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Expressao e purificacio do complexo ZIKV NS2B-NS3
protease para triagem de candidatos antivirais

DOLCI, Isabela; NOSKE, Gabriela Dias; SILVA, Ellen Sousa; FERNANDES, Rafaela; OLIVA, Glaucius

isabela@estudante.ufscar.br

O virus Zika (ZIKV) & o agente causador da febre zika, uma doenca transmitida por mosquitos que se
tornou um problema de satde piblica em 2015/2016 nas Américas e principalmente no Brasil, onde
estava relacionado com os casos de microcefalia e sindrome de Guillain-Barré. O potencial do virus para
reaparecer causando novas epidemias esta sempre latente e, por conseguinte, hd uma necessidade urgente
de descoberta e desenvolvimento de tratamentos especificos contra a infecc3o viral, uma vez que ainda
ndo existem vacinas ou antivirais disponiveis. Os ensaios baseados em enzimas virais sdo estratégias Uteis
para testar grandes bibliotecas de compostos para inibidores de ZIKV. O dominio da protease NS3, que
requer NS2B como seu co-factor, é responsavel pela clivagem da poliproteina viral imatura nas proteinas
NS maduras, representando assim um alvo interessante para o desenvolvimento de medicamentos. (1) O
objetivo deste trabalho foi expressar, purificar e validar a atividade da protease recombinante da protease
de Zika Virus, ZIKV NS2B-NS3pro, para utiliza-la como alvo na busca de antivirais, por meio da avaliacdo
de grandes bibliotecas de compostos em ensaios de atividade enzimatica. (2) Para a obten¢do da protease
recombinante de ZIKV, foi utilizada uma construcdo contendo os residuos 45-96 do cofator NS2B ligados
covalentemente aos residuos 1-177 do dominio protease da NS3 por um linker rico em glicina [G4SG4].
O plasmideo utilizado, denominado gZIPro, contém ainda, uma regido codificante para uma cauda
6xHIS-tag e proteina de fusio SUMO ambos na por¢cdo N-terminal da proteina de interesse2. A enzima
foi expressa em bactéria e purificada por meio de cromatografia de niquel-afinidade e cromatografia
de exclusdo molecular. O ensaio enzimatico consistiu em medir a fluorescéncia liberada pelo substrato
BZ-NKRR-AMC quando ocorre a clivagem deste pela proteina. A reagdo foi montada em placas de
384 pogos, em tampdo de reacdo, contendo 5 nM da NS2B-NS3pro e 10 uM de Aprotinina, apés 15
min de incubacdo a 37°C, a reacdo foi iniciada com adicdo de substrato em uma concentracdo final
de 30 uM. DMSO 1% foi utilizado como controle negativo. A enzima foi obtida conforme descrito
e os resultados das etapas de purificacdo foram analisados por SDS-PAGE. A proteina foi obtida na
12 afinidade com tamanho esperado (29 kDa), separada da SUMO-6xHIS-tag por dialise e ao final da
cromatografia de exclusdo molecular, a NS2B-NS3pro foi obtida com pureza adequada e um elevado
rendimento final de aproximadamente 9 mg de proteina por litro de cultura bacteriana. A proteina
purificada teve sua atividade avaliada, constatando ser ativa e capaz de clivar o substrato peptidico,
atingindo niveis de fluorescéncia de 20.000 mAU. A atividade da aprotinina foi validada como inibidor,
mostrando-se altamente eficaz em inibir a atividade proteolitica da enzima, mantendo os niveis de leitura
proximos de 0. A protease recombinante de ZIKV foi expressa e purificada com rendimento suficiente para
os ensaios subsequentes. Sua atividade foi validada com o substrato peptidico e o inibidor Aprotinina,
dessa forma, validando o ensaio enzimatico que serd utilizado nas triagens de alta performance para
avaliacdo de grandes bibliotecas de moléculas.
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