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Resumo 

 

Utilização da levedura como sistema de produção de uma proteína da cápside de 

um novo norovirus canino 

Os norovirus (NoV) são actualmente reconhecidos como uma das causas mais 

comuns de surtos de origem alimentar de gastroenterite aguda e esporádica. Embora as 

vias de transmissão mais importantes sejam o contacto entre pessoas e o consumo de 

alimentos contaminados surgiu, ainda recentemente, a possibilidade de ocorrer também 

uma transmissão zoonótica.  

A descoberta de um novo NoV canino no norte de Portugal e o potencial risco de 

transmissão zoonótica motivaram a investigação da ecologia deste vírus. A inexistência 

do um teste serológico comercial e a sua importância para a pesquisa em curso levou-

nos a tentar implementar um ensaio imunoenzimático. Para implementar este ensaio são 

necessárias quantidades significativas de VLP’s (virus-like particles) para serem 

utilizadas como antigénios. A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente 

utilizada na produção de proteínas virais, incluindo proteínas da cápside. Assim, o 

objetivo deste trabalho foi utilizar o sistema de elevada expressão e baixo custo de S. 

cerevisiae para produzir a proteína da cápside do novo NoV canino, VP1 (que forma 

espontaneamente VLP’s), em quantidades suficientes para ser utilizada como antigénio 

no ensaio imunoenzimático. Com este objetivo, o gene VP1 foi inserido num vetor 

multicópia para expressão em levedura e a proteína foi fundida com um tag 6HIS no 

terminal C´. A inserção do tag 6HIS permite não só a deteção e quantificação da 

proteína recombinante por Western Blot, mas também, e sobretudo, a purificação da 

proteína VP1 num único passo por cromatografia de afinidade por metal imobilizado 

(IMAC). A produção da proteína VP1 na levedura foi otimizada para a estirpe e para as 

condições de crescimento e a purificação foi realizada por IMAC e analisada por 

coloração do gel com azul de Coomassie e Western Blot. O produto obtido corresponde 

a uma massa molecular esperada de 63 kDa e o rendimento obtido foi de 1,38 mg/g de 

peso húmido de levedura. As propriedades imunológicas da proteína recombinante 

VP1-6HIS foram avaliadas através da realização de um ensaio imunoenzimático e a sua 

antigenicidade demonstrada ao confirmar a serologia de várias amostras caninas. 

Encontram-se em curso estudos de microscopia eletrónica para avaliar se a proteína 

produzida é capaz de formar VLP’s.  

Em conclusão, neste trabalho implementamos um sistema rápido e eficiente para a 

produção e purificação da proteína VP1 da cápside do novo NoV canino.  

 



 



vi 

 

Abstract 

 

Using yeast as a production system of a new canine norovirus capsid protein 

Norovirus (NoVs) are now recognized as the most frequent cause of foodborne 

outbreaks of acute gastroenteritis and the most common cause of sporadic enteric 

illness. Though the most important modes of transmission are person-to-person contact 

and consumption of contaminated food, zoonotic transmission has been recently 

suggested. Several studies have found evidence of human infections by strains of cattle 

and infections of pigs for human NoVs.  

The discovery of a new NoV canine in the north of Portugal and the potential 

risk of zoonotic transmission compelled to explore the ecology of this virus. The 

absence of a commercial serological test VLP (virus-like particle)-based Enzyme 

Immunoassay (EIA) and its importance to the ongoing research has led us to implement 

an in-house EIA. To establish this assay, it was necessary a substantial number of 

VLP’s to be used as an antigen. The yeast Saccharomyces cerevisiae has been widely 

used for the production of viral proteins, including capsid proteins. Hence, the aim of 

this work was to use S. cerevisiae, as a cost-effective and high-level expression system, 

to produce sufficient amounts of the novel NoV capsid protein, VP1 (which self-

assembles into VLP’s), to be used as antigen in the in-house EIA assay. With this goal, 

the VP1 gene was cloned into a multicopy yeast expression vector and the protein was 

fused, at the C´ terminus, to a 6HIS tag. The 6HIS tag allows not only the detection and 

quantification of recombinant proteins in Western Blot, but also, and most importantly, 

to perform a one-step purification of VP1 by immobilized metal affinity 

chromatography (IMAC). The production of VP1 in yeast was optimized for the strain 

and growth conditions used and the purification performed by IMAC was analyzed by 

Coomassie blue staining of SDS-PAGE and Western Blot. The obtained product 

corresponded to an expected molecular weight of 63 kDa and the yield obtained was 

1,38 mg/g wet weight of yeast. The immunological properties of the recombinant VP1-

6His protein were evaluated by in-house EIA and its efficiency proved by confirming 

the serology of several canine samples. Studies of electron microscope are under way to 

evaluate if this VP1 is able to form VLP’s.  

In conclusion, in this work we present a fast and efficient system of production 

and purification of the canine NoV VP1capsid protein. 
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1.1. Norovirus 

Os norovirus são vírus RNA de cadeia simples com cápside icosaédrica, diâmetro 

de 27-30 nm (Koopmans e Duizer, 2004). 

Em 1929, Zahorsky descreveu pela primeira vez a “Hyperemesis hemis” ou “Winter 

vomiting disease”, como sendo uma doença caracterizada pelo aparecimento súbito de 

vómitos e diarreia (Zahorsky, 1929). Em 1972, Kapikian e colegas identificaram uma 

partícula viral por imunoelectromicroscopia (IME) em amostras de fezes prevenientes de 

um surto de gastroenterite ocorrido numa escola primária em Norwalk, EUA (Adler et al., 

1969; Kapikian et al., 1972). Através da análise dos anticorpos específicos de indivíduos 

infetados, foi demonstrado que a partícula viral era o agente etiológico do surto de 

gastroenterite de Norwalk. Assim, este vírus ficou conhecido por vírus Norwalk 

(Kapikian et al., 1972; Kapikian, 2000; Farkas et al., 2008). 

1.1.1. Classificação dos norovirus 

O vírus Norwalk e os vírus que foram sendo descobertos e que devido às suas 

semelhanças foram denominadas por “Norwalk - like virus” foram originalmente 

descritos como pertencendo às famílias Picornaviridae e Parvoviridae, com base no 

aspeto morfológico das partículas viricas por microscopia eletrónica. Entretanto, após 

análise de uma das suas proteínas estruturais foi proposta a sua integração na família 

Caliciviridae (De Palma et al., 2008). Em 1990, com a clonagem do genoma do vírus 

Norwalk confirmou-se a sua integração na família Caliciviridae, nome que deriva da 

palavra latina “calix” devido às depressões em forma de cálice observáveis na superfície 

da cápside (Atmar e Estes, 2001). Em 2002, o Comité Internacional de Taxonomia dos 

Virus (ICTV) que os vírus previamente denominados Norwalk-like ou SRSVs (small 

round structured viruses) fossem agrupados no género Norovirus (David e Szucs, 2003). 

Atualmente, a família Caliciviridae está dividida em quatro géneros: norovirus (ou vírus 

de Norwalk - NoV), vesivirus, lagovirus e sapovirus (Mayo, 2002), tendo recentemente 

sido sugerido mais um género, o becovirus (Oliver et al., 2006). 

A estirpe do NoV foi constituída com base na sequência nucleotídica do gene que 

codifica para a principal proteína da cápside, denominada VP1. Assim, foram designados 

três níveis de acordo com a identidade: estirpe (0 - 14,1%), genótipo (14,3 - 43,8%) e 

genogrupo (44,9 - 61,4%). Na estirpe de NoV, existem cinco tipos de genogrupos (GGI, 

GGII, GGII, GGIV, GGV), que posteriormente deram origem a pelo menos 28 grupos 
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genéticos ou genótipos (Zheng et al., 2006). Os genogrupos apresentam pelo menos mais 

de 60% da identidade nos aminoácidos da proteína VP1 e em cada agrupamento genético 

ou genótipo encontramos mais de 80% de identidade na sequência de nucleótidos 

codificantes para a VP1 (Green et al., 2000; Zheng et al., 2006). Os NoVs responsáveis 

por infeçoes em humanos, encontram-se associados aos genogrupos GGI, GGII e GGIV, 

enquanto os NoVs detectados em cães, por exemplo, pertencem ao grupo GGIV (tabela 1) 

(Martella et al., 2008). 

 

Tabela 1. Distribuição dos norovirus por genogrupos e genótipos segundo as diferentes 

espécies animais. 

 Norovirus  
 

 
Genogrupos e genótipos do norovirus  

Hospedeiro GGI GGII GIII GGIV GGIV 

Humano 1-8 1-10, 12-17  1  

Porco  11, 18, 19    

Gato   1,2   

Leão    2  

Cão    2  

Rato     1 

 

Os norovirus apresentam um elevado grau de variabilidade genética. Dentro do 

mesmo grupo encontramos uma variabilidade de 45 - 61% no gene que codifica para a 

cápside (VP1). Dentro do genótipo este gene difere 14 - 44% e dentro da mesma estirpe 

as diferenças no genótipo variam entre 0 - 14% (Zheng et al., 2006). A variação no 

genótipo para este vírus é elevada, mesmo em comparação com outros vírus de RNA. 

Este elevado grau de variabilidade é um fator que dificulta a imunidade a infeções por 

norovirus (Karst, 2010). 
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1.1.2. Genoma e replicação 

O genoma dos norovirus é constituído por RNA de cadeia simples, de polaridade 

positiva com um tamanho entre 7,5 - 7,7 kb. Este genoma apresenta três sequências 

codificantes (ORFs “open reading frame”) (Glass et al., 2000; Muller et al., 2007) (Figura 

1). A ORF1 na extremidade 5' representa cerca de 60% do genoma viral e codifica uma 

poliproteina (1789 aminoácidos) de massa molecular de 193,5 kDa; sofre clivagem 

proteolítica para produzir as proteínas não estruturais (Ettayebi e Hardy, 2003; Belliot et 

al., 2003; Karst, 2010). A ORF2 codifica a maior proteína estrutural da cápside VP1 

(Glass et al., 2000; Mesquita, 2010). A ORF3 localiza-se na extremidade 3' e codifica a 

proteína da cápside VP2. A cápside, com a sua estrutura tridimensional icosaédrica é 

constituída por 180 cópias da proteína VP1 organizadas em dímeros, e uma a duas cópias 

da proteína VP2 (Karst, 2010; Hardy, 2005). A estrutura da proteína VP1 varia entre 530 

e 555 aminoácidos correspondentes a uma massa molecular entre 53 e 63 kDa, 

respetivamente (Liu et al., 1999; Oliver et al., 2003). A proteína é constituída por dois 

domínios, o S (shell domain) conservado na região terminal N´ (225 aminoácidos), e o P 

(protruding) (226-522 aminoácidos) que envolvem uma região central variável (Hardy, 

2005; Prasad et al., 1999). O domínio P, pode ser subdividido em P1 e P2, sendo o 

primeiro formado pelos lados em forma de arco e o segundo localizado nos topos 

expostos (Karst, 2010, Khan et al., 2009). O domínio S do gene VP1 é uma região crítica 

na formação espontânea da cápside (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002) (figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Organização do genoma de norovirus em função das proteínas e dos domínios 

da cápside. O genoma inclui a ORF1 que codifica uma poliproteína que após clivagem de 

6 proteínas não estruturais, a ORF2 que codifica a proteína estrutural da cápside VP1 e a 

ORF3 que codifica a menor proteína estrutural VP2 [adaptado de (Khan et al., 2009)]. 

Poliproteina não estrutural  

ORF1 

       VP1    

ORF2 ORF3 

VP2  

Domínio S P1 P2 Subdomínio P2 

5' 3' 
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A proteína VP2 tem entre 208 e 268 aminoácidos correspondendo a um peso 

molecular entre 22 e 29 kDa, respectivamente. Embora a sua função ainda não esteja 

completamente esclarecida, pensa-se que a VP2 interage com o RNA genómico, 

facilitando a sua inserção na cápside durante a formação do virão (Green, 2007; Glass et 

al., 2003).  

A replicação do norovirus ocorre no citoplasma das células infetadas e a sua 

principal característica é a produção de RNA subgenómico pequeno, que abrange a 

extremidade 3' do genoma contendo o gene da cápside (Meyer et al., 1991). O RNA 

subgenómico é depois empacotado na partícula viral, sendo empacotado separadamente 

do virião contendo o genoma, visto que ambos podem ser separados por um gradiente de 

centrifugação (Thiel e Konick, 1999). O processo de maturação e libertação da partícula 

viral não está completamente esclarecido (Figura 2) (Green, 2007).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.3. Importância clínica 

Os são hoje considerados a principal causa dos surtos epidémicos de gastroenterite 

aguda transmitido pelos adultos e uma causa importante da gastroenterite esporádica em 

todos os grupos etários (Glass et al., 2009, Patel et al., 2009). Uma das características da 

infecção por norovirus é a dimenção dos sustos epidemios, sendo responsáveis por mais 

Figura 2. Replicação de um vírus de RNA (adaptado de www.scq.ubc.ca/viral-infection/). 

mRNA +  

Replicação 

RNA viral 

RNA viral 

Transcrição 

Proteínas 

RNA - 

Exocitose 

http://www.scq.ubc.ca/viral-infection/
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de 90% das gastroenterites virais e 50% dos surtos em todo o mundo (Lopman et al., 

2003; Reuter et al., 2005; Duynhoven van et al., 2005; Ike et al., 2006; Patel et al., 2009).  

Os NoVs são classificados como agentes biológicos de classe B devido à sua 

elevada infecciosidade e rápida transmissão entre humanos (Hutson et al., 2004; Estes et 

al., 2006). A propagação dos NoV é facilitada pelas infeções assintomáticas, imunidade 

de curta duração, baixa dose infetante (apenas 17 partículas viral), excreção viral durante 

a convalescença e presença continuada nas fezes mesmo após o desaparecimento dos 

sintomas. A transmissão do NoV é também difícil de controlar através das medidas 

sanitárias dos hospitais já que são vírus extremamente resistentes aos agentes físicos e 

qumicos. O NoV sobrevive a níveis elevados de cloro (até 10 p.p.m.) utilizados na 

desinfeção das águas e apresenta resistência a temperaturas extremas (congelamento e 

aquecimento a 60ºC) (Teunis et al., 2008; Patel et al., 2009). 

O NoV transmite-se de forma muito específica de pessoa-a-pessoa, o que propicia 

que casos primários se transformem em surtos após o consumo de alimentos 

contaminados (frutas, verduras, legumes frescos e frutos do mar ingeridos crus ou mal 

cozinhados), ingestão de água contaminada (de lagos, abastecimento de cidades, 

armazenada por navios, entre outros) (Estes et al., 2006; Patel et al., 2009). Vários 

estudos encontraram evidências de infeções humanas por estirpes bovinas (Widdowson et 

al., 2005) e infeções de porcos por NoVs humanos (Farkas et al., 2005; Wang et al., 

2005; Mattison et al., 2007). A possibilidade de ocorrência de estirpes de NoV 

recombinantes com virulência alterada é assim elevada. Em geral, a propagação zoonótica 

pode ocorrer indiretamente através da cadeia alimentar ou através do contacto direto com 

o animal (Meslin et al., 2000).  

 

1.2. Virus-like particles 

Virus-like particles (VLP’s) são partículas virais morfologicamente indistinguíveis 

dos viriões icosaédricos, mas desprovidas do material genético do vírus (RNA ou DNA 

viral). Sendo assim, as VLP’s não se conseguem replicar dentro das células, sendo não 

infeciosas (White et al., 1999; Lima e Mota, 2003).  

Os NoVs, não são cultiváveis em cultura celulare, e assim a produção de VLP’s 

ganhou importância na impossibilidade de obter vírus em quantidades sufucientes. As 
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VLP’s são constituídas muitas vezes por uma única proteína recombinante que compõe a 

estrutura da cápside e apresentam epítopos conformacionais (Lindesmith et al., 2003).  

Nos anos 90, a expressão da proteína da cápside de um vírus, formando VLPs em 

sistemas de produção de insectos foi considerada uma estratégia segura, com uma elevada 

resposta imune e sem riscos adicionais (Kirnbauer et al., 1993).  

A principal característica das VLP’s é a manutenção da estrutura viral, conservando os 

antigénios virais (proteína da cápside) as propriedades de ligação dos viriões para o NoV 

nativo, pelo menos em termos de associação aos hidratos de carbono (Karst, 2010). As 

VLP’s podem ser armazenadas a -20ºC por um longo período de tempo (mais de 6 meses) 

e resistem a condições adversas, como baixos valores de pH (Hunt et al., 2005), sem 

perder a sua função biológica, sendo uma característica favorável ao fabrico de vacinas 

com VLP’s (Karst, 2010).  

As VLP’s têm uma elevada quantidade de aplicações, tais como a terapia génica ou 

molecular (permitido o desenvolvimento de novos sistemas de vetores de transporte da 

molécula terapêutica até as células alvo), estudos de interações das proteínas com a célula 

hospedeira, tais como a identificação de recetores celulares (Hutson et al., 2003; White et 

al., 1996) e a aplicação em métodos de diagnóstico (Mena et al., 2005). O principal 

método de diagnóstico é o ensaio imunoenzimático (ELISA) que é capaz de detectar o 

antigénio viral, utilizando o soro obtido pela imunização com as VLP’s recombinantes em 

ratos, coelhos, entre outros. Os soros hiper-imunes demonstraram ser altamente 

específicos para estirpes homólogas de NoV pertencentes ao mesmo genótipo (Graham et 

al., 1994). 

O desenvolvimento de vacinas com VLP’s estimula a formação de anticorpos pelo 

sistema imunitário de forma eficiente e sem o risco de infeção ou oncogénico (Bundya e 

Swartz, 2011). As vacinas constituídas por VLP’s apresentam a vantagem do baixo custo, 

elevada estabilidade, elevada eficácia necessitando de doses mais baixas de antigénio em 

relação às vacinas atenuadas (Noad e Roy, 2003; Zheng et al., 2006; Patrick et al., 2008; 

Hutih et al., 2010). 

Nos últimos anos, as VLP’s têm sido amplamente utilizadas na nanotecnologia 

(Mena et al., 2005), com a possível formação de nanoparticulas magnéticas na qual se 

encontram ligados os antigénios com o agente terapêutico (VLP’s), de modo a reconhecer 

as células infetadas. Esta nova tecnologia permite uma melhor eficiência e especificidade 

da ação da molécula terapêutica, quer na produção de novos fármacos, com atuação 

apenas nas células alvo (Perez et al., 2003). Assim, a construção destas nanoparticulas 
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apresenta vantagens relativamente à transferência de genes. Estas nanoparticulas 

permitem manter as propriedades específicas dos vírus no que se refere à capacidade de 

entrar em células específicas e transferir as VLP’s (Costa et al., 2007).     

 

1.3. Produção de Virus-like particles 

1.3.1. Sistemas de produção de Virus-like particles 

A formação de VLP’s pode ocorrer apenas a partir da expressão da proteína da 

cápside VP1 que forma a estrutura tridimensional. Os sistemas de produção devem 

permitir a obtenção das proteínas recombinantes em elevada concentração, de modo a 

maximizar a sua agregação em VLP’s (Bundya e Swartz, 2011).  

As proteínas recombinantes que levam à formação de VLP’s podem ser expressas 

em diversos sistemas, como em bactérias, insetos, leveduras, mamíferos ou plantas. A 

qualidade, funcionalidade, rapidez de produção e rendimento da proteína são fatores 

importantes a ter em conta na escolha do sistema de expressão (Baneyx e Mujacic, 2004). 

Nas bactérias a expressão das proteínas virais é simples e com um elevado 

rendimento. No entanto, não se verifica a formação da estrutura tridimensional da 

proteína que permite a formação das VLP’s. Tal pode dever-se à não ocorrência em E. 

coli de processos de glicosilação ou de modificações pós-tradução, por vezes essenciais à 

formação da estrutura secundária, terciária e quaternária (Daly e Hearn, 2005). 

A produção de VLP’s em insetos, assim como em mamíferos, apesar de ser eficaz é 

demorada e relativamente cara. Por outro lado, o rendimento das proteínas recombinantes 

para algumas estirpes de NoV é baixo e em alguns casos, a estrutura das VLP’s não chega 

a formar-se (Xia et al., 2007).   

A expressão de VLP’s na levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta vantagens 

na produção, custo, eficácia e adaptação do crescimento a fermentadores de larga escala. 

Adicionalmente, a probabilidade de contaminação destas culturas por toxinas ou vírus 

infeciosos é baixa em comparação com sistemas de produção de bactérias e células de 

mamífero (Park et al., 2008). Representa, assim, um sistema eficiente no 

desenvolvimento de testes de diagnóstico, dado nestes testes ser necessária uma 

quantidade substancial de VLP’s (Park et al., 2008). 

Os sistemas eucariotas, como o da levedura S. cerevisiae, apresentam em relação às 

bactérias a vantagem das proteínas intracelulares sintetizadas poderem ser secretadas para 
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o meio extracelular (Gellison et al., 1992; Daly e Hearn, 2005). No entanto, algumas 

proteínas glicosiladas funcionam sem o carbohidrato, como por exemplo o interferão, 

podendo desta forma ser produzidas em bactérias (Rinderknecht et al., 1984). As 

principais vantagens da utilização de leveduras, encontram-se resumidas na tabela 2 

(Demain e Vaishnav, 2009).  

Tabela 2. Vantagens da utilização de sistemas de expressão de levedura. 

- Alto rendimento 

- Estirpes com elevada estabilidade em processos fermentativos 

- Custo efetivo baixo 

- Rápido crescimento em meios quimicamente definidos 

- Processamentos celulares conservados com os mamíferos 

- Produção de proteínas com ligações ricas em pontes bissulfureto 

- Assistência ao enrolamento proteico 

- Capacidade de glicosilar as proteínas 

 

Até à data já foram expressas em levedura mais de 30 proteínas da cápside e do 

invólucro de diferentes vírus. As proteínas expressas dos diferentes vírus, depois da 

agregação em estruturas altamente organizadas formando a estrutura tridimensional, 

conduziram à formação espontânea das VLP’s (Deml et al., 2005). As VLP’s 

recombinantes derivadas de vários vírus expressas em leveduras, quando administradas 

por via oral a ratos, coelhos, cães e gado bovino induzem uma resposta imune 

significativa, prevenindo infeções causadas por estes vírus (Xia et al., 2007) (Mandic e 

Vujkov, 2004; Villa, 2003). Alguns exemplos de sucesso de produção de VLP’s a partir 

de uma proteína víral, foram o da hepatite B (HBV) em 1986, e o do vírus do papiloma 

humano (HPV) em 2006. A produção de HPV em levedura esteve na base da primeira 

vacina no mercado contra o cancro cervical (único cancro 100% atribuído à infeção por 

vírus), e contra HIV (vírus humano imunodeficiente) (em ensaios clínicos na Bélgica) 

(Peixoto et al., 2007). Assim, concluímos que o sistema de expressão da levedura é 

seguro, simples e eficaz na produção de VLP`s capazes de ativar a resposta imunogénica 

(Xia et al., 2007). 
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1.3.2. Estratégias de clonagem e purificação  

1.3.2.1. Estratégias de clonagem 

Atualmente existem dois grandes sistemas de clonagem, a clonagem clássica e as 

novas abordagens que envolvem técnicas de recombinação homóloga do DNA. A 

clonagem clássica envolve a inserção de DNA em vetor com recurso a enzimas de 

restrição e a uma enzima ligase, de modo a ligar as extremidades livres do DNA e a 

formar um vetor recombinante. Estas enzimas clivam e digerem as regiões dentro das 

sequências de DNA, originando na maioria dos casos extremidades coesivas permitindo 

assim inserção dos genes nos vetores. Assim, é imprescindível a digestão tanto dos 

vetores como dos genes com enzimas que formem extremidades compatíveis (Hunt, 

2005). Tal clonagem apresenta dificuldades na ineficiência de digestão dos vetores e dos 

produtos de PCR devido a uma disponibilidade limitada dos locais de restrição (Hunt, 

2005).   

Nos últimos anos, vários sistemas de clonagem tentaram contornar as limitações 

associadas aos sistemas tradicionais de construção de vetores. O sistema mais utilizado é 

o da Gateway (Hartley et al., 2000), baseado na recombinação do bacteriófago lambda 

para facilitar a transferência de sequências de DNA entre dois vetores (Landy, 1989; 

Alberti et al., 2007). Esta recombinação ocorre através das sequências específicas 

designadas locais de attachment (att) (attL, attR, attB e attP), presentes na bactéria e no 

bacteriófago, e catalisada por uma mistura de enzimas (clonase LR e BP) tornando a 

reação eficiente rápida, direcional e específica (Alberti et al., 2007). Este sistema permite 

transferir uma ou mais sequências de DNA para vetores múltiplos em reações paralelas 

mantendo a orientação e a fase de leitura, eliminando a necessidade de re - sequenciação. 

A única limitação reside no facto de esta técnica necessitar de preparação específica dos 

vetores de expressão (inserção dos locais att) (Walhout et al., 2000; Alberti et al., 2007). 

A escolha do vetor de expressão adequado depende do hospedeiro e da 

aplicabilidade das proteínas recombinantes. Nas leveduras, os principais vetores 

existentes para a expressão proteica são os integrativos, os centroméricos e os epissomais 

ou 2 µm. Os integrativos replicam integrando-se por recombinação homóloga no genoma 

da célula hospedeira, levando normalmente à inserção de apenas uma cópia do plasmídeo 

na levedura, e sendo mais estáveis. Os centroméricos (YCp) são plasmídeos com 

replicação autónoma, com uma sequência centromérica responsável pelo baixo número de 

cópias. Os plasmídeos epissomais, contêm o plasmídeo selvagem da levedura (o 2 µm 
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inteiro ou sequências que servem de origem de replicação, ORI, derivadas do 2 µm), 

permitindo a presença de um número elevado de cópias e de uma frequência elevada de 

transformação das leveduras (Brown, 2006; Sopko et al., 2006).  

1.3.2.2. Estratégias de purificação  

A purificação proteica é geralmente a parte mais complexa da produção proteica. 

Esta purificação pode ser realizada por diferentes métodos de concentração ou 

cromatografia. Nos métodos de concentração podemos utilizar, por exemplo, a 

precipitação com sais inorgânicos, solventes orgânicos, ou polímeros, assim como a 

ultracentrifugação (Baneyx et al., 2004). Na purificação por cromatografia em gel de 

filtração (separação pela massa molecular utilizando géis com um grau de porosidade 

definida), a separação das proteínas não requer o gasto de energia, sendo os sistemas 

simples de otimizar e com altas taxas de recuperação. No entanto, não permitem a 

purificação de grandes quantidades de amostras (1 - 2% do volume total da coluna), e 

apresenta problemas de diluição da proteína para a eluição purificada (Patrick et al., 

2008). 

A purificação por cromatografia de troca iónica, baseia-se na carga da proteína que 

estamos a tentar isolar. Se esta possuir carga positiva, a solução deve passar por uma 

coluna com carga negativa (impedindo a passagem das proteínas com carga positiva). A 

afinidade da proteína depende do pH do meio (dado este alterar a carga das proteínas), da 

temperatura, da força iónica, da natureza do tampão entre outros. Na eluição é utilizada 

uma solução com elevada concentração de sal, que compete com a ligação da proteína a 

coluna. A remoção do sal tem de ser realizada por diálise (Alberts et al., 2002).  

As purificações em cromatografia de absorção baseiam-se na capacidade de 

algumas proteínas se unirem de forma não covalente com outras moléculas (ligando), 

localizados numa matriz de uma coluna adsorvente. Na ligação das proteínas, intervêm as 

forças de van de Waals, ligações de hidrogénio ou interações eletrostáticas (Silva et al., 

2000; Patrick et al., 2008). 

A cromatografia de afinidade baseia-se nas funções biológicas da proteína que se 

liga à coluna. Este é um método muito eficiente de purificação, uma vez que se baseia 

numa especificidade biológica da proteína que se pretende analisar, tal como a afinidade 

de uma enzima a um substrato (Alberts et al., 2002).  
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As propriedades proteicas diferem muito de uma proteína para outra, o que exige a 

otimização da técnica de purificação para cada proteína, acarretando desvantagens em 

termos económicos. A aplicação de tags de afinidade nas proteínas recombinantes 

permite não só a deteção da proteína mas sobretudo a purificação num único passo, 

resultando num produto final com uma elevada pureza. Os tags trazem vantagens 

adicionais, como a prevenção da proteólise (Tang et al., 1997), facilita a renaturação das 

proteínas (Shi et al., 2005; Sun et al., 2005), fornece proteção antigénica à proteína de 

fusão (Mayer et al., 2004) e pode aumentar a solubilidade (Chen et al., 2005; 

Nallamsetty, 2005). Como desvantagens, os tags podem interferir na conformação da 

proteína (Chant et al., 2005), levando a uma alteração da atividade biológica (Fonda et 

al., 2002) ou à toxicidade (Vries et al., 2003), dependendo da localização dos 

aminoácidos do tag (Bucher et  al., 2002). A purificação de proteínas com tags baseia-se 

tipicamente nas características físicas resultantes da interação entre o tag e um ligando de 

cada proteína recombinante (como a estabilidade e hidrofobicidade), do sistema de 

expressão, bem como da aplicação da proteína purificada. Os tags mais comumente 

utilizados são: as polihistidinas (HIS), a glutationa S-transferase (GST), a proteína verde 

florescente (GFP) e Maltose Binding Protein (MBP) (Terpe, 2003).  

Os tags de HIS são atualmente os mais utilizados na purificação de proteínas 

recombinantes, sobretudo porque são pequenos e raramente interferem com a função, 

atividade ou estrutura proteica. Os tags são compatíveis com o uso de desnaturantes como 

a ureia. O facto de o tag ser pequeno (3 - 8 histidinas) faz com que a remoção do tag não 

seja necessária ao contrário de outros tags maiores. Os tags de polihistidina apresentam 

uma elevada afinidade para quelatos de níquel e outros iões metálicos imobilizados num 

suporte sólido (por exemplo, Cu
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

 ou Co
2+

) (Hage, 1999; Rubio et al., 2005).  

A técnica de cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC) é o método 

mais comum na purificação de proteínas com o tag de polihistidina. A purificação 

proteica por IMAC foi descrita por Poroth e colaboradores (Poroth et al., 1975). Esta 

metodologia consiste na formação de um complexo entre um ião metálico e um agente 

quelante imobilizado que atua em função das interações dos resíduos de aminoácidos, 

principalmente de histidina (Porath, 1992). Consequentemente, a proteína ligada ao tag de 

polihistidina vai ligar-se seletivamente ao ião metálico enquanto outras proteínas 

celulares não se vão ligar, ligam-se de forma fraca, podendo ser removidas com tampões 

contendo competidores para o níquel. 
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As proteínas com tags de HIS apresentam maior afinidade para os iões Ni
2+

, mas a 

intensidade de ligação pode ser afetada pela extensão do tag, pela posição do tag (na 

extremidade terminal N´ ou C´) e pelo pH dos tampões
 
(Hage, 1999). Esta estratégia 

permite a purificação de proteínas com diferentes características, numa só etapa 

cromatografia, com elevada rapidez, com um elevado grau de pureza, um alto rendimento 

(superior a 90%) e reduzidos custos de produção (Arnold, 1991; Arnau et al., 2006). 

 

1.4. Objetivos do trabalho 

Em 2007, a pesquisa de NoVs em cães levou à descoberta de um novo norovirus 

canino (Mesquita et al., 2010). Esta descoberta, motivou o estudo deste vírus nesta 

espécie animal e também a avaliação do seu potencial zoonótico, dado tratarem-se de 

animais de companhia, com um contacto próximo do humano. A transmissão zoonótica 

tem ganho relevância junto da comunidade científica sobretudo depois da recente 

pandemia do subtipo de Influenza A (vírus H1N1), que resultou da recombinação de 

estripes animais e humanas (Smith et al., 2009). A inexistência de um ensaio 

imunoenzimático comercial para detecção de anticorpos contra NoV canino esteve na 

base da presente tese. Para o desenvolvimento deste tipo de ensaio é necessária uma 

quantidade significativa da proteína viral da cápside VP1 (que forma espontaneamente 

VLP’s) para serem utilizadas como antigénios. Neste trabalho, uma vez que os NoVs não 

são cultiváveis, utilizou-se a levedura como sistema de expressão da proteína viral VP1, a 

utilizar no ensaio imunoenzimático. Assim, foram objetivos deste trabalho: 

 Clonagem do gene VP1 fundido com um tag (6HIS) no vetor de expressão 

pAG426GAL; 

 Transformação da levedura S. cerevisiae com o vetor de expressão pAG426GAL-

VP1 e seleção em meio seletivo; 

 Análise da expressão da VP1 por Western Blot; 

 Otimização das condições de crescimento (temperatura e fonte de carbono) para a 

obtenção de um melhor rendimento de produção; 

 Purificação da proteína VP1 através do tag 6HIS por IMAC; 

 Caracterização da proteína VP1 purificada quanto à sua antigenicidade em ensaios 

imunoenzimáticos. 
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     CAPÍTULO II  

Material e Métodos  
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2.1. Estirpes e condições de crescimento 

Foram utilizadas neste estudo quatro estirpes de S. cerevisiae e uma de E. Coli, 

cujos genótipos estão representados na tabela 3.  

 

Tabela 3. Genótipos das estirpes de S. cerevisiae e E. Coli usados neste estudo. 

 

Estirpes de S. 

cerevisiae 

Genótipo 

W303 1-A 
MATa, leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-

11,15 

By4743 
MATa/MATα his3Δ 0/his3Δ 0; leu2Δ /leu2Δ 0; met15Δ 

0/MET15; LYS2/lys2Δ 0; ura3Δ 0/ura3Δ 0 

CG379 MATα, ade5, his2, leu2-112, trp1-289, ura3-52 

W303-1B pep4∆ 
MATα, leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-

11,15 pep4::HIS3 (Marques, et al., 2006) 

Estirpe de E. coli  

DH5α (NEB) 
FhuA2∆(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80∆(lacZ)M15 

gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 
 

 

2.2. Meios de cultura e condições de crescimento 

As estirpes não transformadas da levedura S. cerevisiae foram cultivadas no meio 

de cultura YPD (Yeast Peptone Dextrose), composto por 2% (p/v) glucose (Sigma-

Aldrich), 1% (p/v) bactopeptona (Oxoid) e 1% (p/v) extracto de levedura (Oxoid). As 

culturas foram incubadas a 30ºC com agitação constante de 170 r.p.m.  

As estirpes de levedura transformadas com o vetor vazio pAG2426GAL e o 

plasmídeo com o gene que codifica para a proteína da cápside (VP1), pAG426GAL-VP1, 

foram incubadas em meio de cultura mínimo seletivo de glucose, composto por 2% (p/v) 

glucose, 0,17% (p/v) YNB (yeast nitrogen base) (Difco) e 2% (p/v) sulfato de amónio 

(Landilab). Para a indução da expressão da cápside (o plasmídeo contém o promotor 

indutível GAL10), no meio anterior, a glucose foi substituída por 2% (p/v) de galactose 

(Sigma-Aldrich). O meio foi suplementado com uma mistura de aminoácidos (50g/ml; 

Sigma-Aldrich) (sem uracilo, marca de seleção do plasmídeo), para satisfazer os 

requisitos auxotróficos da estirpe.  
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Para a indução da expressão da proteína da cápside, as estirpes foram incubadas no 

meio de cultura contendo 1% (p/v) galactose, 0,17% (p/v) YNB, 2% (p/v) sulfato de 

amónia, 1% (p/v) rafinose (Sigma-Aldrich) e 3% (p/v) glicerol (Sigma-Aldrich), a 28ºC 

com agitação constante de 170 r.p.m. até uma DO6000,5-0,6 (1-2x10
7
células/ml fase 

máxima de produção das proteínas recombinantes). 

O crescimento de E. coli foi realizado em meio de cultura LB (Luria Broth) 

contendo 1,0% (p/v) bactopeptona, 0,5% (p/v) extrato de levedura, 0,5% (p/v) cloreto de 

sódio, a pH 7,0. No caso dos meios sólidos, foi adicionado ao meio anterior 2% (p/v) agar 

(Oxoid). 

 

2.3. Transformação de S. cerevisiae  

A transformação foi feita segundo Gietz e Schiestl (2007). Resumidamente, um pré-

inoculo da cultura foi diluída em meio de YPD e a cultura incubada até atingir uma DO600 

= 0,5 (1-2x10
7
) células/ml. As células foram recolhidas e lavadas duas vezes com água 

destilada estéril. Adicionou-se ao pellet uma mistura contendo 240 µl da solução estéril 

de PEG (polietileno glicol) contendo 50% (p/v) PEG-4000, 36 l de acetato de lítio (1,0 

M, pH 7,5), 50 µl de DNA de cadeia simples (2,0 mg/ml
-1

) previamente preparado (ciclos 

de 5 min em água fervente e gelo) e 7 µl de DNA plasmídico. De seguida, a suspensão 

celular foi colocada num banho a 42ºC, sem agitação, durante 30 min. As células foram 

recolhidas, ressuspensas em água estéril e plaqueadas em meio glucosado seletivo (sem o 

aminoácido uracilo). As placas foram incubadas numa estufa a 30ºC durante 3 dias.  

 

2.4. Construção do vetor de expressão da proteína da cápside 

(pAG426GAL-VP1) 

A construção do vetor de expressão em levedura da proteína VP1 realizou-se 

utilizando o sistema de clonagem da Gateway (Invitrogen; Hartley, Temple et al., 2000), 

composto por duas reações. A reação BP que medeia a inserção de um produto de PCR 

(reação em cadeia da polimerase) contendo o gene de interesse flanqueado pelas 

sequências attB no vetor pDONR222, criando o designado vetor de entrada. A reação LR 

medeia a passagem do gene de interesse do vetor de entrada para o vetor de destino 

criando assim o vetor de expressão desejado. 
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2.4.1. Construção do vetor de entrada (pDONR222-VP1)  

Amplificação do gene VP1 flanqueado pelos locais de recombinação attB  

O desenho dos primers específicos para a amplificação do gene VP1 foi baseado na 

sequência de RNA do norovirus disponível no GenBank (nº de acesso GQ443611.1). Os 

primers são constituídos pela sequência homóloga à região inicial ou terminal do gene a 

amplificar juntamente com as sequências attB1 e attB2 necessárias para a clonagem por 

recombinação da Gateway e foram desenhados seguindo as instruções do fabricante. De 

forma a fundir um tag de 6HIS no terminal C´ da proteína VP1, a sequência codificante 

para as 6 histidinas foi incluída na sequência do primer reverse imediatamente antes do 

codão stop de tradução 

5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACCATGTTCTACCGCAGATTACTG

CG3’ e o primer reverse (RDV (HIS6)): 5’GGGGACCACTTTGTACAAGAA 

AGCTGGGTCCTAATGATGATGATGATGATGAAGAATCTACATTTCACAG3’ 

(Figura 3). Os primers apresentam uma Tm (Temperatura de desnaturação) de respectivamente 

85,4 e 90,8ºC. 

 

 

 

 

 

Preparação dos produtos de PCR 

 A reação de amplificação PCR, usando os primers específicos indicados na secção 

anterior, consiste num ciclo de 95ºC durante 1 min, seguido por 30 ciclos de 95ºC durante 45 

seg, 52ºC durante 45 min e 72ºC durante 2 min, seguido pelo um ciclo de extensão a 72ºC durante 

10 min.  

Figura 3. Representação esquemática da estrutura dos primers. Primers desenhados 

para a inserção das sequências att (representadas a preto) necessárias para a clonagem do 

gene VP1 (representado a vermelho) pelo método da Gateway, assim como para a 

inserção da cauda de 6 histidinas (6HIS) (representada a verde). 
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A reação de PCR foi realizada com a enzima Taq DNA Polimerase (Sigma-

Aldrich). A mistura de PCR realizada é apresentada.  

Análise eletroforética  

Na análise dos fragmentos de DNA utilizou-se o gel de agarose 0,8%, em tina 

horizontal. A cada amostra adicionou-se tampão da amostra (Invitrogen). As amostras 

foram corridas no gel juntamente com um marcador de massa molecular (TrackIt
TM 

1 Kb 

Plus DNA Ladder, Invitrogen). A eletroforese foi realizada a 100 V em tampão TAE 

contendo 2,42% (p/v) Tris, 0,57% (p/v) ácido acético, 18,6% (p/v) EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético), a pH 7,6. O gel foi corado com brometo de etídeo (imersão 

numa solução de 0,5µg/ml durante 20 min) e posteriormente visualizado num 

transiluminador (Molecular Imager_Gel Doc
TM 

XR, With Image Lab
TM 

Software da 

BioRad). 

Recuperação do DNA do gel de agarose 

 A recuperação do produto de PCR do gel de agarose foi realizada por excisão, 

com um bisturi, da banda (contendo o tamanho de 1744 pb) visualizada por exposição à 

luz ultra-violeta. A purificação do produto de PCR da agarose foi realizada utilizando um 

kit comercial e seguindo as instruções do fabricante (QIAquick Gel Extraction, Qiagen). 

Recombinação entre os sítios attB e attP (reação BP) 

A reação BP leva à recombinação dos sítios attB do fragmento linear do produto 

de PCR com os sítios attP do plasmídeo pDONR222. A recombinação resulta na entrada 

do gene VP1 no pDONR222 e saída simultânea do gene de seleção cccd (denominando-

se vetor de entrada). A reação BP foi realizada utilizando o kit Gateway® BP Clonase II 

Enzyme Mix (Invitrogen) e otimizada para reduzir o volume total de reação de 20 µl para 

5 µl. Num microtubo de 1,5 ml foram adicionados 3 µl do produto de PCR, 1 µl do vetor 

pDONR221 e 1 µl da mistura de enzima BP clonase II (Invitrogen). A mistura de reação 

foi homogeneizada e incubada sem agitação durante aproximadamente 12 horas, a 25ºC. 

Seguidamente, a reação foi terminada adicionando 1 µl de Proteinase K (2µg/µl) e 

incubando a 37ºC durante 10 min. 
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Transformação de E. coli DH5  

A transformação de células competentes de E. coli DH5  (NEB-5alpha) (Sigma-

Aldrich) (sensíveis ao produto do gene ccdB) foi feita de acordo com as instruções do 

fabricante, mas com redução do volume final. Resumidamente, colocou-se 30 µl de 

células competentes num microtubo de 1,5 ml, adicionou-se 4 µl da mistura previamente 

preparada da reação BP e incubou-se 30 min no gelo. Seguidamente, incubou-se num 

banho a 42ºC durante 30 segundos rigorosamente e colocou-se 5 min no gelo. A cada 

tubo adicionaram-se 300 µl de meio SOC (Super Optimal broth with Catabolite 

repression; Invitrogen) e colocado a incubar durante 1 hora a 37ºC com agitação de 250 

r.p.m. Seguidamente, 200 µl desta suspensão foram plaqueados em meio de LB-agar 

suplementado com o antibiótico canamicina e as placas foram incubadas durante 24 horas 

a 37ºC. O crescimento seletivo dos transformantes contendo o vetor de entrada ocorre 

devido ao facto de apenas as bactérias que integram o vetor de entrada serem capazes de 

crescer, já que as bactérias que integram o vetor pDONR222 não são capazes de crescer 

devido à manutenção do gene ccdB. 

 

Extração e confirmação dos clones recombinantes  

 

Os transformantes selecionados aleatoriamente foram crescidos em meio de LB 

líquido com canamicina durante aproximadamente 12 horas, a 37ºC. A extração do DNA 

plasmídico foi feita utilizando um kit comercial (QIAprep Spin Miniprep, Sigma).  

A confirmação da correta criação do vetor de entrada foi feita por análise do padrão 

de restrição. Num microtubo adicionaram-se 7,7 µl do DNA extraído, 1 µl de tampão da 

enzima, 1 µl de BSA (Bovine Serum Albumin) e 0,2 µl de enzima AflII. A mistura foi 

incubada durante 2 horas a 37ºC. Posteriormente, as amostras foram corridas em gel de 

agarose como descrito anteriormente. 

 

2.4.2. Construção do vetor de expressão (pAG426GAL-VP1)  

Recombinação entre os sítios attL e attR (reação LR) 

A reação LR envolve a recombinação entre os sítios attL (do vetor de entrada, 

criado na reação BP) e os sítios attR (vetor de destino). O vetor de destino utilizado foi o 

pAG426GAL (Alberti et al., 2007). A reação LR foi realizada utilizando o Kit da 

Gateway LR Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen). Em cada microtubo de 1,5 ml 

http://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
http://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
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adicionaram-se 2 µl da mistura de DNA (vetor de entrada), 2 µl do plasmídeo 

pAG426GAL e 1 µl da mistura de enzima LR clonase II. A mistura foi devidamente 

homogenizada e incubada a 25ºC durante aproximadamente 12 horas. A reação foi 

terminada pelo tratamento com 1 µl de Proteinase K a 37ºC durante 10 min tendo-se 

realizado, seguidamente, uma nova transformação de E. coli DH5 . O crescimento dos 

transformantes realizou-se em placas com meio de LB agar com ampicilina, a 37ºC 

durante 24 horas.  

Transformação de E. coli DH5  

A transformação de células competentes de E. coli DH5  com a mistura da reacção 

LR realizou-se como descrito na secção, excetuando o facto da suspensão celular ser 

plaqueada em meio de LB-agar suplementado com o antibiótico ampicilina. A extração 

do DNA plasmídico realizou-se utilizando um kit comercial (QIAprep Spin Miniprep, 

Sigma). 

Extração e confirmação dos clones recombinantes  

A extração do DNA e confirmação dos clones recombinantes por análise do padrão 

de restrição realizou-se como descrito na secção anterior. 

 

2.5. Western Blot  

Extração e quantificação proteica total 

Na extração das proteínas totais utilizou-se o método de lise alcalina (NaOH). A 

500 µl de suspensão celular com aproximadamente 2x10
7
células/ml, adicionou-se 50 µl 

de tampão de lise (935 µl de 2N NaOH e 65 µl de β-mercaptoetanol) e incubou-se durante 

20 min no gelo. A precipitação proteica foi efetuada com a adição de 55 µl de 3 M TCA 

(ácido tricloroacético) durante 15 min no gelo, com posterior centrifugação a 4ºC durante 

15 min a 12000 r.p.m. Com o objetivo de remover lípidos e membranas celulares, as 

células foram lavadas com 300 µl de acetona e centrifugadas a 12000 r.p.m. durante 15 

min a 4ºC. Finalmente, as proteínas foram ressuspensas em 20 µl de 2% SDS com 0,1 M 

NaOH e 20 µl de Laemmli Buffer, podendo ser armazenadas a -80ºC.  
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A quantificação proteica foi feita pelo método de Bradford utilizando um kit de 

quantificação (Comassie brillant blue G solution (Fluka); Sigma-Aldrich). As proteínas 

totais ligam-se ao corante azul de Coomassie (Coomassie brillant blue G solution). A 

concentração proteica, analisada a uma absorvência de 595 nm, é determinada pelo 

traçado da curva de calibração com a proteína BSA (Bradford, 1976). 

Separação proteica por eletroforese e transferência  

Na análise das proteínas extraídas utilizou-se um gel de poliacrilamida a 10%, num 

aparelho de eletroforese vertical “Mini-Protean II – Electrophoresis Cell” (BioRad). As 

amostras foram fervidas durante 5 min a 99ºC e carregadas no gel juntamente com o 

marcador de massa molecular “PageRuler
™ 

Plus Prestained Protein Ladder” 

(Invitrogen). A eletroforese realizou-se a 100 V durante aproximadamente 1 hora. 

As proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (BioRad) com 

uma solução de transferência contendo 0,46% (p/v) Tris-base, 2,16% (p/v) glicina, 300 ml 

metanol e 1200 ml de H2OUP e uma corrente elétrica a 100 V, durante 2 horas a 4ºC. A 

eficiência da transferência foi controlada corando a membrana de nitrocelulose com a 

solução de Ponceau S, sendo o corante removido com solução de tampão fosfato (PBS; 

phosphate buffered saline) contendo 8% (p/v) NaCl, 0,2% (p/v) KCl, 0,12% (p/v) 

KH2PO4, 0,91% (p/v) Na2HPO4, pH 7,4.  

Deteção da proteína com anticorpos especificos 

As membranas de nitrocelulose foram mergulhadas numa solução de bloqueio 

contendo 5% de leite em pó preparado em 1x TBS (6,06% (p/v) Tris-base, 8,79% (p/v) 

NaCl) com 0,05% Tween-20), durante 2 horas com agitação suave à temperatura 

ambiente. Para a deteção da proteína VP1, a membrana foi incubada com o anticorpo 

policlonal de coelho anti-HIS-tag (1:1000, MicroMol GmbH), e incubado durante 

aproximadamente 12 horas a 4ºC com agitação suave. A membrana foi depois lavada 3 

vezes com TBS com 0,05% Tween-20 durante 5 min e 1 vez durante 15 min (com 

agitação). Seguidamente procedeu-se a incubação da membrana durante 2 horas à 

temperatura ambiente com o anticorpo secundário anti-coelho conjugado a uma 

peroxidase de rábano (HRP, horseradish peroxidase) (1:5000; Santa Cruz 

Biotechnology).  
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Para quantificar a quantidade de proteína VP1, utilizou-se a proteína Pgk1 para 

normalizar a quantidade proteica total. Uma vez que a massa molecular da proteína é 

bastante distante da proteína VP1, procedemos apenas à lavagem da membrana com 1x 

TBS-Tween-20 antes de uma nova incubação com o anticorpo anti-PGK (1:6000; 

Molecular Probes), seguida de 1 hora de incubação com o anticorpo secundário anti-rato 

(conjugado com a HRP) (1:6000; Molecular Probes). 

A deteção realizou-se por quimiluminescência, depois da incubação da membrana 5 

min com um substrato enzimático quimiluminescência (Amersham ECL plus Western 

Blotting detection System, GE Healthcare). A quimiluminescência é então detestada por 

exposição a um filme fotográfico.  

A quantificação das bandas foi efetuada utilizando o programa Quantity One 1-D 

Analysis Software (BioRad). 

 

2.6. Purificação da proteína viral VP1 

Crescimento da levedura e extração proteica total 

O crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (W303 1A) foi realizado 

durante 24 horas a 28ºC, com agitação de 170 r.p.m. até uma DO600 de 0,5-0,6 num 

volume final de 1800 ml. Posteriormente, a cultura foi recolhida e o peso húmido da 

cultura determinado. Para a digestão da parede celular das células adicionou-se a enzima 

Zimoliase (proporção igual ao pellet) (Powilleit et al., 2007) na solução de tampão fosfato 

(50 mM fosfato de sódio, 5% glicerol) e 350 µl de 200 mM DTT (Bundy e Swartz, 2011). 

Incubou-se durante 2 horas a 37ºC com agitação. A mistura foi novamente centrifugada 3 

min a 4000 r.p.m. e a lise das células foi completado por agitação com esferas de vidro 

(0,4 mm de diâmetro) (proporção igual ao pellet) na presença de uma solução de lise 

composta por 50 mM NaH2 PO4 H2O, pH 8,0, 5% glicerol, 1mM PMSF e inibidor de 

proteases (Xia et al., 2007). A mistura foi agitada em vortex à velocidade máxima durante 

5min, com um repouso em gelo de 5 min. Este processo foi repetido até à lise total das 

células. A separação das esferas de vidro do lisado celular foi realizada com 25 ml 

tampão de lavagem (4 M ureia, 20 mM tampão fosfato, 20 mM imidazole, pH 8,0) e 

deixou-se em contacto com as proteínas durante 20 min no gelo. Centrifugou-se a 6000 

r.p.m. durante 1 hora a 4ºC, e recolheu-se o sobrenadante.  
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Purificação da proteína VP1 por cromatografia de afinidade 

Como parte da estratégia de produção da proteína VP1, esta foi expressa fundida 

com um tag de histidinas o que nos permitiu utilizar a cromatografia de afinidade como 

método de purificação proteica. Para o efeito utilizamos colunas comerciais de Ni
2+ 

- 

Sepharose
TM

 (GE Healthcare). O tag de 6HIS presente na proteína recombinante permite 

uma elevada afinidade com o ião Ni
2+ 

(Kroll, 1993). Antes da utilização, as colunas foram 

lavadas com 3 ml de H2Oup e equilibradas com 10 ml de tampão de ligação (6 M ureia, 20 

mM tampão fosfato, 20 mM imidazole, pH 8,0). As amostras foram mantidas em contacto 

com os iões de Ni
2+

 durante 2 horas no frigorífico com agitação suave. A lavagem das 

colunas, após a ligação das proteínas é realizada por tampões de lavagem com 40mM de 

imidazole (6M ureia, 20mM tampão fosfato, 40mM imidazole, pH 8,0), de modo a 

remover as proteínas contaminantes. As proteínas com os tag de HIS, retidas nas colunas, 

são eluídas gradual e seletivamente através da passagem de um gradiente de concentração 

crescente de imidazole que compete com a proteína pela ligação ao ião Ni
2+

. A eluição 

ocorre com cerca de 3 ml de tampão de eluição (6 M ureia, 20 mM tampão fosfato e 

imidazole, pH 8,0). No sistema, o tampão de eluição foi composto por três concentrações 

diferentes de imidazole (300 mM, 500 mM e 1 M) que foram aplicadas sucessivamente, 

encontrando-se em contacto com a coluna 1 ml de cada vez, durante 15 mim, a 4ºC. As 

proteínas eluídas foram recolhidas e armazenadas a -20ºC até análise por SDS-PAGE. 

 

2.7. Análise por SDS-PAGE 

As proteínas eluídas foram corrida em gel SDS-PAGE, e seguidamente o gel foi 

fixado com 15 ml de solução de fixação contendo 50% (p/v) de etanol em água ultra pura 

e 10% (p/v) de ácido acético, durante 1 hora à temperatura ambiente com agitação, sendo 

no final a solução removida por aspiração. Seguidamente o gel foi mergulhado com 15 ml 

de solução de lavagem contendo 50% (p/v) de metanol em água ultra pura e 10% (p/v) de 

ácido acético, com incubação durante aproximadamente 12 horas à temperatura ambiente 

com agitação suave. No final, a solução foi removida por aspiração. 

Posteriormente, o gel foi mergulhado com 15 ml de azul Coomassie contendo 0,1% 

(p/v) azul Coomassie, 20% (p/v) metanol e 10% (p/v) ácido acético, e incubado durante 3 
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horas à temperatura ambiente com agitação. Para descorar removeu-se a solução de 

Coomassie por aspiração, e lavou-se o gel incubando com 15 ml da solução de lavagem à 

temperatura ambiente com agitação moderada. Prosseguiu-se com a descoloração até as 

bandas das proteínas serem visualizadas sem a coloração de fundo do gel.  

 

2.8. Diálise  

A amostra contendo a proteína recombinante foi dialisada de forma lenta, utilizando 

membranas de diálise de celulose (H1, 18mm, 50cm, 5k MWCO, 5µm) (Roth). Assim, as 

membranas foram cortadas e lavadas com água ultra pura durante 10 min (até remoção 

completa do preservante). Seguidamente, a uma das extremidades fechada foi adicionada 

a solução contendo a proteína VP1 purificada tendo-se depois fechado a outra 

extremidade da membrana. A membrana foi mergulhada com 75 ml de tampão de diálise 

(1x PBS com ureia), o qual foi, por sua vez, colocado num agitador e incubado durante 

aproximadamente 12 horas a 4ºC. Substituiu-se o tampão várias vezes com concentrações 

decrescentes de ureia (6 M, 4 M, 2 M e 0 M) para permitir uma renaturação gradual. Por 

fim, removeu-se a amostra e a proteína foi quantificada pelo método de Bradford 

(descrito anteriormente). 

 

2.9. ELISA das VP1 produzidas em levedura  

 Nos ensaios de ELISA, a proteína recombinante VP1 foi utilizada como antigénio 

numa suspensão com 5µg/ml de VLP’s em tampão de revestimento. A cada poço das 

microplacas de polietileno de 96 poços (Nunc-Immuno
TM

 Plate PolySorp
TM

 Surface, 

NUNC
TM

 Brand Products) foram adicionados 50 µl da suspensão de VLP’s diluídas em 

50 µl de tampão carbonato bicarbonato a pH 9,6 (0.05 M de Na2CO3 e NaHCO3, em 

H2OUP) e incubadas durante aproximadamente 12 horas a 4ºC. Seguidamente, a placa foi 

lavada 3 vezes com aproximadamente 200 µl por poço de 1x PBS acertado a pH 7,4 com 

0,005% Tween-20 (PBS/Tween 0,005%). Adicionou-se 200 µl de solução de bloqueio a 

cada poço e incubaram-se durante 2 horas a 37ºC de modo a eliminar ligações 

inespecíficas que poderiam resultar em falsos positivos.  
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Posteriormente, a placa foi lavada novamente 3 vezes com PBS/Tween 0,005%. A 

cada poço foi adicionada 50 µl da diluição do soro (1:100) e solução de bloqueio. A placa 

de ELISA foi coberta e incubada durante 1 hora a 37ºC. Procedeu-se à lavagem da placa 

durante 3 vezes com PBS/Tween 0,005%. Seguidamente, a cada poço da placa 

adicionaram-se 50 µl de anticorpo anti-cão conjugado com a HRP (1:6400; Kirkegaard & 

Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, USA) preparado em solução de bloqueio (5% de 

leite em PBS/Tween 0,005%). As placas foram cobertas e novamente incubadas durante 1 

hora a 37ºC. Após lavagem com PBS/Tween 0,005%, adicionou-se 100 µl do substrato 

TMB por poço e incubou-se a placa durante 10 min à temperatura ambiente em local 

escuro. A reação foi terminada com a adição de 100 µl por poço da solução de paragem e 

a leitura efetuada em espectrofotómetro a comprimento de onda 450 nm. 
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3.1. Construção do vetor de expressão da proteína da cápside 

(pAG426GAL-VP1) 

A construção do vetor de expressão pAG426GAL-VP1 foi feita utilizando o sistema 

de clonagem direcional da Gateway. Este é um sistema que usa a recombinação entre 

duas sequências (sequências att adaptadas do fago lambda) para inserir um gene num 

vetor em vez de usar enzimas de restrição e ligase. Este sistema é composto por duas 

reações. A primeira reação, a reação BP medeia a inserção de um produto de PCR 

contendo o gene de interesse flanqueado pelas sequências attB no vetor pDONR222, 

criando o designado vetor de entrada. 

 

3.1.1. Construção do vetor de entrada (pDONR222-VP1)   
 

Amplificação do gene VP1 (NoV) flanqueado pelos locais de recombinação attB  

Os primers desenhados neste trabalho tiveram como objetivo a inserção dos locais 

de recombinação attB a flanquear o gene VP1 do NoV canino, assim como permitir a 

inserção da cauda de 6HIS. A cauda de 6HIS foi acrescentada à extremidade terminal C´ 

uma vez que a região terminal N´ da VP1 é uma região crítica na formação espontânea da 

cápside (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002). Adicionalmente, com este procedimento 

pretendemos minimizar o risco de perturbação da conformação nativa da proteína. A 

adição do tag de 6HIS permite não apenas a purificação num único passo da proteína VP1 

por IMAC (Nilsson et al., 1997), mas também facilitar a quantificação e deteção da 

proteína recombinante por Western Blot utilizando um dos vários anticorpos comerciais 

disponíveis para a sequência de HIS. 

 Os primers desenhados continham entre 57 a 70 pb e uma elevada percentagem de 

G e C, tornando difícil a desnaturação das cadeias duplas e por isso a reação de PCR 

necessitou de ser otimizada. Testaram-se assim diferentes concentrações de magnésio, 

dNTP’s e temperaturas de emparelhamento dos primers e diferentes temperaturas de 

extensão do DNA (resultados não apresentados). As concentrações elevadas de dNTP’s e 

o ião magnésio, afetam a especificidade dos primers, podendo estes formar dímeros de 

primers ou afetar as temperaturas de desnaturação do DNA (Rea e Fulop, 2006). A 

utilização de um agente desnaturante, como o glicerol, formamida ou dimetilsulfóxido 
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1                 2      3      4 

 1744 bp 

(DMSO) aumenta a especificidade da reação facilitando a desnaturação da cadeia dupla 

do DNA (Rea e Fulop, 2006). A adição de 10% de DMSO revelou-se essencial à 

amplificação do gene que codifica a proteína VP1 (Figura 4).  

A amplificação do gene VP1 apresentou uma massa molecular de 1744 pb (figura 4, 

poço 4). A amplificação de uma porção da proteína VP1 (275 pb) com primers distintos 

(figura 4, poço 2) foi utilizada como controlo positivo para a reação de PCR.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Recombinação entre os sítios attB e attP (reação BP) 

 

Em cada etapa de caracterização foi necessária uma subclonagem em vetores, que 

conferiram propriedades funcionais ao segmento clonado. Neste processo, é realizada 

apenas uma subclonagem, no plasmídeo pDONR
TM

222. Esta clonagem é baseada na 

recombinação do fago lambda, uma técnica altamente eficiente e rápida.  

A clonagem foi realizada em duas reações: a attB+attP       attL+attR mediada pelas 

enzimas  Int e IHF (Figura 5) e a reação attL+attR      attB+attP mediada pelas enzimas  

Int, IHF e Xis. Assim, a direccionalidade das reações é controlada através de diferentes 

combinações de proteínas e locais de recombinação. A reação BP é uma reação de 

recombinação entre o produto de PCR flanqueado pelos locais de recombinação attB 

(attB1 e attB2) e o plasmídeo pDONR™ (vetor dador) que contem os locais de 

recombinação attP (attP1 e attP2) (Figura 5) (Invitrogen; Hartley et al., 2000). Na reação 

Figura 4. Visualização em gel de agarose 0,8% dos produtos de amplificação do PCR (gene 

VP1 flanqueado pelos locais attB). (1) Marcador de peso molecular TrackIt
™ 

1 Kb Plus DNA 

Ladder, (2) controlo do PCR (amplificação de porção do gene VP1) com o tamanho de 275 

pb, (3) Amplificação do gene VP1 na ausência, (4) ou presença de 10% DMSO. 
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 GENE 
attB2 attB1 

25pb 25pb 

attB+ produto de PCR 
 

 
Vector pDONR 222 

attP1 ccdB 
attP2 

  

canamicina  
 

Enzima BP 
clonase  

 
attR2 attR1 

ccdB 

  

 
Clone de entrada 

attL1 GENE attL2 
  

canamicina  

Transformação  E.coli 

ocorre recombinação de attB1 com attP1 mas não com o attP2, mantendo assim a 

orientação de leitura durante a recombinação das sequências de DNA. 

Os locais de recombinação attB contêm aproximadamente 25 pb e 4 codões de G, 

no final de 5’ do produto de PCR, foram clonados no vetor pDONR por reconhecimento 

dos locais attP, na presença da enzima clonase BP (Int e IHF), originando clones de 

entrada constituídos por attL1-pDONR + produto de PCR-attL2. Seguidamente, as células 

de E. coli DH5α foram transformadas e inoculadas em meio de LB agar na presença do 

antibiótico para o crescimento das colónias (seleção em que gene ccdB foi substituído 

pelo produto de PCR de interesse) (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A identificação dos clones recombinantes foi realizada pela análise do padrão de 

restrição em gel de agarose. Deste modo, o DNA foi digerido com a enzima AflII (Figura 

6). 

 

Figura 5. Reacção de clonagem BP. O gene VP1 é integrado no vetor pDONR222 criando o 

designado vetor de entrada. Células de E. coli contendo o vetor de entrada são capazes de 

crescer em meio contendo o antibiótico canamicina enquanto bactérias que incorporaram o 

vetor pDONR222 não crescem devido à presença do gene ccdB (adaptado do manual da 

Gateway). 
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O plasmídeo pDONR222 apresenta um tamanho total de 4718 pb, e é cortado duas 

vezes pela enzima de restrição AflII. A inserção do gene VP1 neste plasmídeo (com a 

correspondente saída do gene ccdB, de maior tamanho que o gene VP1) leva a que a 

banda que no vetor vazio corresponde a 4510 pb (Figura 6, poço 2) passe a exibir um 

menor tamanho correspondendo a 4165 pb (Figura 6, poço 3 e 4). A enzima de restrição 

AflII não possui locais de corte no gene VP1 (anexo 1).  

 

3.1.2. Construção do vetor de expressão (pAG426GAL-VP1) 

 

Recombinação entre os sítios attL e attR (reação LR) 

 

A enzima clonase LR do sistema de clonagem da Gateway é constituída pelas 

enzimas Int (Integrase), IHF (Integration Host Factor) e Xis (Excisionase), enzimas que 

catalisam recombinação in vitro entre um vetor de entrada (attL1-pDONR-VP1-attL2) e o 

vetor de destino (attR1-ccdB-attR2), gerando o vetor de expressão. A recombinação do 

DNA ocorre nos locais de recombinação attL do vetor de entrada. O vetor de destino 

utilizado, pAG426GAL faz parte de uma coleção de vetores de levedura com base no 

plasmídeo pRS, que se encontram preparados (com as sequências attR) para uso pelo 

método de clonagem da Gateway (Alberti et al., 2007). A reação ocorreu com a ajuda da 

enzima clonase LR, originando clones preparados para expressar o gene VP1. 

Seguidamente, as células de E. coli DH5α foram transformadas e inoculadas em meio de 

Figura 6. Análise do padrão de restrição do vetor de entrada (pDONR222 + VP1). O 

DNA plasmídico extraído de dois clones foi digerido com a enzima de restrição AflIII. (1) 

Marcador de peso molecular; (2) plasmídeo vazio pDONR222 (controlo negativo); (3,4) 

clones positivos. 

1 2  3 4 
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LB agar na presença do antibiótico (ampicilina), para o crescimento das colónias (seleção 

em que gene ccdB foi substituído pelo gene VP1) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O reconhecimento dos clones recombinantes corretos foi feito pela análise dos 

clones recombinantes em gel de agarose depois da incubação com a enzima de restrição 

AccI (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Reação de clonagem LR. Plasmídeo pAG426GAL resistente ao antibiótico 

ampicilina, permite a inserção do gene VP1 e forma o vetor de expressão (adaptado do 

manual da Gateway). 
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O plasmídeo pAG2426GAL apresenta um tamanho total de 8126 pb (anexo 2), 

sendo cortado quatro vezes pela enzima de restrição AccI. A inserção do gene VP1 neste 

plasmídeo leva a que a banda, que no vetor vazio corresponde a 6590 pb (Figura 8, poço 

2), passe a exibir um menor tamanho correspondendo a 6245 pb (Figura 8, poço 3 4 e 5). 

A enzima de restrição AccI não possui locais de corte no gene VP1 (anexo 2). 

  

3.2. Análise da expressão da proteína da cápside (VP1) na levedura e 

otimização das condições de crescimento 

 
 

3.2.1. Expressão da proteína VP1 na levedura 

 

A análise da expressão da proteína VP1 foi realizada em extratos proteicos obtidos 

a partir das células transformadas (pAG426GAL e pAG426GAL-VP1) utilizando o tag de 

6HIS reconhecido pelo anticorpo anti-HIS pela técnica de Western Blot. Verificamos a 

expressão proteína VP1 nas diferentes estirpes de S. cerevisiae (W303 1A, By4341 e 

CG379) testadas para identificar a melhor estirpe produtora. Como controlo da 

quantidade proteica carregada no gel recorreu-se à deteção da proteína Pgk1p (Figura 9). 

 

Figura 8. Análise por padrão de restrição dos clones de expressão (426+VP1) em gel 

de agarose 0,8%. As amostras de DNA foram digeridas com a enzima de restrição AccI. 

(1) Marcador de massa molecular TrackIt
™ 

1 Kb Plus DNA Ladder; plasmídeo vazio 

pAG2426GAL; (3,4,5) amostras de DNA com a inserção do gene VP1. 

1 2 5 3 4 
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A partir destes resultados, pudemos confirmar que a expressão da proteína VP1 na 

levedura, continha uma massa molecular de aproximadamente de 63 kDa. Como 

esperado, a proteína Pgk1p utilizada como controlo da quantidade proteica carregada no 

gel, apresentou a massa molecular de 44,7 kDa. 

 A quantificação da proteína em comparação com a Pgk1p permitiu-nos concluir 

que a estirpe W303 1A seria aquela que expressava uma maior quantidade de proteína 

VP1 (com aproximadamente 59,5%), seguindo-se a estirpe By4341 (com 

aproximadamente 48,5%) e, por último, a estirpe CG379 (com aproximadamente 

34,30%). Com base nestes resultados escolheu-se a estirpe W303 1A como sendo a 

melhor produtora da proteína recombinante VP1. 

 

3.2.2. Otimização das condições de crescimento 

Avaliamos alguns fatores que poderiam interferir com a expressão da proteína 

recombinante VP1 pela levedura e, deste modo, testámos a expressão proteica a diferentes 

temperaturas (26ºC, 28ºC e 30ºC), diferentes fases de crescimento (DO600 de 2; 1; 0,75; 

0,5) e diferentes composições do meio de cultura (0,5% galactose + 1,5% glucose; 2% 

galactose + 1% rafinose; 2% galactose) (Figura 10). Como controlo da quantidade 

proteica carregada no gel recorreu-se à análise da expressão da proteína Pgk1p. 

 

Figura 9. Expressão da proteína VP1 (fundida no terminal C´ um tag de 6HIS). 

Confirmação por Western Blot, para três estirpes diferentes da levedura S. cerevisiae: (1) 

W303 1A, (2) By4743, (3) CG379; a proteína Pgk1p foi utilizada como controlo da 

quantidade proteica carregada no gel.  

1 2 3 
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A maior expressão da proteína VP1 ocorreu com o crescimento das culturas a 28ºC 

(43,3%), seguindo-se as que cresceram a 30ºC (40,8%), apresentando uma menor 

expressão proteica as culturas que cresceram em meios sem rafinose.  

 

 

3.3. Purificação da proteína VP1 utilizando colunas de afinidade 

3.3.1. Escolha do método de purificação 

A técnica utilizada para a purificação da proteína viral foi a IMAC. As amostras 

foram submetidas a SDS-PAGE 10% e coradas com azul de Coomassie (Figura 11A). As 

mesmas amostras foram analisadas por Western Blot usando o anticorpo-anti-HIS (Figura 

11B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Expressão da proteína VP1 (fundida no terminal C´ com o tag 6HIS). 

Confirmação por Western Blot, para diferentes deOD600: (1) 2; (2) 1; (3) 0,75; (4) 0,5 a 

30ºC; (5) 28ºC; (6) 26ºC; (7) meio de cultura sem rafinose; (8) meio de cultura composto 

por 1,5% glucose + 0,5% galactose; (9) vetor vazio (controlo negativo). O vetor vazio foi 

utilizado como controlo negativo. 

 

 

44,7 KDa 

63 KDa Anti-HIS  

 

Anti-Pgk 1p 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 



35 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Uma vez que não conseguimos recuperar a proteína em quantidades significativas 

(apenas visível por Western Blot e quando concentrada por precipitação com TCA), 

colocamos a hipótese de que na sua estrutura nativa o tag de histidina se pode encontrar 

escondido no interior da proteína VP1 e, desta forma, inacessível para se ligar à coluna e 

permitir a sua retenção. Para avaliar esta hipótese procedemos à purificação da proteína 

em condições desnaturantes utilizando como detergente não iónico, a ureia (Figura 11). 

Verificamos que a purificação em condições desnaturantes aumentou significativamente a 

ligação da proteína VP1 à coluna (Figura 11, comparar poço 4 nativa e desnaturada). 

Testámos, ainda, a mínima concentração de ureia (2, 4 e 6 M), para a ligação da proteína 

à coluna de forma a causar a menor desnaturação possível na proteína, concluindo que a 

proteína VP1 com as concentrações 2 e 4 M de ureia ainda não se ligava em quantidade 

suficiente (resultados não apresentados).  

Uma vez que na visualização por coloração de Commassie, a quantidade da 

proteína total em gel ainda não era significativa fomos verificar se estariam a ocorrer 

Figura 11. Otimização das condições de purificação da proteína viral VP1. A purificação da 

proteína VP1 foi realizada em condições nativas e em condições desnaturantes (6 M de ureia). 

A influência do pH da solução de eluição também foi testada. (1) Extrato proteico contendo 

as proteínas eluídas com 20 mM imidazole; (2) Extrato proteico obtido após eluição com 500 

mM de imidazole; (3) Extrato proteico obtido após eluição com 500 mM de imidazole a pH 

4,8; (4) Extrato proteico obtido após eluição com 500 mM de imidazole concentrado 10 vezes 

(precipitação com TCA) (A) Marcação da proteína total em gel de poliacrilamida (corado 

com azul de Coomassie) e (B) Visualização da proteína VP1 por Western Blot (anticorpo 

anti-6HIS). 
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perdas da proteína VP1 aquando da lavagem com a solução de 20 mM imidazole. O 

imidazole compete com a ligação das proteínas ricas em histidina ao níquel e baixas 

concentrações são utilizadas para remover ligações a proteínas endógenas, ligações que 

serão na sua maioria mais fracas do que a ligação ao tag de 6 histidinas, contudo, por 

vezes também pode levar a perdas na proteína que se pretende purificar. No entanto, 

verificamos não ser este o caso (Figura 11, poço 1). Por vezes, também podem ocorrer 

perdas de proteína por uma eluição ineficiente. A força de ligação entre as proteínas e o 

metal é afetada principalmente pelo ião metálico utilizado e pelo pH do tampão. Assim, 

experimentamos reduzir o pH do tampão de eluição de 8,0 para 4,8, já que a ligação 

ótima em proteínas com resíduos de histidina com o ião Ni
2+

 varia entre os 6,0 e 8,0 

(Gaberc-Porekar e Menart, 2001) conseguindo-se por vezes melhorar a eluição da 

proteína recorrendo ao decréscimo do pH. Os resultados demonstraram que a diminuição 

do pH não melhorou a eluição da proteína VP1 da coluna (Figura 11, comparação dos 

poços 2 e 3).  

Para avaliar a especificidade das bandas obtidas comparamos a estirpe a expressar a 

proteína VP1 (transformada com o pGAL426-VP1) com a estirpe transformada apenas 

com o vetor vazio (pGAL426-VP1). Ambas as culturas foram crescidas e procedeu-se à 

purificação proteica de forma idêntica. Confirmamos a ausência de banda correspondente 

à VP1 para a levedura controlo. No gel SDS-PAGE, as amostras, depois de purificadas, 

apresentavam duas bandas muito intensas visíveis no gel de SDS-PAGE com um tamanho 

inferior ao da proteína de interesse (VP1). Estas bandas também surgem na cultura 

transformada apenas com o vetor vazio. Concluímos, assim, serem proteínas endógenas 

com afinidade para o níquel (Figura 12A, comparação dos poços 4 e 5).  
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Por análise do Western Blot (Figura 12B) verificamos que existem algumas bandas 

com um peso molecular inferior ao esperado para a VP1 que se tratarão, provavelmente, 

de produtos de degradação. Os cuidados com a manutenção da cultura arrefecida durante 

o processo de extração proteica, ou o aumento da concentração de proteases não foram 

suficientes para resolver o problema.  

A eluição da proteína VP1 é realizada por um aumento de gradiente entre 300 mM, 

500 mM e 1 M de imidazole. A purificação da proteína da cápside (VP1) aparece numa 

banda muito ténua (Figura 12A). Desta forma, apesar do processo de purificação se 

revelar eficiente, o ensaio teve de ser otimizado quanto ao número de células (Figura 

12A). A proteína VP1 não é expressa no vetor vazio (Figura 12B). A proteína VP1 é 

encontrada em maior concentração depois da purificação (Figura 12B, comparação dos 

poços 2 e 4). 

A levedura S. cerevisiae possui várias proteases, especialmente a nível vacúolar, 

sendo uma das principais proteases a proteína pep4. Estirpes de S. cerevisiae 

interrompidas no gene PEP4 são frequentemente utilizadas na produção de proteínas 

heterólogas uma vez que esta interrupção diminui significativamente a degradação 

proteica durante a recuperação celular (Marques et al., 2006).  

Figura 12. Comparação da cultura que expressa a proteína da cápside VP1 com a 

cultura que expressa apenas o vetor vazio (controlo negativo). (1) Extracto proteico 

total para a cultura transformada com o plasmídeo vazio P426GAL; (2) Extracto 

proteico total para a cultura transformada com o plasmídeo P426GAL-VP1; (3) 

Extracto proteico purificado para a cultura transformada com o plasmídeo vazio 

P426GAL; (4) para a cultura transformada com o plasmídeo P426GAL-VP1 (A) 

Marcação da proteína total em gel de poliacrilamida (corado com azul de Coomassie) e 

(B) Visualização da proteína VP1 por Western Blot (anticorpo anti-HIS). 
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A expressão da proteína VP1 na estripe pep4 foi comparada com a expressão da 

proteína na estirpe selvagem (Figura 13). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados demonstram que a degradação da proteína VP1 em ambas as estirpes 

(selvagem e pep4) foi sensivelmente a mesma (Figura 13B). Desta forma, podemos 

concluir que a remoção do gene PEP4 também não se revelou eficiente para minorar a 

degradação da proteína. 

 

3.3.2. Diálise 

 

A desnaturação da proteína VP1 com a adição de ureia levou à perda da 

conformação nativa. Uma vez que a antigenicidade da proteína poderá ser dependente da 

sua estrutura tridimensional, procedemos à remoção da ureia através de diálise. Assim, 

realizamos a separação da proteína de interesse (com uma massa molecular 

aproximadamente de 63 kDa) da ureia (300 Da), utilizando membranas semipermeáveis, 

isto é, membranas impermeáveis a moléculas grandes mas permeáveis a iões e moléculas 

pequenas como água.  

A deslocação das moléculas depende do diferencial de concentração entre as duas 

soluções dos lados opostos da membrana. A máxima eficiência ocorre quando na 

Figura 13. Comparação da expressão da proteína da cápside VP1 na estirpe selvagem e 

interrompida para o gene Pep4 (pep4). (1) Extracto proteico total para a estirpe selvagem; 

(2) Extracto proteico total para a estirpe pep4; (3) Extracto proteico purificado para a estirpe 

selvagem; (4) Extracto proteico total para a estirpe pep4 (A) Marcação de proteína total em 

gel de poliacrilamida (corado com azul de Coomassie) e (B) Visualização da proteína VP1 

por Western Blot (anticorpo anti-HIS). 
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membrana os poros estão uniformemente distribuídos e a diferença nas concentrações é 

grande.   

A escolha das membranas de diálise pode variar entre Cellulose Ester (CE), 

Regenerated Cellulose (RC) e Polyvinylidene difluoride (PVDF). Entre elas varia o 

material em diálise, o pH, o solvente permitido e o MWCO (Molecular Weight Cut Off). 

Os parâmetros como pH, força iónica ou solventes não aquosos podem causar um desvio 

no MWCO (Ahmed et al., 1980).  

Na escolha da melhor membrana de diálise devemos ter em conta que o mínimo 

MWCO deve ser 2x maior que o peso molecular das maiores micromoléculas que 

deverão atravessar a membrana, e que, no mínimo, deverá ser 2x menor do que o menor 

peso molecular das macromoléculas que deverão ser retidas pela membrana.  

As amostras da proteína recombinante VP1 foram dialisadas utilizando membranas 

de celulose (H1, 18 mm, 50 cm, 5 kDa MWCO, 5 µm) (Roth).  

 

 

3.4. Implementação do ensaio imunoenzimático (ELISA) com as VP1 

produzida em levedura 

O ensaio imunoenzimático (ELISA) confirma capacidade da proteína VP1 

produzida em levedura formar VLP’s. Para isso foram utilizados diferentes soros caninos 

(32, F2, F27, F42 e F46) que tinham sido previamente avaliados em termos de reatividade 

para o NoV utilizando VLP’s produzidas no sistema de inseto (infeção por baculovirus) 

(Belliot et al., 2001). A reatividade do ensaio imunoenzimático teve com objetivo a 

confirmação da antigenicidade das proteínas VP1 produzidas na levedura. 
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Tabela 4. Especificidade dos soros caninos e proteína VP1 do norovirus obtido em levedura e em inseto 

(baculovirus).  

 

Os valores apresentados na tabela 4, correspondem a densidade ótica, ao 

comprimento de onde de 450 nm, após o ensaio imunoenzimático. Os soros (32, F2, F27, 

F42 e F46 previamente avaliados em termos de reatividade para o NoV canino) usando 

VP1 produzida em levedura (condições nativas e desnaturantes) e purificada por IMAC. 

Como controlo positivo utilizaram-se VLP’s produzidas no sistema de inseto (infeção por 

baculovirus) (Belliot et al., 2001). 

Pela análise dos resultados verificamos não existirem diferenças significativas na 

reação imunoenzimática (ELISA) entre a proteína obtido no sistema de inseto e a proteína 

obtida no sistema de levedura. O mesmo ocorreu quando se compararam os resultados das 

proteínas obtidas na levedura em condições desnaturantes ou com conformação nativa. 

Estes resultados comprovam que a desnaturação da proteína não interfere com a 

antigenicidade, sendo de ressalvar que com alguns soros os resultados obtidos com a 

proteína desnaturada foram inclusive melhores. A reatividade dos soros foi determinada 

quando a absorvências das VLP’s revestidas se encontrava acima do limite definido da 

absorvência do controlo negativo (poços sem VLP’s) (Widdowson et al., 2005).  

A reatividade antigénica da proteína VP1 produzida em levedura também 

demonstrou que a introdução de caudas de histidina não altera as propriedades biológicas 

da proteína. 

 

Sistema de produção da VP1 

 

Soros 

Inseto Levedura 

VLP’s (VP1 

conformação nativa) 
Reatividade 

dos soros 

VP1 desnaturada 
VP1 conformação 

nativa 
Reatividade 

dos soros 
Poços 

revestidos 

Poços não 

revestidos 

(branco) 

Poços 

revestidos 

Poços não 

revestidos 

(branco) 

Poços 

revestidos 

Poços não 

revestidos 

(branco) 

32 0,14 0,0745 - 0,119 0,148 0,113 0,113 - 

F2 0,686 0,104 + 0,636 0,199 0,322 0,197 + 

F27 0,11 0,072 - 0,177 0,124 0,145 0,123 - 

F42 0,337 0,113 + 0,367 0,177 0,262 0,183 + 

F46 0,592 0,145 + 0,258 0,144 0,224 0,157 + 
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O uso crescente de proteínas recombinantes como antigénios em vacinas ou testes 

de diagnóstico tem-se revelado uma alternativa aos testes e terapias tradicionais. A vacina 

da hepatite B foi a primeira vacina de sucesso produzida com VLP’s recombinantes 

(Mayhoney, 1999). O uso destas proteínas recombinantes apresenta a grande vantagem de 

substituírem as preparações tradicionais com agentes patogénicos, uma vez que permitem 

uma resposta imunológica semelhante a este. Estes novos métodos são extremamente 

importantes no caso dos vírus, visto que um preparado viral acarreta grandes custos na 

inativação e atenuação, além dos riscos associados à multiplicação dos vírus infecciosos 

em culturas de célulares ou modelos animais (Marx et al., 2001). 

A expressão de proteínas virais em levedura tem aumentado nos últimos anos 

devido às vantagens apresentadas por este sistema, sendo menos dispendioso do que o 

sistema de expressão em células de mamíferos e insetos (Valenzuela et al., 1982). Além 

disso, a possibilidade de crescimento em larga escala, a baixa probabilidade de 

contaminação com toxinas ou vírus infecciosos em comparação com as bactérias e os 

sistemas de expressão em mamíferos (Franke et al., 1997; Hemmings, 1997) tornam a 

levedura um sistema promissor. 

A descoberta de um novo norovirus canino no norte de Portugal e o potencial risco 

de transferência zoonótica motivaram a investigação da epidemologia deste vírus. Uma 

vez que este é um novo vírus, ainda não existem disponíveis testes comerciais para a sua 

deteção. Na presente tese pretendeu-se implementar um ensaio imunoenzimático (ELISA) 

que permitisse avaliar a resposta serológica no humano contra este novo vírus. Para tal foi 

necessária uma quantidade significativa da proteína viral da cápside (VP1) de modo a 

serem utilizadas como antigénios. Assim, procedeu-se à clonagem e expressão da 

proteína VP1 do norovirus canino no sistema de levedura S. cerevisiae e implementou-se 

um método de purificação baseado na fusão de um tag de histidinas com a proteína de 

interesse. Os principais passos seguidos para a produção e purificação da proteína VP1-

6HIS neste trabalho encontram-se representados esquemáticamente na Figura 14.   
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Figura 14. Imagem ilustrativa dos principais passos do processo de produção da proteína 

recombinante (VP1) a partir de células de levedura. O primeiro passo foi a clonagem da 

proteína de interesse fundida com uma cauda de 6 histidinas num vetor de expressão de 

levedura (contendo o promotor GAL). Seguidamente a levedura foi transformada e os clones 

positivos foram identificados por crescimento em meio selectivo. Os clones selecionados 

foram cultivados e a expressão da proteína VP1 foi induzida por adição de galactose ao meio 

de cultura. A expressão da proteína recombinante na levedura foi confirmada por análise de 

Western Blot utilizando um anticorpo para o tag de histidinas. As proteínas totais foram 

extraídas e a proteína VP1 foi purificada usando colunas em condições desnaturantes (ureia), 

usando cromatografia de afinidade (para o tag de histidinas). Quando necessário, procedeu-se 

à remoção do agente desnaturante por diálise. O processo foi concluído após a determinação 

do grau de pureza da proteína por SDS-PAGE e coloração com azul de Coomassie.  
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A purificação das VLP’s pode ser feita por vários métodos (Loberg et al., 2002; 

Slee et al., 1999), sendo a ultracentrifugação do extrato proteico em gradiente de sacarose 

o mais utilizado. Esta purificação tradicional é, no entanto, muito demorada, necessitando 

de uma elevada quantidade de amostra e apenas permitindo a recuperação de uma 

quantidade pequena de proteína. Assim, o uso da cromatografia de afinidade tem 

adquirido uma importância crescente devido a permitir um maior rendimento e não 

interferir nas propriedades da proteína recombinante (Zolotukhin et al., 1999; Anderson 

et al., 2000). A inserção de tags, como o de histidina, pode auxiliar com sucesso a 

produção das proteínas recombinantes e foi demonstrado que não interferem na 

conformação das VLP’s recombinantes (Wigdorovitz et al., 1999). Por exemplo, no 

estudo da expressão da proteína VP2 de baculovirus B19 foi inserida a proteína de fusão 

fluorescente (GFP) no terminal N´ (Gilbert et al., 2004) ou tags de polihistidina nas 

proteínas VP2 e VP1 da B19 (Michel, 2008), verificando-se que estes não afetavam a 

conformação das VLP’s recombinantes (Cheng et al., 2001). Assim, de modo a obtermos 

um melhor rendimento na purificação proteica inserimos um tag de 6HIS no terminal C´ 

do gene que codifica a proteína da cápside (VP1) do NoV canino e utilizamos o método 

da cromatografia de afinidade.  

As proteínas com tags de HIS, contêm uma elevada afinidade para o ião Ni
2+

, mas 

pode ser utilizada uma elevada variedade de iões, como o Co
2+

, Cu
2+

, Ca
2+

 e Fe
3+

, e assim 

diminuir as ligações de outras proteínas celulares. Tal como descrito, verificamos que a 

inclusão do reagente imidazole nas amostras e nos tampões, em baixas concentrações, 

minimiza as ligações inespecíficas de proteínas da célula hospedeira, aumentando o grau 

de pureza do produto final. No entanto, em concentrações elevadas compete com o tag de 

6HIS da proteína podendo diminuir o rendimento da proteína. A concentração ideal de 

imidazole na solução de lavagem vária assim com as propriedades da proteína. Neste 

trabalho utilizámos uma concentração de 20 mM para a lavagem. Neste trabalho 

demonstramos que a purificação da proteína da cápside (VP1) pela ligação do tag de 

6HIS foi eficiente e rápida, evitando demoradas etapas de centrifugação  

Adicionalmente, neste trabalho, a purificação da proteína VP1 com o tag de 

histidina foi feita em condições desnaturantes com a concentração de ureia de 6 M. 

Verificamos, assim, que a inclusão de ureia nos extratos proteicos e nos tampões de 

eluição, melhoravam a solubilização das proteínas e a especificidade de ligação ao ião 

Ni
2+

. Nos testes de ELISA verificamos ainda que esta não afetava a atividade antigénica 

da proteína VP1 e que os tags de HIS não interferiam com a formação da cápside 
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proteica, não se verificando alterações nas propriedades antigénicas comparativamente 

com as VLP’s produzidas no sistema de inseto.   

Neste trabalho demonstramos que com sistema da levedura é possível obter um 

rendimento proteico elevado e a um custo reduzido quando comparado com outros 

sistemas de expressão da proteína viral VP1. O rendimento de purificação por 

cromatografia de afinidade da proteína da cápside VP1, neste estudo, foi de 1,38 mg/g de 

peso húmido de levedura. O rendimento de purificação de proteínas de algumas estirpes 

de norovirus tem sido, até agora, baixo (Han et al., 2005). Por exemplo, o estudo 

realizado por Belliot e colaboradores, descrevendo a produção de VLP’s recombinantes 

em baculovirus, apresentaram um rendimento de 0,4 mg a partir de 500 ml de meio de 

cultura (Belliot et al., 2001).  

O teste de imunoenzimático (ELISA) realizado neste estudo com a proteína 

VP1expressa no sistema da levedura S. cerevisiae mostrou uma reactividade antigénica 

semelhante a observada com as VLP’s produzidas em inseto. Adicionalmente, neste 

ensaio observamos que a proteína da cápside (VP1) em condições desnaturantes 

demonstrou uma reatividade antigénica semelhante à das VLP’s em condições nativas. De 

facto, já outros estudos utilizando proteínas da cápside viral desnaturadas, reportaram que 

estas retiveram a atividade antigénica das VLP’s (Fleury et al., 1999; Widdowson et al., 

2005). Isto poderá ser uma vantagem em termos de produção proteica uma vez que 

permite eliminar o passo da diálise. No entanto, poderá ser útil verificar por microscopia 

eletrónica se com o nosso sistema a proteína VP1 efetivamente forma VLP’s (após a 

diálise) uma vez que em possíveis aplicações tais como vacinas é importante a 

manutenção desta estrutura.  
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Anexo 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vetor do sistema da Gateway
TM 

(pDONR
TM

 222), com o uso da enzima 

topoisomerase para a ligação do produto de PCR, em substituição de uma enzima de 

restrição e uma ligase na formação do vetor de entrada. De notar a presença dos sítios de 

recombinação attP1 e attP2, que se recombinam com os sítios attB1 e attB2 presentes no 

gene amplificado por PCR (adaptado da Invitrogen http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/ 

Global/molecular-biology-cell-biology-applications.html). Este vetor participa na reação 

denominada BP. Gene com resistência a canamicina. 

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/%20Global/molecular-biology-cell-biology-applications.html
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/%20Global/molecular-biology-cell-biology-applications.html
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Anexo 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vetor de destino pAG426GAL-ccdB com os sítios attR, usado na reação de 

recombinação com os vetores de entrada obtidos na reação BP. Observação do local de 

recombinação dos sítios attR1 e attR2 com os sítios attL1 e attL2, na reação LR, gene 

com resistência a ampicilina. Este vetor permite assim a expressão da proteína da cápside 

em meio galatosado (adaptado da Addgene - http://www.addgene.org/14155/). Estes plasmídeo 

contem a marca de seleção URA3. 

http://www.addgene.org/14155/
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