram registradas sete
grandes epidemias nos anos de 1987, 1994, 2001, 2008, 2011, 2012 e 2015. A partir de 2015,
foi confirmada também a transmissao dos virus da chikungunya e da zika (SESA, 2016).

No ano de 2017, foram registrados 79.770 casos de dengue no Sistema de Informacao
de Agravos de Notificagdo (SINAM), no estado do Cear4, significando uma taxa da incidéncia
acumulada na regido de 889,9 casos por 100 mil habitantes, distribuidos nos 184 municipios.
Neste cenario, foram notificados 30,7% dos casos em 88,5% dos municipios. Onde os casos
confirmados, mostraram uma concentracao de 63,4% dos casos nas idades entre 15 e 49 anos

(SESA, 2017).
2.2 Virus da Dengue e suas caracteristicas

O virus da Dengue trata-se de um arbovirus (virus transmitidos por insetos e
aracnideos), da familia Flaviviridae, o género dos flavivirus e apresenta quatro sorotipos
virais: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Ambos os sorotipos podem ocasionar a

forma classica da doenca e a mais grave como a Dengue Hemorragica (MUSSO; GUBLER,
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2016; WESTAWAY et al., 1985). Os arbovirus podem causar doengas em humanos, tais como
as arboviroses do tipo Dengue, Zika, Chikungunya e Febre Amarela. Estes tipos virais podem
ser transmitidos por mosquitos (CIOTA; KRAMER, 2010).

Segundo Baltimore (1971), os virus tém como classificagdo a associacao em familias
segundo a natureza e estratégia de replicagdo do genoma viral. No que diz respeito a este
sistema de classificacdo, aqueles virus que possuem genomas com uma Unica fita de RNA,
sao classificados segundo a sua polaridade, em positivos (RNA+) e negativos (RNA-). A
classe da familia flaviviridae, pertence ao grupo IV da classificagdo de Baltimore, onde a
forma em que ocorre a tradugdo das proteinas virais, ocorre no sentido positivo da fita de
RNA ao acessar a célula hospedeira, a fim de ocasionar a replicagdo viral.

Cada particula do virus consiste de um genoma com uma fita simples de RNA com
polaridade positiva com aproximadamente 11 mil pares de base, o qual possui uma unica fase
de leitura, que codifica uma poliproteina que possui cerca de 3.400 aminoacidos, onde sera
posteriormente dividida em trés proteinas estruturas (E, M e C) e sete proteinas nao estruturais
(NSI1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ¢ NS5), através da divisdo ocasionada por proteases
celulares e virais, que realizam a hidrolise das ligacdes peptidicas de proteinas, dividindo em
aminoacidos menores. (LINDENBACH, et al, 2007, MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005; RICE et al., 1985, HAHN et al., 1988).

As proteinas estruturais que sdo responsaveis por proteger o RNA viral sdo a proteina
do capsideo (C), a membrana (M), e a proteina do envelope (E). Enquanto as proteinas nao
estruturais sdo responsaveis pela replicacdo do virus (Figura 1). Sobre o virus, sabe-se que
este possui particulas esféricas com didmetro de 50 nm, sendo estas envelopadas, contendo o
RNA do virus encapsulado pela proteina do capsideo, onde o envelope ¢ permeado através de
uma bicamada fosfolipidica que ¢ derivada das células do hospedeiro e ancoradas através da
proteina E na forma de dimero. Na membrana, essas proteinas se encontram com geometria
icosaédrica (RICE et al., 1985; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).

Figura 1 - Organizagao gendmica do virus da dengue
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Fonte: Whitehead et al. (2007).

O genoma viral possui duas regides nao codificadoras (RNC5’ e RNC3’) nas

extremidades 5° e 3’. Estas regides possuem cerca de 100 e 450 nucleotideos,
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respectivamente. O genoma viral possui uma extremidade 5’ de regido UTR (untranslated
region), uma regido Open Reading frame (ORF) e uma extremidade 3°, também de regido
UTR. Estas regides das extremidades apresentam sequéncias conservadas e estruturas
secundarias de RNA que realizam os processos de replicacao, tradu¢ao e empacotamento viral

(LINDENBACH, et al., 2007, CHAMBERS; et al., 1990)
2.2.1 Proteinas Estruturais

De acordo com Lindenbach, et al. (2007), na estrutura do virus as trés proteinas
estruturais sdo transcritas inicialmente e sdo consideradas glicoproteinas (Figura 2). O
nucleocapsideo ¢ formado pela juncio da proteina do capsideo (C) e o RNA viral. A proteina
do capsideo possui de 11 a 12 kDa e sua estrutura tem carater basico. A ligagdo que ocorre
entre 0 RNA viral o capsideo deve-se a presenca das extremidades N- e C- terminais
(terminais amina e carboxi) da molécula do capsideo. Estas extremidades resultam no carater
basico desta proteina estrutural (CHAMBERS; ef al., 1990; LINDENBACH, et al., 2007). O

capsideo atua como uma capa proteica, cuja funcao principal é proteger o genoma do virus.

Figura 2 - Morfologia do Virus - Virus Envolopado

Membrana

Envelope
Nucleocapsideo
Capsideo

Fonte: adaptado de Zanin (2011)

Entre as proteinas estruturais, a proteina do capsideo (C) possui massa molecular de 12
kDa e ¢ considerada uma proteina basica que juntamente com o RNA viral produz o
nucleocapsideo (CHAMBERS; HAHN; et al., 1990). Em sua estrutura, existe uma regiao
central hidrofobica, responsavel pela associacdo da proteina da membrana com a proteina do
envelope (LINDENBACH, et al., 2007).

No virus, inicialmente a estrutura C-terminal do capsideo atua como precursora da
proteina da membrana (M), no reticulo endoplasmatico (RE), devido a presenca de uma
ancora hidrofobica, que faz a clivagem da forma imatura da proteina da membrana prM na

sua forma madura M, que torna-se responsavel por replicar o virus na célula. A glicoproteina
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prM na sua forma imatura possui cerca de 26 kDa, enquanto a sua forma madura apds a
clivagem da prM apresenta 8 kDa. (LINDENBACH, et al., 2007; ASSENBERG et al., 2009;
PAROUTIS; TOURET; GRINSTEIN, 2004; ZHANG et al., 2003; ZHANG et al., 2007).

A glicoproteina E, possui massa molecular entre 50 e 55 kDa e se encontra na forma
de dimeros. Esta glicoproteina ¢ o componente basico presente na superficie do virus e esta
diretamente relacionado com as propriedades antigénica e fenotipica do virus, bem como
responsavel pela introducao do virus na célula do hospedeiro. Ela possui uma estrutura N-
glicosilada responsavel pela ligagao e fusao com a membrana celular do hospedeiro (MODIS
et al., 2004).

Outro ponto relevante desta glicoproteina, deve-se a presenca de trés dominios
funcionais em sua estrutura (I, II, III). A entrada e introduc¢ao do virus na célula ocorrem nos
dominios I e II, respectivamente. Enquanto que o terceiro dominio (III), esta relacionado com
a entrada do agente infeccioso no citoplasma (tropismo), multiplicagdo do virus e escape dos

anticorpos neutralizantes (ZHANG et al., 2003).
2.2.2 Proteinas ndo estruturais

Existem cerca de sete proteinas ndo estruturais. Essas glicoproteinas sdo importantes
para a replicag¢do do virus na célula. A primeira proteina ndo estrutural, é a glicoproteina NS1,
cuja massa molecular varia entre 45-48 kDa e pode ser encontrada em duas formas
(mondmero e dimero). Sua forma de expressao pode ocorrer na superficie da cé€lula, na regido
perinuclear (entre duas membranas lipoproteicas) e na forma soluvel, onde passa a ser
secretada pelas células infecciosas. Ao ser secretada na forma solivel para o sangue, pode ser
utilizada como marcador de viruléncia do DENV no soro de pacientes infectados, bem como a
possibilidade de producdo de anticorpos apartir desta glicoproteina (STOHLMAN et al.,
1975; WESTAWAY; GOODMAN, 1987; ALCON et al., 2002; LIBRATY et al., 2002).

As glicoproteinas NS2A e NS2B sdo proteinas menores, de 22 kDa e 14 kDa,
multifuncionais, com dominios hidrofobicos, relacionadas com a replicacdo viral. A NS2A
possui ligagdo com membranas celulares, bem como possui elevada afinidade com o RNA do
virus, através da sua ligacdo com a regido RNC3 do genoma viral. Esta glicoproteina, possui
importancia no transporte do RNA viral para a regido do empacotamento e construgdo de
particulas virais. A NS2B, possui importancia na funcionalidade da protease de NS3, atuando
como um co-fator responsavel por sua atividade. (CHAMBERS; MCCOURT; RICE, 1989;
LEUNG, et al., 2008; MACKENZIE, JONES e YOUNG, 1998; LUO et al., 2008).
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Segundo Luo et al. (2008), a glicoproteina NS3, de 70 kDa, possui cerca de 618
aminodcidos, e ¢ uma proteina citoplasmatica multifuncional. Ela ¢ a segunda maior proteina
do genoma viral, cuja atividade enzimatica estd diretamente relacionada com o processamento
da poliproteina, bem como na replicacdo do RNA do virus. Esta glicoproteina possui dois
dominios funcionais, tais como: a protease ¢ a helicase, estando presentes nas extremidades
N- e C-terminal, respectivamente.

O dominio da protease ¢ N-terminal em NS3 (residuos 1-180) e cliva a poliproteina
viral em varios sitios que atuam nas jungdes entre as proteinas NS2A/NS2B, NS2B/NS3,
NS3/NS4A e¢ NS4B/NSS5, assim como atua na formagdo da extremidade C-terminal da
proteina do capsideo madura (LINDENBACH, et al., 2007)

A fung¢do protease da NS3 estd diretamente relacionado com o co-fator NS2B. Onde a
auséncia desse co-fator, torna inativa a fungdo protease da NS3. A fungdo helicase esta
diretamente relacionada com a replicagdo viral, o que torna o estudo de NS3, responsavel por
produzir drogas antivirais (XU et al., 2006; LINDENBACH, et al., 2007; KAPOOR et al.
1995).

As glicoproteinas NS4A e NS4B, possuem carater hidrofobico elevado e estdo ligadas
a membrana. Elas s3o consideradas proteinas virais pequenas, de 16 kDa e 27 kDa,
respectivamente, que interagem com o complexo de replicagdo, para ocasionar a replicacdo do
RNA viral (MILLER; SPARACIO; BARTENSCHLAGER, 2006).

Entre as proteinas nao estruturais do genoma viral, a NS5 ¢ a maior delas, com peso
molecular de 103 kDa. Trata-se de uma proteina viral, multifuncional, que possui uma
sequéncia de aminoacidos conservados. Sua estrutura ¢ basica, com partes hidrofobicas,
porém nao sao longas. Esta proteina possui atividade semelhante ao RNA Polimerases RNA
Dependentes (RDRP), cuja fungdo ¢ responsavel por auxiliar na sintese de moléculas de
RNA, na qual usa como formato moléculas de DNA. Atua ainda como metiltransferase
responsavel pela composicao da regido nao codificadora RNC 5’ do terminal cap do RNA
viral. (CHAMBERS; et al, 1990; KROSCHEWSKI et al, 2008; MUKHOPADHYAY;
KUHN; ROSSMANN, 2005; YAP et al., 2007).

2.3 Importancia da proteina nio estrutural NS1

A proteina NS1 € uma glicoproteina expressa em células de mamiferos infectadas
como mondmeros soluveis que formam dimeros no limen do reticulo endoplasmatico, que
sdo transportados posteriormente para a superficie celular, onde permanece como uma

proteina associada @ membrana ou liberada para meio extracelular na forma dimérica
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(WINKLER et al, 1988; YOUNG et al., 2000). Embora a fun¢do da NS1 nido seja totalmente
elucidada, as evidéncias disponiveis sugerem que esta proteina esteja envolvida na replicagao
do RNA viral.

Outro fator de importancia seria a sua participagdo na etapa prévia da replicagdao do
RNA viral, montagem, maturacdo e, possivelmente, estaria envolvida na patogénese da
doenca (AVIRUTNAN et al., 2006; MACKENZIE; JONES; YOUNG, 1996). Além disso, a
alta imunogenicidade das proteinas NS1 da dengue e outros flavivirus aumentou o interesse
tanto como antigeno quanto a métodos de diagnostico (LINDENBACH, et al., 2007,
CHIANG et al. 2012; HANG et al., 2009; SAMPATH e PADMANABHAN, 2008).

Um dos métodos de diagnoéstico utilizado € através da deteccdo da NS1. Esta ¢
comumente utilizada, pois esta proteina ¢ muito conservada, sendo expressa na superficie das
células infectadas e essencialmente por ser secretada para a circulacdo sanguinea, pelas
células infecciosas, podendo ser detectada em amostras de soro de pacientes durante a fase
aguda da infec¢do (ALCON et al., 2002; YOUNG et al., 2000).

Segundo Libraty et al. (2002), os niveis de NS1 estdo associados com os niveis de
viremia no plasma. Desta forma, sdo encontrados niveis elevados de NS1 em pacientes com a
forma mais grave da doenca. Com isso, a detec¢do de antigenos pode ser utilizada como uma
ferramenta no diagnostico na predi¢do de gravidade e em estudos soroepidemiolédgicos da
doenga (ANANDARAO et al., 2006; XU et al., 20006).

A NS1 do virus da dengue pode ser expressa de forma recombinante em sistemas
procarioticos. A expressao de antigenos recombinantes deve-se a questdo da utiliza¢ao desses
antigenos com caracteristicas semelhantes a forma nativa do virus para producao de kit de
diagnosticos e vacinas. O sistema de expressao utilizando sistema procaridtico € bastante
utilizado para produgdo de proteinas heterdlogas, apresentando certas vantagens como, como
a facilidade de manipulagdo, o requerimento de uma fonte de baixo custo de carbono e uma
rapida acumulacao de biomassa por cultura (SAHDEYV et al., 2008).

Além disso, esse sistema possui elevada quantidade de cepas comercializadas,
apresentando diferentes vantagens e aplicabilidades relacionados ao processo de produgdo de
proteinas recombinantes. Neste cendrio, a bactéria Escherichia coli ¢ amplamente utilizada,
por ser considerada uma cepa patogé€nica, onde cresce fortemente em meio minimo e
deficiente em proteases capazes de interferir no isolamento de proteinas recombinantes
intactas. (CHART et al., 2000).

Neste tipo de cepa sdo utilizados diferentes padroes de fusdo para auxilir na

purificacdo dessas proteinas expressas, sendo utilizado comumente a adicdo de caudas de
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histidina (His-tag) para purificar por cromatografia de afinidade com metais (TERPE, 2003;
GAGNON, et al., 2012; YOHAN, et al., 2016 e AMORIN, et al., 2010).

Entretanto, estes sistemas de expressdo, na maioria das vezes nao sdo capazes de
produzir proteinas recombinantes idénticas a selvagem devido a sua simplicidade. As
bactérias ndo possuem mecanismos sofisticados para realizarem modificagdes pos-
traducionais os quais estdo presentes em organismos superiores. Além de que a proteina
recombinante produzida em sistemas de expressdo bacteriana geralmente nao € soluvel e
perde caracteristicas estruturais € imunologicas da proteina viral nativa. Outro ponto a
destacar, neste cenario, deve-se ao arranjo conformacional do epitopo do virus sintetizado nao
ser semelhante ao epitopo do virus nativo, afetando desta forma a produgdo de anticorpos que
sdo gerados pela resposta imune, posterior a imunizacdo do virus no organismo. (ELENA et
al., 2005; KAMIONKA, 2011).

Diante disto, se faz necessario encontrar meios de purificagdo para proteina NSI
nativa do virus, para que possa ser utilizada na produgdo de anticorpos que reajam de forma

especifica com o virus.
2.4 Técnicas cromatograficas para a separacio e/ou purificacio de Proteinas

Processos cromatograficos permitem explorar caracteristicas fisico-quimicas das
moléculas biologicas, como afinidade bioldgica, carga elétrica, tamanho molecular e
hidrofobicidade. Existem comercialmente uma variedade de resinas cromatograficas
com aplicacdo na purifica¢do de proteinas, sendo as técnicas como a Cromatografia de troca
ionica (CTI), Cromatografia de afinidade com ligantes bio ou pseudobioespecificos, com
maior destaque, devido a alta afinidade em relacdo fragmentos de anticorpos de diferentes
proteinas, bem como a possibilidade de reducao no consumo de energia, volume de efluentes
e consumo de quimicos. Todavia, existem outras técnicas que também sdo utilizadas para
purificagdo de proteinas, tais como: Cromatografia de intera¢cdo Hidrofobica, Cromatografia
de Modo Misto e Separacdo por Exclusdo de Tamanho (YAVUZ, et al, 2006,
BAYRAMOGLU et al., 2007; WONGCHUPHAN et al., 2009, SILVA, 2004, GONDIM, et
al., 2014).

2.4.1 Cromatografia por afinidade

Um método de adsor¢cdo que trabalha com reconhecimento por meio de um ligante
imobilizado e com separacao da molécula-alvo ¢ a técnica de cromatografia por afinidade.
Este tipo de técnica cromatografica leva em consideracdo inicial a separacdo através da

adsor¢do da molécula alvo por meio do ligante, a medida que o passo posterior
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corresponde a etapas de dessorgdo (elui¢do). Segundo Hage (1999), esta técnica trabalha
com interagdes bioldgicas, tais como: anticorpo com antigeno, enzima com inibidor,
sendo usada desde os anos 60, para separagdo e purificagdo de proteinas e enzimas. Neste
caso, proteinas, enzimas e anticorpos podem ser utilizados como ligantes para obtengao
de novos adsorventes (HAGE, 1999; WU, et al., 2006).

E considerada uma técnica de separagdo bioquimica que proporciona uma interagdo
reversivel entre o ligante e a proteina de interesse. Essa alta especificidade de ligagao
proporcionada pelo ligante ¢ explorada para adsor¢do seletiva de proteinas alvo em uma
mistura complexa de proteinas a qual pode ser eluida utilizando competitivos anéalogos,
agentes desnaturantes ou simplesmente ajustando alguns fatores, como pH, for¢a idnica ou
polaridade (DENIZLI E PISKIN, 2001; WU et al., 2006; AYYAR et al., 2012).

Esse método trabalha também, com a utilizacdo de ligantes bioespecificos, para
purificacdo de anticorpos, devido sua especificidade com essas moléculas, porém em etapas
de eluicdo e regeneracdo da coluna, podem ocasionar desnaturagdao desses ligantes. Estudos
também levam em consideracdo outras desvantagens, quanto a baixa estabilidade e alto custo
destes ligantes (CUTLER, 1996; YAVUZ et al., 2006)

O meio de operagdo desta técnica consiste no reconhecimento molecular (Figura 3),
cuja molécula com caracteristica especifica de reconhecimento (ligante de afinidade) ¢
imobilizada em uma matriz como suporte insoluvel. Esta matriz pode apresentar
caracteristica polimérica na forma de membrana, monolitos ou esferas. Em seguida, o ligante
imobilizado na matriz passa a capturar de forma seletiva a molécula-alvo (analito), quando
em condigdes favoraveis de operagdo no leito fixo, ocorre a passagem da solu¢do contendo a
molécula-alvo pelo leito (Etapa 1). Posteriormente, € realizado a fase de lavagem (Etapa 2)
com uma solucdo propria para remog¢ao de impurezas ndo adsorvidas no processo (SMITH,

2015).

Figura 3 - Etapas de Adsorc¢ao, Lavagem e Elui¢do na Cromatografia de Afinidade
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Fonte: Adaptado de Smith (2015)

A ultima etapa consiste na elui¢do (dessor¢ao) da molécula-alvo através da passagem
de um eluente, que acarretard na quebra da interagdo do ligante com a molécula-alvo e
posterior recuperacdo da mesma. Para o eluente, nesta etapa sdo realizados ajustes de pH e
forca i0nica, para torna-lo um solvente especifico, que favorecera a separagdo ligante-alvo.
No caso em que ocorre uma interagdo com ligante livre competitivo atuando como um eluente
de competicdo ¢ selecionado uma molécula semelhante ao ligante porém com maior atragao
pela molécula-alvo, assim o competidor devido sua maior especificidade rouba do ligante a
molécula de interesse. (SMITH, 2015; GE HEALTHCARE, 2007).

Neste contexto, os ligantes de afinidade, devem apresentar uma afinidade especifica
com a proteina-alvo, deve-se avaliar uma viabilidade dessa imobilizacdo, de modo que haja
uma ligacdo estdvel em condicdes drasticas, como as utilizadas nas etapas de lavagem e
eluicdo (DENIZLI e PISKIN, 2001).

A cromatografia de afinidade possibilita alta seletividade, e usualmente, alta
capacidade para com a proteina alvo (GE HEALTHCARE, 2007). Alguns fatores sdo
extremamente importantes para obtengao de elevados niveis de produtividade e pureza, as

quais podem citar: o tipo de ligante empregado e a matriz utilizada (AY YAR et al., 2012).
2.4.1.1 Matriz cromatografica

Neste tipo de método cromatografico uma adequada matriz ¢ essencial, pois esta
atuara como suporte para o ligante de afinidade. Logo, as caracteristicas a seguir sdo
indicadas para identificar uma excelente matriz: ser uniforme, macroporosa, hidrofilica,
mecanica e quimicamente estavel, seletiva, insoluvel no solvente utilizado na purificacao e
fornecer grande area superficial para o ligante (HAGE, 1999).

As matrizes cromatograficas normalmente em cromatografia de afinidade podem ser
divididas como: naturais, sintéticas e inorganicas. Como matrizes naturais existem as esferas
de agarose, dextrose e celulose, que proporcionam a maioria das caracteristicas mencionadas
anteriormente para uma excelente matriz cromatografica. No caso de matrizes sintéticas, a
literatura relacionada o uso de poliestireno (STAAK et al, 1996) e derivados de
polimetacrilatos (ROBERTS et al., 2009), a medida que as silicas porosas (XI E WU, 2004)
podem ser exemplos de matrizes inorganicas.

Segundo Urh, Simpson e Zao (2009), a matriz deve ser macroporosa com tamanho
uniforme de particulas e poros e com boas propriedades de fluxo. O tamanho do poro de uma

matriz estd inversamente correlacionado com a sua area superficial, o que, por sua vez, afeta
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diretamente a quantidade de ligante imobilizado, no caso afeta sua capacidade. O tamanho dos
poros correlaciona-se ao limite de exclusdo, que € o tamanho (peso molecular) ou o tamanho
de proteinas que nao podem entrar no poro. Os poros grandes ndo sofrem de efeito de
exclusdo de tamanho e permitem o acesso sem impedimento de moléculas grandes aos
ligantes imobilizados, mas tém area superficial reduzida e menor densidade de ligante que
pode resultar em uma menor capacidade.

Um fator importante que determina a utilidade da resina de afinidade ¢ a capacidade
de produzir de forma reprodutiva as caracteristicas de desempenho semelhantes. Assim, ¢
importante determinar condi¢des de reagdo Otimas, incluindo a quantidade do ligante
necessario para a sintese a fim de assegurar um desempenho constante. Determinar a
quantidade ideal de ligante na sintese também pode reduzir o custo, ao se utilizar menor
quantidade de ligante. Para a ligagdo covalente, muitas vezes ¢ desejavel determinar o quanto
de ligante esta sendo imobilizado na matriz e determinar como as condi¢des de acoplamento
afetam a quantidade de ligante imobilizado. Na cromatografia de afinidade, podem ser

utilizados ligantes bio e pseudobioespecificos (DENIZLI e PISKIN, 2001).
2.4.1.2 Ligantes pseudobioespecificos

No caso dos ligantes pseudobioespecificos (corantes, aminoacidos e ions metalicos
quelatados), sdo utilizados em cromatografia de afinidade com proteinas, e apresentam
diferencas em relagdo aos ligantes bioespecificos, por exemplo, na etapa de eluicdo onde
ocorrem em condi¢des menos drasticas, devido a menor interagdo ligante-proteina alvo. Outro
ponto de destaque da aplicacdo destes ligantes na purificagdo de proteinas, deve-se ao ponto
de vista econOmico, pois possuem menores custos quando comparado aos ligantes
bioespecificos (HERMANS, et al., 2014).

Ligantes pseudobioespecificos como os corantes sdo considerados como uma das
alternativas importantes para cromatografia de afinidade especifica. Os corantes sdo capazes
de interagir com a maioria dos tipos de proteinas, em alguns casos de uma maneira bem
especifica. Eles s3o considerados baratos comercialmente e podem ser facilmente
imobilizados, especialmente em matrizes com grupos hidroxilas. Embora os corantes sejam de
natureza sintética, eles ainda sdo classificados como ligantes de afinidade porque interagem
com os sitio ativo de muitas proteinas imitando a estrutura dos substratos, cofatores ou
agentes de ligagdo para essas proteinas (DENIZLI e PISKIN, 2001).

Uma série de corantes téxteis, conhecidos como corantes reativos, foram utilizados

para purificacdo de proteinas. A interagdo entre o corante e as proteinas pode ser por
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combinacdo eletrostatica, hidrofobica e ligacao e hidrogénio. A sele¢ao da matriz de suporte €
a primeira importante consideracdo em sistemas de afinidade com corantes. Existem varios
métodos para imobilizacdo de moléculas de corante na matriz de suporte, em que geralmente
sao seguidas varias etapas intermedidrias. As etapas de adsor¢ao e eluigdo devem ser
cuidadosamente planejadas para uma separacdo bem-sucedida. Sistemas de afinidade com
corantes na forma de sorventes esféricos ou como membranas de afinidade t€ém sido utilizados
na separacao de proteinas (SMITH 2015; HERMANS, et al, 2014; DENIZLI e PISKIN,
2001).

2.4.2 Cromatografia de troca ionica (CTI)

Na adsor¢do, ocorre certas diferencas de interacdes entre a fase movel ¢ a fase
estacionaria, devido a migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
neste tipo de processo de separagdao. A aplicagao de uma estrutura idnica, como fase sélida,
envolve tanto processo de adsor¢do do tipo fisico, quanto processo de troca idnica
propriamente dito. Para este tipo de adsor¢do solido-liquido, as moléculas existentes na fase
liquida, migram para uma zona interfacial, através da presenga de forcas atrativas ndo
compensadas na superficie da fase soélida. As forgas existentes no processo de adsor¢ao, sao
do tipo Van der Waals e interagdes eletrostaticas, sendo que as forcas de Van der Waals, estao
envolvidas no processo de adsorcdo, tanto fisica, quanto de troca idnica, porém as forcas
eletrostaticas sdo significantes apenas no caso de adsorventes, como as resinas de troca idnica,
que possuem uma estrutura ionica (ARCANJO, 2014; RUTHVEN, 1985).

Atualmente, diversos trabalhos vém sendo publicados apresentando as vantagens do
processo de cromatografia por troca i0nica, através de varios tipos de materiais trocadores de
ions. Das vantagens que a cromatografia apresenta sob outros processos, pode-se destacar a
reducdo no consumo de energia, volume de efluentes e consumo de quimicos (BLANC et al,,
2015).

Em processos adsortivos, quanto a aplicagdo de métodos de purificagdo, a
cromatografia de troca i0nica, apresenta algumas vantagens em relacdo aos outros métodos
existentes, devido sua facilidade de operagdo, efetividade quanto ao escalonamento nos
processos de isolamento de proteinas e por apresentar varios estudos sobre sua elevada
capacidade de recuperagio e purificagdo de bioprodutos (SILVA, 2010; ZUNIGA et al., 2003).

Este método cromatografico ¢ utilizado em etapas iniciais de purificagdo, através da
separagdo grupos de compostos, por meio de suas cargas elétricas. Ocorre neste processo, a

separacdo de proteinas, baseado na carga da proteina de interesse, onde proteinas com cargas
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positivas devem passar através de uma coluna com carga oposta, ou seja, carga negativa, de
modo que, a passagem de proteinas com carga positiva seja impedida. No processo de
purificagao utilizando CTI, ocorre a adsor¢do através da matriz da proteina de interesse, com
posterior elui¢do (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2007).

A atividade bioquimica do processo de cromatografia de troca idnica consiste na
competicdo através dos ions de interesse e contaminantes com os grupos carregados da fase
estaciondria. As cargas das moléculas de proteinas, podem ser positivas e negativas, devido a
a superficie de seus grupamentos. O carater positivo das proteinas ¢ constituido pelos grupos
de aminodcidos, tais como: histidina, lisina, arginina ¢ das aminas terminais. Enquanto o
carater negativo, deve-se pela presenca dos grupos carboxilicos terminais, bem como, da
presenca de acido glutdmico e aspartico (LIMA, 2014; PESSOA; KLIKIAN, 2005).

A CTI, pode ser utilizado, em qualquer parte de um procedimento de purificagdo em
varias etapas, sendo inicialmente, uma capacidade de ligagdo elevada e vazdes elevadas,
permitem a captura tanto da proteina alvo, como das impurezas em massa a partir de uma
amostra de grande volume. O passo final da purifica¢do de alta resolucao consiste em remover
as impurezas restantes (MILLER, 2013).

Em particular, a técnica de cromatografia idnica, geralmente, ¢ utilizada para ligar a
molécula alvo, mas também pode ser utilizada para ligar impurezas, deixando a proteina alvo
passar pela coluna. Esta técnica pode ser repetida a diferentes valores de pH para separar
varias proteinas que t€ém propriedades de carga distintamente diferentes. Alternativamente, um
passo de purificacdo utilizando a troca catidnica pode ser seguido por uma segunda etapa de

purificacao utilizando a troca anidnica, ao mesmo pH (GE HEALTHCARE, 2010).
2.4.2.1 Mecanismo de separagao por troca iénica

A teoria existente na separacdo de moléculas por troca i6nica obedece a lei da
eletroneutralidade, onde a quantidade de ions removidos é substituida por uma quantidade
semelhante de outra espécie ibnica de mesmo sinal. Neste processo, leva-se em consideragdo
as diferencas entre as posicdes e a origem dos sitios de troca. Os sitios de troca sdo
constituidos de grupos idnicos, capazes de criar uma ponte eletrostatica com um ion de carga
oposta, na qual permite a troca de ions (BODAMER; KUNIN, 1953).

De maneira geral, a teoria de troca i6nica abrange o fendmeno que ocorre em uma
estrutura insolavel, fortemente interligada, onde ions de cargas negativas ou positivas ndo

moveis (co-ions), se ligam aos contra-ions, que possuem cargas opostas. Neste método, 0s
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contra-ions movem-se livremente, sendo que outros ions de mesmo sinal, podem ser
substituidos pelos contra-ions originalmente ligados a estrutura da resina (CREN, 2009).

A técnica de cromatografia de troca idnica separa as proteinas com diferencas em sua
carga superficial, de modo que, ha uma separacdo de alta resolucdo com elevada capacidade
de carga da amostra. A separacdo baseia-se na interacdo reversivel entre uma proteina
carregada com a carga oposta da estrutura insoluvel. As proteinas alvo sdo concentradas
durante a adsorcdo e sdo obtidas ao final de forma concentrada e purificada. Esta técnica
utiliza vaz@es elevadas, pois a cinética de adsorcdo para a cromatografia de troca idnica é
considerada rapida (GE HEALTHCARE, 2010).

O mecanismo de separacdo de troca ibnica (Figura 4) consiste de um primeiro estagio,
onde ha um equilibrio entre os trocadores idnicos, em condigdes inicias, visto que, nesta etapa
sdo utilizados cations e anions simples (sédio e cloro), como contra ions (ions presentes na
matriz). Na segunda etapa, ocorre a aplicacdo e adsorcdo das substancias presentes na
amostra, de modo que, os ions sdo liberados na fase estacionaria em quantidade equivalente a
adsorvida. Nesta etapa ha a formacéo da ponte eletrostatica, através da interacdo de um grupo
ibnico com um ion de carga oposta (BODAMER; KUNIN, 1953; YAGINUMA, 2007).

Na terceira etapa, inicia-se 0 processo de dessorcdo, através da passagem de um
eluente apropriado, em condi¢cdes favoraveis quanto ao ajuste de pH e forca idnica, para
remocao das substancias retidas na coluna. Etapas finais (4 e 5), consistem na retirada de
substancias que ndo foram eluidas previamente através de condicdes iniciais de operacdo, bem
como, permite a regeneracdo da coluna, por meio de um reequilibrio dos trocadores
ibnicos.Portanto, a separacdo das substancias ocorre devido a diferenca de graus de interacdo
delas com o trocador i6nico, sendo estas interagfes controladas pelo pH, forca ibnica, eluente,
entre outros fatores (BODAMER; KUNIN, 1953; YAGINUMA, 2007).

A matriz com trocador anidnico permite a troca de anions, de modo que, a mesma
contém grupos iénicos positivos acoplados a matriz. A matriz de trocador catiénica, opera de
maneira inversa, onde permite a troca de cations em uma matriz composta por ligacdo de
grupos ibnicos negativos conforme visualizado na Figura 5 (HIESTER; VERMEULEN,
1952; YAGINUMA, 2007).
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Figura 4 - Mecanismo de separagio por troca idnica
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Figura 5 - Matriz com trocadores anidnicos e cationicos
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Fonte: O Autor adaptado de Yaginuma (2007).

Neste cenario, parametros como eficiéncia, seletividade, resolugdo e fator de
capacidade afetam significativamente a resposta deste processo. Outros fatores que
influenciam na separacdo de proteinas pela troca idnica, sdo as mudancas de pH e forca idnica
decorridos da concentracdo de sal na interacdo superficie-proteina (GE HEALTHCARE,
2010; TSUMOTO et al., 2007).

A carga superficial liquida das proteinas varia de acordo com o pH. Geralmente,
guando acima do seu ponto isoelétrico (pl), uma proteina ird se ligar a um trocador anidnico
carregado positivamente. Quando abaixo do seu pl, uma proteina ira se ligar a um trocador
catidnico carregado negativamente. Contudo, mesmo se a proteina tiver uma carga negativa
liquida, esta também, podera se ligar a um trocador catidnico carregado negativamente, pois

pode haver grupos carregados positivamente na superficie da proteina, que podem ser
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suficientes para que ocorra a ligacdo. Isto também pode ser verdadeiro para 0 caso oposto,
com uma proteina de carga positiva liquida se ligard a um trocador anidnico positivamente
carregado (HELFFERICH, 1965).

Outro fator importante na cromatografia trata-se da forga idnica (concentragao) da fase
movel. As proteinas se ligam a medida que sdo carregadas numa coluna com baixa forga
i6nica. As condigdes sdo entdo alteradas para que as substancias ligadas sejam eluidas (sofram
dessorcao) diferencialmente. A elui¢dao, ¢ normalmente realizada, aumentando a concentragao
de sal ou alterando o pH em um gradiente. O sal comumente utilizado ¢ NaCl, mas podem
também ser utilizados outros sais para influenciar na separagio, por exemplo, K*, Ca™?, Mg™
e I'. Neste contexto, o tampao utilizado, pode também, afetar a separagdo, os ions que se
ligam a proteina podem alterar seu comportamento na cromatografia de troca ionica (GE
HEALTHCARE, 2010).

Um meio de troca idnica forte tem a mesma densidade de carga na sua superficie em
uma ampla faixa de pH, enquanto que a densidade de carga de um trocador i6nico fraco,
muda com o pH. A seletividade e a capacidade de um trocador i6nico fraco, varia de acordo
com valores de pH diferentes (ANAND; KANDARAPU; GARG, 2001).

Neste cenario, um design mais econdmico desses processos pode ser alcangado através
de uma melhor compreensdo de seus fundamentos. Por exemplo, a seletividade entre o
produto desejado e as suas impurezas mais proximas pode ser melhorada, com uma
concepcao favoravel de pardmetros, responsavel por modificar os gradientes (por exemplo, sal
ou pH). Nesta abordagem, ¢ necessario um projeto de processo racional, baseado na
simulagdo da elui¢do para diferentes gradientes. A otimiza¢do deste processo, ¢ baseado
através de um modelo, que ajuda a reduzir o tempo de desenvolvimento do processo e permite

a consideracdo de uma variedade mais ampla de condi¢des operacionais (GUELAT et al.,

2010).
2.4.2.2 Classificagdo das resinas de troca ionica

Segundo Guo, Chang e Hussain (2009), resina de troca i6nica ¢ constituida de duas
partes: a primeira composta por uma matriz de caracteristica polimérica e a segunda parte
composta por grupos de ions ativos, com cargas positivas e negativas. A matriz polimérica se
trata, geralmente do estireno reticulado com divinilbenzeno (DVB).

Estas resinas apresentam duas diferencgas, quanto a constitui¢do do grupo matricial,
onde podem ser microporosas, ou do tipo gel polimérico e macroporosas, como polimero

macroreticular  produzida através de mondmeros na presenga de solventes
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(ALEXANDRATOS, 2009; GUO; CHANG; HUSSAIN, 2009).

A classificacao dos diferentes tipos de resina de troca ionica ¢ estabelecida conforme o
tipo de material que ¢ obtida a matriz da resina, a estrutura do polimero e ainda de acordo com
o grupo funcional fixado a matriz (Tabela 1), visto que a denominacdo de forte e fraca
determinada para a classificacdo das resinas, deve-se a forca que o grupo idnico fixado na
matriz tem, em relacdo a sua completa ou ndo dissociagio (BODAMER; KUNIN, 1953;
HIESTER; VERMEULEN, 1952).

Tabela 1 - Classificacdo das resinas de acordo com os grupos funcionais fixados a matriz

Classificacdo - Resinas Grupo Funcional Estrutura Quimica
Anionicas Fortes Amo6nio-quartenario CH, .
| o OH
CHy— l;l— CH,
CH,
Anidnicas Fracas Amino-grupos
_CH;
N CH,
Catidnicas Fortes Acido Sulfénico .
Catidnicas Fracas Carboxilicos ou fosforico
CO, H

Fonte: adaptado de Arcanjo (2014).

Portanto, ¢ necessario um modelo que leve em conta o efeito de diferentes parametros,
responsaveis pela modificacdo na adsor¢ao de proteinas. Estes pardmetros utilizados na
cromatografia de troca idnica sdo compostos que modulam as interagdes eletrostaticas entre as
proteinas e o material de troca de i6nica. Neste caso, um sal (por exemplo, cloreto de sddio) ¢
usado como modificador de gradientes de elui¢cdo. Tal modificagdo, também pode ser causado
por influéncia do pH, porém ha uma necessidade de conhecer o modelo isotérmico de
adsorc¢do, no qual tanto a concentragdo de sal quanto o pH sdo significantes no processo de

troca ionica (GUELAT et al., 2010).
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3 METODOLOGIA

O fluxograma a seguir descreve as etapas realizadas para atingir os objetivos
propostos, onde foi realizado inicialmente a caracterizagdo inicial da amostra e etapas de
concentracdo, seguidos por etapas cromatograficas de separacao e purificacdo, para
posterior etapas finais de caracterizagdo da amostra obtida. Foram realizadas andlises

qualitativas para avaliar a obten¢do da proteina ndo estrutural NS1 purificada.

Figura 6 - Fluxograma do processo de purificagdo da NS1-DENV2
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Fonte: O Autor (2017)

3.1 Obtenc¢ao da proteina ndao estrutural NS1 do virus da Dengue sorotipo II (DENV-2)

As amostras brutas de NS1 foram produzidas em colaboracdo com o Grupo de
Pesquisa da Profa. Dra. Maria Izabel Florindo Guedes da Universidade Estadual do Ceara —
UECE, no Laboratério de Cultivo Celular, onde as Células Vero foram cultivadas em
garrafas de 75 cm? a 37° C em meio Leibovitz’s (L-15 — Sigma) acrescido de 2% de soro
fetal bovino (Vitrocell Embriolife) e e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina - Gibco)
até atingirem confluéncia igual ou superior a 90%. Em seguida, as garrafas contendo as

células foram lavadas com tampao fosfato-salino (PBS) (pH 7,4) e infectadas com o virus
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da Dengue 2 por duas horas a 37° C. Apds esse periodo, foi acrescentado meio L-15 sem
soro fetal bovino e incubadas a 37° C por aproximadamente 4 dias, até a visualizacao de
sincicio (designacao dada a célula multinucleada, quando a membrana celular engloba
varios nucleos). Decorrido esse periodo, o meio de cultura contendo o virus e suas

particulas virais, foram coletados.

3.2 Caracterizacao inicial da amostra bruta com a proteina NS1-DENV2
Foram realizadas caracterizagdes em 7 meios de cultura distintos, com volumes
variando entre 10 e 20 mL, denominadas A1 a A7. As caracterizagdes envolveram dosagem de

proteina total, eletroforese SDS-PAGE e dot blot.
3.2.1 Determinacdo de proteinas totais

As concentragdes de proteinas totais das amostras coletadas do meio de cultura foram
determinadas de acordo com a metodologia de Bradford (1976), sendo utilizado como
controle a albumina de soro bovino (BSA) para a constru¢do da curva analitica para este
método.

Foi utilizada a proteina BSA para a obten¢do da curva de calibracdo, com faixa de
concentracdo de 0 a 2 mg/mL. Apds o preparo do reagente de Bradford e da curva de
calibragdo, iniciou-se a quantificagdo das amostras coletadas nos ensaios. Logo, para cada
0,20 pL de amostra deixou-se em contato com 1,0 mL do reagente de Bradford por 10 min em
cubetas de poliestireno na auséncia de luz. Apos esse periodo, foram realizadas duplicata da
amostra no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595 nm. Em seguida, foram

obtidos os valores de concentracdo de proteinas totais para a curva de calibragao.
3.2.2 Eletroforese (SDS-PAGE)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes e nao
redutoras (SDS-PAGE) foi utilizada para caracterizagdo inicial das amostras brutas com NS1-
DENV2 a fim de identificar a presenca de NS1 e demais proteinas presentes na amostra. As
analises foram realizadas no equipamento Mini Protean III (BioRad, EUA) utilizando o gel de
poliacrilamida (30% de acrilamida e 2,7% de bisacrilamida), conforme protocolo apresentado
por Laemmli (1970), na concentragdo de 10%. As fracdes cromatograficas de cada etapa
foram aquecidas a 95 °C por 4 min e aliquotas de 10 a 20 pL de cada amostra foram aplicadas
aos géis. Foi utilizado padrao de baixo peso molecular (LMW) da GE (EUA), contendo as
seguintes proteinas: Fosforilase - 97 kDa, Albumina - 66 kDa, Ovalbumina Carbonica - 45

kDa, Anidrase - 30 kDa, Inibidor de tripsina - 20,1 kDa e a -lactalbumina - 14,4 kDa e



36

tampao de amostra com f-mercaptoetanol. Os géis foram submetidos a uma voltagem de 150
V, em cubas verticais ¢ a coloragao foi realizada com o corante comassie brilhante blue.

Em cada gel de poliacrilamida, realizado nos ensaios cromatograficos, foi adicionado
poco com amostra inicial (I) € um pogo com albumina (A). Foram analisadas as amostras,
referentes aos picos que apareceram nas etapas de lavagem, eluicdo e regeneracao da coluna
com NaOH 1M, a fim de verificar se houve o aparecimento de NS1 em cada etapa do perfil

cromatografico.
3.2.3 Dot Blot (DB)

Dot Blot ¢ uma técnica de biologia molecular para detectar biomoléculas. E
considerada uma técnica que representa uma simplificagdo do método Western blot. Em um
ponto blot, as biomoléculas a serem detectadas ndo sdo separadas por cromatografia. Em vez
disso, uma gota contendo a molécula a ser detectada ¢ aplicada diretamente sobre uma
membrana, onde ¢ feito uma detec¢do por sondas de anticorpos (STOTT, 1989).

A membrana de nitrocelulose (MN) (SIGMA Dura-blottm, com poro de 0,45 mm. Cat.
NO N 9641) foi dividida em partes de 11 x 7,5 cm, disposta para adigdo de 96 pocos onde
adicionou-se, em cada poco, 3 pL de cada fracdo cromatografica obtida nas corridas, bem
como as amostras obtidas na concentragdo com Tubo Amicon 30 e 50 kDa. Nas MN foram
adicionados sempre dois pocos contendo o controle positivo (Solugdo com presenga de NS1)
e um controle negativo (Solugdo sem a presenca de NS1). Os sitios livres de ligacdo de
proteinas presentes foram bloqueados com 5% de leite desnatado em PBS + 0,05% de
Tween20 por 60 minutos. Em seguida, as membranas foram lavadas trés vezes por 10 min
com PBS + 0,05% de Tween20, a fim de remover totalmente a solucdo de bloqueio, para
posterior etapa de adicdo do anticorpo monoclonal Anti Dengue virus NS1, anticorpo
produzido em rato (Sigma-Aldrich) diluido (1/5000) em PBS + 0,05% de Tween20 por 1 hora.
Ap0s sucessivas lavagens com PBS + 0,05% de Tween20, seguiu-se incubagdo com anticorpo
secundario, Anti-Mouse IgG, produzido em bode (SIGMA-ALDRICH) diluido (1/5000) em
PBS + 0,05% de Tween20, acoplado a peroxidase por mais uma hora. Apos lavagens
sucessivas com PBS + 0,05% de Tween20, a membrana foi revelada com a solu¢ao de 30 mL
com PBS + 0,01 g de 3,3' Diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) - Sigma + H>O; + 0,04
g de Nitrato de Prata.

Neste trabalho, foram coletadas ao todo 316 amostras entre os ensaios cromatograficos
e Tubo Amicon de 30 e 50 kDa. Essas amostras foram dispostas em 4 membranas de

nitrocelulose diferentes, sendo o total de 96 pontos blot em cada membrana. As membranas
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foram dividas pela metade, a fim de separar as amostras de cada corrida cromatografica. Essas
membranas foram chamadas de M-A (1* Membrana — dividida em M-A-I e M-A-II), M-B (2°
Membrana — divida em M-B-I e M-B-II), M-C-I (3* Membrana — divida em M-C-1 e M-C-]) e
a M-D (4* Membrana — dividida em M-D-I e M-D-II).

3.3 Etapa de Dessanilizacdo das Amostras Brutas de NS1-DENV2

O processo de Dessanilizacdo se faz necessario anterior a etapa de concentragdo por
liofilizagdo, uma vez que, nas amostras brutas héa a presenga de sais oriundos do tampao PBS,
para etapa de producao desta amostra. Nesta etapa, o sal é removido por um sistema de gel
filtracdo, onde na coluna ndo hé interagdo com a molécula-alvo e sim separagdo por tamanho.
No caso as moléculas de sal ficam retidas na coluna e a amostra passa junto a solu¢ao de agua
(WALKER, 2009; PORATH E FLODIN, 1959);

A dessalinizacdo das amostras foi realizada utilizando a coluna Hitrap Desalting
Sephadex G25 de 5 mL no sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatograph) Contichrom
da Knauer. As colunas foram previamente equilibradas utilizando agua Milli-Q com fluxo de
0,5 mL/min. Foram coletados ¢ utilizados 10 mL das Amostras brutas de NS1-DENV2 (A3,
A4, A5 e A6) na etapa de Desalting. A dessalinizacdo foi realizada com agua Milli-Q,
utilizando 1,5 mL de injecdo da amostra bruta de NS1-DENV2, em um fluxo de 3 mL/min e
coleta de 3 mL/ tubo. Entre as corridas, as colunas foram lavadas com agua Milli-Q e ao final
foram armazenadas em etanol 20%. Ao final desta etapa as amostras duplicaram seu volume
inicial.

3.4 Etapa de Concentracao da Amostra Bruta de NS1-DENV2
3.4.1 Tubo Amicon 30 e 50 kDa

Para etapa de concentracdo, foram realizadas centrifugagdes nos tubos Amicon de 15
mL, por separagdo de peso molecular em 30 e 50 kDa (SIGMA-ALDRICH). Foram utilizados
nesta etapa de concentragdo somente as amostras brutas Al e A2 de NS1-DENV2, pois
possuiam maior concentracdo e volume. Dos 20 mL disponiveis da amostra Al fornecida,
foram utilizados aproximadamente 15,0 mL. Ao todo, foram realizadas 10 centrifugacdes,
sendo 5 centrifuga¢des no tubo Amicon de 50 kDa e 5 centrifugagdes nos de 30 kDa. Para
cada etapa de centrifugacdo foram utilizados 3 mL da amostra inicial. As condi¢des desta

etapa foram: 20 min de centrifugacao e velocidade de 3500 rpm.
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Os 10 mL da amostra bruta A2, foram utilizados 3,0 mL para esta etapa de
concentracédo, onde utilizou-se a variagdo de volume para cada centrifugacdo, e mantiveram-
se constantes: o tempo de centrifugacdo de 15 min e a velocidade de 3500 rpm.

As condi¢bes iniciais utilizadas para cada amostra, bem como a velocidade de

centrifugacdo podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados Centrifuga¢ao Tubo Amicon 30 e 50 kDa

Etapa de concentracdo - Tubo Amicon

Concentracéao N° de Velocidade o
Amostras inicial (mg/mL) Centrifugacdes (rpm) Tubo| Condicédo Inicial
50 Volumes iguais
Al 0,35 5 3500
30 Tempo: 20 min
50 | Variacdo de volume
A2 1,11 3 3500
30 Tempo: 15 min

Ao final das centrifugagdes coletaram-se os volumes que ficaram retidos no filtro
(M50) e os volumes que passaram pelo filtro (m50). Em teoria o que ficou retido no filtro tem
peso molecular maior que 50 kDa, enquanto o que passou pelo filtro tem peso molecular
menor que 50 kDa. Os volumes obtidos nas amostras m50 de cada centrifugacdo no Tubo
Amicon de 50 kDa, foram utilizados para se concentrar no Tubo Amicon de 30 kDa, onde ao
final das centrifugacdes coletou-se os volumes que ficaram acima do filtro de 30 kDa [M50-30]
e os volumes que passaram pelo filtro de 30 kDa [m30], de modo que, o que ficou retido no
filtro tem peso molecular maior que 30 kDa, enquanto o que passou pelo filtro tem peso
molecular menor que 30 kDa.

Esse estudo da alteracdo no volume inserido nos tubos Amicon tinha como prop6sito
avaliar se a quantidade de volume presente nos tubos teria alguma influéncia quanto a
passagem de proteinas pelo filtro. Ao final das centrifugagdes foram coletados os volumes
retidos no filtro, bem como os volumes que passaram para posterior analises de eletroforese, a
fim de averiguar se houve concentragdo da amostra de NS1, separando-a das demais proteinas

presentes na solucao bruta.
3.4.2 Liofilizagdo das Amostras Brutas de NS1-DENV?2

A etapa de liofilizagdo ¢ considerada um processo de estabilizagdo, no qual uma
substancia ¢ previamente congelada e entdo a quantidade de solvente (geralmente agua) ¢
reduzida, primeiro por sublimagdo e posteriormente por dessor¢do, para valores tais que

impecam atividade bioldgica e reagdes quimicas; e passam pelos processos de congelamento
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inicial, secagem primadria e secagem secundaria (MARQUES, 2008)

Esta etapa foi utilizada posteriormente a etapa de Desalting, uma vez que as proteinas
ndo continham a presenca de sal. A etapa de liofilizagdo, foi utilizada a fim de se obter uma
maior concentracdo das amostras brutas, visto a sua baixa concentragdo inicial. Nesta etapa
foram utilizadas 20 mL de cada amostra (A3, A4, A5, A6 e A7). Cada amostra foi adicionada
aum Tubo Falcon de 50 mL e congeladas inicialmente a -80 °C em um Freezer (DW-861L.728
-80°C Ultra Low Temperature Freezer), em posicao inclinada, a fim de se obter maior area de
contato. Apos o processo de congelamento inicial a -80 °C, as amostras foram adicionadas no
liofilizador.

A liofilizagdo foi feita em parceria com o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Maria
Izabel, no Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular (LBBM) e o equipamento
utilizado foi um liofilizador de bancada (modelo L-101, marca Liotop), que consiste
basicamente de uma camara de secagem acrilica cilindrica e transparente. Na parte superior
da camara, ha uma tampa em ago inox que acopla oito torneiras de silicone para o encaixe dos
frascos (cones) de vidro com o sistema de alivio de véacuo e, no interior da cAmara de secagem,
ha um suporte em acgo inoxidavel para quatro bandejas de inox. A temperatura de trabalho do
liofilizador foi de -70 °C e tempo de liofilizacdo para cada amostra foi em torno de 10 horas

para concentrar as amostras.

3.5 Estratégias de purificagdo da NS1-DENV2 - Ensaios de purificacdo em colunas de

leito fixo convencionais

O sistema FPLC - Contichrom comercializado pela empresa alema Knauer, ¢ utilizado
para purificacdo de proteinas em larga escala. Este sistema permite a realizagdo de ensaios em
leito fixo (método Batch Wizard) e utilizando os métodos CaptureSMB (afinidade) e MCSGP
(troca i6nica) disponiveis no sistema. O FPLC (Figura 7) pode operar em modo continuo,
especificamente com duas colunas conectadas em série, desde que ambas as colunas sejam
idénticas, a fim de aumentar a capacidade dinamica da coluna.

Outro sistema utilizado no estudo foi o sistema em leito fixo constituido por: uma
bomba peristaltica (Watson Marlow, Modelo Q 400), uma coluna cromatografica (C 10/10 da
GE Healthcare), empacotada com a fase estacionaria (Procion Red MX-5B ligada a matriz de
Quitosana Alginato Epoxidado - QAE), um coletor de fragdes (Buchi, Modelo C-660) e um

espectrofotometro (Thermo Scientific Biomat 3S).



40

Figura 7 - Visualizagdo do sistema Contichrom - FPLC

Fonte: Proprio autor

Os experimentos cromatograficos com amostras concentradas na liofilizacdo de NS1-
DENV?2 e diluidas no tampado de adsor¢dao foram realizados com a inje¢do de um pulso de 1
mL de solucdo de proteina com concentragdo de 0,4 mg/mL e vazao de 0,8 mL/min.

Os ensaios de purificagdo da NS1-DEN2, foram realizados em duas colunas de
afinidade (Hitrap Sepharose Concanavalina A — Sistema FPLC e Procion Red MX-5B -
Coluna C10/10) e uma coluna de troca i6nica (Hitrap QFF). Esse sistema ¢ composto por:
dois detectores UV, 6 valvulas, 3 bombas, sendo que uma delas ¢ especifica para o gradiente
de eluigdo. As colunas foram acopladas proximas ao detector UV, o qual, registrou a
absorbancia no comprimento de onda de 280 nm para os perfils cromatograficos. Foram
coletadas amostras de 30 em 30 segundos, a partir do aparecimento do pico nas diferentes
etapas do perfil cromatografico. Nos ensaios com o corante Procion Red MX-5B-QAE, foram
coletadas amostras de 1 em 1 min através de um coletor de fragdes (Buchi, Modelo C-660) e
todas as amostras desta corrida foram quantificadas pelo método de Bradford.

A proteina NS1 ¢ considerada uma glicoproteina e de acordo com a literatura, a coluna
de Concanavalina A ¢ uma coluna de afinidade, utilizada para captura de biomoléculas
glicosiladas incluindo glicoproteinas e glicolipidos (GE HEALTHCARE, 2017;
MENDONCA, 2003). As colunas que utilizam corantes imobilizados a matrizes
cromatograficas, obtiveram resultados significativos quanto a purifica¢do de proteinas tipicas
do soro humano, como IgG, que também ¢ considerada uma glicoproteina, atuando como
ligantes pseudobioespecificos (GONDIM et al., 2012; GONDIM et al, 2014). Foram
realizados ensaios em coluna comercial de troca i6nica, a Hitrap QFF, que ¢ classificada como
resina anionica.

Para os ensaios com as colunas de afinidade, no sistema Contichrom, as amostras
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liofilizadas de NS1-DENV2 foram as solugdes de injecdo. As condi¢des dos experimentos
foram: volume de inje¢ao (1,0 mL), vazao (0,8 mL/min), tampao de adsorcdo (Fosfato de
Sodio 25 mM e pH 5,9), tampao de eluicdo (NaCl 1,0 M acrescido ao tampao de adsorc¢do),
concentragdes de proteinas (0,4 mg/mL). Nos ensaios com a Coluna de troca idnica, Hitrap
QFF, as condigdes dos experimentos foram: volume de inje¢ao (1,0 mL), vazio (0,8 mL/min),
tampao de adsor¢do (TRIS-HCI 25 mM e pH 8,0), tampao de eluigdo (NaCl 1,0 M acrescido
ao tampao de adsor¢do), concentracdes de proteinas (0,4 mg/mL). Apo6s o final dos ensaios
cromatograficos, todas as amostras dos picos no perfil cromatografico foram coletadas a fim
de realizar as analises qualitativas de eletroforese (SDS-PAGE), Dot-Blot e quantificagdo de
proteinas totais pelo método Bradford para verificar o potencial desses adsorventes na

purificacdo da NS1-DENV2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao inicial da amostra bruta com a proteina NS1-DENV2
4.1.1 Determinacdo de proteinas totais

Dos 7 meios de cultivo celular infectado (amostras brutas coletadas), foram realizados
o método de Bradford para quantificacdo de proteinas totais, a fim de verificar a concentracdo
inicial das amostras para posterior ensaios de purificacdo, cujos resultados estdo apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3 - Quantificacdo da amostra inicial por Bradford

Amostra C (mg/mL) \%
Al 0,35 20 mL
A2 1,11 10 mL
A3 0,24 20 mL
Ad 0,08 15 mL
AS 0,32 11 mL
A6 0,07 30 mL
A7 0,35 10 mL

C — Concentragdo em mg/mL

Vi — Volume das amostras brutas NS1-DENV2 coletadas
An — Amostras de NS1-DEN2 coletadas

Fonte: O Autor (2017)

Observa-se na Tabela 3, que as concentragdes das amostras sdo pequenas para se
trabalhar em sistemas cromatograficos, com excecao da amostra A2, pelo acréscimo de soro
fetal bovino na etapa de produ¢do da mesma, a qual esperava-se um aumento de concentragao
em relagdo as demais amostras que nao tiveram adi¢do de SFB. Essas concentra¢des menores
dificultam o uso em etapas cromatograficas, uma vez que sdo necessarios o uso de diluigdo
das amostras em tampOes para se realizar as etapas de adsorcdo e eluicdo em corridas
cromatograficas. Em concentragdes muito baixas, ndo seria possivel identificar corretamente
o perfil cromatogréfico para as diferentes colunas utilizadas.

Para isso foi necessario realizar etapas de concentracdo das proteinas virais, utilizando
a liofilizacao dessas amostras com concentragcdes menores, bem como a utilizagdo dos Tubos
Amicon de 30 e 50 kDa.

Salienta-se que as amostras Al e A2, ndo foram utilizadas na etapa de concentragdo
por liofilizagdo, uma vez que, as mesmas foram utilizadas para a etapa de concentragdo com

Tubos Amicon de 30 a 50 kDa, devido a quantidade maior de volume e concentragao inicial
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(Tabela 3).
4.1.2 Eletroforese (SDS-PAGE) das amostras brutas de NSI-DENV2

Todas as amostras brutas de NS1-DENV2 coletadas (A1, A2, A3, A4, A5, A6 e A7)
foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE com gel de 10%, utilizando padrdo de baixo

peso molecular (LMW) da GE Healthcare (EUA), conforme pode ser observado na Figura 8.

Figura 8 - Eletroforese das amostras de NS1-DENV2 coletadas em meio de cultura (Célula
Vero) — Descrigao dos pocgos: Padrao de proteinas de baixo peso molecular — P; Amostras de

NSI1- DENV2: Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7; Padrao de Proteina BSA - A

Phophorylase p —97 kDa ---
Albumin — 66 kDa ---

Ovalbumin Carbonic — 45 kDa --

Anhydrase — 30 kDa ---

Trypsin inhibitor — 20,1 kDa ---

o - Lactalbumin — 144 kDa ---

P A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A

Analisando a eletroforese (Figura 8) pode se observar que as amostras brutas (Al, A2,
A3 e AS5), possuem bandas de proteinas proxima ao peso molecular da NS1 na forma
monomérica (45-50 kDa), porém a banda ¢ relativamente fraca, demonstrando a necessidade
de realizar etapa de concentracdo com as amostras antes de se realizar ensaios
cromatograficos, a fim de concentrar mais esta proteina na solu¢do. Nas amostras brutas A4 e
A6 em que a concentragdo inicial ¢ baixa, quando comparado com as outras amostras
coletadas (Tabela 3) foi possivel observar que, quase ndo ha proteinas aparecendo na
eletroforese delas, evidenciando assim baixa concentracdo de proteinas presentes.

A partir da eletroforese foi possivel perceber o aparecimento de outras proteinas,
evidenciando a necessidade de purificacdo da NS1-DENV2 produzida em Célula Vero, onde
conforme comentado anteriormente, nestas amostras brutas coletadas podem conter varias

proteinas, que sdo produzidas para formar a NS1, como proteinas do envelope e membrana e a
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presenca de outras proteinas ndo estruturais, bem como a presenca de albumina em
decorréncia da etapa de producdo da NS1 em Células Vero. A presenga de demais proteinas
nas amostras brutas deve-se, segundo Lindenbach, et al. (2007) infec¢dao do virus no meio de
cultivo celular o RNA viral forma uma poliproteina que contém 3 proteinas nao estruturais
(Capsideo, Membrana e Envelope) e 7 proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5), sendo desta forma, justificavel o aparecimento de outras proteinas na

eletroforese (Figura 8) dos 7 meios de cultivo celular infectado (amostras brutas coletadas).
4.2 Concentracao e Quantificacio das Proteinas Virais

Foi analisado a diminui¢do do volume por tempo de liofilizagcdo (Tabela 4), uma vez
que, a etapa de liofilizacdo aumenta a concentragdo da amostra, a medida que o seu volume

vai sofrendo diminui¢ao por tempo de processo.

Tabela 4 — Dados obtidos na etapa de liofilizacdo das amostras brutas de NS1-DENV2

Amostra Ci (mg/mL) Clio (mg/mL) Vi Vlio Tempo
Total

A3 0,24 2,22 20,0 mL 300 uL 13 horas

A4 0,08 0,30 20,0 mL 1,2 mL 8 horas

AS 0,32 0,70 20,0 mL 1,1 mL 10 horas

A6 0,07 0,41 30,0 mL 1,8 mL 8 horas

A7 0,35 0,80 20,0 mL 2,5mL 7 horas

Ci — Concentracdo antes da liofilizagdo em mg/mL

Clio — Concentragdo depois da liofilizacdo em mg/mL

Vi — Volume das amostras brutas NS1-DENV?2 antes da liofilizagao
Vlio — Volume das amostras brutas NS1-DENV2 depois da liofilizagao
An — Amostras de NS1-DEN2 coletadas

Fonte: O Autor (2017)

Observa-se que mesmo com o aumento da concentragdo das amostras, obtidas na etapa
de liofilizacdo, o volume ficou muito reduzido para realizar ensaios cromatograficos no
sistema FPLC — Contichrom, uma vez que, o ideal seria ter amostras para inje¢do no sistema
acima de 5,0 mL (ou 5000 pL). Esse volume parece ser alto, entretanto ¢ considerado como
um volume minimo no interior das tubulagdes, que serdo bombeadas até a coluna.

Na literatura, estudos relacionados a concentracao utilizando Tubo Amicon de 30 kDa
e 50 kDa, foram realizados para verificar o aumento no fator de concentracao de proteinas, a
partir da adi¢do de 500 uL de BSA (1 mg/mL), em dois filtros de 30 e 50 kDa. Verificou-se
que ambos os filtros possibilitaram uma maior concentragdo desta proteina, por volume de
retido em uL, em 15 e 30 min de centrifugacdao. Outro fator de destaque foi a recuperagdo de

90% da BSA retida sem danificar a estrutura da proteina em 15 min de centrifugacao. Neste
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estudo destaca-se os melhores resultados para a retencdo de BSA, em maior fator de
concentragdo, o uso do Tubo Amicon de 15 mL e filtro de 30 kDa, nos tempos de
centrifugacao 15 ¢ 30 min (MILLIPORE, 2003; MILLIPORE, 2014). Como as amostras
brutas de NS1 (Al e A2), possuem a presenga de proteinas de diferentes pesos moleculares,
assim como a presenca de albumina (66 kDa), foi realizado o estudo da centrifugacao dessas
amostras, a fim de concentrar a proteina NS1, a partir da separacdo da albumina e demais

proteinas presentes na solucao.
4.2.1 Concentracao da amostra bruta Al utilizando Tubo Amicon 30 e 50 kDa
4.2.1.1 Centrifuga¢do Tubo Amicon 15 mL com filtro de 50 kDa (A1-NS1-DENV2)

A Tabela 5 apresenta os dados de concentragao de todas as amostras coletadas M50 e

m50 e ainda o volume coletado apds cada uma das 5 centrifugagdes.

Tabela 5 - Dados Coletados nas centrifugacdes — Tubo Amicon 50 kDa — Concentracao inicial

de 0,35 mg/mL
Amostras Volume obtido C (mg/mL)
Acima de 50 kDa
M50 (1) 1,5mL 0,70
M50 (2) 1,5mL 0,70
M5S0 (3) 1,5 mL 0,70
M50 (4) 1,5mL 0,70
M50 (5) 1,5mL 0,70
Abaixo de 50 kDa
m50 (1) 1,5mL 0,15
m50 (2) 1,5 mL 0,14
m50 (3) 1,5 mL 0,15
m50 (4) 1,5 mL 0,15
m50 (5) 1,5 mL 0,15

Conforme pode ser observado na Tabela 5, todas as amostras coletadas retidas no
filtro do tubo Amicon de 50 kDa (M50(i)) apresentaram concentragdo proxima de 0,70 mg/ml.
Logo, a amostra inicial (A1-NS1-DENV2) foi concentrada aproximadamente 2 vezes, de 0,35
mg/mL concentrou para 0,70 mg/mL. O volume coletado foi aproximadamente 7,5 mL. Com
volume e concentragdo interessante a amostra M50 foi utilizada no sistema FPLC. Entretanto,

ha de se salientar nesta amostra a presenga de proteinas com peso molecular acima de 50 kDa.
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Apoés realizar a eletroforese dessa amostra foi possivel identificar quais proteinas nao
passaram realmente pelo filtro de 50 kDa.

Em rela¢dao ao volume das amostras que passaram pelos filtros de 50 kDa (amostras
denominadas de m50), estas foram utilizadas em segunda etapa de centrifugacdo em tubos
Amicon de 30 kDa.

Esta estratégia teve como objetivo concentrar a proteina NS1, pois a mesma apresenta
peso molecular entre 45-48 kDa. Em teoria o que ficou retido no filtro de 50 kDa tem peso

molecular maior que 50 kDa, enquanto o que passou pelo filtro tem peso molecular menor

que 50 kDa.
4.2.1.2 Centrifuga¢do Tubo Amicon 15 mL com filtro de 30 kDa

A Tabela 6 apresenta os volumes coletados na segunda etapa, bem como as

concentragdes obtidas ao final das centrifugacdes.

Tabela 6 - Dados Coletados nas Centrifugagdes — Tubo Amicon 30 kDa — Concentragao

inicial de 0,15 mg/mL

Amostras Volume obtido C (mg/mL)
Acima de 30 kDa
M50-30 (1) 50 uL 1,98
M50-30 (2) 50 uL 1,99
M50-30 (3) 50 uL 2,00
Abaixo de 30 kDa
m30 (1) 2,95 mL 0,06
m30 (2) 2,95 mL 0,06
m30 (3) 2,95 mL 0,06

Foi possivel observar que a concentracdo aumentou para as amostras que ficaram
acima de 30 kDa [amostras M50-30 (1-3)], quando comparados a concentragdo inicial de 0,15
mg/mL das amostras [m50 (1-5)]. Entretanto, o volume da amostra concentrada (M50-30) foi
muito baixo, aproximadamente 50 pL. considerado muito pequeno para se utilizar em uma
etapa de sistemas cromatograficos. Contudo, ha a necessidade de avaliar a eletroforese dessas
amostras para confirmar o aparecimento desta proteina.

Todas as amostras coletadas nas centrifugacdes foram analisadas por eletroforese
SDS — Page com gel de 10%, utilizando padrao de baixo peso molecular (LMW), conforme

pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9 - Eletroforese das amostras ap6s as centrifugacdes com os tubos de amicon 30 e 50
kDa — Amostra analisada com NS1 sem SFB. Descri¢ao dos pogos: Padrdo de proteinas de
baixo peso molecular — P; Amostra bruta A1 de NS1-DENV2 — I; Amostras retidas no tubo
Amicon de 50 kDa - M50, Amostras que passaram pelo tubo Amicon 50 kDa — m50;
Amostras retidas no tubo Amicon de 30 kDa - m50-30, Amostras que passaram pelo tubo

Amicon 30 kDa — m30, Padrdo de Proteina IgG — IgG.

Phophorviase b - 97 KDa -
Abumin - 66 KDa -

Ovabumin Carbonic - 45 KDa —

Anhydrase - 30 KDa -

Trypsin inhsbitor - 20,1 KDa -

afa-Lactabumin - 14 4 KDa —

p | Mso ms0 Mso MSO Msp30 M0 |gG
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Analisando a eletroforese (Figura 9) observou-se que poucas bandas de proteinas
apareceram na amostra inicial (I), amostra bruta A1 de NS1-DENV?2 possivelmente devido a
baixa concentracao dessa amostra (0,35 mg/mL). As outras amostras que percorreram o gel de
eletroforese foram: amostras M50(1), m50(1), M50(4), m50(4) antes e apds a centrifugagdo
dos tubos de 50 kDa e as amostras m50-30 e m30, antes e apds a centrifugacdo com os tubos
de 30 kDa.

Destaca-se que as centrifugagdes nos tubos da Amicon podem, ou melhor, deveriam
concentrar as amostras que ficassem retidas nos filtros de 50 ou 30 kDa (M50 e M50-30).
Aparentemente foi confirmado isso pelo valor das concentragcdes dessas amostras. Entretanto,
quando correu a eletroforese (Figura 9) foi possivel observar proteinas de diferentes pesos
moleculares. Por exemplo, o poco da eletroforese que representa a amostra M50 apresentou
proteinas com peso molecular em torno de 45 kDa e algumas proteinas com peso molecular
proximo de 40 kDa. A amostra m50(4) que deveria apresentar proteinas apenas abaixo de 50
kDa, apareceu proteinas proximas de 66 kDa. Por isso, que a amostra M50-30 teve proteinas

com peso molecular também préximos de 66 kDa. Essa mesma amostra (M50-30) apresentou
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uma banda de proteinas entre 30 e 45 kDa, como pode ser observado na Figura 9. Este fato
deve ter ocorrido, pois de acordo com a literatura recomenda-se o uso de uma membrana com
um filtro (kDa) pelo menos duas vezes menor do que o peso molecular do soluto de proteina
que se pretende concentrar (MILLIPORE, 2014).

Ap0s essas andlises, foi escolhido utilizar as amostras que ficaram acima do filtro de
50 kDa [amostras M50 (1-5)], com concentragdo média de 0,7 mg/mL e com volume total
obtido, apo6s as centrifugacdes, de 7,5 mL, para injetar na coluna de troca i6nica, Hitrap QFF,
no sistema FPLC — Contichrom, visto que, ¢ possivel que tivesse a proteina NS1 (destacado

em vermelho na Figura 9).
4.2.2 Concentragédo da amostra bruta A2 utilizando Tubo Amicon 30 e 50 kDa

A amostra A2, com volume de 10 mL, foi a amostra que teve um acréscimo na
porcentagem de adicdo de soro fetal bovino, ou seja, possui uma porcentagem de albumina
maior em sua composicdo, além da proteina ndo estrutural NS1. Realizou-se a etapa de
concentragdo com Tubo Amicon 30 e 50 kDa, para investigar meios de concentracdo que
possam separar a albumina da amostra com NS1, bem como remover 0s demais
contaminantes presentes na amostra bruta.

Sabe-se que a albumina possui peso molecular de 66 kDa (CANOA et al., 2015),
enquanto a NS1 possui na sua forma de monémero 45-48 kDa (STOHLMAN et al., 1975;
ALCON et al., 2002). Este aspecto de peso molecular se faz importante, ao se utilizar os
Tubos Amicon com diferentes filtros.

Na etapa de concentracdo por Tubos Amicon de 30 e 50 kDa foi utilizado 3,0 mL da
amostra A2 de NSI1-DENV2 com concentragdo em torno de 1 mg/mL. Estudou-se
inicialmente a variacdo de volume para cada centrifugacdo e a redugcdo do tempo de
centrifugac¢do para 15 min mantendo constante: a velocidade de 3500 rpm.

Esse estudo da alteragdo no volume inserido nos Tubos Amicon, bem como a redugao
no tempo de centrifugacdo de 20 para 15 min, tinha como proposito avaliar se a quantidade de
volume presente nos tubos e a velocidade de centrifugagdo teriam alguma influéncia quanto a
passagem de proteinas pelo filtro, uma vez que, na literatura obtiveram-se resultados
satisfatorios para retencdo de proteinas, com maior fator de concentracdo, em Tubos Amicon
de 30 e 50 kDa, com 500 pL de volume inicial da amostra e 15 min de centrifugacao
(MILLIPORE, 2014).

Este estudo foi importante, pois nas centrifugagdes com a amostra A1 de NS1-DENV2

(Item 4.2.1), foi observado que proteinas acima de 50 kDa ultrapassaram o filtro do Tubo
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Amicon de 50 kDa. Portanto, essa alteracdo foi apenas para observar o impedimento quanto a

passagem dessas proteinas.

4.2.2.1 Centrifugagdao Tubo Amicon 15 mL com filtro de 30 e 50 kDa (A2-NS1-DENV2) com

variacdo do volume inicial

Fracionou-se a amostra inicial (A2 de NS1-DENV2) em 3 diferentes volumes iniciais,
0,5 mL, 1 mL e 1,5 mL a serem utilizadas na centrifuga¢do com Tubo Amicon 50 kDa.

Apos as 3 centrifugacdes com o tubo amicon 50 kDa, separou-se as amostras
coletadas acima do filtro [M50 (1), M50(2) e M50(3)], bem como, as amostras que passaram
pelo filtro [m50 (1), m50(2) e m50(3)]. As amostras que passaram pelo filtro de 50 kDa
seguiram para etapa de concentragdo com o Tubo Amicon de 30 kDa em 3 diferentes volumes
de centrifugagdo, 300 uL, 600 nL e 900 pL.

Esta etapa de centrifugagdo se resume em concentrar a proteina NS1, de 3 diferentes
volumes da amostra A2 de NS1-DENV2 que passaram pelo filtro do Tubo Amicon 50 kDa,
pois a proteina NS1 na forma de mondmero apresenta peso molecular entre 45-48 kDa.

Logo em seguida, realizou-se a determinacdo de proteinas totais pela métodologia de
Bradford para todas as amostras coletadas, a fim de se verificar as concentragdes obtidas

(Tabela 7).

Tabela 7 - Amostras obtidas na centrifugacdo do Tubo Amicon de 50 kDa

Amostras Tubo Amicon 50 kDa C (mg/mL) Volume Coletado
M50 (1) 1,99 50 pL
M50 (2) 2,09 200 pL.
M50 (3) 2,06 250 puL
m50 (1) 0,06 450 pL
m50 (2) 0,08 800 puL
m50 (3) 0,06 1250 pLL

Foi possivel perceber que a fracdo acima do filtro de 50 kDa, representada pelas
amostras M50 (1-3), apresentaram concentracdo proxima de 2,0 mg/mL, ou seja, essas
amostras concentraram cerca de duas vezes em relagdo a amostra inicial (A2 de NS1-DENV?2).
Entretanto, os volumes obtidos foram de 50 pL, 200 uL e 250 pL, representando cerca de
10%, 20% e 17% do volume filtrado, respectivamente.

O mesmo calculo foi realizado para as amostras obtidas através da centrifugacdo
utilizando as amostras que passaram pelo filtro de 50 kDa [m30 (1-3)] e foram adicionadas em

3 diferentes volumes para centrifugacao utilizando o tubo amicon de 30 kDa (Tabela 8).
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Tabela 8 - Amostras obtidas na centrifugacdo do Tubo Amicon de 30 kDa

Amostras Tubo Amicon 30 kDa C (mg/mL) Volume Coletado
M50-30 (1) 0,12 40 pL
M50-30 (2) 0,24 50 pL
M50-30 (3) 0,58 50 pL
m30 (1) Praticamente nulo 260 pL
m30 (2) Praticamente nulo 550 pLL
m30 (3) Praticamente nulo 850 nL

Ao final destaca-se que a maior concentracdo (cerca de 2mg/mL) foi obtida nas
amostras que ficaram acima do filtro de 50 kDa [M50 (1-3)]. Todas as amostras coletadas nas
centrifugacdes foram analisadas pelo ensaio SDS — Page com gel de acrilamida 10%,
utilizando padrao de baixo peso molecular (Figura 10), a fim de conferir quais proteinas

ficaram retidas nos filtros de 30 e 50 kDa.

Figura 10 - Eletroforese das amostras ap0ds as centrifugacdes com os tubos de amicon 30 e 50
KDa — Amostra analisada com NS1 2% SFB. Descri¢ao dos pogos: Padrdo de proteinas de
baixo peso molecular — P; Amostra Inicial sem SFB — Inicial — I; Amostras retidas no tubo

Amicon de 50 kDa - M50, Amostras retidas no tubo Amicon de 30 kDa — M30; Amostras que
passaram pelo tubo Amicon 50 KDa — m50; Amostras que passaram pelo tubo Amicon 30

kDa — m30, Padrao de Proteina — Albumina — A.

Phophorylase p — 97 kDa --
Albumin — 66 kDa --

Ovalbumin Carbonic — 45 kDa ---
Anhydrase — 30 kDa -

Trypsin inhibitor — 20,1 kDa ---
o - Lactalbumin — 144 kDa ---
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Na Figura 10, foi possivel perceber que realmente houve concentragdo de proteinas,
por separacao de peso molecular. As amostras mais concentradas, que ficaram acima do filtro
de 50 kDa [M50 (1-2)], ficaram concentradas com albumina, de peso molecular 66 kDa
quando comparado com a amostra inicial (I), A2 NS1-DENV2, de concentragdo 1,11 mg/mL.
Nas amostras que ficaram retidas no filtro de 30 kDa [M50-30 (1-2)], aparece menos

albumina e ha o aparecimento de uma banda préxima a de 45 kDa, que tem como referéncia
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na literatura como peso molecular da NS1.

Nota-se também que a variagdo de volume e o tempo nas etapas de centrifugacio para
ambos os filtros (30 e 50 kDa) ajudaram a impedir a passagem de proteinas, quando
comparados a centrifugagao feita com volume e tempo maior da amostra A1 de NS1-DENV2,
no item 4.2.1, uma vez que, a eletroforese das amostras (Figura 9) havia demonstrado
passagem de proteinas de 66 kDa em filtro de 30 e 50 kDa.

Outro ponto a destacar ¢ o aparecimento de albumina em amostras que passaram pelo
Tubo Amicon de 50 kDa. Isto deve-se também ao fato de que na literatura recomenda-se o uso
de uma membrana com um filtro (kDa) pelo menos duas vezes menor do que o peso
molecular do soluto de proteina que se pretende concentrar, uma vez que, devido a for¢a de
centrifugacdo, esta contribuiu por forgar a passar a proteina pelo filtro, tendo em vista que o
filtro de 50 kDa ¢ proximo ao peso molecular da albumina (66 kDa)

Destaca-se que a centrifugacdo permite um aumento na concentracdo da amostra,
causada pela separacdo de proteinas por diferentes pesos molecular. Entretanto, o volume
obtido para cada fragdo ¢ baixo para ser trabalhado no sistema FPLC — Contichrom, onde
conforme dito anteriormente, o ideal seria ter amostras para injecao no sistema com volumes
acima de 5,0 mL (ou 5000 pL). Tratando-se de um volume ideal de trabalho para este sistema.

Visto que a ideia é obter uma pureza em torno de 90% da proteina ndo estrutural NS1,
se fez necessarios estudos em etapas cromatograficas para atingir a pureza desta proteina com
a remocao das demais proteinas presentes na amostra.

Em relagdo a este contexto, utilizou-se sistemas cromatograficos com as colunas de
afinidade, como a Hitrap Concanavalina A utilizado na literatura para glicoproteinas como € o
caso da NSI e Corante Procion Red MX-5B imobilizado a matriz de Quitosana Alginato
Epoxidado — QAE, que possui afinidade por imunoglobulinas que s3o consideradas
glicoproteinas. Também se utilizou uma coluna de troca idnica (Hitrap QFF), devido a sua
aplicabilidade na purificacdo de proteinas para realizar a purificagdo das amostras brutas
coletadas. Nestes ensaios utilizaram-se as amostras brutas coletadas com NS1-DENV?2 apo6s a
etapa de liofilizagdo (A3 e AS5) e as amostras (Al e A2), utilizadas na etapa de concentragdo
com Tubos Amicon de 30 e 50 kDa. As amostras A4 e A6 apds a liofilizagdo ndo foram
utilizadas, pois a concentragao obtida no final desta etapa foi baixa (Tabela 3), para ser
utilizada em processos cromatograficos. No caso da amostra A1 que passou pela etapa com o
Tubo Amicon, foi utilizado as amostras que ficaram acima do filtro de 50 kDa [amostras M50
(1-5)], com concentragdo de 0,70 mg/mL. Para a amostra A2, com acréscimo de soro fetal

bovino utilizou-se 5 mL da amostra que nao foi utilizada nesta etapa de concentragdo, pois
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obtinha uma concentragdo de 1,11 mg/mL.

4.2.3 Técnica Dot-Blot (DB) das amostras coletadas — Tubo Amicon 30 e 50 kDa —
Etapa de Concentracdo — Amostras Al e A2 de NS1-DENV?2

Nos ensaios de concentragado realizados com Tubo Amicon 30 e 50 kDa das amostras
Al e A2 de NS1-DENV?2 resultaram em 28 amostras coletadas, sendo 16 amostras coletadas
na centrifuga¢do com a amostra bruta Al (5 - Amostras retidas no filtro de 50 kDa [M50(1-5)];
5 — Amostras que passaram no filtro de 50 kDa [m50(1-5)]; 3 — Amostras retidas no filtro de
30 kDa [M50-30(1-3)]; ¢ 3 — Amostras que passaram no filtro de 30 kDa [m30(1-3)]) e 12
amostras coletadas na centrifugacdo com a amostra bruta A2, com acréscimo de soro fetal
bovino (3 - Amostras retidas no filtro de 50 kDa [M50(1-5)]; 3 — Amostras que passaram no
filtro de 50 kDa [m50(1-5)]; 3 — Amostras retidas no filtro de 30 kDa [M50-30(1-3)]; ¢ 3 —
Amostras que passaram no filtro de 30 kDa [m30(1-3)]). Destas 28 amostras, foram separadas
12 amostras para realiza¢do da técnica de Dot-Blot (Amostras utilizadas na SDS-PAGE-10%
nas Figuras 9 e 10), a fim de confirmar a real presenca de NS1 nas diferentes centrifugacdes
com as amostras brutas Al e A2.

Na Figura 11 foi possivel verificar a Membrana de Nitrocelulose (MN), utilizada para
realizar a técnica de Dot-Blot (DB), das amostras coletadas nas centrifuga¢des com Tubo
Amicon 30 e 50 kDa, referente as amostras brutas A1 e A2 de NS1-DENV2, denominadas
como Gel 1 e Gel 2. Nesta membrana foram adicionadas 3 uL de cada amostra como ponto
blot, concomitantemente foram adicionadas nos dois primeiros pontos da membrana, um
controle positivo (contendo a proteina NS1 — Amostra NS1- Recombinante) e um controle
negativo (um meio que ndo tenha a proteina NS1 — Sobrenadante L-15, obtido em Célula Vero,
sem a presenca de NS1). Esta membrana foi chamada de Membrana (M-A-I).

Conforme visto na Figura 11, a membrana (M-A-I), identificou a presen¢a de NS1 nas
amostras B, C, D, E e F, obtidas na etapa de concentracdo, com Tubos Amicon de 30 e 50 kDa
da Amostra A1 de NS1-DENV2. Nota-se que, foi possivel confirmar a presenca de NS1 nas
amostras retidas em ambos os filtros 30 e 50 kDa (M50 e M50-30), bem como identificada a
presenca de NS1, na amostra m50(4), que na (Figura 9), ndo era possivel identificar a banda
de proteina proxima ao peso molecular da NS1 (45-50 kDa).

Neste contexto, foi possivel perceber a presenga de NS1 nas amostras G, H, [ ¢ J na
membrana (M-A-I), obtidas na etapa de concentragdo, com Tubos Amicon de 30 e 50 kDa
(Figura 27-Gel 2), da Amostra A2 de NS1-DENV2. Estas amostras se referem a proteinas que
ficaram retidas nos filtros de 50 kDa ([M50(1 e 2)]) e as que passaram do filtro de 50 kDa
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[m50] e ficaram retidas no filtro de 30 kDa ([M50-30(1 ¢ 2).

Figura 11 - Descri¢ao dos Dot-Blots visiveis na Membrana M-A-I, Letras: (C+) Controle
Positivo — Presenca de NS1 Recombinante; (C-) Controle Negativo — Sobrenadante L-15 sem
a presenga de NS1; (A) Amostra bruta inicial A1 de NS1-DENV2; (B) Amostra Al retida no
filtro de 50 kDa [M50 (2)]; (C) Amostra A1 retida no filtro de 50 kDa [M50(4)]; (D) Amostra
A1 que passou do filtro de 50 kDa [m50(4)]; (E) Amostra A1 que passou na 1° Centrifugagao
do filtro de 50 kDa [m50(1)] e ficou retida no filtro de 30 kDa [M50-30(1)]; (F) Amostra A1l
que passou na 4° Centrifugacao do filtro de 50 kDa [m50(4)] e ficou retida no filtro de 30 kDa
[M50-30(4)]; (G) Amostra A2 retida no filtro de 50 kDa [M50 (1)]; (H) Amostra A2 retida no
filtro de 50 kDa [M50 (2)]; (I) Amostra A2 que passou na 1° Centrifuga¢ao do filtro de 50
kDa [m50(1)] e ficou retida no filtro de 30 kDa [M50-30(1)]; (J) Amostra A1 que passou na 2°
Centrifugac¢do do filtro de 50 kDa [m50(4)] e ficou retida no filtro de 30 kDa [M50-30(2)]; (K)
Amostra Bruta inicial A2 de NS1-DENV?2; Proteina de Referéncia Albumina — A.
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Na terceira linha da membrana (M-A-I), foram adicionados Dot-Blots das amostras
que passaram pelo filtro de 30 kDa (m30), para ambas as centrifugagcdes das amostras Al e A2.
Entretanto, ndo foram perceptiveis a presenca de NS1, uma vez que, o que passou pelo filtro
de 30 kDa, foram proteinas abaixo do peso molecular de 30 kDa.

Destaca-se ainda que. nas amostras Al de NSI1-DENV2 retidas no filtro de 50 kDa
[Al [M50(1-5)] foi identificada a presenga de NS1, sendo estas amostras utilizadas para
ensaios cromatograficos em sistema FPLC, com coluna anionica Hitrap QFF, de modo que
esta proteina realmente esta presente na amostra inicial injetada na coluna.

No caso da amostra A2 de NS1-DENV?2, foi possivel perceber a presenca de NS1, nas
proteinas retidas no filtro de 30 e 50 kDa (M50 e M50-30). Na amostra K da membrana (M-

A-I), foi injetado um Dot Blot, referente a amostra bruta inicial A2, porém neste ponto ele
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apresentou uma marca¢ao muito leve, ndo sendo perceptivel na Figura 11. Com isso, destaca-

se que a presen¢a de NS1 nesta amostra esta em concentracdo muito baixa.

4.3 Estratégias de purificacdo da NS1-DENV2 em colunas de leito fixo convencionais
4.3.1 Purificacdo por cromatografia de troca ionica

Utilizou-se para os ensaios em cromatografia de troca idnica, a coluna anionica Hitrap
QFF (GE HEALTHCARE, 2017), no sistema FPLC, onde se utilizou-se cerca de 4 mL do
volume das amostras A1 [M50 (1-5)], ¢ 5 mL da Amostra A2 com NS1-DENV2. Ambas as
amostras foram diluidas 2x em tampao Tris/HCI pH 8,0, sendo este o tampao utilizado para
adsorcdo, a fim de gerar cargas negativas na amostra ¢ serem atraidas pela coluna, uma vez
que, a coluna QFF ¢ anidnica e tem atra¢do por ions negativos.

Na Tabela 9 foi possivel verificar a concentragao final ap6s a dilui¢ao das amostras A1l

(M50) e A2.

Tabela 9 - Dados da amostra diluida 2x de NS1 - DENV2

Amostra Vi(mL) Fatorde Vf(mL) Ci (mg/mL) Cf (mg/mL)
Diluicao
Al [M50 (1-5)] 4,0 2x 8,0 0,70 0,35
A2 5,0 2x 10,0 1,11 0,63

Vi — Volume Inicial da amostra
Vf— Volume final da amostra apos a dilui¢do 2x com tampdo
Ci — Concentragdo Inicial da amostra
Vf— Concentragdo final da amostra apos a dilui¢do com tampdo
M350(i) — amostra retida no filtro ap6s a centrifugacao no Tubo Amicon de 50 kDa

Na etapa de eluicao foi adicionado 1 M de NaCl e nos ensaios foram utilizados dois
tipos de gradientes, em modo degrau e linear. Nestes ensaios foram injetados 1 mL da amostra,
com vazdo de 0,8 mL/min. E importante abordar a questdo sobre a diferenca na etapa de
eluicdo, quanto a variagdo na concentracdo de sal nesta etapa, para elui¢do de proteinas, uma
vez que, esta variagdo se faz necessaria para estudar o perfil de eluicdo das proteinas nas
diferentes concentragdes salinas. O sistema FPLC - Contichrom se destaca devido
automatizacdo e praticidade em se alterar certos parametros com maior facilidade, como por
exemplo, os tipos de gradiente de eluicdo.

Sendo assim, foram analisados trés ensaios com a amostra bruta A2 de NS1-DENV2,
sendo um ensaio em gradiente Linear (30 min) e dois ensaios com gradiente Degrau (35 e 32
min). Para a amostra A1 [M50 (1-5)], foram realizados dois ensaios em gradiente Degrau (35

e 32 min). Segundo Bresolin et al. (2009), o uso de gradiente em modo linear pode ser

utilizado para se realizar experimentos iniciais, com biomoléculas, que ndo apresentam perfil
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de elui¢do conhecido. Este estudo precede o uso de gradiente em modo degrau, uma vez que,
este ¢ aplicado em processos de purificagdo em larga escala, por ser mais reprodutivel.

Nos ensaios em Gradiente Degrau 35 min, o perfil de eluicdo iniciou com
concentracdo de 0,10M de NaCl (variacao de concentracao salina em 5 etapas). No caso do
Gradiente Degrau 32 min este se iniciou com concentra¢ao de 0,15M de NaCl (variagdo de
concentragdo salina em 4 etapas). No ensaio em Gradiente Linear 30 min, a concentragdo de

sal (NaCl) aumenta de forma linear com o tempo (0-1M de NaCl).
4.3.1.1 Amostra A2 — NS1 DENV?2 — Hitrap QFF — Gradiente Degrau 35 min

Neste primeiro ensaio, foi utilizado o gradiente degrau de 35 min, com aumento da
concentragdo de NaCl em 5 etapas (1* Etapa - 0,1 — 0,15 M, 2* Etapa — 0,15 a 0,2M, 3* Etapa
- 0,2 — 0,4M, 4* Etapa 0,5 — 1M ¢ 5* Etapa — 1 M) a fim de acompanhar a eluicdo das
proteinas presentes na amostra inicial (A2 de NS1-DENV2) em cada uma das etapas do
gradiente. A vazdo utilizada foi de 0,8 mL/min. A Figura 12-A, demonstra o perfil
cromatografico obtido na corrida com gradiente degrau por 35 min, utilizando a amostra A2
de NS1-DENV2.

Nota-se o aparecimento de 5 picos (Figura 12-A), sendo 1 na etapa de lavagem com
tampao, 3 na etapa de gradiente degrau com NaCl e um na etapa de Re-equilibrio da coluna
com o tampao de adsorcao. Esta corrida resultou em 37 amostras coletadas.

A Figura 12-B demonstra os géis das amostras coletadas nesta corrida no sistema, com
a amostra A2 diluida 2x em gradiente degrau 35 min. As amostras injetadas no gel foram
escolhidas apo6s quantificacdo por Bradford das 37 amostras coletadas da corrida, bem como,
analisadas através do perfil cromatografico da corrida no FPLC (Figura 12-A).

Na Figura 12-B, observou-se que ndo ha o aparecimento de uma banda que mostre a
NSI1, visto que esta pode ter sido adsorvida pela coluna nesta etapa. H& ainda a presenca de
uma banda de proteina mais acentuada na faixa de peso molecular da albumina de 66 kDa
(quando comparado ao padrdo de proteina de referéncia adicionada no ultimo poco —
Albumina - 1 mg/mL) nas amostras 22 a 26, que foram coletadas na quarta e quinta etapa do

gradiente degrau com 0,5 M e 1M de NaCl.
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Figura 6 — (A) Gradiente degrau 35 min — Amostra A2 — NS1 DENV2. Condig¢des de corrida:
vazao de 0,8 mL/min, injecao de 1,0 mL da amostra com concentracdo de 0,63 mg/mL diluida
em tampao Tris-HCI pH 8,0 e elui¢do com tampao de Tris-HCI pH 8,0 + 1M NaCl. (B) SDS-
PAGE 10% — Gradiente degrau 35 min. Descri¢dao dos pogos da eletroforese: Padrdao de baixo
peso molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostras 1 e 10 (Lavagem), 11 4 13 (1* Etapa
gradiente degrau — 0,10 — 0,15 M de NaCl), 14 a 15 (2* Etapa— 0,15 — 0,20 M de NaCl), 22 a
25 (4* Etapa — 0,5 — 1M de NaCl), 26 (5* Etapa — 1M de NaCl), 35 a 37 (Regeneragdao — IM
de NaOH), Proteina de Referéncia Albumina — A.
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A Tabela 10 apresenta o balango de massa por etapa do perfil cromatografico do
primeiro ensaio com a amostra A2 de NS1-DENV2 em Gradiente Degrau 35 min.

Tabela 10 - Balango de massa por etapa - Gradiente Degrau 35 min - A2-NS1-DENV2

Etapa Massa (mg) Porcentagem (%)
Injecdo 0,63 100,00
Adsorcdo 0,00 0,00
Lavagem 0,10 15,41
Eluigdo 0,49 77,84
Regeneracao 0,04 6,75
Total 0,63 100,00

A partir da eletroforese (Figura 12-B), o perfil cromatografico (12-A) e o balango de
massa (Tabela 10) foi possivel perceber que neste ensaio utilizando tampao Tris-HCI pH 8,0

25 mM, a coluna teve afinidade pela albumina e demais proteinas presentes na amostra inicial,
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visto que cerca de 85% do que foi injetado, foi adsorvido pela coluna Hitrap QFF. Este fato
comprova-se pela Figura 19-B, uma vez que, a albumina aparece removida na quarta etapa do
gradiente degrau de eluicdo, com cerca de 0,5 M de NaCl. Destaca-se que a albumina possui
pl de 4,7 e acima deste ponto as cargas liquidas desta proteinas estdo negativas, sendo
favorecidamente adsorvida pela coluna mediante o uso da carga liquida do ligante com pH 8.
Utilizando o gradiente Degrau de 35 min foi possivel eluir da coluna cerca de 78% de
proteinas, sendo a maior quantidade de proteinas eluida nas duas primeiras etapas do
gradiente Degrau. Observou-se que esta coluna adsorveu a proteina NS1, uma vez que, esta
aparece nas amostras da etapa de eluicdo (23 e 25 - destacado em vermelho na Figura 12-B).

Contudo, observa-se que a coluna, também teve certa afinidade pela albumina, visto
que, nas etapas de eluicdo foi possivel perceber uma maior quantidade desta proteina sendo
eluida da coluna. A banda fraca de NS1 deve-se a baixa concentragdo, pela diluicdo ocorrida
nas etapas cromatograficas, uma vez que, a amostra inicial possui uma baixa concentragdo
desta proteina.

Desta forma, se fez necessario confirmar a presenga da proteina NS1 nas amostras

coletadas, a partir da técnica de Dot-Blot (Figura 13-A).

Figura 7 - (A) Dot-Blot - Descri¢do: amostras 14, 15, 28, 29, 30 e 31, indicando as que
marcaram a presenga de NS1 de acordo com a membrana utilizada na técnica de Dot Blot (M-
A-1 e M-A-II). (B) SDS-PAGE 10% — Amostras que marcaram NS1. Descri¢do dos pocos da
eletroforese: Padrao de baixo peso molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostras 14 a 15 (2*
Etapa — 0,15 — 0,20 M de NaCl), 28 a 30 (4* Etapa — 0,5 — IM de NaCl), 31 (5* Etapa — 1M de
NaCl), Proteina de Referéncia Albumina — A.
(B)
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Sendo assim, na Figura 13-A, foi possivel perceber a presenca de NS1 nas amostras 14,
15, 28, 29, 30 e 31, referente aos picos da etapa de eluicdo com Gradiente Degrau 35 min, na
membrana (M-A-I e M-A-II). Na linha 5 (L-5), da Figura 13-A, foram também adicionadas
amostras referentes ao pico formado na etapa de lavagem (amostras 4, 5, 7 ¢ 9), porém nao foi
possivel ver a presenca de NSI, justificando o fato de que outras proteinas possam ter sido
removidas nesta etapa e que praticamente toda NS1 presente na amostra injetada tenha sido
adsorvida pela coluna.

Diante disso, nota-se na Figura 13-B, que ha a presenca da proteina NS1 nestas
amostras, que foram concentradas utilizando um Vivaspin (GE Healthcare — USA) de 5 kDa,
a fim de ndo interferir nas proteinas presentes nestas fracdes. Entretanto, observa-se que
também houve adsor¢ao de albumina presente na amostra inicial. Isto deve-se em virtude das
condi¢des utilizadas com tampao Tris-HCI pH 8,0, que favorece a adsor¢ao de albumina, uma
vez que, seu ponto isoelétrico € de 4,7, ou seja, esta também estava com cargas negativas e foi

atraida pela coluna Hitrap QFF.
4.3.1.2 Amostra A2 — NS1 DENV?2 — Hitrap QFF — Gradiente Linear 30 min

O segundo ensaio ocorreu nas mesmas condi¢des da corrida anterior, alterando o perfil
do gradiente para linear por 30 min. Este fator foi levado em consideragdo, uma vez que, para
etapas que antecedem processos cromatograficos continuos, sdo realizadas em corridas com
gradiente linear, para os métodos (Batch) utilizando apenas uma coluna. Outro fator foi a
possibilidade de observar a elui¢do de proteinas em um gradiente que ocorre de forma regular
(Gradientes Lineares). Nesta etapa a concentracdo de sal (NaCl) vai aumentando de forma
linear ao passar do tempo. A vazdo utilizada foi de 0,8 mL/min. A Figura 14 demonstra o
perfil cromatografico obtido na corrida com gradiente linear por 30 min e os resultados
analiticos SDS-PAGE e Dot-Blot (DB) das fragdes cromatograficas.

Neste ensaio (Figura 14-A) houve um aparecimento de um pico relativamente baixo na
etapa de lavagem, enquanto aos 24 min da etapa de eluigdo comecou a se formar um pico
significativo. Este fato deve-se que a maioria das proteinas que foram adsorvidas na coluna,
apareceram na etapa de eluicdo, conforme pode ser visto na Tabela 11, onde praticamente
todas proteinas adsorvidas sairam na elui¢do, haja vista que o balango de massa (massa de
proteinas que entrou = massa de proteinas que sairam) fechou, ou seja, tudo que entrou

(injetado) na coluna saiu na eluicao (89,63%).
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Figura 8 — (A) Gradiente Linear 30 min — Amostra A2 — NS1 DENV2 diluida 2x. Condi¢des
de corrida: vazao de 0,8 mL/min, injecdo de 1,0 mL da amostra com concentragdo de 0,63
mg/mL diluida em tampao Tris-HCI pH 8,0 e e eluicdo com tampao de Tris-HCI pH 8,0 + 1M
NaCl. (B) SDS-PAGE 10% — Gradiente linear 30 min. Descri¢do dos pocos: Padrdo de baixo
peso molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostras 38 e 42 (Lavagem), 43 4 52 (1° Pico —
Eluicdo), 53 a 57 (2° Pico — Eluicdo), 58 a 62 (3° Pico — Eluicdo), 65 e 66 (Regeneragdo — IM
de NaOH), Proteina de Referéncia Albumina — A.
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Tabela 11 - Balango de massa por etapa - Gradiente Linear 30 min - A2-NS1-DENV2

Etapa Massa (mg) Porcentagem (%)
Injecao 0,63 100,00
Adsorgao 0,00 0,00
Lavagem 0,03 4,14
Eluigao 0,56 89,63
Regeneracao 0,02 4,10
Total 0,61 97,87

A Figuras 14-B ¢ referente aos géis das amostras coletadas na corrida com a amostra
A2 diluida 2x em gradiente linear 30 min. As amostras injetadas no gel foram escolhidas apos
a quantificagdo por Bradford das 33 amostras coletadas em toda corrida, bem como,
analisadas através do perfil cromatografico da corrida no FPLC (Figura 14-A). Observa-se
que as amostras 38, 39, 40, 41 e 42 sdo referentes a etapa de lavagem com tampao, porém nao
houve o aparecimento de proteinas, tendo em vista que, praticamente as proteinas presentes na
amostra inicial, foram adsorvidas pela coluna (Tabela 11). As amostras 43 ¢ 44 sdo referentes

ao inicio do gradiente linear e também ndo houve o aparecimento de proteinas (albumina e
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NS1) nesta etapa. Nas amostras 48, 49 e 51 houve o aparecimento de uma banda de proteina
mais acentuada na faixa de peso molecular da albumina de 66 kDa (quando comparado ao
padrao de proteina de referéncia adicionada no ultimo pog¢o — Albumina - 1 mg/mL).

As amostras 53 a 59 (Figur 14-B) sdo da fase de elui¢do, cujo o tempo foi de 24:20
min até 28 min da corrida. Estas amostras sdo no tempo em que a concentracao de NaCl ¢
maior. Foi possivel perceber bandas leves da presenca de albumina, nas amostras 53 e 59,
nesta etapa da elui¢do, porém nao ha o aparecimento de NS1. Na amostra inicial (I), a banda
referente a NS1 ndo ¢ bem visivel (destacado em vermelho na Figura 13-B), evidenciando
desta forma que, durante a corrida ndo demonstra o aparecimento da NS1, pois as amostras
ficaram muito diluidas ao final da coleta.

Sendo assim, a partir das eletroforeses (Figura 14-B), perfil cromatografico (Figura
14-A) e o balango de massa (Tabela 11), Foi possivel perceber que neste ensaio, na fase de
lavagem, utilizando tampao Tris-HCI pH 8,0 25 mM, ocorreu forte afinidade pela albumina e
demais proteinas presentes na amostra inicial, visto que, cerca de 96% do que foi injetado, foi
adsorvido pela coluna Hitrap QFF.

Nota-se a presenga do aparecimento em maior quantidade de albumina (Figura 14-B),
no inicio do gradiente linear, referente ao primeiro pico da elui¢do, que corresponde a cerca
de 90% da eluicao de proteinas da coluna. Isto demonstra que boa parte das proteinas que
ficaram retidas na amostra, sofreram eluicdo com pequena concentragdo de sal (NaCl), uma
vez que, cerca 4% do total restante de proteinas ainda retida na coluna, foi removida na etapa
de regeneracdo com 1 M de NaOH. Assim como no primeiro ensaio com a amostra A2 de
NSI-DENV2, com gradiente Degrau 35 min, a etapa de lavagem para ambos os ensaios
(Figura 12-A e Figura 14-A), com Tampao Tris-HCI pH 8,0, favorece a adsor¢do na coluna
Hitrap QFF da maioria das proteinas presentes na amostra inicial.

Foi possivel observar na técnica de Dot-Blot (Figura 15-A), que na etapa de eluicao
foi possivel verificar a presenca de NSI, nas amostras correspondentes ao primeiro pico da
eluicao (41 e 43), bem como, nas amostras 53, 54 e 55, coletadas a partir de 25 min de eluigdao
com gradiente linear 30 min (0-1M de NaCl). A partir disso foi possivel destacar que houve
adsor¢ado significativa de NS1 na coluna Hitrap QFF, pois observou-se que poucas proteinas

foram removidas na etapa de lavagem (Pico 1) neste ensaio.
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Figura 9 - (A) Dot-Blot - Descri¢do: amostras 41, 43, 53, 54 e 55, indicando as que marcaram

a presenca de NS1 de acordo com a membrana utilizada na técnica de Dot Blot (M-A-II). (B)

SDS-PAGE 10% — Amostras que marcaram NS1. Descri¢do dos pogos: Padrdo de baixo peso
molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostras 41 e 43 (1° Pico — Eluigdo), 53 a 55 (2° Pico —

Eluicdo), Proteina de Referéncia Albumina — A.

(A) M-A-I| (B) Phophorylase p - 97 kDa —
L-10 L-30 Albumin - 66 kDa -
41 43 Ovalbumin Carbonic — 45 kDa --

L-11
Anhydrase — 30 kDa ---
53 54 55

L-12 Trypsin mhibitor — 20,1 kDa -

@ - Lactalbumin — 14,4 kDa ---

P | 41 43 53 54 55 A

Na linha 10 (L-10), da Figura 15-A, foram também adicionadas amostras referentes ao
pico formado na etapa de lavagem (Amostras 38, 39 e¢ 40), porém ndo foi possivel ver a
presenca de NS1, justificando o fato de que outras proteinas possam ter sido removidas nesta
etapa e que praticamente toda NS1 presente na amostra injetada tenha sido adsorvida pela
coluna. Nesta condi¢do foi possivel verificar uma adsorc¢ao significativa de NS1, uma vez que,
observou-se cerca de 5 amostras com a presenga de NS1.

A partir da concentragdo das amostras que marcaram a presen¢a da proteina NS1
(Figura 15-A), com o Vivaspin (GE Healthcare — USA) de 5 kDa, Foi possivel notar, na
Figura 15-B, que ocorreu adsor¢do de NS1. Contudo, observa-se que no primeiro pico da
eluicdo, ha a presenga de albumina, evidenciando que esta também foi adsorvida nas
condigdes utilizadas com tampao Tris-HCI pH 8,0, porém nas amostras 53, 54 e 55 a presenga
desta proteina diminuiu. A partir disso comprova-se que a adsor¢do de NS1 foi significativa,
porém ndo houve separacdo total das demais proteinas presentes na amostra inicial. Nota-se
que a partir do pl da NS1 de 5,8 era esperado a adsor¢do significativa, uma vez que, a carga

liquida do ligantes estava negativa devido as condi¢cdes em pH 8,0 do tampao de adsorgao.
4.3.1.3 Amostra A2 — NS1 DENV2 — Hitrap QFF — Gradiente Degrau 32 min

Ap6s analisar as diferengas entre o primeiro e segundo ensaio, com diferentes perfis de
gradiente, buscou-se realizar o terceiro ensaio com diminui¢do do tempo do gradiente degrau,
ao diminuir esta etapa para 4 gradientes com aumento na concentragdo de sal (NaCl) para
cada etapa (1* Etapa - 0,15 — 0,20 M, 2* Etapa — 0,20 a 0,40M, 3? Etapa — 0,5 — 1M, 4" Etapa
— 1 M), quando comparado as 5 etapas realizadas na primeira corrida com a amostra A2 de

NSI-DENV2, tendo em vista a necessidade de aplicar concentragdes diferentes, a fim de
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avaliar o perfil de eluicdo das proteinas presentes na amostra inicial. A vazao utilizada foi de
0,8 mL/min. A Figura 16, demonstra o perfil cromatografico obtido na corrida com gradiente

degrau por 32 min e os resultados analiticos SDS-PAGE e Dot-Blot.

Figura 10 - (A) Gradiente degrau 32 min — Amostra A2 — NS1 DENV2. Condi¢des de corrida:
vazao de 0,8 mL/min, injecao de 1,0 mL da amostra com concentracdo de 0,63 mg/mL diluida
em tampao Tris-HCI pH 8,0 e eluicdo com tampao de Tris-HCI pH 8,0 + 1M NacCl. (B) SDS-
PAGE 10% — Gradiente degrau 32 min. Descri¢ao dos pogos da eletroforese: Padrdo de baixo
peso molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostras 67 e 70 (Lavagem), 73 4 75 (1* Etapa
gradiente degrau — 0,15 — 0,20 M de NaCl), 80 e 81 (3" Etapa— 0,5 — 1 M de NaCl), 82 ¢ 83
(4* Etapa — 1M de NaCl), 87 a 89 (Regeneragdo — 1M de NaOH), Proteina de Referéncia

Albumina — A.
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Neste ensaio (Figura 16-A) a concentragdo de NaCl no gradiente degrau foi de 0,15 M.
Este parametro se fez necessario para obter a proteina NS1 mais concentrada, com remocgao
das demais proteinas. Na Figura 16-A houve um aparecimento de um pico relativamente
baixo na etapa de lavagem, assim como no ensaio com gradiente linear a maioria das
proteinas que foram adsorvidas na coluna, sairam na etapa de elui¢do a partir do aparecimento
de um pico significativo aos 25 minutos. Este fato ¢ confirmado a partir do balanco de massa
realizado para cada etapa deste ensaio na Tabela 12. Nota-se pela Figura 16-A, que apds os 40

min, na etapa do gradiente com 0,5M de concentragdo de NaCl, houve a formagdo de outro
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pico. Ambos os picos foram coletados e esta corrida resultou em 27 amostras coletadas.

Tabela 12 - Balanco de massa por etapa - Gradiente Degru 32 min - A2-NS1-DENV2

Etapa Massa (mg) Porcentagem (%)
Injecdo 0,63 100,00
Adsor¢ao 0,00 0,00
Lavagem 0,02 2,77
Elui¢ao 0,59 94,58
Regeneracao 0,01 1,78
Total 0,62 99,13

Na Figura 16-A foi possivel observar que, assim como no primeiro ensaio, com a
amostra A2 de NS1-DENV?2 diluida 2x em gradiente degrau 35 min, neste terceiro ensaio a
maior quantidade de proteinas foi eluidas em baixa concentracao salina (1* Etapa do
Gradiente Degrau — 0,15M). Desta forma Foi possivel destacar que a eluicdo das proteinas
ocorreu sob baixas concentragdes salinas e ndo houve distin¢do quanto ao tipo de gradiente.

A Figura 16-B ¢ referente aos géis das amostras coletadas na corrida no sistema, com a
amostra A2 de NS1-DENV2 diluida 2x em gradiente degrau 32 min. As amostras injetadas no
gel foram escolhidas apos a quantificacdo por Bradford das 27 amostras coletadas em toda
corrida, bem como, analisadas através do perfil cromatografico da corrida no FPLC (Figura
16-A). As amostras 67, 68, 69 e 70 sdo referentes a fase de lavagem as amostras 73, 74 e 75,
sdo amostras coletadas no inicio da primeira etapa do degrau de NaCl com concentragdo de
0,15 M. Em todas as amostras, ndo foi possivel identificar bandas de proteinas (albumina e
NS1).

Ainda na Figura 16-B, as amostras 80 e 81 sdo da quarta etapa do gradiente degrau
com concentracdo de 0,5 M. Foi possivel perceber o aparecimento de albumina nesta
concentracdo. A amostra 82 foi coletada com 1 M de NaCl. Nas amostras 83 e 87 aparece uma
banda leve de albumina, porém ndo foi possivel perceber o aparecimento de uma banda
relativa a NS1. As amostras 87, 88 e 89 sdo da etapa de regeneragdo com NaOH 1M, onde ndo
houve aparecimento de proteinas (albumina e NS1), tendo em vista que nesta etapa foram
removidas somente 1,78% das proteinas adsorvidas na coluna. O fato de nao aparecer NS1
nas amostras, ocorreu devido a baixa concentracdo desta proteina na amostra inicial A2 de
NS1-DENV2 (I), (a banda referente a NS1 ndo ¢ bem visivel destacado em vermelho na
Figura 16-B), evidenciando desta forma que, durante a corrida ndo demonstra o aparecimento
da NSI, pois as amostras ficaram muito diluidas.

A partir das eletroforeses (Figura 16-B), o perfil cromatografico (Figura 16-A) e o
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balango de massa (Tabela 12), foi possivel perceber que neste ensaio, na fase de lavagem,
utilizando tampao Tris-HCI pH 8,0 25 mM, ocorreu forte afinidade pela albumina e demais
proteinas presentes na amostra inicial, visto que, cerca de 97% do que foi injetado, foi
adsorvido pela coluna Hitrap QFF. Todavia, foi possivel perceber o aparecimento em maior
quantidade de albumina, no comego da terceira etapa do gradiente degrau, com 0,5 M de
NaCl, referente ao segundo pico da eluicdo que corresponde a cerca de 6,5% da eluicao de
proteinas retidas na coluna. Assim como nos ensaios anteriores com a amostra A2 de NSI-
DENV2, com gradiente degrau 35 min e linear 30 min, a etapa de lavagem neste ensaio
(Figura 16-A) favorece a adsor¢dao na coluna Hitrap QFF da maioria das proteinas presentes
na amostra inicial (A2 de NS1-DENV?2)

A Figura 17-A corresponde a toda a membrana (M-B-I), pois nesta primeira parte da
membrana, contem todas as amostras do terceiro ensaio, realizados com a amostra A2 de
NS1-DENV?2 diluida 2x em Tampao Tris/HCI pH 8,0, com Gradiente Degrau 32 min, em

sistema FPLC, utilizando coluna anionica Hitrap QFF.

Figura 11 - (A) Dot-Blot - (C+) Controle Positivo — Presenca de NS1 Recombinante; (C-)
Controle Negativo — Sobrenadante L-15 sem a presenga de NS1; Descri¢do: amostra 73,
indicando a presenca de NS1 de acordo com a segunda membrana utilizada na técnica de Dot
Blot (M-B-II).(B) SDS-PAGE 10% — Amostra que marcou NS1. Descri¢do dos pogos da
eletroforese: Padrao de baixo peso molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostra 73 (1* Etapa —

0,15 —-0,20 M de NaCl, Proteina de Referéncia Albumina — A.

(A) - -

(B) Phophorylase p— 97 kDa -
L-1 M-B-I R ptosgiesy

Albumin — 66 kDa ---
L-2 D-32 Ovalbumin Carbonic — 45 kDa -—
73

L-3 Anhydrase — 30 kDa ---
L-4

Trypsin inhibitor — 20,1 kDa ---
L-5 o - Lactalbumin — 14 4 kDa ---

P I 73 A

Neste ensaio, ndo se verificou a presenga de NS1 nas eletroforeses (Figura 16-B), das
amostras coletadas. Foram adicionadas na membrana (M-B-I) as 27 amostras coletadas neste
ensaio, tendo inicio no comeg¢o da Linha 3 (L-3) até o final da Linha 5 (L-5), na membrana
(M-B-I) da Figura 17-A.

Observa-se que somente a amostra 73 marcou a presenca de NSI, justamente na

primeira etapa do Gradiente degrau, com 0,15M de NaCl. Na eletroforese deste ensaio (Figura
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16-B), ndo se verificou a presenca de NS1 nas amostras coletadas ao longo do perfil. Somente
era possivel perceber a presenca de albumina nas amostras referentes ao segundo pico da
eluicdo. Contudo, pela técnica Dot-Blot, foi possivel confirmar que uma das amostras
presentes na eluicao confirmou a existéncia da proteina NS1. Logo neste ensaio, a adsor¢ao
desta proteina nao foi significativa, uma vez que, dos 94,56% das proteinas que foram eluidas
da coluna na etapa de eluicdo, somente uma das amostras coletadas identificou a presenga da
proteina de interesse.

Diante disso, a partir da concentracdo das amostras que marcaram a presenga da
proteina NS1 (Figura 17-A), com o Vivaspin (GE Healthcare — USA) de 5 kDa, foi possivel
notar, na Figura 17-B, que ocorreu adsor¢do de NSI. No entanto, observa-se que hd a
presenca de albumina, evidenciando que esta também foi adsorvida nas condigdes utilizadas
com tampao Tris-HCI pH 8,0.

Comparando os resultados obtidos pela técnica Dot-Blot para os 3 ensaios realizados
com a amostra A2 de NS1-DENV2 em Tampao Tris-HCI pH 8,0 (Gradiente degrau 35 min,
Gradiente linear 30 min e Gradiente degrau 32 min), em coluna anidnica Hitrap QFF,
verificou-se que a proteina NS1 apareceu em cerca de 13 amostras das 79 amostras coletadas
e adicionadas na membrana de nitrocelulose. Percebeu-se que para estes ensaios, todas as
proteinas NS1-DENV2, foram confirmadas na etapa de elui¢do, destacando que utilizando a
coluna Hitrap QFF, foi obtido adsor¢do significativa da proteina NSI, porém ndo houve
separacdo das demais proteinas presentes na amostra inicial, como no caso, da presenca de
albumina, sendo que esta proteina, apareceu em todas as amostras que marcaram a presenga

de NS1.
4.3.1.4 Amostra Al [M50 (1-5)] — NSI DENV2 — Hitrap QFF — Gradiente Degrau 32 min

Neste ensaio foi utilizado a Amostra A1 [M50 (1-5)] de NS1-DENV2 diluida 2x em
tampao Tris-HCI pH 8,0 25 mM, com concentragao de 0,35 mg/mL, proveniente dos estudos
feitos com Tubo Amicon de 50 kDa, uma vez que, verificou-se a presenga de proteina,
proxima ao peso molecular da NS1 (45-50 kDa), na eletroforese e no Dot-Blot das amostras
que ficaram retidas no filtro de 50 kDa.

Foi utilizado o gradiente degrau de 32 min, com aumento da concentra¢do de NaCl em
4 etapas (comecando com 0,15 M de NaCl e finalizando com 1,0 M), a fim de acompanhar a
eluicdo das amostras em cada uma das etapas do gradiente, uma vez que, nos ensaios
realizados com este tipo de gradiente para a amostra A2 de NS1-DENV2, nao foi possivel

perceber a presenga de NS1, visto que, a amostra A2 ndo foi concentrada pela etapa com Tubo
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Amicon de 30 e 50 kDa. A vazio utilizada foi de 0,8 mL/min. A Figura 18, demonstra o perfil
cromatografico obtido na corrida com gradiente degrau por 32 min e as técnicas analiticas

SDS-PAGE e Eletroforese das fragdes cromatograficas deste ensaio.

Figura 12 - (A) Gradiente degrau 32 min — Amostra A1 [M50 (1-5)] — NS1 DENV2 diluida
2x. Condigdes de corrida: vazao de 0,8 mL/min, inje¢do de 1,0 mL da amostra com
concentragdo de 0,35 mg/mL diluida em tampao Tris-HCI pH 8,0 e eluigdo com tampao de
Tris-HCI pH 8,0 + 1M NaCl. (B) SDS-PAGE 10%. Descri¢ao dos pocos da eletroforese:
Padrdo de baixo peso molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostras 4 a 16 (Lavagem), 17 a 25
(1* Etapa gradiente degrau — 0,15 — 0,20 M de NaCl), 27 a 29 (3* Etapa 0,5 — 1 M de NaCl),
30 a 34 (4* Etapa — 1M de NaCl), 35 (Regenera¢dao — 1M de NaOH), Proteina de Referéncia

Albumina — A.
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E importante ressaltar que este ensaio, foi utilizado o mesmo perfil cromatografico dos
ensaios anteriores com a amostra A2 de NSI-DENV2 em rela¢do ao tempo de cada etapa
cromatografica. Entretanto, foi possivel notar na Figura 18-A pelo cromatograma que a etapa
de lavagem nao havia terminado, pois a maioria das proteinas, que estavam sendo lavadas,
ndo sairam completamente, pois a partir de 22 minutos iniciou-se a etapa de eluicdo, antes do
término da fase anterior. Diante disso, o primeiro pico da fase de elui¢do possui proteinas que
ndo se ligaram ao suporte de forma eficiente, gerando uma falsa eluicdo. Nota-se na Figura
18-A que héa a maior quantidade de proteinas sendo removidas da coluna na etapa de lavagem,

resultando em 2 picos significativos nessa etapa com tampao (tempo entre 10 min e 22 min).
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Com isso observa-se que ndo ocorreu adsor¢do significativa de proteinas na coluna. Este fato
¢ confirmado a partir do balan¢o de massa realizado para cada etapa deste ensaio na Tabela 13,
onde foi possivel perceber que cerca de 54,51% das protéinas presentes na amostra inicial,
ndo foram adsorvidas pela coluna, nas condi¢des utilizadas. Na Figura 18-A, foi possivel
perceber a formagao de 3 picos menores na etapa de gradiente degrau com NaCl (tempo entre
23 min e 54 min) e 1 na etapa de regenerac¢ao da coluna NaOH 1M (tempo entre 60 min e 65

min). Esta corrida resultou em 36 amostras coletadas.

Tabela 13 - Balango de massa por etapa - Gradiente Degru 32 min — A1 [M50 (1-5)] de NSI-

DENV2
Etapa Massa (mg) Porcentagem (%)
Injegdo 0,35 100,00

Adsorcao 0,00 0,00
Lavagem 0,19 54,51
Eluigao 0,12 34,85
Regeneracao 0,03 8,07
Total 0,34 97,43

Destaca-se uma diferenga nesta etapa de lavagem quando comparado ao ensaio
(gradiente degrau 32 min) feito com a amostra A2 de NS1-DENV2, uma vez que, houve a
formag¢ao de um pico caracteristico nesta etapa a partir de 15 min da etapa de lavagem,
demonstrando que cerca de 54% do que foi injetado esta sendo removido da coluna. Como foi
visto nos ensaios com a amostra anterior (A2 de NS1-DENV2), com diferentes gradientes de
eluicdo, a coluna Hitrap QFF apresentou adsorcao significativa das proteinas presentes na
amostra inicial, porém na eletroforese das amostras iniciais, foi possivel observar que a
amostra A1 [M50(1-5)], possui outras proteinas além da NS1, quando comparado a amostra
A2 de NS1-DENV2, que demonstrou a presenga de proteinas como albumina e NS1 em maior
quantidade. Sendo assim, a formac¢do de um pico mais significativo na etapa de lavagem,
deve-se pela ndo interacdo de outras proteinas presentes na amostra injetada na coluna (Al
[M50 (1-5)]).

A Figura 18-B ¢ referente aos géis das amostras coletadas no perfil cromatografico em
gradiente degrau 32 min. As amostras injetadas no gel foram escolhidas apds o ensaio de
Bradford das 36 amostras coletadas em toda corrida, bem como, analisadas através do perfil
cromatografico da corrida no FPLC (Figura 18-A). As amostras (4 a 15) sdo referentes a fase
de lavagem com tampao de adsor¢do. Nessas amostras ndo houve o aparecimento de proteinas
(Albumina e NS1), devido a possibilidade das amostras estarem diluidas ao final da coleta. As

amostras 16 a 25 (Figura 18-B) sdo referentes a primeira etapa do gradiente degrau, com 0,15
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M de NaCl. A amostra 27 ¢ referente ao pico que apareceu na terceira etapa do gradiente com
concentragdo de 0,5 M de NaCl. Contudo, ndo foi possivel perceber o aparecimento de
proteinas em nenhuma das amostras injetadas, que ocorreu apds as amostras estarem diluidas
no final da coleta. Neste gel também ndo ha o aparecimento de uma banda que mostre a NS1.
As amostras 28 e 29 (Figura 18-B) sdo referentes a terceira etapa do gradiente degrau,
com 0,5 M de NaCl. Nota-se nessas amostras o aparecimento de proteinas um pouco acima de
66 kDa (quando comparado ao padrdo de proteina de referéncia adicionada no ultimo pogo —
Albumina 1 mg/mL). As amostras 30 31, 33 e 34 sdo referentes a ultima etapa do gradiente
degrau, com 1 M de NaCl. Nao houve aparecimento de proteinas nesta etapa do gradiente. A
amostra 35 refere-se a etapa de regeneracdo da coluna com NaOH IM e também nao
apresentou bandas de proteinas (Albumina e NS1), tendo em vista a baixa quantidade de
proteinas removidas nesta etapa. Em vista do ndo aparecimento de NS1, pela técnica SDS-
PAGE, foi necessario realizar a técnica Dot-Blot, onde na Figura 19-A, de acordo com a

membrana utilizada na técnica de Dot Blot (M-B-1 e M-B-II),

Figura 13 - (A) Descrig¢do: amostras 5, 6, 19, 20 e 28, indicando a presenga de NS1 de acordo
com a membrana utilizada na técnica de Dot Blot (M-B-I e M-B-II). (B) SDS-PAGE 10% —
Amostra que marcou NS1. Descri¢dao dos pogos da eletroforese: Padrao de baixo peso
molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostra 5 e 6 (Lavagem), 19 e 20 (1* Etapa — 0,15 — 0,20
M de NaCl), 28 (3* Etapa — 0,5 — IM de NaCl), Proteina de Referéncia Albumina — A.
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19 20
L-8 Trypsin inhibitor — 20,1 kDa -—-
28
L-9 T «- Lactalbumin — 14,4 kDa -

P 1 5 6 19 20 28 A

Na Figura 19-A foi possivel perceber que apareceu a presenca de NS1 nas amostras 5
e 6, coletadas na etapa de lavagem. Presenga de NS1 nas amostras 19, 20, referente a primeira
etapa do gradiente degrau iniciando com 0,15M de NaCl e na amostra 28 coletada na terceira
etapa com 0,5M de NaCl.

Na Figura 19-A foi possivel verificar que, na etapa de lavagem as amostras 5, 6 com
presenca de NSI, ndo foram adsorvidas pela coluna Hitrap QFF. Entretanto, apesar de um
pico significativo nesta etapa, a etapa de elui¢cao, confirmou a presenca de NS1, nas amostras

19 e 20 e 28 coletadas ao longo da elui¢dao. Sendo assim, destaca-se que a coluna obteve certa
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interagdo pela proteina NS1, uma vez que, foi identificado a presenca desta proteina em 3
amostras da etapa de elui¢ao. Todavia, deve-se levar em conta as condi¢des deste ensaio, para
melhorar a adsor¢do da NS1, evitando que esta seja removida na etapa de lavagem, junto as
demais proteinas. Na eletroforese (Figura 18-B) das amostras 28 e 29, coletadas na eluigao,
foi identificado a presenga de proteina referente a albumina, na terceira etapa do Gradiente
Degrau de eluicao, com 0,5 M de NaCl. Contudo, foi possivel compravar pela técnica Dot-
Blot, que esta condi¢ao também favoreceu a eluicdo de NS1 da coluna, na amostra 28. Diante
disso, a partir da concentragdo das amostras que marcaram a presenca da proteina NSI
(Figura 19-A), foi possivel notar, na Figura 19-B, que ocorreu adsor¢do de NS1 (destacado
em vermelho na Figura 19-B), nas amostras 19, 20 e 28. Entrentato, observa-se ha a presenca
de albumina, evidenciando que esta também foi adsorvida nas condi¢des utilizadas com

tampao Tris/HCI pH 8,0.
4.3.1.5 Amostra Al [M50 (1-5)] — Hitrap QFF — Gradiente Degrau 35 min

O segundo ensaio ocorreu nas mesmas condi¢des da corrida anterior (Amostra Al
[M50 (1-5)] - Gradiente Degrau 32 min), alterando o tempo do gradiente degrau para 35 min e
com o aumento do tempo da etapa de lavagem, a fim de se obter uma maior eficiéncia para
esta etapa. A vazdo utilizada foi de 0,8 mL/min. A Figura 20, demonstra o perfil
cromatografico obtido na corrida com gradiente degrau de 35 min e as técnicas analiticas
SDS-PAGE e Dot Blot das fragdes cromatograficas.

Na Figura 20-A, ha 8 picos, sendo 1 na etapa de lavagem com tampao (tempo entre 10
min e 19 min), 6 na etapa de elui¢do (tempo entre 26 e 52 min) e 1 na etapa de regeneracdo da
coluna com NaOH 1M (tempo entre 63 min e 67 min). Esta corrida resultou em 35 amostras
coletadas. Assim como no ensaio anterior, a etapa de lavagem apresentou um pico
significativo, indicando que também ndo ocorreu adsor¢do significativa de proteinas na
coluna. Este fato ¢ confirmado a partir do balango de massa realizado para cada etapa deste
ensaio na Tabela 14, onde foi possivel perceber que cerca de 68,06% das protéinas presentes
na amostra inicial, ndo foram adsorvidas pela coluna, nas condi¢des utilizadas.

Na Figura 20-A, ha 8 picos, sendo 1 na etapa de lavagem com tampao (tempo entre 10
min e 19 min), 6 na etapa de eluicdo (tempo entre 26 € 52 min) e 1 na etapa de regeneragdo da

coluna com NaOH 1M (tempo entre 63 min e 67 min).
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Figura 20 - (A) Gradiente degrau 35 min — Amostra A1 [M50 (1-5)] — NS1 DENV2 diluida
2x. Condicdes de corrida: vazao de 0,8 mL/min, inje¢do de 1,0 mL da amostra com
concentragdo de 0,35 mg/mL diluida em tampao Tris-HCI pH 8,0 e eluigdo com tampao de
Tris-HCI pH 8,0 + 1M NaCl. (B) SDS-PAGE 10%. Descri¢ao: Padrao de baixo peso
molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostras 37 a 50 (Lavagem), 51 a 54 (1* Etapa gradiente
degrau — 0,10 — 0,15 M de NaCl), 55 e 56 (2* Etapa 0,15 — 0,20 M de NaCl), 57 a 59 (4* Etapa
—0,5—-1 M de NaCl), 60 a 62 (5* Etapa — 1 M de NaCl), 65 (Regeneragdo — 1M de NaOH),

Proteina de Referéncia Albumina — A.

180 Y, _05436
— \

E 140 -} (A) |44

C 1204 41 / o
8 100 I \ 4‘3 0.2
N I 6

pp=fin 38 63 R ' ReE

8 - Inje<;ao 5 '4q E 3850 62| h \ e

c ‘ 3 1 64 H

@ - \ ,50 '5 ! 66 R B
2 . l 3% ' i

o R ! -0.4
3 od ¥ i J i, § 1

< o4 -0,803%

00:00 DSW xooo ISW ZOW ZSW 3000 JSW 40(» 4500 SOW SSOO SON GSW 7000 75:00

Tempo (Min)

(B) phophorylase B — 97 kDa
Albumin ~ 66 kDa --
Ovalbumin Carbonic - 45 kDa -

Anhydrase - 30 kDa -
Trypsin inhibitor - 20,1 kDa ---

@ - Lactalbumin - 14,4 kDa -

46 AP 49 50 | 51 52 54 55 5¢P

Esta corrida resultou em 35 amostras coletadas. Assim como no ensaio anterior, a
etapa de lavagem apresentou um pico significativo, indicando que também ndo ocorreu
adsorcao significativa de proteinas na coluna. Este fato é confirmado a partir do balango de
massa realizado para cada etapa deste ensaio na Tabela 14, onde foi possivel perceber que
cerca de 68,06% das protéinas presentes na amostra inicial, ndo foram adsorvidas pela coluna,

nas condig¢oes utilizadas.

Tabela 14 - Balango de massa por etapa - Gradiente Degru 35 min — A1 [M50 (1-5)] de NS1-

DENV2
Etapa Massa (mg) Porcentagem (%)
Injecdo 0,35 100,00
Adsorcédo 0,00 0,00
Lavagem 0,24 68,06
Eluigdo 0,08 24,88

Regeneracao 0,02 6,01
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Total 0,34 98,95

Na Figura 20-A, foi observado que, assim como no primeiro ensaio (Gradiente Degrau
32 min) com a amostra Al [M50 (1-5)] - NS1 DENV?2 diluida 2x, a elui¢do das proteinas
ocorreu sob altas concentragdes salinas e ndo houve distingdo quanto ao tipo de gradiente,
uma vez que, grande parte das proteinas ndo foram adsorvidas pela coluna Hitrap QFF, na
fase de lavagem.

A Figura 20-B refere-se aos géis das amostras coletadas no perfil cromatografico
(Figura 20-A), no sistema, com a amostra A1 [M50 (1-5)] - NS1 DENV2 em gradiente degrau
35 min. As amostras injetadas no gel foram escolhidas ap6s o ensaio de Bradford das 35
amostras coletadas em toda corrida, bem como, analisadas através do perfil cromatogréafico da
corrida no FPLC (Figura 20-A). As amostras 37 a 46 (Figura 20-B), s3o referentes a fase de
lavagem com tampao de adsor¢do. Nessas amostras ndo houve o aparecimento de proteinas
(Albumina e NS1), devido a possibilidade de as amostras estarem bem diluidas, uma vez que,
a concentracao da amostra inicial € relativamente baixa (0,35 mg/mL).

As amostras 49 a 54 sdo referentes a primeira etapa do gradiente degrau, com 0,10 M
de NaCl. As amostras 55 e 56 sdo referentes ao pico que apareceu na segunda etapa do
gradiente com concentragdo de 0,2 M de NaCl. A amostra 52, apresenta uma banda leve, um
pouco acima de 66 kDa. Todavia, nao foi possivel perceber o aparecimento de proteinas nas
demais amostras injetadas. Neste gel também nao h4a o aparecimento de uma banda que
mostre a NS1. As amostras 57, 58 e 59 sdo referentes a quarta etapa do gradiente degrau, com
0,5 M de NaCl. Nota-se nessas amostras o aparecimento de proteinas um pouco acima de 66
kDa. As amostras 60, 61 e 62 sdo referentes a Gltima etapa do gradiente degrau, com 1 M de
NaCl. Somente na amostra 60, houve o aparecimento de uma banda leve, um pouco acima de
66 kDa. A amostra 65 refere-se a etapa de regeneracao da coluna com NaOH 1M e também
ndo apresentou bandas de proteinas (Albumina e NS1), pois apenas 6,01% de proteinas foram
removidas da coluna nesta etapa.

Com a técnica Dot-Blot, na Figura 21-A, de acordo com a membrana utilizada na

técnica de Dot Blot (M-B-II),
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Figura 21 - (A) Descri¢do: amostras 36 e 38, indicando a presenga de NS1 de acordo com a
membrana utilizada na técnica de Dot Blot (M-B-II). (B) SDS-PAGE 10% — Amostra que
marcou NS1. Descrigao: Padrao de baixo peso molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostra 36

e 38 (Lavagem), Proteina de Referéncia Albumina — A.
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Na Figura 21-A foi possivel perceber que apareceu a presenca de NS1 somente nas
amostras 36 ¢ 38, coletadas na etapa de lavagem. Isto indica ndo houve adsor¢do de NSI
presente na amostra inicial, na coluna Hitrap QFF. O ponto isoelétrico da NS1 ¢ de 5,8, ou
seja, em solugdes com pH acima deste ponto a proteina estard com cargas negativas. Como a
Hitrap QFF ¢ anidnica, esperava-se que ocorresse uma atracao maior pela proteina, uma vez
que, em pH 8,0 do Tampao Tris/HCI a proteina estaria com cargas a serem atraidas pela
coluna. Contudo, algumas das amostras na etapa de eluicao estavam diluidas ao final da coleta,
este fator pode ter sido determinante para ndo se observar a presenga de um Dot-Blot
significativo nas amostras da eluigao.

Entretanto, dos 5 ensaios realizados com coluna Hitrap QFF, para amostras A1 [M50
(1-5)] e A2 de NS1-DENV2, este foi o Ginico ensaio que nao se observou a presenga de NSI,
na etapa de elui¢do. Analisando o perfil cromatografico da Figura 20-A, ndo houve adsor¢do
significativa de proteinas, uma vez que, cerca de 68,06% das proteinas injetadas na coluna,
ndo foram adsorvidas nesta etapa. Entre essas proteinas ndo adsorvidas foi possivel identificar
a presenca da proteina NS1 nas amostras da etapa de Lavagem (Figura 21-B).

Diante desse cenario, optou-se por acompanhar o perfil cromatografico de adsor¢do de
NS1, utilizando cromatografia de afinidade, com coluna comercial (Hitrap Concanavalina A)
e Sistema de leito fixo convencional, com coluna C10/10 empacotada com corante Procion
Red MX-5B (PR-MX5B), imobilizado a matrix de quitosana alginato epoxidado (QAE).

Nos 5 ensaios realizados com a coluna Hitrap QFF, ndo foi identificado proteinas na
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etapa de adsorcdo, devido a baixa concentragdo das amostras de injecdo na coluna e

consequentemente, baixa carga de proteina.
4.3.2 Purificacdo por cromatografia de afinidade

Como a NSI ¢ uma glicoproteina, assim como anticorpos (UNDERDOWN, 1986;
GEISBERGER, LAMERS e ACHATZ, 2006), optou-se por utilizar neste trabalho ensaios de
cromatografia de afinidade através de colunas comerciais (Hitrap Concanavalina A —
especifica para glicoproteinas) e coluna C10/10 empacotada com corante PR-MX5B-QAE,
atuando como ligantes pseudobioespecificos. Estudos que relacionam purificacdo de NS1 do
DENYV, na forma recombinante, utilizam colunas de afinidade com metais (AMORIN, et al,,
2010 e FALCONAR e YOUNG, 1990).

Como neste trabalho utilizou-se a NS1 nativa do virus do Dengue sorotipo II, foi
utilizado como base de estudos a utilizagao desses ensaios em colunas de afinidade de modo a
verificar o comportamento de adsor¢do da NS1 em colunas bio e pseudobioespecificas.
Utilizou-se para esses ensaios as amostras liofilizadas A3 e A5 de NS1-DENV2 em colunas
de afinidade. Ensaios com a coluna bioespecifica Hitrap Concanavalina A (GE
HEALTHCARE, 2017) no sistema FPLC, foi feito com a amostra A3. Os ensaios com a
amostra A5 foram feitos em matrix pseudobioespecifica com corante PR-MX5B-QAE, em um
sistema de coluna de leito fixo convencional (C10/10).

A amostra A3 apo6s liofilizagdo ficou com uma concentragdo de 2,2 mg/mL e volume
de 300 pL, onde coletou-se 250 puL para os ensaios no sistema FPLC. Esta amostra foi diluida
em torno de 5X com tampao Fosfato de Sodio pH 5,9 25 mM, para se obter um volume de no
minimo 1 mL a ser injetado na coluna Hitrap Concanavalina A de 1mL.

A amostra A5 de NS1-DENV?2, apo6s a liofilizagdo ficou com um volume de 1,1 mL e
concentracdo de 0,70 mg/mL. Esta amostra foi diluida 2x em tampao Fosfato de Sédio pH 5,9.
Este pH de trabalho, utilizado para ambas as amostras, deve-se ao fato que em ensaios com
coluna de afinidade, para que haja melhor adsor¢dao da proteina alvo, a amostra de injecao
deve estar proxima ao seu ponto isoelétrico (pl), ponto onde as cargas das proteinas sdo nulas,
de modo que a proteina passa a ser adsorvida como molécula especifica no ligante da coluna
de afinidade. A NS1-DENV?2 possui seu ponto isoelétrico de 5,8 (AMORIN, et al., 2010). Na
Tabela 15 foi possivel verificar a concentracao final apods a diluicdo das amostras A3 e A5 de

NS1-DENV2.
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Tabela 15 - Dados das amostras diluidas de NS1 - DENV?2

Amostra Vi (mL) Fator de \'% i Ci (mg/mL) Cf (mg/mL)
Diluicdo  (mL)
A3 0,250 5x 1,3 2,20 0,44
A5 1,1 2x 2,2 0,70 0,35

Vi — Volume Inicial da amostra

Vf— Volume final da amostra apos a dilui¢do com tampdo

Ci — Concentragdo Inicial da amostra

Vf— Concentracgdo final da amostra apos a diluigdo com tampdo

Na etapa de eluig@o foi adicionado 1 M de NaCl no tampao de adsor¢do (Fosfato de
Sédio pH 5,9 25 mM) e nos ensaios foram utilizados dois tipos de gradientes, Linear (No
sistema FPLC com a coluna Hitrap Concanavalina A) e isocratico (No sistema de leito fixo
em coluna C10/10). Nestes ensaios foram injetados 1 mL da amostra, com vazdo de 0,8
mL/min. Foi analisada uma corrida no sistema FPLC com coluna de Concanavalina A, pois
havia somente 1 mL a ser injetado da amostra (A3-NS1-DENV?2). Nas corridas com a matriz

pseudobioespecifica, PR-MX5B-QAE foram feitas duas corridas cromatograficas.

4.3.2.1 Amostra A3 — NS1 DENV?2 — Hitrap Concanavalina A — Gradiente Linear 30 min —
Sistema FPLC - Contichrom

Nesta corrida, utilizou-se o sistema FPLC — Contichrom e procurou-se trabalhar com
25 min na etapa de gradiente linear de 0 - 1M, sendo seguida de 5 min a mais na concentragao
maior de NaCl 1M, a fim de verificar a total remocao de proteinas nesta etapa. A etapa de
lavagem apo6s a inje¢do de 1 mL foi cerca de 30 min, pois como so havia 1 mL disponivel da
amostra A3 para este ensaio, foi necessario aumentar cada etapa cromatografica, a fim de
acompanhar todo o perfil cromatografico em suas diferentes etapas.

A Figura 22 demonstra o perfil cromatografico obtido na corrida com gradiente linear
por 30 min, utilizando a amostra A3 de NSI-DENV?2.

Foram coletadas amostras de 30 em 30 segundos, a partir do aparecimento do pico nas
diferentes fases da adsorcao e a partir de 15 min foi mantido o intervalo de 2 min entre as
coletas nesta etapa de lavagem, a fim de acompanhar todo o perfil cromatografico ao longo do

tempo (Figura 22-A), uma vez que, o volume de amostra para inje¢@o era de somente 1 mL.
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Figura 14 — (A) Gradiente Linear 30 min — Amostra A3 — NS1 DENV?2 diluida 5x. Condicdes
de corrida: vazao de 0,8 mL/min, injecdo de 1,0 mL da amostra com concentragdo de 0,44
mg/mL diluida em tampao Fosfato pH 5,9 25 mM e elui¢do com tampao de Tris-HCI pH 8,0 +
IM NaCl. (B) SDS-PAGE 10% — Gradiente Linear 30 min — Concentragao de 0,44 mg/mL.
Descricao dos pogos da eletroforese: Padrao de baixo peso molecular — P, Amostra Inicial — I,
Amostras 1 a 12 (1° Pico - Lavagem), 15 a 23 (Lavagem, ap6s 13:40 min), 34 a 38 (Pico —
Elui¢d0), 39 a 42 (Eluigdo, ap6s 44:30 min), Proteina de Referéncia Albumina — A.
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Foram coletadas amostras de 30 em 30 segundos, a partir do aparecimento do pico nas
diferentes fases da adsorcdo e a partir de 15 min foi mantido o intervalo de 2 min entre as
coletas nesta etapa de lavagem, a fim de acompanhar todo o perfil cromatografico ao longo do
tempo (Figura 22-A), uma vez que, o volume de amostra para injecdo era de somente 1 mL.
Neste ensaio houve um aparecimento de um pico significativo na etapa de lavagem, indicando
que a maioria das proteinas presentes na amostra inicial, ndo foram adsorvidas na coluna. Este
fato ¢ confirmado a partir do balango de massa realizado para cada etapa deste ensaio na
Tabela 16, onde foi possivel perceber que cerca de 71,50% das protéinas presentes na amostra

inicial, ndo foram adsorvidas pela coluna, nas condigdes utilizadas.
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Tabela 16 - Balango de massa por etapa - Gradiente Linear 30 min — A3 de NS1-DENV2

Etapa Massa (mg) Porcentagem (%)
Injecao 0,44 100,00
Adsorgao 0,00 0,00
Lavagem 0,31 71,50
Eluicao 0,13 28,50
Re-Equilibrio 0,00 0,00
Total 0,44 100,00

Eenquanto aos 38 min da etapa de eluicdo comegou a se formar um pico significativo,
representando 28,50% das proteinas que foram eluidas da coluna. Ambos os picos foram
coletados, também a cada 30 segundos em diferentes eppendorfs. Esta corrida resultou em 50
amostras coletadas. Na Tabela 16, foi possivel perceber que nao houve o aparecimento de
proteinas na etapa de Re-equilibrio, uma vez que, as proteinas que foram adsorvidas na coluna
na etapa de lavagem, foram removidas na etapa de eluicao.

A Figura 22-B ¢ referente aos géis das amostras coletadas na corrida com a amostra
A3 diluida 5x em gradiente linear 30 min. As amostras injetadas no gel foram escolhidas apos
a quantificagdo por Bradford das 50 amostras coletadas em toda corrida, bem como,
analisadas através do perfil cromatografico da corrida no FPLC. As amostras 1 a 12 sdo
referentes a etapa de lavagem com tampao, porém somente houve o aparecimento de
albumina, quando comparado ao pogo com a amostra padrao de referéncia de albumina (A),
com concentragdo de 1mg/mL (destacado em amarelo na Figura 22-B), nas amostras 11, 12 e
13. Estas amostras foram coletadas no pico significativo que apareceu na etapa de lavagem.
As amostras 16 até a 23 sdo referentes as coletas feitas no intervalo de 2 min a partir do tempo
de 15 min de corrida. Verificou-se que nesta etapa houve o aparecimento de proteinas na
amostra 22, dando evidencia da presenca de NSI (destacado em vermelho Figura 22-B —
amostra 22) e Albumina (destacado em amarelo na Figura 22-B - amostra 22).

Amostras da fase de eluicao (34 até 42), cujo o tempo foi de 42 min até 56 min da
corrida em que a concentracdo de NaCl varia de 0,2M até 1M de sal. Foi possivel perceber
uma banda fraca de proteina na amostra 40 (destacado em vermelho na amostra 40, na Figura
22-B) proxima ao padrdo de 45 kDa, que faz referéncia ao peso molecular da NS1. Esta
amostra 40 foi coletada ap6s o aparecimento do pico no intervalo de 2 min entre as coletas e
com isto a amostra pode ter ficado diluida.

Conforme a Figura 22-A, analisando as eletroforeses da etapa de lavagem (Figura 22-
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B) e o balango de massa (Tabela 16), a Hitrap Concanavalina A demonstrou afinidade
relativamente fraca pela albumina presente na amostra inicial (A3 de NS1-DENV?2), visto que
cerca de 71% de proteinas ndo foram adsorvidas em relacdo ao percentual massico injetado na
coluna. Esse resultado ¢ esperado, haja vista que essa coluna, de acordo com o fabricante (GE
HEALTHCARE, 2017), interage especificamente com glicoproteinas, como ¢ o caso da NSI.
No caso, proteinas como albumina, ndo sdo consideradas glicoproteinas, justificando desta
forma que praticamente nao ocorreu aparecimento de albumina na etapa de elui¢do, com
gradiente linear de 30 min. Contudo, percebe-se bandas relativamente fracas de proteinas
proximas ao peso molecular da NS1, nas amostras 35 e 40 das etapas de eluicao.

Neste ensaio realizado com a amostra A3 de NS1-DENV2 diluida 5x em Tampao
Fosfato de Sédio pH 5.9, na coluna Coluna Hitrap Concanavalina A, com Gradiente Linear 30
min, foi possivel perceber a presenca de uma banda de proteina referente a NS1, na amostra
22 ¢ 40, sendo a amostra 22, coletada no intervalo de 2 em 2 minutos, na etapa de lavagem,
apds o aparecimento do pico nesta etapa (Figura 22-A). A amostra 40 foi coletada no pico
formado na etapa de eluicao (Figura 22-A), apos 40 minutos de corrida. Apos este tempo de
coleta a concentragdo de NaCl era em torno de 0,2M, destacando que cerca de 28,50% do que
foi adsorvido pela coluna, pode ser removido com baixa concentragdo de sal (NaCl).

A Figura 23 refere-se a técnica Dot-Blot e Eletroforese das amostras que marcaram a

presenga da proteina NS1.

Figura 15 - (A) Descrig¢do: amostras 7, 8, 27, 29, 30 e 40, indicando as proteinas que
marcaram a presenca de NS1 de acordo com a membrana utilizada na técnica de Dot Blot (M-
C-I e M-C-II). (B) SDS-PAGE 10% — Amostra que marcou NS1. Descri¢do: Padrao de baixo
peso molecular — P, Amostra Inicial — I, Amostra 7 e 8 (Pico - Lavagem), 27 a 30 (Pico —
Eluicdo), 40 (Eluigdo, ap6s 48:30 min), Proteina de Referéncia Albumina — A.
A) e = 8

(B) Phophorylase p— 97 kDa -
Albumin — 66 kDa ---

Ovalbumin Carbonic — 45 kDa ---
Anhydrase — 30 kDa ---

Trypsin inhibitor — 20,1 kDa ---

« - Lactalbumin - 14,4 kDa ---

| 7 8 27 29 30 40 A

Na Figura 23-A percebeu-se que, na etapa de lavagem as amostras 7 ¢ 8 com presenca

de NSI1, ndo foram adsorvidas pela coluna Hitrap QFF. Todavia, observou-se que a
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concentragdo desta proteina ndo adsorvida ¢ baixa, pois os Dot-Blots dessas amostras
marcaram levemente na membrana. As amostras 27, 29 e 30 marcaram a presenga de NS1 no
pico da elui¢do (Pico 2), com isso, observou-se que a coluna obteve certa afinidade pela
proteina NS1, uma vez que, foi identificado a presenca desta proteina em 3 amostras da etapa
de eluicdo, com destaque na concentragdo obtida nos pontos blot da amostra 29 e 30,
destacando uma quantidade significativa de NS1, eluidas da coluna nesta etapa. A amostra 40,
foi coletada no intervalo de 2 min, apds o aparecimento do pico. Entretanto, assim como na
eletroforese desta amostra (Figura 22-B), na técnica de Dot-Blot (DB), foi possivel comprovar
a presenca de NS1 nesta amostra, porém com concentragdo baixa, uma vez que, o Dot Blot
marcou levemente na membrana (M-C-II, Linha 8).

Diante disso, a partir da concentracdo das amostras que marcaram a presenca da
proteina NS1 (Figura 23-A), foi possivel notar, na Figura 23-B, que ocorreu adsor¢dao de NS1
(destacado em vermelho na Figura 23-B), nas amostras 27, 29, 30 e 40, que apresentaram a
presenta da proteina de interesse e quando comparado a amostra inicial (A3), foi possivel
perceber que neste ensaio foi possivel obter a proteina NS1 em maior concentragdo, com
remocao parcial das proteinas presentes na amostra A3 de NS1-DENV2. Destaca-se que, em
cerca de 28,50% de proteinas eluidas da coluna Hitrap Concanavalina A, foram coletadas 15
amostras neste pico e dessas somente 3 marcaram a presenca significativa de NS1. Esperava-
se adsor¢do significativa desta proteina, pois esta coluna tem afinidade especifica com

glicoproteinas, como ¢ o caso da proteina NS1-DENV2.

4.3.2.2 Amostra A5 — NS1 DENV2 — Procion Red MX-5B — Elui¢do Isocratica 30 min —

Coluna C10/10 — Sistema de leito fixo convencional — Primeiro ensaio

Utilizou-se para os ensaios em coluna de leito fixo convencional (C10/10 empacotada
com corante PR-MX5B-QAE) 2 mL da amostra A5 de NS1-DENV?2 diluida 2x com tampao
Fosfato de Sodio pH 5,9 25 mM. Optou-se por utilizar este sistema, uma vez que, o volume
ideal de trabalho em sistemas como o FPLC ¢ de no minimo 5 mL para que seja feita o
bombeamento das amostras nas colunas pelas tubulagdes. A amostra A3 possuia volume de
1,3 mL ap6s a diluicdo com o tampao e no momento da corrida, tornou-se muito dificil a
etapa de inje¢do da amostra, uma vez que, havia a possibilidade de entrada de ar no sistema e
este comprometer a coluna e o equipamento. Diante deste cendrio optou-se por utilizar a
amostra A5 com o sistema convencional em leito fixo, com bomba peristaltica e coletor
manual, uma vez que, a tubulacdo era menor da inje¢do até a coluna.

Em contrapartida a facilidade de operacdo com este sistema, somente foi possivel
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operar com etapa de eluicdo isocratica, ou seja, etapa em que a concentragdo do sal ¢
constante ao longo desta etapa. Com isso, procurou-se trabalhar com 30 min na elui¢ao
isocratica com 1M de NaCl acrescidos ao tampao de adsor¢do (Fosfato de Sodio pH 5,9 25
mM). A etapa de lavagem ap0s a inje¢ao de 1 mL foi cerca de 15 min, a vazao utilizada foi de
1 mL/min. A Figura 24, demonstra o perfil cromatografico obtido na corrida elui¢do isocratica
de 30 min, utilizando a amostra A5 de NSI1-DENV2. Essas condi¢des foram utilizadas nos
dois ensaios com a amostra A5 de NS1-DENV2 diluida 2x, com concentragdo de 0,35 mg/mL,
a fim de acompanhar o comportamento cromatografico utilizando corantes

pseudobioespecificos (PR-MX-5B-QAE) para adsor¢ao de NS1-DENV?2.

Figura 16 — (A) Amostra A5 de NS1-DENV?2 diluida 2x — 1° Ensaio — Corante Procion Red
MX-5B — Elui¢ao isocratica 30 min - vazdo de 1 mL/min, inje¢do de 1,0 mL da amostra com
concentragdo de 0,35 mg/mL diluida em tampao Fosfato de Sédio pH 5,9 e eluigdo com
tampao Fosfato de Sodio pH 5,9 + 1M de NaCl. (B) SDS-PAGE 10% — Elui¢ao isocratica 30
min — Concentragdo de 0,35 mg/mL. Descrigdo dos pogos da eletroforese: Padrao de baixo
peso molecular — P, Amostra Inicial — I (A5 de NS1-DENV2), Amostras 9 a 15 (Lavagem), 32
a 36 (Eluicao — 32-36 min), 44 a 50 (Eluicao — 44-50 min), 51 a 53 (Final Eluicdo — 51-53
min), 56 a 58 (Re-Equilibrio), Proteina de Referéncia Albumina — A.
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Neste ensaio (Figura 24-A) houve um aparecimento de um pico significativo de maior
intensidade na etapa de lavagem. Destaca-se que a partir de 30 min da corrida, houve somente
a formagao de 5 picos na etapa de eluicdo. Este fato deve-se que a maioria das proteinas que
foram adsorvidas na coluna, apareceram na etapa de eluicdo, conforme pode ser visto na
Tabela 17, onde praticamente todas proteinas adsorvidas sairam na eluicdo, que através do
balango de massa, foram removidas 46,25% das proteinas adsorvidas na coluna para esta

etapa.

Tabela 17 - Balango de massa por etapa — Eluigao Isocratica 30 min — A5 de NS1-DENV2 —

1° Ensaio
Etapa Massa (mg) Porcentagem (%)
Injegdo 0,405 100,00
Adsorcao 0,000 0,00
Lavagem 0,205 50,62
Eluicao 0,187 46,25
Re-Equilibrio 0,002 0,49
Total 0,394 97,36

Analisando a eletroforese das amostras (Figura 24-B), grafico obtido (Figura 24-A) e o
balango de massa (Tabela 17), foi possivel perceber um pico significativo na etapa de lavagem
(Figura 24-A - Amostras 10 a 16). Comprova-se pelo aparecimento de maior quantidade de
albumina, destacado em amarelo na Figura 24-B (comparado com o padrdo de referéncia
Albumina — A — peso molecular 66 kDa), ou seja, nesta condi¢do grande parte da Albumina
presente na amostra inicial ndo € adsorvida, uma vez que, o pl (ponto isoelétrico) da albumina
¢ de 4,7, ou seja, ndo esta sendo favoravel a adsor¢do desta proteina nesta fase. Também
destaca-se a possibilidade da NS1 presente na amostra inicial estar sendo adsorvida pela
matriz de pseudobioafinidade.

Nas amostras coletadas a partir de 32 min na etapa de elui¢do com 1M de NaCl, foi
possivel perceber que somente nas amostras 33 e 35 aparece uma banda leve de albumina
(destacado em amarelo na Figura 24-B), seguida por uma banda leve de proteina com peso
molecular proximo ao da NS1 (45-50 kDa) destacado em vermelho na Figura 24-B.

Neste ensaio, foi possivel perceber bandas mais leves de albumina, a partir de 44 min,
referente ao quarto pico da etapa de eluicdo. Com isso foi possivel destacar que boa parte da
albumina presente na amostra inicial, ndo foi adsorvida pelo pela matriz de
pseudobioafinidade, nas condig¢des utilizadas e com isso pouca quantidade desta proteina ¢é
perceptivel na elui¢do. foi possivel perceber bandas leves de Albumina (destacado em

amarelo), nas amostras 55, 56 e 57 da etapa de Re-equilibrio com o proprio tampao de
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adsor¢do (Fosfato de Soédio pH 5,9), evidenciando que parte dessas proteinas que ainda
estavam retidas na coluna, foram removidas nesta etapa.

Tais resultados demonstram também que o adsorvente possui pouca afinidade com a
albumina presente na amostra e identificou uma afinidade relativa com a proteina NS1, tendo
em vista que, segundo Gondim et al. (2012), corantes pseudobioespecificos ligado a matrix de
QAE, como o corante Cibacron (QAE-Cib) apresentam potencial para ser utilizado na
purificagao de IgG humana sob condigdes otimizadas. No caso do estudo deste trabalho, como
a proteina alvo (NS1), trata-se de uma glicoproteina, assim como a IgG, o corante PR-MX5B-
QAE, demonstrou afinidade relativa com a proteina NS1. Ainda em estudos de Santos, et al.,
(2016), os autores investigararam o potencial do corante PR-MX5B-QAE como ligante
bioespecifico para purificacdo de IgG em amostras do soro humano. Neste estudo, os autores
observaram com ensaios em leito fixo com amostra de soro humano uma maior adsorcao de
IgG, considerando o corante PR-MX5B-QAE como um ligante bioespecifico de média
afinidade para com IgG, com remogao parcial de albumina presente no soro humano.

Foi realizado a técnica Dot-Blot para se confirmar a real presenga desta proteina, nas
fragdes obtidas na elui¢ao para as amostras 33, 35 e 50 ambas coletadas na etapa de eluigao.

Na Figura 25 foi possivel verificar as amostras que marcaram a presenca de NS1 pela

técnica Dot-Blot com membrana M-D-I e a eletroforese dessas amostras.

Figura 17 - (A) Descri¢do dos Dot-Blots visiveis na Membrana M-D-I, Letras: (C+) Controle

Positivo — Presenga de NS1 Recombinante; (C-) Controle Negativo — Sobrenadante L-15 sem

a presenca de NS1, Amostras 1° Ensaio com Corante PR-MX5B-QAE — Elui¢ao isocratica 30

min - Amostras que marcaram NS1: Amostras 29 a 36 referentes a etapa de eluicdo isocratica

coletadas a parti de 29 min. (B) SDS-PAGE 10% — Eluigao isocratica 30 min — Concentracao
de 0,35 mg/mL. Descri¢dao dos pocos da eletroforese: Padrao de baixo peso molecular — P,
Amostra Inicial — I (A5 de NS1-DENV2), Amostras 29 a 31 (Elui¢do — 29-31 min), 36 e 37

(Elui¢do — 36-37 min), Proteina de Referéncia Albumina — A.

(A) Ci C- (B)
L1 M-I Phophorylase p — 97 kDa --
Albumin — 66 kDa --

L-2

29 Ovalbumin Carbonic — 45 kDa ---
L-3

31 360 37

L-4 Anhydrase — 30 kDa ---
L-5 Trypsin inhibitor — 20,1 kDa ---
L-6 o - Lactalbumin — 14,4 kDa ---

P | 29 36 37 31 A
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Na Figura 25-A percebeu-se que, na etapa de elui¢cdo isocratica, a partir de 29 min de
ensaio cromatografico, as amostras 29, 31, 36 ¢ 37 marcaram a presenca de NS1. Nao foi
possivel verificar a presenga de NS1 em nenhuma outra amostra injetada até o final a Linha 6
(L-6) desta membrana. Com isso, pode-se destacar que o Corante PR-MX5B-QAE obteve
certa afinidade pela proteina NS1, uma vez que, foi identificado a presenca desta proteina em
4 amostras da etapa de elui¢do, com destaque na concentragdo obtida nos Dot-Blots da
amostra 36 e 37, destacando uma quantidade significativa de NS1, eluidas do corante nesta
etapa.

Diante disso, a partir da concentragdo das amostras que marcaram a presenga da
proteina NS1, foi possivel notar, na Figura 25-B, que ocorreu adsor¢ao de NS1 (destacado em
vermelho na Figura 25-B), nas amostras 29, 31, 36 ¢ 37. Sendo assim, quando comparado a
amostra inicial (AS), foi possivel perceber que neste ensaio foi possivel obter a proteina NS1

em maior concentracdo, com remoc¢ao parcial das proteinas presentes na amostra de injecao.

4.3.2.3 Amostra A5 — NSI DENV2 —Procion Red MX-5B — Eluicdo Isocratica 30 min —

Coluna C10/10 — Sistema de leito fixo convencional — Segundo Ensaio

Neste segundo ensaio, utilizaram-se as mesmas condigdes do primeiro, a fim de
comparar se o comportamento de adsorcdo neste tipo de ligante pseudobioespecifico
permaneceria o0 mesmo. O comparativo se faz necessario a fim de identificar nas diferentes
fases cromatograficas quais proteinas estariam sendo adsorvidas e eluidas sobre as mesmas
condi¢des. Portanto, neste segundo ensaio foi utilizado a mesma coluna do ensaio anterior,
com o volume de inje¢do de 1 mL.

A partir da ideia de comparar as corridas cromatograficas, procurou-se trabalhar com
30 min na eluigdo isocratica com 1M de NaCl. A etapa de lavagem apds a inje¢dao de 1 mL foi
cerca de 15 min, a vazdo utilizada foi de 1 mL/min. A Figura 26, demonstra o perfil
cromatografico obtido na corrida, utilizando a amostra A5 de NS1-DENV2 diluida 2x, com
concentragdo de 0,35 mg/mL, a fim de acompanhar o comportamento cromatografico

utilizando corantes pseudobioespecificos (PR-MX-5B-QAE) para adsor¢ao de NS1-DENV2.
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Figura 18 - (A) Amostra A5 de NS1-DENV2 diluida 2x — 2° Ensaio — Corante Procion Red
MX-5B — Elui¢ao isocratica 30 min - vazdo de 1 mL/min, inje¢do de 1,0 mL da amostra com
concentragdo de 0,35 mg/mL diluida em tampao Fosfato de Sodio pH 5,9 e eluicdo com
tampao Fosfato de Sodio pH 5,9 + 1M de NaCl. (B) SDS-PAGE 10% — Elui¢ao isocratica 30
min — Concentragdo de 0,35 mg/mL. Descri¢cdo dos pogos da eletroforese: Padrao de baixo
peso molecular — P, Amostra Inicial — I (A5 de NS1-DENV2), Amostras 10 a 16 (Lavagem),
32 a 38 (Elui¢do — 32-38 min), 47 a 54 (Final - Elui¢cdo — 47-54 min), Proteina de Referéncia
Albumina — A.

O
w
o

1(A) .

o e o
PO S VY
a o O
|

L E Re-Eq

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Concentracao (mg/mL)
oL o
o o -
o wm o

(B) Phophorylase p—97 kDa -
Albumin - 66 kDa ---

Ovalbumin Carbonic — 45 kDa ---
Anhydrase — 30 kDa --

Trypsin inhibitor - 20,1 kDa -

P I 10 11 121314 15 16 A 31 33 34 35 36 37 38

Phophorylase p—97 kDa —
Albumin - 66 kDa -—

Ovalbumin Carbonic — 45 kDa ---

Anhydrase — 30 kDa ---

Trypsin inhibitor - 20,1 kDa -

P | 47 48 49 50 51 52 53 54

Quando comparado os ensaios cromatograficos (1° e 2° ensaio), neste segundo houve
um aparecimento de um pico significativo de maior intensidade, que o primeiro ensaio, na
etapa de lavagem. Destaca-se que a partir de 30 min da corrida, houve somente a formacao de
2 picos na etapa de elui¢do somente. Nesta corrida ndo houve formacao de pico na etapa de
Re-equilibrio com o préprio tampao de adsor¢do (Fosfato de Sodio pH 5,9). Este fato deve-se
que a maioria das proteinas retidas na coluna, foram removidas na etapa de eluicdo, conforme

pode ser visto na Tabela 18, onde praticamente todas proteinas adsorvidas sairam na eluicao
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(41,85%).

Tabela 18 - Balango de massa por etapa — Eluigao Isocratica 30 min — A5 de NS1-DENV2 —

2° Ensaio
Etapa Massa (mg) Porcentagem (%)
Injegdo 0,405 100,00
Adsorc¢ao 0,000 0,00
Lavagem 0,227 55,93
Eluicao 0,170 41,85
Re-Equilibrio 0,000 0,00
Total 0,401 97,78

Analisando a eletroforese das amostras (Figura 26-B), o grafico obtido (Figura 26-A) e
o balango de massa (Tabela 18) foi possivel perceber a diferenga na intensidade dos picos,
para a etapa de lavagem com tampao Fosfato de Sédio pH 5,9 25 mM (Figura 26-B —
Amostras 10 a 16), quando comparamos com o 1° ensaio, onde obteve-se um pico de
concentracdo 0,14 mg/mL. No pico do 2° Ensaio (Figura 26-B), este apresentou uma
concentracdo de 0,30 mg/mL aproximadamente 2x maior do que o ensaio anterior. Isto
comprava-se pelo aparecimento de maior quantidade de albumina, destacado em amarelo na
Figura 26-B, ou seja, nesta condi¢ao grande parte da Albumina presente na amostra inicial
nao foi adsorvida, nas condi¢oes utilizadas. Neste contexto, também destaca-se a
possibilidade da NS1 presente na amostra inicial estar sendo adsorvida pelo corante.

Outro ponto a destacar, refere-se ao ndo aparecimento de proteinas na etapa de Re-
equilibrio (Tabela 18), uma vez que, as proteinas que haviam sido adsorvidas pela coluna,
foram removidas na etapa de eluicdo. Essa ¢ uma das vantagens em se trabalhar com fases
estacionarias sintetizadas (PR-MX5B-QAE) neste estudo, pois se exige condigdes mais
amenas para eluicdo de proteinas, quando comparado a utilizagdo de colunas de afinidade
bioespecificas e dessa maneira diminui as chances de causar danos na proteina dessorvida.

Nas amostras coletadas com a partir de 31 min na etapa de eluicdo com 1M de NacCl,
foi possivel perceber que somente na amostra 31 aparece uma banda leve de albumina
(destacado em amarelo na Figura 26-B), seguida por uma banda leve de proteina com peso
molecular préximo ao da NS1 (45-50 kDa) destacado em vermelho na Figura 26-B.

Neste ensaio foi possivel perceber bandas mais leves de albumina, a partir de 48 min,
referente ao segundo pico da etapa de eluicdo. Com isso foi possivel destacar que boa parte da
albumina presente na amostra inicial, ndo foi adsorvida pelo corante PR-MX5B-QAE, nestas

condig¢des, na etapa de lavagem e com isso pouca quantidade desta proteina ¢ perceptivel na
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eluicdo. Tais resultados demonstram também que o adsorvente corante PR-MXS5B-QAE
possui pouca afinidade com a albumina presente na amostra e identificou uma afinidade
relativa com a proteina NS1. Entretanto, foi necessario verificar a real presenca desta proteina,
nas fracdes obtidas na elui¢do através da técnica Dot-Blot (Figura 27-A).

Na Figura 27 foi possivel verificar as amostras que marcaram a presenca de NS1 pela
técnica Dot-Blot com membrana M-D-1I, M-C-I e a eletroforese dessas amostras. Na segunda
metade da quarta membrana (M-D-II), foram adicionadas em ordem as amostras restantes do
primeiro ensaio (amostra 53 até 60) e as amostras de 1 a 48 do segundo ensaio com este
corante. Neste caso o controle positivo (C+) e negativo (C-) utilizado na membrana (M-D-I) ¢
o mesmo da membrana (M-D-II), uma vez que, ambas reference a mesma membrana (M-D),
dividida na metade. No comego da terceira membrana (M-C-I), também foram adicionados

amostra do 2° Ensaio com corante PR-MX5B-QAE (Linha 1 e Linha 2).

Figura 19 - (A) Descri¢ao dos Dot-Blots visiveis na Membrana M-D-II, Letras: (E2) —
Amostras do 2° Ensaio com Corante PR-MX5B-QAE — Elui¢ao isocratica 30 min - que
marcaram NS1: Amostras 31, 53, 54 referentes a etapa de eluigdo isocratica coletadas a parti
de 31 min. (B) SDS-PAGE 10% — Elui¢ao isocratica 30 min — Concentracao de 0,35 mg/mL.
Descricdo dos pogos da eletroforese: Padrao de baixo peso molecular — P, Amostra Inicial — I
(A5 de NS1-DENV2), Amostras 31 (Eluigdo — ap6s 31 min), 53 (Elui¢do — apds 53 min),

Proteina de Referéncia Albumina — A.
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Na Figura 27-A percebeu-se que, na etapa de elui¢do isocratica, a partir de 31 min de
ensaio cromatografico, as amostras 31, 53 e 54 marcaram a presenca de NSI. Entretanto,
nota-se que essas amostras marcaram levemente a proteina de interesse, no Dot-Blot, tendo
em vista a baixa concentragdo desta proteina nesta amostra. Com isso, pode-se destacar que o

adsorvente obteve certa afinidade pela proteina NS1, uma vez que, foi identificado a presenca
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desta proteina em 3 amostras da etapa de elui¢do. A partir da analise a eletroforese das
amostras coletadas ao longo do perfil cromatografico (Figura 26-B), que somente a amostra
31, apresentou uma banda de proteina proxima a da NS1 (45-50 kDa). Com isso, através da
técnica Dot-Blot (Figura 3) foi possivel verificar a real presencga desta proteina nesta amostra.

Diante disso, a partir da concentracdo das amostras que marcaram a presenga da
proteina NS1, foi possivel notar, na Figura 27-B, que ocorreu adsor¢do de NS1 (destacado em
vermelho na Figura 27-B), nas amostras 31 e 53. Neste caso, quando comparado a amostra
inicial (AS), foi possivel perceber que neste ensaio foi possivel obter a proteina NS1 em maior
concentragdo, com remoc¢ao parcial das proteinas presentes na amostra de inje¢ao.

Assim como, nos ensaios com troca i0nica, os ensaios com a coluna Hitrap
Concanavalina A e corante PR-MX5B-QAE, ndo foi identificado a presenca de proteinas na
etapa de adsorcdo (loading), uma vez que a carga inicial de proteinas era baixa, devido a baixa
concentracdo das amostras de injecdo (média de concentragdo das amostras de injecdo na

coluna de 0,4 mg/mL).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel realizar a producao da proteina nao estrutural NS1 nativa
do virus do Dengue sorotipo I (NS-DENV?2), o qual resultou em amostras com concentragdes
diferentes, sendo necessario etapas de concentracdo da mesma, de modo que a etapa de
liofilizagao obteve maior concentragao das amostras.

A técnica de concentracdo utilizando a separacdo por peso molecular com Tubo Amicon
30 e 50 kDa se mostrou eficiente, quanto ao aumento da concentracdo da amostra. Contudo
observou-se que ndo ha uma separacdo total da NS1 para as demais proteinas presentes na
amostra bruta. Tanto nas centrifugacGes com a amostra Al, quanto na amostra A2, foi possivel
identificar a presenca de outras proteinas nas diferentes centrifugacdes. Outro fator a destacar, foi
que as amostras que apresentaram maiores concentracfes, obtiveram volumes baixos para se
trabalhar em sistemas cromatograficos.

Em relagdo aos ensaios realizados foi possivel perceber um melhor perfil de adsor¢ao
da NSI, através do uso de colunas de afinidade. Isto deve-se ao fato que estas se ligam
especificamente com a proteina de interesse (proteina-alvo), tendo em vista que, os ensaios
realizados com a coluna Hitrap Concanvalina A e com o corante PR-MX5B-QAE,
apresentaram uma maior retencdo da NS1, com remogdo parcial de proteinas presentes na
amostra inicial (A3 e A5 de NS1-DENV2). Diante disso, foi possivel destacar a utilizacao da
matriz de pseudobioafinidade (PR-MX5B-QAE) para retengdo da proteina nao estrutural NS1,
objetivando obter uma maior concentracdo desta proteina, pois conforme observado na
eletroforese das amostras que marcaram a presenga desta proteina pela técnica DB, na etapa
de eluicao, foi possivel identificar, que houve adsorcao desta proteina nas condi¢des utilizadas

Estudos realizados com cromatografia de troca idnica, para adsor¢do desta proteina,
identificaram os melhores resultados de adsor¢dao da NSI1, para os ensaios com a amostra A2
de NSI1-DENV2, em Gradiente Degrau 35 min (presenga de 6 amostras contendo a NS1 na
etapa de eluicdo — cerca de 50% das amostras eluidas da coluna) e Gradiente Linear 30 min
(presenga de 5 amostras contendo a NS1 — cerca de 40% das amostras eluidas). Entretanto,
nestas amostras existe a presenga de outras proteinas, tendo em vista que, as condigdes
utilizadas favoreceram a adsor¢do de praticamente todas as proteinas presentes na amostra
inicial, como por exemplo, a albumina. Com isso se faz necessario realizar estudos com

varia¢ao de pH e for¢a i0nica, com o objetivo de adsorver preferencialmente a proteina NS1.
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Salienta-se também neste trabalho as dificuldades encontradas em se trabalhar com
volumes baixos nas etapas cromatograficas, tendo em vista que, este volume baixo nao
permite que sejam realizados ensaios sucessivos com a mesma amostra, a fim de se otimizar
as condi¢des de adsorcao para proteina de interesse. Normalmente para melhores condigdes
de adsorcdo em ensaios cromatograficos, sdo realizados com estudos de variacdo de pH e
forca i6nica para averiguar quais desses parametros devem ser utilizados para se obter
significativa pureza da biomolécula de interesse. No caso deste trabalho o objetivo era
determinar um protocolo cromatografico para purificagdo da proteina NS1-DENV2 oriundas
de meio de cultivo de células infectadas de forma rapida e eficaz, o que apresentou perfils
interessantes a serem trabalhados em estudos futuros, quanto a aplicacdo de duas etapas

cromatograficas para purificacdo da NS1.
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ANEXO A - MEMBRANAS UTILIZADAS NA TECNICA DOT-BLOT (DB)

Primeira Membrana Dot-Blot (M-A)

Dot Blot (DB) das amostras coletadas nos ensaios em Gradiente Degrau 35 min e Linear 30
min, da amostra A2 de NS1-DENV?2 diltida 2x em Tampao Tris/HCI pH 8,0, em coluna
anidnica Hitrap QFF. Descri¢ao dos Dot-Blots Letras: (C+) Controle Positivo — Presenca de
NS1 Recombinante; (C-) Controle Negativo — Sobrenadante L-15 sem a presenca de NS1; Na
M-A-I, (A) Amostra bruta inicial A1 de NS1-DENV2; (B) Amostra A1 retida no filtro de 50
kDa [M50 (2)]; (C) Amostra A1 retida no filtro de 50 kDa [M50(4)]; (D) Amostra Al que
passou do filtro de 50 kDa [m50(4)]; (E) Amostra A1 que passou na 1° Centrifugagao do filtro
de 50 kDa [m50(1)] e ficou retida no filtro de 30 kDa [M50-30(1)]; (F) Amostra A1 que
passou na 4° Centrifugacao do filtro de 50 kDa [m50(4)] e ficou retida no filtro de 30 kDa
[M50-30(4)]; (G) Amostra A2 retida no filtro de 50 kDa [M50 (1)]; (H) Amostra A2 retida no
filtro de 50 kDa [M50 (2)]; (I) Amostra A2 que passou na 1° Centrifugacdo do filtro de 50
kDa [m50(1)] e ficou retida no filtro de 30 kDa [M50-30(1)]; (J) Amostra A2 que passou na 2°
Centrifugac¢do do filtro de 50 kDa [m50(2)] e ficou retida no filtro de 30 kDa [M50-30(2)]; (K)
Amostra Bruta inicial A2 de NS1-DENV2; (D-35) Amostras Gradiente Degrau 35 min -
Amostras que marcaram NS1. Na membrana M-A-II, Gradiente Degrau 35 min — Amostras
que marcaram NS1. Na M-A-II, (L-30) Amostras Gradiente Linear 30 min - Amostras que

marcaram NS1; (X) Nenhuma mostra injetada no Dot-Blot
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Segunda Membrana Dot-Blot (M-B)

Dot Blot (DB) das amostras coletadas nos ensaios em Gradiente Degrau 32 min e Gradiente
Degrau 35 min, da amostra A1 [M50 (1-5)] de NS1-DENV2 diluida 2x em Tampao Tris/HCI
pH 8,0, em coluna anionica Hitrap QFF. Descri¢ao dos Dot-Blots visiveis na Membrana M-B-
I e M-B-II, Letras: (C+) Controle Positivo — Presenga de NS1 Recombinante; (C-) Controle
Negativo — Sobrenadante L-15 sem a presenga de NS1; Na M-B-1, (D-32) Amostras Gradiente
Degrau 32 min - Amostras que marcaram NS1: (5) e (6) - Amostras 5 e 6 referentes a etapa de
lavagem (Pico 1) do 1° Ensaio com amostra A1 [M50 (1-5)] diluida 2x em Tampao Tris/HCI
pH 8,0 em Gradiente Degrau 32 min; Na membrana M-B-II, Gradiente Degrau 32 min —
Amostras que marcaram NS1: (19), (20) e (28) - Amostras 19 e 20 referente primeira etapa do
Gradiente Degrau 32 min e Amostra 28, referente a terceira etapaa do Gradiente Degrau 32
min; Na M-A-II, (D-35) Amostras Gradiente Degrau 35 min - Amostras que marcaram NS1:
(36) e (38) - Amostras 36 e 38 referentes ao inicio da etapa de lavagem (Pico 1), 2° Ensaio
com amostra A1 [M50 (1-5)] em Gradiente Degrau 32 min; (X) Nenhuma mostra injetada no
Dot-Blot;
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Terceira Membrana Dot-Blot (M-C)

Dot Blot (DB) das amostras coletadas no ensaio em Sistema FPLC, com Gradiente Linear 30
min, da amostra A3 de NS1-DENV?2 diltida 5x em Tampao Fostato de Sodio pH 5,9, em
coluna de afinidade Hitrap Concanavalina A. Descri¢cao dos Dot-Blots visiveis na Membrana
M-C-I e M-C-II, Letras: (C+) Controle Positivo — Presenca de NS1 Recombinante; (C-)
Controle Negativo — Sobrenadante L-15 sem a presenga de NS1; Na M-C-I, (ConA L-30)
Amostras Gradiente Linear 30 min - Amostras que marcaram NS1: (7) e (8) - Amostras 7 e 8
referentes a etapa de lavagem (Pico 1) do Ensaio com amostra A3 diluida 5x em Tampao
Fosfato de Sédio pH 5,9 em Gradiente Linear 30 min; Na membrana M-C-II, Amostras que
marcaram NS1: (27), (29) e (30) - Amostras 27, 29 e 30 sdo referentes ao inicio da etapa de
eluicdo (Pico 2) do Gradiente Linear 30 min; Amostra 40, coletada apds ao Pico 2 da eluigdo,

no intervalo de coleta de 2 em 2 min; (X) Nenhuma mostra injetada no Dot-Blot;
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Quarta Membrana Dot-Blot (M-D)

Dot Blot (DB) das amostras coletadas nos dois ensaios com a amostra A5 de NS1-DENV2
diluida 2x com tampao Fosfato de Sédio pH 5,9 25 mM, em Sistema de Leito Fixo
Convencional, com coluna C10/10 empacotada com corante Procion Red MX-5B, utilizando
Eluigao Isocratica de 30 min. Descrigao dos Dot-Blots visiveis na Membrana M-D-1 ¢ M-D-II,
Letras: (C+) Controle Positivo — Presenga de NS1 Recombinante; (C-) Controle Negativo —
Sobrenadante L-15 sem a presenga de NS1; Na M-D-I, Amostras 1° Ensaio com Corante PR-
MX5B-QAE — Eluic¢ao isocratica 30 min - Amostras que marcaram NS1: (29), (31), (36) e (37)
- Amostras 29, 31, 36 e 37 referentes a etapa de elui¢@o isocratica coletadas a parti de 29 min
do Ensaio com amostra A5 diluida 2x em Tampao Fosfato de Sodio pH 5,9; Na membrana M-
D-II, (E2) — 2° Ensaio com amostra A5 diluida 2x em Tampao Fosfato de Sédio pH 5,9 com
corante PR-MX5B-QAE - Amostra que marcou NS1: (31) - Amostra 31 referente a etapa de
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eluicdo isocratica coletadas a parti de 29 min do Ensaio com amostra A5 diluida 2x em

Tampao Fosfato de Sodio pH 5,9; (X) Nenhuma mostra injetada no Dot-Blot;
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