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RESUMO
Dengue virus (DENV) e Zika virus (ZIKV) séo arbovirus pertencentes a familia Flaviviridae,
género Flavivirus, que provocam milhdes de infec¢bes em todo o mundo. Devido a emergéncia
do ZIKV em areas endémicas para 0 DENV, o diagnostico clinico ndo consegue distinguir as
viroses devido a similaridade dos sintomas. Além disso, os métodos sorolégicos disponiveis no
mercado tém baixa especificidade devido a alta similaridade entre as proteinas do DENV e do
ZIKV que provocam reatividade cruzada entre os anticorpos anti-flavivirus. Assim sendo, o
objetivo deste trabalho foi expressar antigenos de multiepitopo de DENV e ZIKV utilizando
sistemas de planta e baculovirus recombinante para desenvolver kit diagnostico sorologico
especifico para cada virus. Os genes de multiepitopos foram desenhados através de alinhamento
multiplo e mapeamento de epitopos. Entdo, os genes foram clonados em um vetor viral vegetal,
0 Pepper mild mottle virus (PMMoV) e no vetor baseado em baculovirus para infeccdo em
folhas de Nicotiana benthamiana e células TN5-B de Trichoplusia ni, respectivamente. Apds
as inoculagdes, plantas de N. benthamiana foram mantidas por 10 dias em condicdes favoraveis
de crescimento, e as células TN5-B foram cultivadas por 72 horas a 28°C. Em seguida, 0s
extratos de folha e de células TN5-B foram submetidos a analise eletroforética de proteinas e
Western blotting. Os antigenos foram confirmados utilizando anticorpos anti-his e, entdo, foram
purificados em gradiente de sacarose por ultracentrifugacdo para utilizacdo nos ensaios de
ELISA. Amostras de soro IgG positivas para DENV e ZIKV foram utilizadas em ELISA
indireto. Os resultados mostram que os antigenos produzidos ndo apresentaram reatividade
cruzada entre os soros dos pacientes e, portanto, sao 6timos candidatos para o desenvolvimento

de testes soroldgicos mais especificos.

Palavras-chave: DENGUE. ZIKA. DIAGNOSTICO. ESPECIFICIDADE. PLANTA.
BACULOVIRUS



ABSTRACT
Dengue (DENV) and Zika (ZIKV) viruses are arthropod-borned virus that belongs to the family

Flaviviridae, Flavivirus genus, that causes millions of infections worldwide. Due to the
emergence of ZIKV in endemics areas for DENV, clinical diagnostic cannot distinguish both
viruses due to similar symptoms. Furthermore, available serological methods have low
specificity due to the high similarity between DENV and ZIKV proteins. In addition, anti-
flavivirus antibodies may cross-react with proteins of such viruses. Therefore, the purpose of
this work is to express DENV and ZIKV multi-epitope antigens using plant system via
Agrobacterium tumefaciens and recombinant baculovirus. Multi-epitope antigens genes were
designed using multiple alignment and epitope mapping. Then, genes were cloned in vegetable
viral vector Pepper mild mottle virus (PMMoV) and in pFastBac-Amino vector (pFB-A) to
further infection in Nicotiana benthamiana leafs and Trichoplusia ni TN5B cells, respectively.
After infection, N. benthamiana plants were maintained for 10 days in favorable conditions to
their growth while TN5B cells were cultivated at 28°C for 3 days. Next, western blotting was
performed using leaf and TNB5 cells extracts to detect antigens with anti-histidine monoclonal
antibody. Antigens were purified using sucrose gradient by ultracentrifugation for use in
ELISA. Results shows the antigens produced did not present cross-reactivity between patients’

sera and, therefore, are good candidates for specific serological test development.

Keywords: DENGUE. ZIKA. DIAGNOSIS. SPECIFICITY. PLANT. BACULOVIRUS
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1 INTRODUCAO

1.1 ORIGEM, EPIDEMIOLOGIA E SAUDE PUBLICA

Desde sua descoberta em 1943, as notificacGes de infeccdo causada pelo Dengue virus
(DENV) tém aumentado nas regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (Messina et al.,
2014). O DENV é a maior causa de doenca viral transmitida por um artropode no mundo,
classificando-o como um Arbovirus — arthropod borne virus. Pertencente ao género Flavivirus
da familia Flaviviridae e transmitido pelos mosquitos do género Aedes, 0 DENV possui quatro
sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Gibbons & Vaughn, 2002).

As infecgdes causadas pelo DENV sdo consideradas um problema grave de saude
publica em diversos paises, pois provocam aproximadamente 400 milhdes de infecgdes
anualmente, sendo 2 milhGes de casos graves e 20 mil ébitos em todo o mundo (Ramos-
Castaneda et al., 2017). O impacto econdmico, incluindo gastos com cuidados médicos,
vigilancia, controle do vetor de transmissao e perda de produtividade é alto com estimativa de
aproximadamente 39 bilhdes de dodlares por ano no mundo. Nas Américas, 0S custos
econdmicos e sociais relacionados a doenga Dengue estao estimados entre 1 bilhdo e 4 bilhdes
de doléres anualmente. Estudos epidemioldgicos recentes indicam que a incidéncia de Dengue
na América Latina e regibes caribenhas aumentou no periodo de 1995 a 2010 (71,1/100.000
pessoas por ano) (Cafferata et al., 2013).

Entre 1947 e 1970, a dengue foi erradicada nas Américas devido ao programa de
erradicacao do Ae. aegpti introduzido pela Organizacdo de Saude Pan-americana (PAHO). Este
programa, por sua vez, objetivava eliminar os casos de febre amarela causada por outro
flavivirus: Yellow fever virus (YFV). No entanto, entre 1971 e 1999 e com o cancelamento do
programa da PAHO, a re-infestagcdo do mosquito espalhou o0 DENV para as Américas do Sul,
inclusive para o Brasil. Com o aumento da populagéo, os quatro sorotipos atualmente circulam
no pais com padrdes de surtos endémicos e epidémicos a cada trés a cinco anos (Teixeira et al.,
2013).

No Brasil, foram registrados 1.483.623 casos provaveis de Dengue no ano de 2016,
altimo ano com surto epidémico. Ja no ano de 2017, foram notificados 232.372 casos provaveis
(111,5 casos/100 mil habitantes) e no ano de 2018, 247.393 casos foram notificados (118,7
casos/100 mil habitantes). Em relacao a ébitos, em 2017 registraram-se 176 e em 2018 foram



141. Ja no ano epidémico de 2016, foram registrados 675 ébitos por infeccdo pelo DENV
(Ministério da Saude, 2018).

Outro flavivirus transmitido pelo mosquito Aedes spp. é o Zika virus (ZIKV). O ZIKV
foi isolado pela primeira vez na floresta de Zika, em Uganda, a partir de macacos rhesus, em
1947. No entanto, este virus ndo causou notavel preocupacao em saude publica até sua chegada
ao continente americano em meados de 2014 e 2015. No inicio de abril de 2015, ocorreu o
primeiro surto da doenga provocada por ZIKV no Brasil com aproximadamente 500 casos
notificados (Weaver et al., 2016). Em janeiro do ano seguinte, o virus chegou a paises da
América Central e aos Estados Unidos. Assim, o Centers for Disease Control e Prevention
(CDC) emitiu uma alerta de nivel 2 para viagens as areas com epidemia da doenca (Schmidt,
2016). A seguir, estudos de Araujo et al. (2016) associaram a infeccdo pelo ZIKV com casos
de microcefalia em recém-nascidos no nordeste brasileiro. Outros estudos associaram a
infeccdo com a Sindrome de Guillain-Barré em adultos (Cao-Lormeau et al., 2016; Mysorekar
& Diamond, 2016), uma neuropatia que provoca fraqueza progressiva com reflexos miotaticos
diminuidos ou ausentes que podem levar o paciente a morte (Walling & Dickson, 2013).

Esta atracdo do ZIKV pelo sistema nervoso central foi o principal motivo que o tornou
um grave problema de salde publica e impulsionou grandes investimentos no seu estudo.
Adicionalmente, a presenca do virus em sémem humano indica transmissao via relagéo sexual.
Estudos de Hamer et al. (2017) revelaram transmissdo de homem para mulher, mulher para
homem e homem para homem. Transfusdes sanguineas sdo apontadas como a principal razéo
da transmissdo viral dos casos confirmados no Brasil (Paz-Bailey et al., 2017). Proteinas e o
material genético do ZIKV tem sido detectado, ainda, em fluidos aminidticos e tecidos
placentérios (Oliveira et al., 2016).

Em 2016, 216.207 casos provaveis foram notificados no Brasil com 8 dbitos. Ja em
2017, foram registrados 17.025 casos sem Obito até a segunda quinzena de setembro. Ainda,
foram confirmados 708 casos de Zika em gestantes. No ano de 2018, foram registrados 8.024
casos provaveis de infec¢do por ZIKV (3,8/100 mil habitantes) (Ministério da Saude, 2018).
Nas Americas, 559.721 casos de ZIKV com 209.628 casos laboratorialmente confirmados
foram reportados até abril de 2017 (Lim et al., 2017).

O DENV e 0 ZIKV, como mencionado, sdo classificados como arbovirus, e este grupo
€ composto por outros virus importantes em sadde publica, uma vez que co-circulam em
distintos continentes, dificultando ndo s6 o diagndstico clinico, mas também os exames

laboratoriais. Esses virus apresentam um material genético que sofrem mutacdes frequentes, as



quais permitem adaptacbes da infeccdo para hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os
arbovirus, em geral, circulam entre uma gama de animais, sendo alguns com hospedeiros
especificos, mantendo um ciclo enzodtico. Isso ocorre, por exemplo, com a infe¢do pelo YFV,
o qual é encontrado em surtos pelo Brasil, mas para o qual existe uma vacina de virus atenuado
gratuita. As campanhas de vacinacao contra febre amarela no Brasil ocorrem sempre que novos

casos surgem em regides de risco onde a imunizacao se faz necessaria.

Outros arbovirus que preocupam as autoridades brasileiras sdo o Chikungunya virus
(CHIKYV) e, mais recente, 0 Mayaro virus (MAYYV). Os sintomas das infec¢fes por esses dois
virus sdo muito semelhantes as infec¢bes por DENV e ZIKV. Apesar da co-circulacdo dos
quatro virus e do YFV, no entanto, o CHIKV e 0 MAYYV ndo representam obstaculo no que
tange ao diagndstico soroldgico, pois pertencem a familia dos Togaviridae (género Alphavirus)

e seus antigenos apresentam baixa identidade com os Flavivirus (Donalisio et al., 2017).

Na América do Norte e Europa, o YFV ndo apresenta consideraveis indices de infeccao.
Todavia, o West nile virus (WNV), outro flavivirus, provoca epidemias em areas urbanas em
ambos os continentes. Transmitido pelo mosquito do género Culex e tendo 0s passaros como
reservatorios principais, 0 WNV co-circula com DENV e ZIKV nessas regifes. Assim sendo,
o0s sintomas sdo semelhantes, o diagndéstico clinico é ineficiente e novos métodos sorolégicos

precisam ser desenvolvidos para melhor diagnose dessas virores (Weaver & Reisen, 2010).

1.2 ASPECTOS CLINICOS, TRATAMENTO E PREVENCAO

Inicialmente, a infeccdo pelo DENV provoca uma subita febre (~ 40°C), a qual
caracteriza a Febre do Dengue (FD), seguida de dor muscular, dor nos olhos, cefaleias e
exantema moderada. Entretanto, o paciente podera progredir para formas clinicas mais graves
como a Febre Hemorragica do Dengue (DHF) e a Sindrome do Choque do Dengue (DSS).
Nestas situacdes, devido ao extravasamento de plasma, podera ocorrer choque hipovolémico e
faléncia maltipla de érgdos (Andrade et al., 2017). Ja o ZIKV provoca uma febre moderada (~
38,5°C) e 0s exantemas estdo presentes com coceiras, além de conjuntivites, dores nos musculos
e artralgia. Conjuntivites e edemas periféricos sdo mais comuns nas infec¢des pelo ZIKV
(Paixao et al., 2016; Savidis et al., 2016).

Em relacdo a 6bitos, as infec¢des por DENV sdo mais preocupantes, pois 0s casos com
complicacBes e os casos graves, DHF e DSS, levam a trombocitopenia (plaquetas <
100.000/mm?®) mais severa e riscos elevados de hemorragias. Estas, por sua vez, levam a

diminuicgdo da difusdo sanguinea e consequente faléncia multipla de 6rgéaos. J& as infecgdes por



ZIKV, por serem mais brandas, exibem baixos indices de mortalidade. No entanto, o ZIKV
pode provocar outras patologias severas que ndo sao provocadas pelo DENV. As sindromes
congénitas, como microcefalia, enquadraram o ZIKV entre 0s patdgenos mais perigosos para o
desenvolvimento embrionario (TORCHZ: Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirose,

Herpevirose e Zika) (Regadas et al., 2018).

N&o existem medicamentos antivirais especificos contra DENV e ZIKV. O uso
cauteloso de analgésicos e antitérmicos é indicado para amenizar os sintomas enquanto a
doenca regride, evitando o uso de salicilatos e anti-inflamatoérios nédo esteroidais que aumentam
as chances de hemorragia por inibicao de fatores da cascata de coagulacdo. O paciente pode
necessitar de soro fisiolgico via venoso ou em casos graves de trombocitopenia, deve-se

realizar a transfusédo de plaquetas (Premaratna et al., 2011).

Em relacdo a prevencao destas arboviroses, ndo existe uma vacina disponivel contra o
ZIKV. Entretanto, em 2015 foi licenciada uma vacina contra 0 DENV, DENGVAXIA®, a qual
recebeu diversas criticas e gerou diferentes estudos para analisar a sua eficacia e sua seguranca,
uma vez que essa vacina poderia provocar casos graves de Dengue ou Zika, principalmente a
partir do Fenébmeno ADE (antibody dependent enhancement) (Aguiar et al., 2016; Martinez-
Vega et al., 2017). Assim, a profilaxia dessas arboviroses, bem como de YFV, CHIKV e
MAYYV, esta no combate ao vetor. A destruicdo de seus criadouros (dgua parada), politicas
publicas para descarte adequado de lixo, bem como técnicas biotecnoldgicas, como utilizacdo
de mosquitos transgénicos (Carvalho & Moreira, 2017) e bactérias entomopatogénicas (King

et al., 2018) sdo praticas e métodos Uteis no combate aos mosquitos.

1.3 DIAGNOSTICOS

O quadro clinico das infec¢des por DENV e ZIKV ¢é bastante similar, tornando-se dificil
o diagndstico correto das doencas. Além disso, devido a co-circulacdo de outros virus da mesma
familia (Flaviviridae) como o YFV e o alfavirus CHIKV, o estudo da imunopatogénese dessas
infeccBes € essencial para diagnosticar corretamente os pacientes (Patterson et al., 2016). O
desenvolvimento, portanto, de testes de diagnosticos que possam distinguir com precisao as
infecgdes co-circulantes é o ponto mais importante para o tratamento mais adequado, prevencéo
de casos graves da doenca, vigilancia epidemioldgica, investigacdo de surtos, gestdo e reducao
de riscos, além de tratar adequadamente as mulheres gravidas infectadas por ZIKV (Premkumar
etal., 2017).



Comprovar, laboratorialmente, a presenca do virus no paciente é fundamental para
demonstrar uma dada infeccé@o de etiologia viral. O isolamento viral foi um dos primeiros
métodos utilizados para detectar o DENV em pacientes infectados. No isolamento, é possivel
amplificar a quantidade de virus para estudos posteriores, além de identificar virus
desconhecidos. Entretanto, o tempo certo para coleta do material e a indisponibilidade de certos
sistemas celulares prejudicam a aplicacdo dessa metodologia (Shrivastava et al., 2018).

Em relacdo aos testes moleculares, a RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction) € o teste padrdo-ouro no diagndstico. O FDA (Food And Drug Administration)
aprovou este método para diagnéstico de DENV. No entanto, € uma metodologia bastante
dispendiosa para que possa ser aplicada rotineiramente em unidades de saide. Para o ZIKV, o
teste é realizado em poucos laboratorios e demonstra bastante especificidade e sensibilidade, o
que permite diferenciar ambas as doencas. Todavia, para a realizacdo da RT-PCR, o tempo de
coleta do material € um fator limitante. Nas infec¢des por DENV ou ZIKV, s6 é possivel

detectar o material genético do virus até o 5° dia da doenga (Nunes et al., 2018).

1.3.1 Diagnosticos soroldgicos

Os testes soroldgicos sdo os mais aplicaveis e utilizados atualmente. O objetivo é
detectar anticorpos utilizando antigenos especificos ou detectar antigenos através de anticorpos.
O ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) é uma metodologia bastante utilizada para
ensaios mais rapidos, simples e menos dispendiosos quando comparado aos métodos
moléculares. A técnica baseia-se na utilizacdo de placas de poliestireno, nas quais sao
adsorvidas proteinas (anticorpos ou antigenos) para formacdo de um complexo antigeno-
anticorpo referente a patologia que se deseja diagnosticar. Este complexo € observado através
de anticorpos conjugados a enzimas que reagem com seus respectivos substratos que vao liberar
fons que reagirdo com cromdgenos especificos. Estes, entdo, emitem uma coloracdo que é
mensurada por absorbancia (densidade oOptica). A relacdo da intensidade da coloracédo
(formacéo do complexo antigeno-anticorpo) com os valores obtidos podem ser utilizados para
indicar a presenca atual (ou passada, se alvo for anticorpo) de um patogeno (Shah &
Maghsoudlou, 2016).

Os ensaios de ELISA variam em relacdo a sua indicacao e desenvolvimento. O método
indireto consiste na adsorcéo de antigenos na placa com posterior adi¢do do anticorpo primario,
o qual podera ser o soro, contendo anticorpos-alvo, de um paciente suspeito. Em seguida,

adiciona-se o anticorpo secundario conjugado a enzima ou outro tipo de indicador e analisa-se



0 resultado. O ELISA direto, utilizado para detectar antigenos, ndo utiliza o anticorpo
secundario. A enzima esta conjugada, entdo, ao primeiro anticorpo adicionado a reacdo. O
ELISA do tipo “sanduiche” ¢ uma das mais robustas e sensiveis variagdes da técnica. Devido a
posicao do antigeno entre dois anticorpos, o de captura e o de detec¢cdo conjugado a enzima,
essa variacdo impede a ligacdo do anticorpo de deteccdo a outro tipo de antigeno, pois este é

previamente selecionado pelo anticorpo de captura, melhorando a especificidade (Lin, 2015)

O ELISA denominado MAC-ELISA (IgM antibody capture enzyme linked
immunosorbent assay) é uma varia¢do bastante Util na deteccdo de anticorpos IgM durante a
fase aguda de infeccdes, em especial, por DENV e ZIKV. A técnica consiste na adicdo de
anticorpos anti-lgM humanos nas placas com posterior adicdo dos soros suspeitos. A presenca
do anti-IgM garante a ligacdo de IgM produzidos pelo paciente. Na terceira etapa, todavia,
adiciona-se o0 antigeno especifico e desejado para diagnosticar a doenca, selecionando apenas
os complexos contendo IgM especifico ao patdgeno. Por fim, um anticorpo conjugado a enzima
e especifico a esse antigeno adicionado é utilizado para detectar e realizar a leitura do teste
(Huillier et al., 2017). Os anticorpos da classe IgM tém demonstrado maior especificidade nos
ensaios soroldgicos que anticorpos 1gG, especialmente frente aos de memdéria (Braveny et al.,
1976; Huillier et al., 2017). Os ensaios sorologicos baseados no MAC-ELISA séo considerados,
pelo CDC, o padrdo-ouro no diagnostico da Dengue na fase aguda (entre 4 e 7 dias ap6s o
aparecimento dos sintomas). Para o ZIKV, ainda ndo ha um ensaio imunoldgico disponivel,
sendo os testes realizados apenas em laboratérios de pesquisa (Johnson et al., 2016).As
metodologias de diagndsticos aprovadas pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para

diagnose da ZIKV sdo baseadas em imunofluorescéncia e PCR (Anvisa, 2016).

No Brasil, varios kits de diagnéstico da Dengue baseados em ELISA séo aprovados e
registrados pela ANVISA. O Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ (Diasorin Molecular, CA,
EUA) é um teste qualitativo para deteccdo de anticorpos IgM anti-DENV no soro humano e
pode ser utilizado no apoio ao diagndstico da infeccdo aguda pelo dengue, sendo a metodologia
baseada no MAC-ELISA. Sua especificidade é de 100% segundo fabricante (Focus
Diagnostics, 2019). O Kit PanBio Dengue 1gG Indirect ELISA (Panbio, CA, EUA) é utilizado
para deteccdo de 1gG para todos os sorotipos do DENV em pacientes com sintomas clinicos e
para exposi¢do passada. Um cut-off é utilizado para diferenciar infeccdes antigas de recentes,
sendo a metodologia baseada no ELISA indireto. Segundo o fabricante, o teste possui 100% de
especificidade (Panbio, 2019). Tem-se, ainda, o Platelia™Dengue NS1 AG que é utilizado para

detec¢cdo qualitativa ou semi-quantitativa do antigeno NS1 do DENV. A metodologia deste



ensaio ¢ baseado no ELISA “sanduiche” e sua especificidade ¢ de 100%, segundo o fabricante

(Lindegren et al., 2005).

Para o desenvolvimento de kits diagndsticos soroldgicos especificos para DENV e
ZIKV, é importante o estudo da resposta imune humoral contra o virus bem como compreender
as suas respectivas proteicas virais (Balmaseda et al., 2018), uma vez que um dos maiores
problemas dos diagnosticos baseados em anticorpos é a similaridade em sequéncia de
aminoacidos e estruturas das proteinas dos diferentes flavivirus que permite a reacdo cruzada,

a qual gera resultados falso-positivos (Hunsperger et al., 2014).

No campo do diagnostico sorolégico dessas arbovirores, deve-se considerar trés
aspectos antes de realizar o teste: se o paciente estd em uma infecgdo priméria ou secundaria
por flavivirus, o periodo que surgiram os sintomas e, consequentemente, a resposta imune
humoral. O teste de Neutralizacdo por Reducédo de Placa (PRNT) ndo pode, por exemplo, ser
utilizado para confirmar a infeccdo por ZIKV caso o paciente ja tenha se infectado
anteriormente com outro flavivirus devido a alta reatividade cruzada dos anticorpos (Rabe et
al., 2016). Em relacdo ao ELISA, a utilizacdo do antigeno (proteina estrutural ou ndo estrutural)
e a amostra do paciente (fase aguda, convalescenca ou pos-convalescenca) interferem
diretamente no diagndstico. Os anticorpos IgG tém demonstrado reatividade cruzada maior
entre DENV e ZIKV que anticorpos IgM nas reac6es de ELISA. Conforme Tsai et al. (2017),
IgG apresenta uma baixa especificidade no diagndstico de pacientes com ZIKV aguda e que ja
tiveram uma infeccdo anterior por DENV. Como DENV e o ZIKV compartilham de 55-58%
de suas sequencias de aminoacidos de proteinas estruturais, anticorpos produzidos contra o

DENV podem reagir cruzadamente contra 0 ZIKV ou vice e versa.

E importante, portanto, a producéo de kit diagndstico soroldgico que possibilitariam a
diminuicao da resposta cruzada para ambos os virus. Mesmo compartilhando essas sequéncias
de aminoéacidos, existem epitopos que sdo especificos para cada virus. Diferentes estudos
apostam na analise da superficie proteica com o objetivo de explorar epitopos conservados e
variaveis entre os flavivirus. E esta analise de comparacéo aliada a conformacéo dos epitopos
podem guiar para a predicdo de regides antigénicas DENV ou ZIKV especificas (Premkumar
etal., 2017).

1.5 GENETICA, ESTRUTURA PROTEICA E IMUNIDADE HUMORAL

Os virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus, como o DENV e ZIKV s&o virus
de genoma de RNA fita simples de polaridade positiva (SSRNA +) de tamanho entre 10-11 kb.



A extremidade 5’ possui cap para traducdo celular candnica, enquanto a extremidade 3’ nao
apresenta poliadenilacdo, mas forma estruturas tipo loop. (Figura 1) Essas estruturas
secundarias permitem a formacdo do RNA subgenémico (sfRNA) que € essencial para
patogenicidade e atua na inibicdo do complexo antiviral (RIG-I) do hospedeiro impedindo a
producdo de interferons e outras citocinas antivirais. Sdo virus envelopados e esféricos com
aproximadamente 50 nm de didmetro. As proteinas da superficie arranjam-se em formato

pseudo-icosaédrico (Zhang et al., 2003; Yoneyama et al., 2004).

O genoma dos flavivirus contém um dnico open reading frame (ORF) que codifica uma
Unica poliproteina. Esta € inicialmente ancorada ao reticulo endoplasmatico via helices
transmembranas e, subsequentemente, é clivada por proteases celulares e virais e glicosilada
por glicosiltransferases do hospedeiro. As proteinas do capsideo (~ 100 aminoacidos (aa)) estao
envolvidas no empacotamento do genoma viral e na formacdo do nucleocapsideo. As
glicoproteinas prM (~165 aa) e E (~495 aa) possuem duas helices transmembrana cada. A prM
atua como uma chaperona promovendo a montagem da proteina E e sofre uma clivagem para
produzir o peptideo pr e a proteina M (~75 aa). A proteia E, enfim, possui um ou mais sitios de
ligacdo a receptores e um peptido de fusdo que atua na fusdo do virus com a célula hospedeira
(Zhang et al., 2003).

O precursor da poliproteina também possui sete proteinas ndo estruturais (Figura 1):
NS1 (importante na replicacdo e montagem da particula), NS2A (replicacdo e evasao viral),
NS2B (cofator da NS3), NS3 (protease), NS4A (cofator da NS3), NS4B (evasdo viral e
replicacdo do RNA) e NS5 (sintese e modificacdo do RNA). Estudos (Barba-Spaeth et al., 2016;
Dejinirattiisai et al., 2016) demonstram que os flavivirus promovem diversas alteragdes
conformacionais em suas estruturas desde a maturacao, reconhecimento da célula hospedeira e
fusdo, e estas alteracdes sdo moduladas por temperatura e pH. Essas mudancas séo essenciais
para estudos do ciclo de vida, drogas antivirais e, ainda, no estudo da resposta humoral, pois

essas alteragdes promovem a produgéo de anticorpos neutralizantes (Hasan et al., 2018).



Genomic polyprotein [ j
sl Polyp § 99 3o
* * ‘-?NS'PE NS4A
clp E NS1 [NS2A NS3 NS5
iy P
*Signal peptidase +Galgi protease 7 NS3 protease

FIGURA 1. GENOMA DOS FLAVIVIRUS. A poliproteina é clivada por proteases virais e celulares (setas)
formando as proteinas do capsidio (C), membrana (prM) e envelope (E) e as sete proteinas ndo estruturais (NS).
Fonte: ViralZone (2019).
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FIGURA 2. DOMINIOS DA PROTEINA E. O loop de fuséo (setas) esta envolvido na ligagdo do virus a
membrana celular para liberacdo do genoma viral no citoplasma. E uma regido antigénica entre os flavivirus. No
entanto, os anticorpos produzidos contra essa regido apresentam alta reatividade cruzada.

Os flavivirus entram nas células por endocitose mediada por receptor e a alteracdo do
pH promove a trimerizacdo da proteina E, resultando em fusdo viral e liberagdo do RNA
genémico no citoplasma. Assim, inicia-se a replicagdo do RNA e a montagem de novas
particulas. A proteina E forma um dimero na particula matura e cada mondémero possui trés
dominios: dominio amino-terminal (DI) que é centralmente localizado na proteina; o dominio
de dimerizacdo (DII) que possui o peptideo de fusdo; e o dominio carboxi-terminal semelhante
a imunoglobulina (DI1I). (Barba-Spaeth et al., 2016) (Figura 2).

Anticorpos neutralizantes possuem papel importante na protecdo contra infeccdo por
muitos flavivirus e sdo considerados correlatos de protecdo para vacinas contra YFV, por

exemplo. A proteina E é um alvo antigénio primério de anticorpos neutralizantes que se ligam
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a epitopos em todos os trés dominios estruturais, sendo que 0s anticorpos mais protetores e
especificos reconhecem os epitopos do DIII. Os anticropos anti-flavivirus potencialmente
neutralizantes também reconhecem epitopos quartenarios complexos compostos por mais de
um dominio da proteina E. No entanto, os anticorpos que reconhecem o loop de fusdo do DI
sdo mais reativos entre o género e neutralizam os flavivirus de forma menos eficiente, embora

apresentem ainda atividade protetora in vivo (Zhao et al., 2016).

Os anticorpos produzidos em uma infeccdo por flavivirus possuem diferentes
mecanismos de neutralizacdo do patdégeno. Em uma infeccdo pelo DENV ou ZIKV, 0s
anticorpos podem realizar um bloqueio estérico ao receptor dos virus encontrados na célula
hospedeira (Kaufmann et al., 2006). Outros anticorpos podem impedir a fusdo das membranas
viral e celular ao modificar a estrutura proteica dos virus. Estudos com anticorpos monoclonais
anti-DENV de camundongos, mostrou que os anticorpos poderiam se ligar a epitopos
transitorios do virus, promovendo uma cascata de reordenamento das proteinas estruturais,

especialmente na proteina E (Lok et al., 2008).

Diversos estudos tém surgido para elucidar o porqué de alguns pacientes desenvolverem
formas mais graves das doencas. A predisposi¢cdo genética (polimorfismo) do individuo, a carga
viral recebida na infeccéo e o estado imunoldgico sdo fatores importantes no estabelecimento
da infeccdo (Alwis et al., 2011). Entretanto, diversos autores (Boonnak et al., 2010; Alwis et
al., 2012; Ubol & Halstead, 2017) reportaram que a progressao para formas mais graves, no
caso da Dengue, deve-se a presenca de anticorpos ndo neutralizantes produzidos por uma
infeccdo primaria. Este fenbmeno é conhecido como Aumento da Infeccdo Mediado por
Anticorpo ou Fendmeno ADE (Antibody-dependent Enhancement). Na infecc¢do secundaria por
DENV, se os anticorpos anti-DENV produzidos na primeira infec¢do declinarem abaixo do
limiar de neutralizacdo de anticorpos para um sorotipo heterélogo, esses anticorpos podem
promover a entrada do DENV nas células contendo os receptores Fcy, aumentando a replicagdo

viral.

1.6 EXPRESSAO HETEROLOGA DE PROTEINAS

Existem vérias técnicas de expressdo de proteinas recombinantes com diferentes
finalidades farmacéuticas e biotecnolégicas. Cada sistema de expressdo possui suas vantagens
e desvantagens (Lindbo, 2007). A bactéria Escherichia coli é o procarioto mais utilizado para
expressar proteinas de interesse devido ao amplo conhecimento da fisiologia e genética desta

bactéria. Possuem algumas vantagens como o baixo custo e a facil manipulacdo (Chen, 2010).
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Entretanto, devido a presenca de uma camada de lipopolissacarideo (LPS), caracteristica de
bactérias gram-negativas, a utilizacdo de E. coli na expressdo heteréloga torna-se um problema.
O LPS é altamente imunogénico e provoca graves quadros clinicos de febre e sepse, quando for
contaminado em humano. Se a proteina de interesse nao for totalmente purificada, seu uso em

humano, portanto, torna-se restrito e limitado (Gong et al., 2011).

Como alternativa as células procaridticas, pode-se utilizar leveduras como do género
Saccharomyces ou mais recentemente, Pichia pastoris. Esses sistemas eucarioticos sao de facil
manuseio e de baixo custo. Todavia, a produtividade ndo € alta e pode ocorrer toxicidade pelo
acumulo de metanol (Tamas & Shewry, 2006), além da hiperglicosilacdo das proteinas que
pode provocar a perda da funcéo proteica (Twyman et al, 2003). Assim, a utilizacao de células

vegetais para expressdo heteréloga torna-se uma alternativa muito interessante.

1.6.1 Expressdo em planta

O uso de plantas transgénicas é considerado um sistema de expressao de proteinas barato
e seguro. Além disso, permite uma producdo em uma escala maior que em células procarioticas.
Como as plantas sdo organismos eucarioticos, suas células conseguem expressar proteinas
complexas e o processamento pos-traducional é semelhante ao das células animais, apesar de
algumas distingdes no que tange a glicosilagdo das proteinas (Scotti & Cardi., 2012). A
transformacdo genética de uma planta é realizada através da insercdo de um gene exdgeno de
interesse para o interior do genoma nuclear do vegetal, o qual o incorpora e passa a expressa-

lo como uma proteina prépria (Malabadi et al., 2016).

O uso de planta como biorreator é vantajoso por esta ndo conter contaminantes ou
patdgenos animais que poderiam limitar a utilizacdo de proteinas produzidas, especialmente
biofarmacos que poderiam ser utilizados no diagndstico, vacinas ou anticorpos para
imunoterapia (Scotti & Cardi, 2012).

A Dbiotecnologia de plantas como biorreator € baseada em dois processos de
transformacéo: expressdo estavel e expressdo transiente. Na primeira, existem as plantas
transgénicas que Sd0 organismos que possuem um ou mais genes de outra espécie inseridos no
seu genoma através da transformacao genética. Na expressdo estavel tambeém existe a estratégia
de planta transplastomica, a qual se baseia na expressdo heterdloga em cloroplastos

transformados (Tiwari et al., 2009).

J& na expressdo transiente, 0 DNA exdgeno ndo se integra ao genoma do hospedeiro.

Sédo utilizados vetores que carreiam o gene de interesse. Uma técnica bastante utilizada € o uso
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de Agrobacterium sp. (agroinfeccdo). Esta carreia um plasmideo denominado plasmideo Ti
(tumor induncing) que é transferido para a planta, junto com o gene de interesse, através de
seringas ou sob pressdo negativa, transformando um grande numero de células que irdo
expressar as proteinas de interesse (Gohlek & Deeken, 2014). Uma vantagem da expressao
transiente em relacéo a estavel é o alto nivel de expressdo do gene de interesse, uma vez que na
primeira o gene ndo é inserido de forma aleatoria em regides do genoma do vegetal que possuem

atividades de transcricéo incertas (Chen et al., 2013).

O rendimento da expressdo de proteinas heter6logas em sistemas vegetais também
depende da planta utilizada e de seu manejo. A luz, os nutrientes e a agua sao o0s principais
fatores que afetam a expressdo. Sob luz artificial, a quantidade de proteina por biomassa em
Nicotiana benthamiana é maior conforme Chen & Lai (2013), sendo 16 horas de luz e 8 horas
de escuro a 25°C o ideal. Deve-se evitar o desenvolvimento de flores, pois estas comprometem

a acumulacdo das proteinas recombinantes.

A agroinfiltragdo pode ser realizada utilizando diversos tipos de vetores, sejam eles
virais ou ndo virais. O vetores virais podem promover uma maior acumulacgéo de proteinas, pois
possuem replicacdo e/ou trascricdo mais eficientes nas células vegetais (Cénizares et al, 2005).
Diversos estudos tém utilizado clones infecciosos de virus vegetal para a expressdo transiente
(Junqueira, et al., 2014; Bijora, et al., 2017; Vasques et al., 2018). Os tobamovirus, espécie
modelo Tobacco mosaic virus (TMV), sdo virus bastante estudados e utilizados como clones

infecciosos na producdo heter6loga de proteinas (Lindbo et al., 2007).

Saejung et al. (2007) expressaram o DIl da proteina E do DENV-2 (D2EIII) utilizando
um vetor baseado em TMV. A proteina foi capaz de induzir a producdo de anticorpos
neutralizantes anti-D2EIIl em camundongos. Gottshamel et al. (2016) realizaram um trabalho
semelhante utilizando um clone infeccioso de TMV para expressar proteinas do envelope do
DENV em cloroplastos de N. benthamiana. Esses sistemas ndo proporcionam a hereditariedade
do gene. Frequentemente, a regido génica que expressa a capa proteica viral (CP) é deletada
para a insercdo do gene de interesse. Como a CP é responsavel pela infeccéo sistémica, isso néo
permite que os vetores movam-se célula-a-célula, o que melhora a biosseguranca do sistema
(Rybicki, 2010).

As plantas tornam-se cada vez mais importantes como ferramentas biotecnoldgicas para
a producdo de proteinas de interesse comercial, devido a capacidade de escalabilidade,
seguranca, velocidade e pela reducdo de custos. Uma enzima contra a doenca de Gaucher (Chen

& Lai, 2013) foi produzida em plantas e aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA)
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nos EUA. Esse marco anuncia uma nova era para produtos farmacéuticos e biotecnologicos

fabricados em plantas.

1.6.2. Clones infecciosos como vetores de expressao

Com a descoberta da enzima transcriptase reversa (RT), surgiu o conceito de genética
reversa permitindo a manipulagdo de RNA por intermédio de sua fita complementar de DNA
(cDNA). Este, portanto, pode ser manipulado e sua transcricdo gera sequéncias de RNA
(progénie) (Scholthof et al., 2011). Em 1984, Ahlquist et al. estabeleceram o primeiro sistema
gue manipulou o cDNA do Brome mosaic virus (BMV) e em 1986 0 mesmo sistema foi aplicado
ao TMV (Meshi et al., 1986). Como o uso de de promotores da RNA polimerase de E. coli
resultava em baixos niveis de expressao, 0 uso de promotores exdgenos comegou a ser utilizado,
como promotores de bacteriéfagos (T3, T7) ou de outros virus vegetais (35S de Cauliflower
mosaic virus - CaMV) (Nagyova & Subr, 1984).

A RT polimeriza o cDNA, a partir do RNA genémico, e o promotor pode ser inserido
na sequéncia através da PCR e a transcri¢do ocorre in vitro. Entretanto, existem algumas
dificuldades na producéo desses clones infecciosos. A producdo completa do cDNA ndo garante
que ele se torne um clone com capacidade de infeccdo: a amplificacdo pode ser comprometida
devido a diferentes tipos de estruturas secundarias do RNA viral e podem surgir mutacfes nas
regides 5'UTR e 3'UTR que inibam a infectividade (Lee et al., 2001).

Além disso, os cDNA séo bastante instaveis quando inseridos em células procariéticas.
As delecdes de sequéncia genémica viral em plasmideo séo as mutagcdes mais frequentes nesses
casos, principalmente quando se trabalha com genomas grandes (Altschuler et al, 1992). A
utlizacdo de vetores low copy numbers que possuem uma taxa de replicacdo menor por célula é
uma alternativa para evitar a delegdo pelas células procaridticas (Rosano & Ceccarelli, 2014).
Para evitar, ainda, a presenca de nucleotideos ndo virais na regido 3'UTR, utiliza-se estratégias
de autoclivagem. A utilizacdo de ribozimas de satélite do Tobacco ringspot virus (Bedoya &
Daros, 2010) ou do virus da hepatite D (HDV) (Avila-Perez, 2018) tem sido reportada para

contornar esse problema.

A producdo de clones infecciosos permite estudar os mecanismos de infeccdo,
trasminssao, replicacdo e traducéo, além de ser uma 6tima ferramenta na expressao heteréloga
de proteinas e desenvolvimento farmacos antivirais. Weger-Lucarelli et al., (2016)
desenvolveram um clone infeccioso do ZIKV com o uso do promoter T7 e a ribozima do HDV
na extremidade 3'UTR. Os resultados reveleram que o clone infeccioso do ZIKV foi altamente
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similar ou idéntico a linhagem selvagem utilizada no estudo. O clone foi capaz de infectar
diferentes linhagens celulares e ainda foi reportada idéntica mortalidade entre os camundongos
infectados, indicando que os clones podem ser utilizados no estudo da trasmisséo sexual, uterina
e na neuropatogénese. O estudo de cDNA, derivado de linhagens asiaticas do ZIKV, demonstra
que o virus recombinante pode provocar desordens neurologicas e estabelecer altas viremias em
modelos animais muito semelhantes ao virus selvagem do qual o cDNA foi produzido. Além
disso, clones infecciosos do ZIKV podem ser altamente infecciosos para o Ae. aegypti (Liu et
al., 2017).

No campo da virologia vegetal, a utilizacdo de clones infecciosos pode ser tornar uma
excelente ferramente biotecnoldgica para a producéo de proteinas heterélogas. Os tobamovirus
foram estudados no campo da genética reversa desde a década de 80 e podem ser utilizados
como ferramentas de expressdo. Eles sdo virus em forma de bastonetes, RNA fita simples e
polaridade positiva possuindo um genoma de aproximadamente 6395 pb (Figura X). Duas
proteinas com os tamanhos de 126 kDa e 183 kDa sdo as replicases do virus que participam da
replicacdo viral. Elas sdo traduzidas diretamente pelo por RNA genémico. A proteina de
movimento (MP) do virus possui 30 kDa e atua na disseminacdo célula a célula. Ja a CP, que
atua na encapsidacao viral e no movimento sistémico, possui 17,5 kDa. Ambas séo traduzidas

pelo RNA subgenémico (Junqueira, 2014).

Em 1986, Mesh et al. realizaram a transcricdo in vitro de um cDNA do TMV, mostrando
que suas abordagens poderiam ser utilizadas para a inser¢do de sequéncias de interesse. Em
trabalhos posteriores, a CP foi substituida por sequéncias de proteinas exdgenas resultando em
um hibrido (Takamatsu et al., 1987; Dawson et al., 1989). Entretanto, o rendimento da
expressdo proteica foi baixo. Isso levou os pesquisadores a modificarem cada vez mais as
sequéncias. Donson et al. (1991) introduziram um promotor subgendmico de Odontoglossom
ringspot virus (ORSV) e o gene de interesse sob o controle do promotor subgendmico da CP do
TMV. A proteina de interesse foi produzida e manteve-se estavel durante a infecgdo sistémica.
Entretanto, o rendimento da expressao heterdloga foi menor quando comparado a expressao da
CP do TMV ou do ORSV. O gene da green fluorescetn protein (GFP) foi introduzido entre a
MP e CP do TMV em 1996 por Casper & Holt. A GFP foi eficientemente expressa de forma

sistémica na planta.

O Pepper mild mottle virus (PMMoV) é outro tobamovirus utilizando na genética
reversa. Alguns trabalhos (Kiritaetal., 1997; Tsuda et al., 1998; Hagiwara et al., 2002; VVasques

et al., 2018) utilizaram o cDNA de PMMoV, baseados na transcri¢do in vitro, para estudar os
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sintomas induzidos pelo virus bem como a protecdo cruzada de cultivares. Em 2005, Ichili et
al. estudaram a genética reversa do PMMoV com o objetivo de obter um virus que provocasse
sintomas atenuados nas plantas. Foi relatado que o gene cp do virus é a responsavel por induzir
uma resposta protetiva na planta através de mutac6es provocados na CP (Hamada et al., 2002).
Vasques et al. (2018) clonaram o cDNA do PMMoV no vetor binario pJL89, deletando parte
da CP. Nesta regido deletada, foi possivel clonar o gene da mGFP e o gene de multiepitopo do
CHIKYV para expressdo em N. bethamiana. A expressao tanto da GFP quanto do multiepitopo
foram eficientes, mostrando que o clone infeccioso do PMMoV é uma ferramenta

biotecnoldgica promissora na expressao de proteinas em plantas.

1.6.2 Expressdao em células de inseto

Os baculovirus, pertecentes a familia Baculoviridae, sdo virus que infectam células de
inseto e podem ser utilizados na biotecnologia como vetores de expressao de proteinas
recombinantes (Jehle, 2006). O genoma dos baculovirus séo constituidos de DNA circular, fita
dupla (80.000 pb) e € envolto por um capsideo na forma de bastonete. Seu genoma codifica de
90 a 181 genes (Gramkow., 2010). Com o estabelecimento de culturas de células de inseto in
vitro, o estudo da infectividade dos baculovirus avangou. O primeiro isolado veio da lagarta
Autografa californica e é capaz de infectar diferentes células de inseto da ordem lepidoptera
(Fauquet et al., 2005).

Devido a capacidade de causar a morte de insetos, os baculovirus sdo 6timos inseticidas,
pois sdo especificos e ndo infectam humanos. Assim, a utilizacdo desses virus como vetores de
expressao € uma excelente alternativa para proteinas recombinantes (Barros, 2011). No campo
das arboviroses, expressar proteinas recombinantes tem sido vantajoso, pois esses vetores
permitem a clonagem de genes grandes, alto potencial para proteinas heterélogas em grandes
quantidades (10-100mg/L de cultura) e por ser apropriado para sintese de proteina eucariotica
(Kost et al., 2005).

Barros et al. (2011) produziram um antigeno do envelope do YFV utilizando
baculovirus recombinante. A proteina produzida foi testada contra soros de pacientes com Febre
Amarela e Dengue. O ensaio revelou que o antigeno reagiu aos soros positivos para Febre
Amarela e ndo reagiu contra o lisado celular controle que ndo continha o gene inserido. Além
disso, ndo houve reacdo cruzada com o soro anti-DENV dos pacientes. Chua et al., (2013)
produziram um multiepitopo do DENV utilizando baculovirus recombinantes para producéo de

um diagndstico sorologico. Ja Yamaji & Konishi (2016) e Metz & Pijlman (2016) produziram



16

Virus-like-particle (VLP) dos Virus da Encefalite Japonesa e do Virus Chikungunya
respectivamente.

A producéo de baculovirus recombinantes pode ser realizada utilizando o sistema Bac-
to-Bac® (Thermo Fisher Scientific), o qual é baseado nos métodos de Luckow et al. (1993). O
sistema contém o vetor pFastBac®, no qual os genes de interesse podem ser clonados. Tais
genes sdo expressos sob o controle do promotor da poliedrina (Polh), uma proteina produzida
em grandes quantidades pelo virus. Quando as proteinas heterdlogas estdo sob o controle do
promotor da Polh, aquelas podem resultar em até 50% do total de proteinas produzidas pelas
células em cultivo (Dalal et al., 2005).

O gene de interesse é clonado no vetor pFastBac e células competentes de E. coli sdo
transformadas e 0 DNA € extraido. O vetor contendo o gene exdgeno pode, entdo, ser
transferido para outra cepa de E. coli, DH10Bac®. Esta contém o genoma completo do
baculovirus (bacmideo). A regido do vetor pFastBac, na qual o gene de interesse esta clonado,
é um transposon denominado Tn7, o qual se desloca e se liga a uma regido do bacmideo
denominada mini-AttTn7. Assim, o DNA podera ser extraido da bactéria DH10Bac® apés a
selecdo com antibidticos adequados. Esse DNA, portanto, é utilizado para infectar células de
insetos para posterior expressdo e obtencdo da proteina heterdloga (Luckow et al. 1993).

Ardisson-Aradjo et al. (2013) modificaram o vetor de expressdo pFastBac ao
expressarem a CP completa de Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV) fusionada a
extremidade 3’ da poliedrina e com a sequéncia 6xhis-tag na regido N-terminal da CP. Essa
fusdo da CP com a poliedrina facilitou a purificacdo da proteina das células de inseto por
centrifugacdo em gradiente de sacarose, e a sequéncia da 6xhis-tag permitiu a deteccdo da CP
por western blotting. Esse vetor modificado, portanto, melhorou o sistema de expressdo em

células de inseto.

1.7 ANTIGENOS RECOMBINANTES E NOVOS DIAGNOSTICOS

Com o objetivo de melhorar os testes sorologicos para diagnostico da DENV e ZIKV,
especialmente, para diminuir a reatividade cruzada, torna-se interessante o estudo da
antigenicidade das proteinas dos respectivos virus, bem como a influéncia da conformacéo e
modelo de expressdo de antigenos. Rockstroh et al. (2015), expressaram a proteina E do
envelope do DENV contendo mutagdes pontuais na regiéo de fusdo do loop. Tais modifica¢oes
diminuiram as reac@es cruzadas de soros anti-DENV e anti-ZIKV no ensaio de ELISA indireto.

Entretanto, o nimero de resultados falso-positivos ainda foi consideravel. O ensaio utilizado
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foi, portanto, modificado realizando um ELISA competitivo. Os soros de pacientes contendo
anticorpos anti-DENV foram incubados com os antigenos de ZIKV e, em seguida, antigeno
marcado do DENV foi inserido na rea¢do. Essa adaptacao do teste diminuiu consideravelmente
os resultados falso-positivos, permitindo uma maior especificidade para o diagnostico
(Rockstroh et al. 2017).

Zhao et al. (2016), produziam anticorpos monoclonais contra o DIII da proteina E do
ZIKV (EDIII) e realizaram o mapeamento de epitopos utilizando diferentes cepas de ZIKV,
WNV e DENV (1-4) (Figura 3). O reconhecimento dos aminoacidos pelos anticorpos revelou
quais regides do EDIII poderiam ser exploradas para a producdo de antigenos especificos ao
DENV ou ao ZIKV. Esses antigenos especificos, portanto, poderiam ser utilizados com o
objetivo de aumentar a especificidade dos testes soroldgicos. Além disso, esse painel de
antigenos € Gtil no desenvolvimento de anticorpos terapéuticos para potencialmente prevenir a

persisténcia viral ou para o projeto de vacinas e diagnosticos especificos que utilizam epitopos

minimaos.
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1 7 4491511133266 8 7 4 10 35142182 1 9 133 66 2012618
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FIGURA 3. MAPEAMENTO DE EPITOPOS. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do D111 de proteina
E de ZIKV, WNV e DENV (1-4). Fonte: Zhao et al., 2016.

O mapeamento de epitopos (epitope mapping) e a expressao de antigenos na forma de
multiepitopos sdo abordagens que permitem a expressdo de regides antigénicas reconhecidas
por anticorpos mais especificos contra DENV ou ZIKV. Como mostra o estudo de Rockstroh
et al. (2017), os anticorpos produzidos contra a regido do loop de fusdo (EDII) apresentam
maior reatividade cruzada entre os flavivirus.

Premkumar et al. (2017), utilizando um multiepitopo do DENV contendo antigenos do
DI e DIII desenvolvidos pelo mapeamento de epitopos, mostraram que apesar da diminuicéo

da reatividade cruzada provocada pela conformacdo de seu multiepitopo, faz-necessario
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direcionar os novos testes soroldgicos conforme a classe da imunoglobulina. O estudo mostrou
que anticorpos IgG apresentaram maior reatividade cruzada entre os multiepitopos.

Zhang et al. (2017), utilizando uma plataforma nanotecnolégica com ouro ligada a
multiepitopos, corrobora o fato de anticorpos IgM serem os melhores candidatos na diagnose
da Dengue e Zika. O trabalho, ainda, demonstra que detectar anticorpos IgA também é uma
alternativa interessante para diminuir a reatividade cruzada. Na presenca de resultados
duvidosos, o uso de testes de avidez, utilizando ureia, séo eficazes para medir a forca de ligacao
da IgG com DENV ou ZIKV, permitindo diferenciar infeccdo primaria de secundéria, além de
ajudar na interpretacédo de resultados com reatividade cruzada (Souza et al., 2003; Zhang et al.
(2017).
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2 JUSTIFICATIVA

O diagnostico da Dengue é realizado principalmente através da captura de anticorpos
IgG ou IgM ou do antigeno NS1 através de testes de ELISA. (Rockstroh et al. 2015). Para a
Zika, ndo existem diagnosticos baseados em ELISA no mercado. Como reportado por diversos
estudos (Zhao et al., 2016; Premkumar et al. 2017; Zhang et al. 2017; Rockstroh et al. (2017),
soros de pacientes com Dengue e Zika reagem cruzadamente com antigenos preparados do
DENV ou ZIKV devido aos epitopos conservados entre 0s virus provocando resultados falso-
positivos, uma vez que as proteinas estruturais e ndo estruturais de ambos possuem uma alta
identidade. Entretanto, algumas regides de proteina E mostram diferencas entre DENV e ZIKV.
Como os testes disponiveis para a Dengue foram validados antes da epidemia da Zika, eles ndo
apresentam a mesma acuracia quando utilizados em regides endémicas para 0 ambos 0s virus,
como no Brasil. Assim, este trabalho foi importante para desenvolver antigenos especificos de
DENV e ZIKV, expressando antigenos em forma de multiepitopo para o desenvolvimento de
novos kits de diagnosticos baseados em ELISA. O desenvolvimento de um teste sorol6gico no
Brasil com alta especificidade e sensibilidade que possa distinguir pacientes com Dengue ou
Zika € de extrema importancia para a satde publica do pais devido a estes virus endémicos co-

circulantes.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Expressar antigenos de multiepitopos utilizando planta e baculovirus para o

desenvolvimento de um diagnostico sorolégico Dengue e Zika especifico
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenho e sintese dos genes de antigenos de multiepitopo de DENV e ZIKV;

e Montagem e insercdo dos genes multiepitopos no vetor viral vegetal PMMoV;

e Transformagao das células vegetais via Agrobacterium tumefaciens

e Clonagem dos genes de antigenos de multiepitopo em baculovirus;

e Transfeccdo de células de inseto com bacmideo recombinante;

e Expressdo e obtencdo dos antigenos de multiepitopo preparados nos sistemas de planta e
baculovirus;

e Testes de ELISA utilizando soros positivos e negativos para DENV e ZIKV
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 EXPRESSAO EM PLANTAS
4.1.1. Desenho das sequéncias de aminoacidos dos antigenos de multiepitopos

O desenho das sequéncias de aminoacidos do antigeno de multiepitopo especifico de
DENYV e ZIKV foi baseado em duas consideragfes. Primeiramente, as sequéncias diferentes de
aminoacidos do EDIII entre DENV e ZIK foram alinhadas as sequéncias de aminoacidos da
proteina EDIII de flavivirus importantes na satde publica, tais como: WNV, YFV, ZIKV e o0s
quatro sorotipos do DENV. O alinhamento foi realizado utilizando a sequéncia completa
fornecida pelo GenBank e 0s nimeros de acesso destas sequéncias de referéncias estdo listados

na tabela 1.

TABELA 1. ISOLADOS DE FLAVIVIRUS, IDENTIFICACAO E NUMERO DE ACESSO. Baseado no
estudo de Zhao et al. (2016), foi realizada uma busca nos bancos de dados do GenBank (GenBank Home National
Center for Biotechnology Information) através dos nimeros de acesso ou nome do isolados fornecidos. Todos o0s
isolados de DENV e o ZIKV foram encontrados no Brasil. O 17DD de YFV é o isolado utilizado na vacina atual
contra febre amarela.

VIRUS ISOLADO NUMERO DE ACESSO
(GENBANK)
WNV NY99 YP_001527880
YFV 17DD AAC54267
ZIKV BRPE243/15 ANC90426
DENV1 BRMGK58D1/13 AMD09599
DENV2 BRSJRP628/13 ANY58905
DENV3 BRBID-V2397/06 ACO06169
DENV4 BROO5AM/11 AMP43484

A segunda consideracéo foi baseada no estudo de mapeamento de epitopo especifico do
ZIKV (Zhao et al., 2016). Na publicacdo, mostrou-se quatro epitopos especificos do ZIKV
(ABDE, 2 de C-C' e LR epitopos) (Figura 3). Estes epitopos sdo descontinuos, ou seja, as
sequéncias de aminoacidos sdo afastadas (ou possui "gap™) para formar um epitopo. Os locais
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compativeis de ABDE e LR epitopos foram escolhidos para formar os genes de multiepitopo.
Para ZIKV, o multiepitopo consiste de epitopos de ABDE e LR que foram Unicos com linker
de tetraglicina ou hexaglicina. Este gene foi desenhado para ter repeti¢do (tandem repeat) para
aumentar a eficiéncia. Para o desenho do antigeno de multiepitopo do DENV (1-4), as mesmas
regibes de epitopos do ZIKV foram escolhidas. Nas extremidades C de ambos 0s genes de
multiepitopo, adicionou-se uma calda de seis histidinas (6xhis-tag) para que a detecgdo e
purificacdo fossem facilitadas. Nas extremidades dos genes, foram adicionados sitios de
restricdo para a enzima Nhel. Enfim, os dois genes foram sintetizados no Epoch Life Science
(Missouri city, TX, EUA).

Células de Escherichia coli, cepa DH10B (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA), foram transformadas com DNA plasmidial pClone EZ-NRS-Blunt-Amp DENGUE-
multiepitope_tandem (pClone-Dengue) de 1.651 pb (Multi-DENV) e pClone EZ-NRS-Blunt-
Amp ZIKA-multiepitope_tandem (pClone-Zika) de 2.342 pb (Multi-ZIKV) respectivamente.
Ambos os plasmideos possuem o marcador de sele¢do para ampicilina. O plasmideo (10 ng) foi
adicionado aos microtubos contendo as células de E. coli eletrocompetentes a serem
transformadas. Em seguida, o contetdo dos microtubos foi transferido para cubetas de
eletroporagdo 0,1 cm (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Apos o choque, 800 puL de Meio LB
(Luria-Bertani) foram adicionados na cubeta e homogeneizou-se. A cultura foi levada para
shaker a 28°C durante 1 hora e 30 minutos.

A seguir, 50 pL de cultura contendo as E. coli transformadas foram aplicadas em placa
de Petri contendo meio LB com 1,5% de &gar e ampicilina (100 pg/mL) para selecdo. As placas
foram incubadas em estufa a 28°C por 48 horas ate visualizacdo das colonias. Foram escolhidas
algumas coldnias de E. coli contendo Multi-DENV e outras contendo Multi-ZIKV. Estas foram
inoculadas em tubos contendo 3 mL de meio LB com ampicilina (100 pg/mL). Os tubos foram

incubados a 28°C em shaker 180 r.p.m. por 24 horas.

Apbs o crescimento bacteriano, o0 DNA plasmidial foi purificado utilizando o kit
Wizard® Plus SU Miniprep DNA Purification System da Promega (Madison, EUA), seguindo
a instrucdo do fabricante. O DNA foi estocado no freezer -20 °C.

4.1.2 Clonagem dos insertos no vetor pJL_PMMoV por Gibson Assembly

A clonagem dos fragmentos génicos contendo apenas 0s genes dos antigenos de
multiepitopos Multi-DENV e Multi-ZIKV no vetor viral pJL_PMMoV (Figura 4) foi realizada
por Gibson Assembly (New England BioLabs, Ipswich, EUA), conforme a instrucdo do
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fabricante. Os primers utilizados na amplificacdo dos genes de multiepitopos encontram-se
descritos na tabela 2. Os plasmideos pClone-Dengue e pClone-Zika contendo cada gene foram
utilizados na reacdo para amplificagdo de seus respectivos insertos. J& os primers utilizados na
amplificacdo do vetor viral pJL_PMMoV encontram-se descritos na tabela 3. Para esta reacéo,
foi utilizada o vetor PMMoV (ACP)GFP produzido por VASQUES et al. (2018).

Tabela 2. SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADO NA AMPLIFICAGCAO DOS INSERTOS MULTI-
DENV E MULTI-ZIKV.

PRIMER SEQUENCIA

PMMoV_MultiDENGUE_GA_For 5-CTT CGG CGT TAG GCA ATG CTA GCA
CTG GGT CAT TCA AGT TGG AGA AG -3’

PMMoV_MultiDENGUE_GA_Rev 5’-ATGAGG TTACTT ATACTG CTA GCG
TGATGG TGG TGATGATGC CC -3’

PMMoV_MultiZIKA_GA_For 5’- CTT CGG CGT TAG GCA ATG CTA GCA
CTG CTG CAT TCACCT TTACT -3’

PMMoV_MultiZIKA_GA_Rev 5’-ATGAGG TTACTT ATACTG CTA GCG
TGATGG TGG TGATGA TGA AGC AT -3’

Tabela 3. SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADO NA AMPLIFICACAO DO VETOR VIRAL
pJL_PMMoV

PRIMER SEQUENCIA
PMMoV_GA_CP_6057_For 5-AGT ATA AGT AAC CTC ATG AAT GAG TTA
GTTC-3

PMMoV_GA_CP_102_Rev 5-ATT GCC TAA CGC CGA AGT ACA-3'
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FIGURA 4. CLONAGEM DOS GENES DE MULTIEPITOPO, MULTI-DENV E MULTI-ZIKV, NO
VETOR VIRAL pJL_PMMoV. O clone pJL. PMMoV(ACP)GFP (VASQUES et al. 2018) foi utilizado como
molde para clonagem por Gibson Assembly, resultando nos clones pJL. PMMoV(ACP)DENV (11.412 pb) e
pJL_ PMMoV(ACP)ZIKV (11.103 pb). LB: left border; RB: right border; 2x 35S: promotor 35S duplicado de
CaMV (Cauliflower mosaic virus); PMMoV pol: polimerase RNA dependente de RNA; MP: moviment protein;
mGFP: green fluorescent protein; DENV: Dengue virus; ZIKV: Zika virus; NOS: Nopaline synthase gene; RZ:
ribozyme; CP: coat protein. Caixa amarela: extremidades 5’ ¢ 3” do gene da CP.

4.1.3 Transformacdo de Escherichia coli DH10B com os vetores PMMoV(ACP)DENY e
PMMOoV(ACP)ZIKY e sequenciamento

As construcoes PMMoV(ACP)DENV e PMMoV(ACP)ZIKV foram transfectadas em
E. coli, cepa DH10B, conforme protocolo descrito no item 4.1.2. Ap6s o crescimento bacteriano
nas placas com meio LB contendo canamicina (100ug/mL), foram preparados indculos para
extracdo do DNA plasmidial como previamente descrito. O DNA purificado foi visualizado
utilizando eletroforese em gel de agarose 1%. As amostras foram preparadas para
sequenciamento na Macrogen (Seoul, Coreia do Sul) utilizando os primers a seguir descritos

na tabela 4.

Tabela 4. PRIMERS UTILIZADOS NO SEQUENCIAMENTO PARA CONFIRMAGCAO DAS
CONSTRUCOES PMMoV_(ACP)DENV E PMMoV_(ACP)ZIKV

PRIMER SEQUENCIA

PMMoV_5509_5eq_For 5" —GTT CCAATG GCT GAC AGATT 3
PMMoV_6117_5eq_Rev 5'-GAGTTATCGTACTCGCCAC-3
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414 Transformacdo de Agrobacterium tumefaciens com as construgdes
PMMoV_(ACP)DENV e PMMoV_(ACP)ZIKV

Células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens (GV3101) foram
transformadas com os vetores PMMoV (ACP)DENV e PMMoV (ACP)ZIKV. Foram
transformadas com os plasmideos contendo 10 ng. Apds a eletroporagao, 800 uLL de Meio LB3
(Luria-Bertani) foram introduzidos na cubeta e homogeneizou-se. A cultura foi levada para

shaker a 28°C durante 2 horas.

A seguir, 40 pL de cultura contendo as A. tumefaciens transformadas foram aplicados
em placa de Petri contendo meio LB3 com 1,5% de agar com canamicina (100pug/mL),
rifampicina (100pg/mL) e gentamicina (71g/mL) As placas foram incubadas em estufa a 28°C
até visualizacdo das colnias. Em seguida, algumas coldnias foram escolhidas para preparacao
do inéculo. Foram adicionados 10 mL de meio LB3 contendo os antibi6ticos acima descritos

em tubos de centrifugacdo (28°C por 48 horas).

4.1.4. Agroinfiltragéo

Plantas de Nicotiana benthamiana com aproximadamente cinco semanas foram
agroinfiltradas com Agrobacterium tumefaciens transformadas com PMMoV_(ACP)DENYV e
PMMoV_(ACP)ZIKV. As bactérias foram cultivadas e induzidas com tampé&o de inducdo
contendo o composto fendlico acetoseringona e 0 meio MES [2-(N-morpholino) ethanesulfonic
acid] sob agitagdo (180 r.p.m.) durante 24 horas a 28°C. Em seguida, centrifugaram-se as
culturas e o pellet foi ressuspendido com o meio MS (Murashige and Skoog Basal Medium)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), e as bactérias foram mantidas em repouso por 2 horas. Ap6s
obter as densidades Opticas (O.D) entre 0,5 e 0,7, as bactérias foram infiltradas utilizando
seringas sem agulha. As plantas, portanto, foram incubadas durante um periodo de 10 dias.
Como controle experimental, A. tumefaciens contendo o0 gene da GFP
(pJL_PMMoV(ACP)GFP) foram utilizadas. Além disso, A. tumefaciens contendo o gene do
supressor do silenciamento génico HC-Pro (Helper Component Proteinase) no vetor pBIN19
de Cowpea aphidborne mosaic virus foram utilizadas concomitantemente com
PMMoV_(ACP)DENV e PMMoV_(ACP)ZIKYV para aumentar a eficiéncia da expressao.
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4.1.5 Deteccdo de proteinas recombinantes por Western Blotting

Para analisar a expressao das proteinas recombinantes, as folhas de N. benthamiana
foram coletadas com 10 d.p.i. e maceradas utilizando nitrogénio liquido. Em seguida, foi
utilizado PBS 1X (10 mM PO43-, 137 mM NaCl, and 2.7 mM KCI) (1:1) e centrifugou-se por
7 minutos a 8.000 r.p.m a 4°C. O extrato coletado foi submetido a SDS-PAGE 1% (Sodium
Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) em duplicata utilizando o Mini Protean
System Casting Stand (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA). Um gel foi submetido a
coloracdo com Coomassie Blue para observacdo das proteinas totais do extrato. O segundo gel
foi transferido para membrana de nitrocelulose (Amersham Protain poro 0,45 pm) (GE
Healthcare Life Sciences, Issaquah, EUA) utilizando tampéo de transferéncia (25 mM Tris; 192

mM glicina; 20% isopropanol) para realizacdo do Western Blotting (WB).

A membrana foi, entdo, incubada com PBS 1X com 0,1% de Tween 20 contendo 2% de
leite desnatado (Molico) durante 2 horas a temperatura ambiente sob leve agitacdo para
blogueio de ligacGes inespecificas. Em seguida, foi adicionado o anticorpo primario anti-
HisTag (GE Healthcare Life Sciences) (1:3000) e incubou-se overnight a 4°C. A seguir, foi
realizada a lavagem com PBS 1X com 0,1% de Tween 20 durante 30 minutos, trocando a
solucdo de lavagem a cada 6 minutos. Entdo, o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado a enzima fosfatase alcalina (Thermo Fisher Scientific) foi colocado em nova solucéo
(PBS 1X com 0,1% de Tween 20 contendo 2% de leite desnatado) na dilui¢do de 1:10.000, e a
membrana foi incubada a 1 hora sob leve agitacdo em temperatura ambiente. Apés a incubacéo,
realizou-se novamente a lavagem conforme descrito anteriormente. Para confirmacgdo de
presenca das proteinas, a membrana foi incubada no tamp&o da fosfatase alcalina por 20
minutos e os imunocomplexos foram revelados com o substrato da fosfatase alcalina, 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-1-fosfato/Nitro Blue Tetrazolina — NBT/BCIP (Promega, Madison, EUA).

4.2 EXPRESSAO EM CELULAS DE INSETO

4.2.1 Amplificacdo dos genes Multi-DENV e Multi-ZIKV com sitio de restricdo para

enzima Ncol e digestéo

Foi realizada uma PCR dos vetores pClone-Dengue e pClone-Zika para amplificar os
genes do Multi-Dengue e Multi-Zika trocando sitios de restricdo para Ncol nos primers e para
retirar a sequéncia 6xhis-tag, uma vez que o vetor de clonagem utilizado ja contém a sequéncia

para sua expressao (Figura 5). Os primers utilizados estdo na tabela 5. A PCR foi realizada
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utilizando a enzima Q5 High-Fidelity DNA polymerase (New England BioLabs) seguindo a
instrucéo do fabricante. Foi realizada eletroforese em gel de agarose 2% para visualizagdo dos
resultados. Apds a PCR, as regides amplificadas (~650 pb e ~340 pb) foram purificadas
utilizando o Kit QIAEX Il Gel Extraction (Qiagen, Hilden, Alemanha) conforme a instrucdo do
fabricante. Em seguida, foi realizada a digestdo com a enzima Ncol e tampéo correspondente a
37°C por 4 horas e outra purificacdo de DNA foi realizada.

Tabela 5. SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NA PCR PARA INSERCAO DO SiTIO DE
RESTRICAO PARA Nco |

PRIMER SEQUENCIA

DENGUE_MULTILEO_BACULO_For 5’ —ATATCCATG GAAACT GGGTCATTC AAGTTG GAG 3’
DENGUE_MULTILEO_BACULO_Rev 5" —TAT ACCATG GGCCCTCCTCCGATGTTGGTA-3
ZIKA_MULTILEO_BACULO_For 5" ATATCC ATG GAAACT GCT GCATTCACCTTT ACT AA-3'

ZIKA_MULTILEO_BACULO_Rev  5'TAT ACCATG GGAA GCATCATCTTTG AGT TCT CAGTA-3

Os primers foram desenhados para inserir o sitio de restricdo C/CATGG nas duas extremidades. As sequéncias de
sitio de Ncol estéo sublinhadas. For: Forward; Rev: Reverse

4.2.2 Obtencéo do vetor pFastBac-AMINO para clonagem e transformacéao

E. coli (DH10B) contendo o vetor pFastBac-AMINO (pFB-A) foram gentilmente
cedidas pelo Laboratorio de Baculovirus da Universidade de Brasilia. O vetor pFB-A € uma
construcdo modificada por Ardisson-Aradjo et al., (2013), os quais utilizaram o vetor
pFastBacl da Thermo Fisher Scientific para inserir dois sitios de restricdo para Ncol que
permitem a expressdo de uma proteina de interesse fusiona a poliedrina. O pFB-A contém,
ainda, a sequéncia para expressao de hexahistina (Figura 5). As bactérias transformadas foram
cultivadas em meio LB contendo os antibidticos ampicilina (100ng/mL) e gentamicina
(7mg/mL) a 37 °C e 220 r.p.m por 24 horas, e o vetor foi extraido utilizando o Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Purification System (Promega) conforme a instrugédo do fabricante. O vetor
foi, ent&o, digerido com a enzima de restricdo Ncol para linearizagéo e foi desfosforilado com
fosfatase alcalina (New England BioLabs) por 1 hora a 37 °C. A clonagem com os fragmentos
obtidos, Multi-Dengue e Multi-Zika, foi realizada com a enzima T4 ligase e tampédo

correspondente a 16 °C overnight.
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A seguir, o vetor pFB-A contendo os genes de interesse, pFBA_DENV (pFastBac-
AMINO Dengue) e pFBA_ZIKV (pFastBac-AMINO Zika) foi inserido em células de E. coli
(DH10B) por eletroporagdo e estas foram cultivadas em meio LB com agar 1,5 % contendo 0s
antibidticos ampicilina (100ng/mL) e gentamicina (7mg/mL) até observacao das col6nias. Apds
0 crescimento, as col6nias foram selecionadas e o vetor foi extraido para sequenciamento na
Macrogen Inc.
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FIGURA 5. REGIAO DE CLONAGEM DO pFastBac-AMINO. O pFB-A permite a expressdo das proteinas
de interesse fusionado a principal proteina expressa por baculovirus, a poliedrina (polh). Além disso, a proteina
também é expressa contendo a cauda de hexahistidina. O peso molecular da poliedrina fusionada a 6His, sem

proteina exdgena, é de aproximadamente 29,9 kDa. Fonte: Adaptado de Ardisson-Aradjo et al., (2013)

4.2.3 Transformacéo de E. coli DH10Bac e transfec¢édo das células de inseto

Apds a confirmacéo por sequenciamento dos clones, células de E. coli DH10Bac foram
transformadas com 5 ng de pFBA_DENYV e pFBA_ZIKV e mantidas em gelo por 30 minutos.
A sequir, realizou-se o chogue térmico por 45 segundos a 42 °C. Imediatamente ap0s o choque,
transferiu-se os tubos para 0 gelo durante 2 minutos ¢ 900 pl de meio S.0.C Médio (2%
tryptone, 0,5 % yeast extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgS04, e
20 mM glicose) foi introduzido nos tubos. Enfim, as bactérias foram incubadas em shaker por
4 horas a 37 °C e 220 r.p.m.

Apo6s a tempo de incubagdo, 100 uL. de DH10Bac foram aplicados em meio LB com 1,5
% de agar contendo tetraciclina (10pg/mL), gentamicina (7pg/mL), canamicina (50ng/mL), X-
gal  (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo) e IPTG (Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosida). Apés o crescimento, as colbnias brancas foram selecionadas e uma PCR
com Taq DNA polimerase (Sinapse Biotecnologia, Tatuape, SP, Brasil) foi realizada para
confirmar a transposicao do inserto contendo 0s genes de interesse para o bacmideo. Todas
essas etapas foram realizadas conforme recomendagdes do fabricante do sistema Bac-to-Bac do
Baculovirus da Thermo Fisher Scientific. Os bacmideos recombinantes, portanto, contendo o0s
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genes de multiepitopo da Dengue e multiepitopo da Zika foram utilizados na transfeccéo de
celulas da linhagem TN-5B de Trichoplusia ni. Sete dias ap6s a infeccdo (7 d.p.i.), a cultura
celular foi recolhida e centrifugada por 5 minutos a 5.000 r.p.m. O sobrenadante agora contendo
os baculovirus recombinantes foi estocado em geladeira (4 °C) para futuras transfecgdes. O
pellet de células contendo os antigenos de multiepitopo foi lavado com PBS 1X e ressuspendido
com a mesma solugdo. Para verificar a expressdo dos multiepitopo de DENV e ZIKV, foi
realizado SDS-PAGE 12% e Western Blotting conforme descrito anteriormente no subitem
4.1.5.

4.2.4 Purificagdo dos antigenos de multiepitopo por gradiente de sacarose

Para a obtencdo dos antigenos de multiepitopo, DENV e ZIKV, os extratos celulares de
TN-5B foram submetidos a purificacdo por ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose. 2 mL
de extrato foram aplicados em um gradiente de sacarose de 1,17 a 1,3g/mL e centrifugado a
24.000 r.p.m por 1 hora a 4°C em Optima L-90K Ultracentrifuga (Beckman Couter, CA, EUA).
A banda de poliedros formada no terco inferior do tubo (Figura 6) foi coletada com pipeta
Pasteur e diluida em tampdo PBS 1X para nova centrifugacdo para precipitar proteinas. Por
fim, o pellet contendo os antigenos foi ressuspendido em PBS 1X e estocado a -20°C. Em
seguida, os antigenos foram submetidos novamente ao SDS-PAGE e Western blotting para

confirmagéo da expressdo e pureza.

FIGURA 6. GRADIENTE DE SACAROSE. Observa-se a fracdo no terco inferior do tubo contendo os antigenos
fusionados a poliedrina.
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4.3 ENSAIOS IMUNOENZIMATICOS

Os ensaios de ELISA foram realizados utilizando amostras de pacientes (Anexo |)
gentilmente cedidas pelo Laboratério Central do Distrito Federal (LACEN-DF) e pelos
pesquisadores do Centro de Producdo de Anticorpos do Centro-Oestre (CEPRACO) da
Universidade Federal de Goias. Tanto os pacientes do LACEN-DF quanto do CEPRACO foram
previamente confirmados com infeccdo por DENV ou ZIKV através de PCR e ensaios de

ELISA para IgM quando coletadas na fase aguda da doenca.

Os antigenos utilizados nos ensaios de ELISA foram os antigenos de multiepitopos de
DENV e ZIKV produzidos neste trabalho e antigenos de controles gentilmente cedidos e
produzidos pelo Laboratério de Baculovirus da UnB: peptideo da proteina NS1 (NS1pep) de
ZIKV, dominio Il da proteina E de ZIKV (EDIII-ZIKV) e dominio 11l da proteina E de YFV
(EDII-YFV). Estes ultimos antigenos foram testados para melhor controle da reacao, avaliacao

e comparacao dos resultados.

4.3.1 ELISA indireto para deteccdo de 1gG

Os ensaios de ELISA para deteccdo de IgG anti-DENV ou IgG anti-ZIKV em soros de
pacientes foram realizados conforme padronizacdo in house. Placas de 96 pocos (Costar
Corning, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram sensibilizadas com 10 pg/mL de
antigenos diluidos em PBS 1X (pH 7,2) (50uL/poco) e incubou-se overnight a 4°C. Em
seguida, descartou-se 0s antigenos e realizou-se o blogueio (100uL/poco) com PBS 1X com
0,05% de Tween 20 a 5% de leite desnatado (Molico) e incubou-se por 2 horas a 37°C. A seguir,
a lavagem (200 pL/poco) foi realizada trés vezes com o tampao de lavagem constituido por
PBS 1X com 0,05% de Tween 20. Na etapa seguinte, a amostras dos pacientes (50uL/poco)
foram preparadas na diluicdo de 1:50 em tampéo diluente (PBS 1X com 0,05% de Tween 20 a
0,5% de leite desnatado) e incubou-se a 37°C por 1 hora. Realizaram-se a trés lavagens
conforme descrito e adicionou-se (50uL/poc¢o) de anticorpo anti-lgG humana conjugada com
enzima peroxidase (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:1000 no tampéo diluente descrito e
incubou-se a 37°C por 1 hora. Realizaram-se, novamente, trés lavagens com o tampéo de
lavagem e prosseguiu-se com a revelagao. Esta foi realizada com solugéo (50uL/poc¢o) contendo
5 mg de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich), 7uL de peréxido de hidrogénio (H205)
(Sigma-Aldrich) e 13 mL de tampéo citrato-fosfato (pH 4,5). Apds incubacdo em temperatura
ambiente por 30 minutos, adicionou-se 50uL/pogo de solucdo stop (HCI 2M) e realizou-se a
leitura a 492 nm em espectrofotometro (Epoch Life Science, Missouri City, EUA).



31

Dois métodos de controle negativo foram utilizados: o primeiro consistiu no C-
utilizando soro humano naive (padrdo negativo da BIOELISA Anti-HBs, Bioclin, MG, Brasil).
O segundo C- baseou-se na utilizacdo de soro de paciente sem historico de infeccdo por DENV
ou ZIKV, mas que ja entrou em contato com outros patdgenos e vacinacgdo. Os resultados deste
segundo C- foram utilizados para o célculo do cut-off. A reacdo branca foi realizada utilizando
apenas PBS 1X (sem antigeno) na etapa de sensibiliza¢do (coating) para analise da reacdo do
soro com o fundo do pogo.

4.3.2 MAC-ELISA

Os ensaios para captura de IgM anti-DENV foi realizada com protocolo padronizado in
house seguindo as instru¢des do CDC. A sensibilizacdo de placas de 96 pocos (50uL/poco)
(Costar Corning, Sigma-Aldrich) foi realizada com anti-lgM humana produzida em
camundongo BALB/c pelo CEPRACO na concentracdo de 10ug/mL e incubou-se overnight a
4°C. Em seguida, descartou-se o coating e realizou-se o bloqueio, durante 30 minutos, com PBS
1X com 1% de Tween 20 e 5% de leite desnatado. A lavagem do bloqueio foi realizada trés
vezes utilizando o tampdo de lavagem anteriormente descrito. A adi¢do dos soros humanos,
positivos para IgM anti-DENV foi realizada utilizando o soro diluido em PBS 1X com 1% de
Tween 20 (1:400) e incubou-se a 37°C por 1 hora. Apos a realizacdo de quatro lavagens,
adicionou-se os respectivos antigenos (50ug/mL) diluidos em PBS 1X e incubou-se a 4°C
overnight. A seguir, lavou-se trés vezes e adicionou-se o conjugado anti-flavivirus diluido
(1:4.000 para DENV e 1:2.000 para ZIKV) no tampao de bloqueio e incubou-se a 37°C durante
1 hora. Para a revelagdo foi utilizado substrato TMB (Tetrametilbenzidina) (Sigma-Aldrich)
(75uL/pocgo) durante 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se solucao
stop contendo H2SO4 (2 M) e a leitura foi realizada a 450 nm em espectrofotémetro Epoch Life
Science. Para controle negativo dos antigenos, foi utilizado apenas PBS 1X na etapa dos
antigenos e para controle negativo dos pacientes foi utilizado soro de paciente negativo para
DENV e ZIKV. Para controle positivo dos antigenos, foram utilizados pool de antigenos de

DENV ou ZIKV produzidos pela inocula¢do dos respectivos virus em cérebro de camundongo.

4.3.3 Analise das absorbéancias

Para andlise dos resultados, emitidos em valores de densidade éptica (O.D.), foi
utilizada a seguinte formula matematica para célculo do ponto de corte (cut-off):

cut-off = MdC- + (3 x DP)
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no qual, Md: média, C-: controles negativos; DP: desvio padrdo. Este ultimo foi calculado
utilizando algoritmos do programa Microsoft Excel. Considerou-se, portanto, que os valores

acima do cut-off foram positivos e, os abaixo, negativos ou inconclusivos.
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5 RESULTADOS

5.1 CONSTRUCAO PMMoV_(ACP)DENV e PMMoV_(ACP)ZIKV

Foi possivel observar na eletroforese em gel de agarose 2 % (Figura 7) a banda de
aproximadamente 11 kb do vetor pJL_PMMoV clonado por GA e os amplicons de insertos do
Multi-Dengue (651 pb) e Multi-Zika (342 pb) (setas).
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FIGURA 7. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1%. Foi realizado clonagem por GA utilizando o
vetor pJL_ PMMoV_(ACP)GFP para amplificagdo do vetor pJL PMMoV_(ACP). Para amplificacdo dos insertos,
utilizou-se os vetores pClone contendo as sequéncias dos antigenos de multiepitopo.

Apos a ligagdo do pJL_PMMoV com Multi-Dengue ou Multi-Zika, a construgdo (10
ng) foi inserido em E. coli (DH10B) competentes. O plasmideo foi extraido conforme descrito
anteriormente e sequenciado. Este, enfim, revelou que os genes de multiepitopo do DENV e
ZIKV foram inseridos corretamente no vetor pJL_PMMoV e, portanto, estavam prontos para

serem transfectados em A. tumefaciens para agroinfiltragdo e expresséo.

5.2 EXPRESSAO EM N. benthamiana
5.2.1 Expressado da GFP e acéo do supressor HC-Pro

Apo0s a agroinfiltracdo das N. benthamiana com PMMoV_(ACP)GFP e pBIN19 HC-
Pro, as folhas observadas em luz ultravioleta (Figura 8) em 10 d.p.i. para observar a intensidade

do sinal da GFP. O sinal foi observado a partir de 5 d.p.i e a intensidade aumentou até o 12
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d.p.i. ApoGs esse periodo, a intensidade de GFP diminuiu gradativamente até desaparecer por
volta de 20 a 25 d.p.i. As regides da folhas infiltradas com PMMoV_(ACP)GFP e que foram
concomitantemente infiltradas com pBIN19 HC-Pro apresentaram maior expressdo da GFP
(Figura 8a). Ja as regides da folhas que ndo receberam o supressor teve pouca ou nenhuma

expressao de GFP (Figura 8b).

a)

FIGURA 8. ANALISE DA EXPRESSAO DE GFP EM LUZ ULTRAVIOLETA. a) observa-se folha
agroinfiltrada com PMMoV_(ACP)GFP + pBIN19 HC-Pro com 7 d.p.i. b) folha com 5 d.p.i com regido
agroinfiltrada com PMMoV_(ACP)GFP + pBIN19 HC-Pro e agroinfiltrada com PMMoV_(ACP)GFP sem o
supressor pBIN19 HC-Pro (seta). Fonte: elaborado pelo autor.
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FIGURA 9. EXPRESSAO DE GFP EM N. benthamiana.a) a) SDS-PAGE dos extratos coletados em 10 d.p.i.
corados com Comassie blue. b) western blotting realizado com anticorpo anti-GFP revelou bandas de massa
molecular préximos a 29,6 kDa referes a GFP. GFP - folha ndo agroinfiltrada. M: marcador; GFP: green
fluorescent protein. Da: Daltons.
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Ap0s analise em luz ultravioleta, os extratos foram submetidos a SDS-PAGE e Western
blotting para anélise da expressdo e observacdo do tamanho das proteinas (Figura 9). Utilizando
0 anticorpo anti-GFP, observou-se a bandas de aproximadamente 29,6 kDa referentes as GFP.
Os extratos de folhas que ndo foram agroinfiltradas com PMMoV_(ACP)GFP néo apresentaram

expressao.

5.2.1 Expressao dos antigenos de multiepitopo de DENV e ZIKV

As folhas de N. benthamiana, agroinfiltradas com PMMoV (ACP)DENV e
PMMoV_(ACP)ZIKV, foram coletadas com 10 d.p.i e submetidas a analise através de SDS-
PAGE (Figura 10a) e Western blotting (Figura 10b). Como controle negativo (C -), foi utilizado
extrato de folhas ndo agroinfiltradas (sadias) e, como controle positivo (C +), foi utilizado
proteina expressa em N. benthamiana contendo sequéncia de 6xhis-tag. A amostra ZV3 revelou
maior expressao de antigeno de multiepitopo de ZIKV, mostrando massa molecular de
aproximadamente 19 kDa, sendo 11 kDa referentes ao antigeno e 8 kDa referentes ao peptideos
da CP do PMMoV fusionado com antigeno. Em relacdo a antigeno de multiepitopo do DENV,
as amostras DV2 e DV3 revelaram proteinas com massa molecular de aproximadamente 29
kDa, sendo 21 kDa do antigeno e 8 kDa do CP do PMMoV. Nota-se, também, a presenca de
bandas com pesos moleculares menores abaixo dos antigenos de multiepitopo, indicando

degradacéo por proteases produzidas pelas folhas das plantas.
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FIGURA 10. EXPRESSAO DOS ANTIGENOS DE MULTIEPITOPO EM N. benthamiana. a) SDS-PAGE
corado com Comassie blue. b) western blotting com anti-His. C+ apresentando massa molecular de
aproximadamente 30 kDa (Rdpd de Tymovirus contendo sequéncia de 6xhis-tag). C- ndo revelou reacdo; ZV:

ZIKV; DV: DENV. Da: Daltons. M: marcador.

5.3 BACMIDEOS RECOMBINANTES
5.3.1 Construcéo dos bacmideos com antigenos de multiepitopo DENV e ZIKV

Em relacdo a expressdo com baculovirus recombinantes, o resultado da PCR com Q5
DNA polimerase pode ser observado na Figura 11. O tamanho do DNA esperado para o gene

de multiepitopo do DENV é de aproximadamente 650 pb. Ja para o ZIKV sdo 340 pb.
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FIGURA 11. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 2%. Os produtos da PCR com Q5 DNA polimerase
para inser¢do do sitio de restricdo para Nco | foram obtidos a partir do pClone_Dengue e pClone_Zika. As bandas
dos genes amplificados foram purificadas conforme descrito e observou-se bandas de aproximadamente 650 pb
para DENV e 340 para ZIKV. M: marcador; pb: pares de base.

Apos a purificacdo dos fragmentos, clonagem em pFB-A e transformacdo em DH10B,
0 sequenciamento dos plasmideos mostrou quais clones foram corretos e iriam ser utilizados na
transformacdo de DH10Bac para producdo dos bacmideos recombinantes. Estes, enfim, foram
confirmados utilizando a PCR de coldonia com Tag DNA polimerase. O tamanho esperado para
bacmideo sem inserto é de aproximadamente 300 pb. J& os bacmideos que receberam o
transpdson de pFB-A precisam ter o tamanho proximo a 2.300 pb mais o tamanho do inserto.
Nesse caso, para DENV o tamanho ¢é de ~2.950 (Figura 12a) e para ZIKV ¢ de ~2.640 (Figura
12h).
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FIGURA 12. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1,5 %. O gel revela os produtos da PCR utilizando
a DNA polimerase Taq, conforme recomendacdes do Bac-to-Bac. a) os clones 1D-10D foram positivos para a
clonagem, uma vez que ndo se observou bandas com 300 pb e observou-se bandas com aproximadamente 2.640
pb. b) os clones 2Z e 4Z revelaram banda de 300 pb sugerindo bacmideo ndo recombinante. Como controle, foi
utilizada uma colénia com bacmideo sem recombinacéo (col6nia azul na presenca de Xgal e IPTG). C: controle;
M: marcador; pb: pares de base; D: DENV; Z: ZIKV.
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5.3.2 Transfec¢do das células de inseto, expressdo e purificacdo dos antigenos

As células da linhagem TN-5B de T. ni transfectadas com bacmideos contendo as
sequéncias dos antigenos de multiepitopo do DENV e ZIKV foram observadas durante um
periodo inicial de sete dias. O sobrenadante, contendo os baculovirus recombinantes séo
coletados e estocados para posteriores infeccdes. J& o extrato celular da TN-5B € coletado para
andlise da expressdo e purificacdo para uso nos ensaios de ELISA. Ressalta-se que antigenos
de ZIKV (NS1-ZIKV e EDII-ZIKV) e EDIII-YFV, j& construidos pelo Laboratério de

Baculovirus da UnB, também foram produzidos.

O SDS-PAGE realizado antes e apds a purificacdo em gradiente de sacarose mostrou
que os ambos os antigenos de multiepitopo, DENV e ZIKV, foram semi-purificados (Figura
13a e Figura 14a). No entanto, a andlise de western blotting utilizando o anti-His mostrou a
presenca dos antigenos de multiepitopos nas massas moleculares esperadas. O antigeno de
multiepitopo do DENV revelou massa molecular de aproximadamente 50 kDa, sendo 21 kDa
referentes ao antigeno e 29 kDa referentes a poliedrina fusionada (Figura 13b). J& o antigeno
de multiepitopo do ZIKV mostrou massa molecular de aproximadamente 40 kDa, sendo 11 kDa
do antigeno e 29 kDa referentes a poliedrina (Figura 14b). Nota-se a presenca da proteina C+
contendo 6xhis-tag. Por fim, observa-se (Figura 15) a detec¢do dos outros antigenos de ZIKV

e também de YFV utilizando anti-His com massas moleculares entre 38 kDa e 40 kDa.
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FIGURA 13. EXPRESSAO DE ANTIGENO DE MULTIEPITOPO DO DENV EM T. nii. a) SDS-PAGE de
extrato bruto e semi-purificado de TN-5B. b) western blotting com anti-His mostrando a expressdo do antigeno
com peso molecular proximo a 50 kDa. C+: proteina com sequéncia de 6xhistag. M: marcador; Da: Daltons.
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FIGURA 14. EXPRESSAO DE ANTIGENO DE MULTIEPITOPO DO ZIKV EM T. nii. a) SDS-PAGE de
extrato bruto e semi-purificado de TN-5B. b) western blotting com anti-His mostrando a expressao do antigeno
com peso molecular préximo a 40 kDa. C+: proteina com sequéncia de 6xhistag. C -: controle negativo de células
TN-5B ndo infectadas; M: marcador; Da: Daltons.
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FIGURA 15. EXPRESSAO DE ANTIGENOS DE ZIKV E YFV em T. nii. Western blotting com anti-His
mostrando a expressao dos antigenos com seus respectivos pesos moleculares. C+: proteina com sequéncia de
6xhistag. C -: controle negativo de células TN-5B ndo infectadas; M: marcador; Da: Daltons. YFV: Yellow fever

virus; NS1: non-structural protein 1..

5.4 ENSAIOS IMUNOENZIMATICOS

Para os ensaios de ELISA, serdo mostrados apenas os resultados considerados
conclusivos. Portanto, para o ELISA de deteccdo de 1gG anti-DENV ou IgG anti-ZIKV, tém-
se resultados das amostras de pacientes coletadas pelo CEPRACO (Anexo I). Os ensaios

realizados no LACEN-DF, utilizando amostras positivas para IgM anti-DENV, revelaram
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resultados insatisfatérios e faz-se necessario a padronizacdo do MAC-ELISA utilizando os

antigenos de multiepitopos produzidos.

5.4.1 ELISA indireto
5.4.1.1 1gG anti-DENV

Os ensaios de ELISA para deteccao de 1gG anti-DENV (Figura 16) foram realizados
utilizando seis amostras 1gG anti-DENV positivas e duas amostras negativas para infec¢éo por
DENV ou ZIKV. No entanto, ambas o0s pacientes foram vacinados contra a Febre Amarela. O
soro naive (padrdo negativo da BIOELISA Anti-HBs, Bioclin, MG, Brasil) ndo reagiu com
nenhum dos antigenos utilizados no teste: Multiepitopo do DENV, Multiepitopo do ZIKV, NS1
do ZIKV, EDIII do ZIKV e EDIII do YFV. As amostras de pacientes sem infec¢do por DENV
ou ZIKV mostraram valor médio de absorbancia de 0,278 e, a partir deste valor, o cut-off de
0,350 foi calculado. Os valores da reacdo do branco (coating sem antigenos) ja estao subtraidos

dos valores das absorbancia das reacoes.

Assim sendo, os pacientes IgG anti-DENV positivos reagiram melhor com o antigeno
de Multiepitopo do DENV (OD: 2021: 0,850; 2002: 0,744; LCE: 0,744; ACE: 0,777; BCE:
0,788 e ICE: 0,801). Ja a reacdo dos soros com 0s antigenos da ZIKV (Multiepitopo, NS1 e
EDIII) foram consideradas negativas, exceto para o paciente ICE (0,508, 0,558 e 0,504,
respectivamente). Este paciente, por sua vez, tem histérico de infeccdo por DENV e ZIKV
confirmados por PCR durante a fase aguda das doencas. Os seis pacientes reagiram com 0
antigeno do YFV (EDIII-YFV). No entanto, os valores de absorbancia foram menores que os

das reagGes com o Multiepitopo do DENV.
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FIGURA 16. ELISA DE DETECCAO DE IgG anti-DENV. Neste ensaio realizado em triplicata, os valores
plotados no grafico foram calculados pela média das absorbancias medidas a 492 nm. Cut-off = 0,350 (linha
pontilhada) D.O: densidade Optica. C-: controle negativo com soro naive.

5.4.1.2 1gG anti-ZIKV

Os ensaios de ELISA para deteccdo de IgG anti-ZIKV (Figura 17) foram realizados
utilizando sete amostras IgG anti-ZIKV positivas e duas amostras negativas para infecgéo por
DENV ou ZIKV. No entanto, ambas os pacientes foram vacinados contra a febre amarela. O
soro naive (padréo negativo da BIOELISA Anti-HBs, Bioclin, MG, Brasil) ndo reagiu com
nenhum dos antigenos utilizados no teste: Multiepitopo do DENV, Multiepitopo do ZIKV, NS1
do ZIKV, EDIIl do ZIKV e EDIII do YFV. As amostras de pacientes sem infec¢do por DENV
ou ZIKV mostraram valor médio de absorbancia de 0,278 e, a partir deste valor, o cut-off de
0,353 foi calculado. Os valores da reacdo do branco (coating sem antigenos) ja estao subtraidos

dos valores das absorbancia das reagoes.
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FIGURA 17. ELISA DE DETECCAO DE IgG anti-ZIKV. Neste ensaio realizado em triplicata, os valores
plotados no grafico foram calculados pela média das absorbancias medidas a 492 nm. Cut-off = 0,353 (linha
pontilhada) D.O: densidade éptica. C-: controle negativo com soro naive.

Desta forma, os pacientes 1gG-anti-ZIKV positivos mostraram valores de absorbancia
maiores com antigenos de multiepitopo da ZIKV (média 0,777) e com NS1-ZIKV (média
0,489), ambos os resultados acima do cut-off. Para o antigeno EDIII-ZIKV apenas uma paciente
(PRIg) mostrou valor considerado positivo. Ja para o antigeno EDIII-YFV, apenas trés
pacientes (TALg, ELAg. e ELOg.) mostraram resultados acima do cut-off e, portanto, positivos.
Os pacientes deste ensaio ndo mostraram reagdo satisfatoria contra o antigeno do Multiepitopo
do DENV.
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6 DISCUSSAO

6.1 ANTIGENO DE MULTIEPITOPO

O estudo de Zhao et al. (2016) desenvolveu um painel de anticorpos monoclonais anti-
ZIKV que forneceu informacgdes sobre os epitopos que sdo reconhecidos por anticorpos
neutralizantes. Sendo assim, espera-se que as regides reconhecidas por esses anticorpos sejam
sequéncias mais especificas. A partir dessa analise, portanto, trés epitopos ZIKV especificos
espacialmente distintos e com propriedades funcionais diferentes foram definidos e utilizados
na sintese dos antigenos de multiepitopo. Além disso, o alinhamento multiplo das sequéncias
de aminoacidos de outros flavivirus (YFV, WNV) importantes em saude publica foi realizada
com o objetivo de excluir sequéncias conservadas entre os virus e diminuir a reatividade

cruzada.

Os multiepitopos do DENV e ZIKV foram, entdo, construidos com sequéncias das
regides do DIII da proteina E (EDIII) unidos por linkers de glicina. Como demonstrado (Dai et
al., 2016; Zhao et al., 2016; Prekumar et al., 2017; Rockstroh et al., 2017) a producdo de
anticorpos neutralizantes e, portanto, mais especificos é direcionada para regides presentes no
EDIII. Regides do EDII, como o loop de fusdo, sdo mais conservadas e geram reatividade
cruzada. Além disso, a construcdo de epitopos com linkers de tetra ou hexaglicina permite a
formacdo de epitopos conformacionais e descontinuos, o que melhora a eficiéncia no
reconhecimento de anticorpos tipo especificos, pois a especificidade dos epitopos néo se limita
apenas a sequéncias variaveis de aminoacidos escolhidas, mas depende também das
conformacdes estruturais do antigeno. A repeticdo em tandem, ainda, desses epitopos aumenta
a eficiéncia de exposicao do antigeno. Assim, os multiepitopos de DENV e ZIKV construidos
neste trabalho podem ser Uteis para ensaios diagndsticos que distinguem os antigenos entre 0s

flavivirus.

6.2 EXPRESSAO EM PLANTAS

Para a expressdo dos antigenos de multiepitopos do DENV e ZIKV foi necesséria a
clonagem no vetor de expressio PMMoV_ ACP desenvolvido por Vasques et al. (2018). Tal
clonagem pode ser realizada tradicionalmente por enzimas restricdo ou, mais recente, por
Gibson Assembly (GA). A insercdo do sitio de restricdo para a enzima Nhe | nas regides N e C
- terminal dos antigenos foi realizada para a realizacdo da clonagem por enzima de restrig&o.

No entanto, a clonagem por GA, que demonstrou mais eficiéncia, foi realizada. Tendo como
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vantagem uma clonagem isotérmica, 0 método permite a montagem simples de multiplos
fragmentos de DNA na orientacdo desejada, sem a necessidade incluir nucleotideos indesejados
e ainda geram produtos totalmente ligados (Bodat et al., 2015; Kalva et al., 2018). Além disso,
as enzimas de restricdes perdem com facilidade sua capacidade catalitica com alteracGes de

temperatura durante o0 manuseio e transporte.

Uma vez clonadas as sequéncias dos antigenos de multiepitopos no vetor
PMMoV_(ACP), a escolha de um bom e eficiente sistema de expressdo ¢ importante. Como
mencionado, a expressao utilizando planta é vantajoso no que tange a biosseguranca do sistema,
processamento pds-traducional das proteinas, escalabilidade e custo (Scotti & Cardi., 2012). A
utilizacdo, ainda, de virus vegetal como vetor de expressdo melhora a eficiéncia da expresséo
Cénizares et al, 2005. Assim sendo, o clone infeccioso de PMMoV_(ACP), construido por
Vasques et al. (2018), demonstrou ser uma excelente ferramenta de expressdo quando utilizado
na presenca do supressor do sileciamento génico, como HC-Pro. As folhas de N. benthamiana
agroinfiltradas com PMMoV_ (ACP)GFP + pBin HC-Pro demonstraram fluorescéncia
aumentada nas areas infiltradas e muitos anéis foram observados sob luz ultravioleta. Sugere-
se, entdo, que o supressor de silenciamento do RNA viral melhorou a eficiéncia de expresséo.

Em contraste, a regido sem co-infiltracdo de pBin HC-Pro ndo demonstrou fluorescéncia.

A fluorescéncia da GFP ndo foi observada em folhas nédo infiltradas evidenciando
auséncia de movimento sisttmico do clone infeccioso. Esse fato era esperado, pois parte da
sequéncia da CP do PMMoV foi deletada. Como essa proteina atua no movimento sistémico
(Rybicki, 2010), a producdo de GFP limitou-se as regiGes infiltradas. Apenas movimento
célula-a-célula e/ou a curta distancia foram esperados. A fluorescéncia diminuiu
gradativamente a partir de 12 d.p.i., sendo que em 20 a 25 d.p.i. j& ndo era mais observada.
Sugere-se, entdo, que a idade da planta é o fator mais influente na expressao. Plantas com mais
de 5 semanas apresentaram menor expressdo de GFP provavelmente devido a degradagéo das

proteinas que sdo expressas.

Em seguida, esperou-se que a expressdo dos antigenos de multiepitopos do DENV e
ZIKV fosse semelhante a expressdo da GFP, uma vez que 0 gene repoOrter GFP
(PMMoV_(ACP)GFP) foi substituido por GA pelos genes do antigenos no mesmo vetor de
expressao: PMMoV_ (ACP)DENV e PMMoV_(ACP)ZIKV. A sequéncia de 6xhis-tag da regido
C - terminal foi utilizada para a detec¢do dos antigenos através do anti-his. A producéo dos
antigenos de multiepitopos foram, entdo, confirmadas pela presenca da proteina de peso

esperado de 19 kDa para o ZIKV e 29 kDa para 0 DENV. A massa molecular do multiepitopo
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do ZIKV ¢ 11 kDa e do DENV, 21 kDa. No entanto, a dele¢cdo da CP do PMMoV nao foi
completa, restando uma sequéncia da CP de aproximadamente 8 kDa referentes aos 102
nucleotideos em cada extremidade da CP. Os antigenos, portanto, foram expressos fusionados

as regides da 5’ e 3’ da CP.

A delecdo da CP ndo prejudica a antigenicidade dos antigenos e traz vantagens
importantes na producdo de proteinas em plantas. Conforme afirma Lidbo (2007), permite
clonar sequéncias génicas grandes, reduz riscos de escape do vetor viral para o ambiente
(biosseguranca) e a energia celular para a traducao da CP é utilizada na traducdo da proteina de
interesse. E importante ressaltar, no entanto, que a modificacdo da CP pode danificar a regiéo
do promotor subgendmico e reduzir a producdo subgenémica do RNA, o que resulta em menor
producéo de proteinas (Man & Epel, 2004).

Os resultados da expressdo em planta ainda sugerem gue os antigenos de multiepitopos
sdo degradados por proteases vegetais, diminuindo sua capacidade antigénica. A andlise de
western blotting com anti-his detectou bandas com massas moleculares menores que as
esperadas (Figura 10) Além disso, os resultados de western blotting dos extratos de folha
realizados dias ou semanas ap0s a coleta ndo foram capazes de detectar os antigenos expressos
ou os sinais de deteccdo foram insuficientes (Observar ZV1 e ZV4 na Figura 10). Sendo assim,
faz-se necessaria a utilizacdo de tampdes de extracdo contendo inibidores de proteases, tais
como o0 PMSF (phenylmethane sulfonyl fluoride), o qual deve ser utilizado em solugéo de etanol
ou isopropapol devido sua meia-vida curta. No entanto, 0 PMSF ndo inibe toda protease
presente no extrato (Prouty & Goldberg, 1972) Assim, sugere-se realizar a purificacdo das
proteinas expressas em planta antes da estocagem. A insercdo da sequéncia de 6xhis-tag na
regido C- terminal dos antigenos, além de ajudar na detecgéo, auxilia na purificacdo através de

coluna de niquel, como HisLink™ Protein Purification Resin Technical Bulletin (Promega).

6.2 EXPRESSAO EM CELULAS DE INSETO

A confirmacdo da expressdo dos antigenos de multiepitopo do DENV e ZIKV em
células de inseto, TN5-B, foi realizada, inicialmente, por microscopia optica. Apos a infecgéo,
as células perderam sua morfologia e sofreram hipertrofia nuclear. Em seguida, os extratos de
TN5-B foram submetidos a SDS-PAGE e western blotting, e as proteinas foram detectadas com
anti-his. Suas massas moleculares foram 50 kDa para 0 DENV e 40 kDa para 0 ZIKV. Da massa

total dos multiepitopos, aproximadamente 30 kDa referem-se a poliedrina que foi expressa



47

fusionada aos antigenos. Como demonstrado em trabalhos semelhantes de expressdo de
antigenos (Batista, 2010; Domingues, 2013), essa fusdo melhora a eficiéncia da expressdo e
aumenta a quantidade de proteina produzida devido ao promotor da poliedrina. Além disso, a
poliedrina diminui a atividade catalitica de proteases sobre as proteinas heterologas expressas,
diminuindo a necessidade de inibidores de proteases, que em muitos casos sdo toxicos, e protege
a capacidade antigénica em caso de antigenos A producéo de proteinas de interesse fusionadas
a poliedrina permite, ainda, a purificacao por gradiente de sacarose como descrito por Ardisson-
Araujo (2013). Apds a purificacdo, portanto, ainda foi possivel detectar consideravel quantidade
de antigenos de multiepitopos do DENV e ZIKV.

6.3 ENSAIOS DE ELISA

A producdo de antigenos DENV e ZIKV especificos é importante para o
desenvolvimento de novos testes soroldgicos que possam diagnosticar e diferenciar as infecces
causadas por esses virus. Como reportado (Lima, 2014; Zhang et al., 2016; Felix et al., 2017;
Tsai et al., 2017), os ensaios de ELISA para deteccdo de IgG anti-DENV atuais e disponiveis
no mercado ndo apresentam alta confiabilidade nos resultados devido a baixa especificidade
dos testes que é provocada pela alta identidade entre as sequéncias de aminoacidos dos entre o
DENV e o ZIKV. Além disso, o diagnostico padrdo-ouro, 0 MAC-ELISA, ndo é um teste
disponivel no mercado para o ZIKV, requer o desenvolvimento de antigenos especificos e
necessita que as amostras de sangue dos pacientes sejam coletadas na fase aguda da doenca (2-

6 dias). Caso contrario, a deteccdo de IgM néo é possivel (Huillier et al., 2017)

Assim sendo, os antigenos de multiepitopo construidos neste trabalho, considerados
especificos pela excluséo de regides conservadas entre os flavivirus, pela utilizacdo de linkers
de tetra e hexaglicina que permitem a expressdo como antigenos conformacionais e pela
repeticdo em tandem para formagdo de multiepitopos foram expressos para ensaios pilotos de

ELISA com amostras de pacientes 1gG positivas pra DENV e ZIKV.

No ensaio para deteccdo de 1gG anti-DENV, seis amostras de pacientes positivas para
DENV foram utilizadas, sendo uma positiva também para ZIKV. Os resultados mostram reacdo
positiva na presenca do antigeno de multiepitopo do DENV desenvolvido, sugerindo
reconhecimento de 1gG de exposicéo prévia ao DENV. Além disso, 0s cinco pacientes que se
infectaram apenas com DENV néo reagiram com antigenos de ZIKV (multi-ZIKV, NS1 e

EDIII) sugerindo especificidade dos antigenos na deteccdo de IgG anti-DENV. A reacdo
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positiva da amostra ICE com os antigenos de multi-ZIKV, NS1 e EDIII corrobora a hip6tese
de que os antigenos produzidos apresentam especificidade, pois a amostra ICE € a Unica que
deve conter IgG anti-ZIKV.

Excetuando-se a amostra negativa 2005-, todas as outras amostras foram consideradas
positivas na reacdo frente ao antigeno EDIII da YFV. Sugere-se que devido as campanhas de
vacinacdo contra YFV, os pacientes apresentam 1gG anti-EDIII de YFV. A amostra 2009 -
corrobora essa hipotese, pois o0 paciente ndo teve infeccdo por DENV ou ZIKV, mas reagiu com
0 antigeno de YFV. Apesar de a amostra 2005- ndo ser considerada positiva nesse ensaio, 0
valor de absorbancia € consideravel quando se compara as reagcdes do controle C -, cujas
amostras sao soros humanos naives para qualquer tipo de infecgéo, indicando reatividade
cruzada de anticorpos contra outro flavivirus, possivelmente o YFV.

Nota-se uma auséncia de estudos realizados fora do Brasil que discutem sobre a
imunidade contra YFV quando se deseja desenvolver novos diagnosticos sorologicos para
DENV ou ZIKV, pois as campanhas de vacinagdo séo limitadas a regides endémicas de alto
risco como no Brasil. Como a vacina é produzida com o virus atenuado, hd uma produgéo de
anticorpos de alta especificidade, mas também de baixa especificidade. Todavia, como sugerido
por Rockstroh (2017), o estabelecimento de cut-off através de bons modelos matematicos
permite excluir resultados falso-positivos que refletem a reatividade cruzada com anticorpos
provenientes da vacina. Além disso, 0s ensaios baseados na detec¢do ou captura de IgM nédo

enfrentam esse obstaculo.

Nos ensaios para deteccdo de 1gG anti-ZIKV, sete amostras ZIKV positivas coletadas
de pacientes gravidas trés meses apds o aparecimento dos sintomas e confirmadas por PCR
durante a fase aguda foram utilizadas. Todas as amostras foram positivas frente ao antigeno de
multiepitopo do ZIKV. Além disso, todas pacientes reagiram positivamente para o antigeno
NS1-ZIKV. Como os valores frente ao NS1-ZIKV foram menores aos valores frente ao multi-
ZIKV, indica-se além de especificidade, uma melhor sensibilidade do antigeno de multiepitopo.
Sabe-se que a producdo de anticorpos anti-NS1 é alta nas infeccbes por DENV e ZIKV
(Balsameda et al, 2017; Ngono & Shresta, 2018), sendo que alguns testes comerciais (Panbio
Pan Early ELISA 2nd geragdo, SD Dengue virus NS1 Ag ELISA, Platelia NS1 antigen Assay,
Dengu e NS1 Ag STRIP, Dengue Early Rapid) utilizam ELISA “sanduiche” para diagnodstico

precoce da Dengue ao capturar o antigeno NS1.

Além disso, duas amostras foram consideradas positivas frente ao antigeno EDIII-

ZIKV. Este, como mencionado (Zhao et al., 2016; Prekumar et al., 2017), carrega sequéncias
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imunodominantes que atuam na producao de anticorpos neutralizantes que sao mais especificos.
No entanto, como se trata da sequéncia completa do EDIII, é possivel que regides conservadas
entre os flavivirus foram reconhecidas por anticorpos menos especificos das amostras. Trés
amostras, ainda, foram positivas para o antigeno YFV, sugerindo, novamente, reatividade

cruzadas de IgG anti-YFV produzidas através das campanhas de vacinacéao.

Ambos os ensaios, 1gG anti-DENV e IgG anti-ZIKV, foram considerados satisfatorios,
pois os antigenos de multiepitopos DENV e ZIKV demonstraram especificidade e a ndo houve
reatividade cruzada entre antigenos de ambos os virus considerando o cut-off calculado. As
amostras DENV positivas ndo reagiram com antigenos do ZIKV, e as amostras ZIKV positivas
ndo reagiram com antigenos do DENV. Portanto, os antigenos produzidos sdo excelentes
candidatos no desenvolvimento de kits de diagnosticos mais especificos para Dengue e Zika,

diminuindo a importacédo de kits comercias que ja ndo sdo téo eficazes.

Os kits comerciais atuais para diagnose da Dengue, apesar de demonstrarem 100% de
especificidade para o DENV conforme mencionado pelos fabricantes, ndo demonstram
resultados satisfatorios quando utilizados com amostras coletadas no Brasil. Sugere-se que a
entrada do ZIKV em meados de 2014/2015 no Brasil aumentou a quantidade de pacientes
soropositivos para ZIKV, e como os testes foram validados antes da emergéncia do ZIKV, os
testes comerciais ndo podem mais diferenciar as infec¢cfes com a mesma acuracia. No Rio de
Janeiro e no Recife, por exemplo, 90% dos doadores de sangue sdo soropositivos para Dengue
(Sabino et al., 2016).

Felix et al. (2017) realizaram testes utilizando trés kits comerciais disponiveis: Dengue
Virus IgG DxSelectTM and DengueVirus IgM Capture DxSelectT, Euroimmun Anti-Dengue
Virus ELISA 1gG and IgM e Panbio Dengue 1gG and IgM capture ELISA. 61 amostras de
pacientes em fase aguda pelo ZIKV coletadas de uma regido endémica para 0 DENV no Brasil
foram testadas, sendo que apenas 27% havia exposi¢do prévia ao DENV. O estudo mostrou que
todas das amostras (100%) foram positivas para 1gG e 13,1% a 37,7% foram positivas na

detecgéo de IgM.

Tsai et al., (2017), utilizando um ensaio in house de captura de NS1 recombinante
produzidas em células de Drosophila, demonstrou que ndo é possivel diferenciar uma infeccéo
aguda por ZIKV de uma infec¢do aguda por DENV quando o paciente ja teve uma exposicao
anterior a um flavivirus. O autor utilizou amostras do Brasil e da Nicaragua, outro pais
endémico para DENV. A amostras naive utilizadas como controle foram coletadas na

Califérnia, EUA, e ndo demonstraram reatividade cruzada.
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Portanto, para o desenvolvimento de novos testes soroldgicos especificos para DENV e
ZIKV, faz-se necesséria a producdo de antigenos especificos que possam ser utilizados na
captura ou deteccdo de anticorpos que ndo provoquem reatividade cruzada, promovendo
resultados falso-positivos. Assim, este trabalho sugere a expressdo de antigenos recombinantes
do tipo multiepitopo. Além disso, é importante considerar o tipo de anticorpo para captura ou
deteccdo, uma vez que ha diferenca de especificidade entre IgG e IgM conforme a progressao
da infeccdo. Para isso, entdo, as amostras devem ser coletas nos periodos corretas de infeccéo.
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7. CONCLUSAO

A emergéncia do ZIKV em meados de 2014 e 2015, especialmente no Brasil, dificultou
o diagnostico clinico e sorologico de doencas semelhantes como a Dengue. Devido a alta
identidade das sequéncias de aminoacidos de suas proteinas, os testes soroldgicos comerciais
ndo podem diagnosticar a Dengue ou Zika com a mesma acurécia. Os anticorpos produzidos
em uma infeccdo por DENV ou ZIKV reagem cruzadamente com antigenos conservados entre
Flavivirus. Sendo assim, faz-se necessaria a producdo de novos antigenos para o
desenvolvimento de kis de diagnosticos mais especificos. A producdo de antigenos

recombinantes do tipo multiepitopo é uma estratégia promissora.

Para essa producao, sistemas de expressao heterdloga baseados em planta sao excelentes
ferramentas, pois possuem maior biosseguranca, capacidade de escalabilidade, processamento
pos-traducional adequado, custo reduzido e maior rendimento proteico. O uso, ainda, de virus
vegetais como vetores de expressdo, utilizados na forma de clones infecciosos, melhora a
eficiéncia de expressdo de antigenos recombinantes. Neste trabalho, o uso do clone
PMMOoV_ACP para expressdo dos antigenos de multiepitopo do DENV e ZIKV mostrou-se
eficiente. No entanto, ainda é necessario a utilizacdo de um supressor do silenciamento génico

para aumento da expressdo, como o HC-Pro.

A expressdo utilizando baculovirus recombinantes também demonstrou ser um
excelente sistema de producdo de antigenos. O sistema ja padronizado permite um alto
rendimento das proteinas em um curto periodo, sendo que as proteinas, quando expressas
fusionadas a poliedrina, podem ser facilmente purificadas e ndo sofrem agdo catalitica de

proteases do meio.

Portanto, os antigenos de multiepitopos de DENV e ZIKV produzidos neste trabalho
nos sistemas de planta e baculovirus sdo excelentes candidatos para o desenvolvimento de
novos testes sorologicos para diagnose da Dengue e Zika. Os testes de ELISA pilotos realizados
ndo demonstraram reatividade cruzada entre os multiepitopos na presenca de soros positivos
para 0 DENV e para o ZIKV. Além disso, 0 uso de outros antigenos, tais como 0 NS1-ZIKV,
EDIN-ZIKV e EDII-YFV foram importantes para analise da antigenicidade, sensibilidade e

especificidade dos antigenos de multiepitopos.
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ANEXOS

ANEXO | - AMOSTRAS DE PACIENTES UTILIZADAS NA PESQUISA

Os pacientes negativos para ambas as infeccbes, dengue e zika, foram testados através de ELISA para 1gG
utilizando kit comercial disponivel, assim como o0s pacientes positivos para DENV, tanto IgM quanto 1gG. As
amostras de pacientes gravidas (g) foram confirmadas por PCR in house com amostras coletadas na fase aguda
pela infeccdo por ZIKV. No entanto, as amostras utilizadas nos ensaios foram coletadas entre 1 més e 3 meses
ap06s o aparecimento dos sintomas. J& as oito amostras cedidas pelo LACEN-DF foram confirmadas utilizando
ensaio in house para captura de IgM (MAC-ELISA).

AMOSTRAS ORIGEM CONDICOES DA AMOSTRA
2005 CEPRACO Negativo DENV e ZIKV
2009 CEPRACO Negativo DENV e ZIKV
2012 CEPRACO Negativo DENV e ZIKV
2022 CEPRACO Negativo DENV e ZIKV
2025 CEPRACO Negativo DENV e ZIKV
2015 CEPRACO DENV IgM +/ ZIKV -
4047 CEPRACO DENV IgM +/ ZIKV -
2021 CEPRACO DENV IgG +/ ZIKV -
2002 CEPRACO DENV IgG +/ ZIKV -
LCE CEPRACO DENV IgG +/ ZIKV -
ACE CEPRACO DENV IgG +/ ZIKV -
BCE CEPRACO DENV IgG +/ ZIKV -
ICE CEPRACO DENV IgG +/ ZIKV +
MICg CEPRACO ZIKV IgG +/ DENV -
ALlg CEPRACO ZIKV IgG +/ DENV -
TALg CEPRACO ZIKV IgG +/ DENV -
ELAg CEPRACO ZIKV IgG +/ DENV -
ELOg CEPRACO ZIKV IgG +/ DENV -
PRIg CEPRACO ZIKV IgG +/ DENV -

CARg CEPRACO ZIKV IgG +/ DENV -

1LDF LACEN-DF DENV IgM +/ ZIKV -



2LDF
3LDF
4LDF
SLDF
6LDF
7LDF
8LDF

LACEN-DF
LACEN-DF
LACEN-DF
LACEN-DF
LACEN-DF
LACEN-DF
LACEN-DF

DENV IgM +/ ZIKV -
DENV IgM +/ ZIKV -
DENV IgM +/ ZIKV -
DENV IgM +/ ZIKV -
DENV IgM +/ ZIKV -
DENV IgM +/ ZIKV -
DENV IgM +/ ZIKV -
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