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RESUMO

O virus da Zika (ZIKV) é considerado um dos virus emergentes mais
importantes do mundo, podendo apresentar complicagdes em humanos associadas
a quadros de malformagBes congénitas e anormalidades neuroldgicas, como a
microcefalia e a sindrome de Guillain-Barré, respectivamente. Embora, até o
momento, nao exista vacina ou qualquer outra medida preventiva consolidada para
uso em humanos contra essa infeccdo, abordagens utilizando a expressao
heter6loga do fragmento do dominio Il da proteina do envelope viral (EDIII) tem
demonstrado seu potencial como antigeno vacinal. O fragmento EDIII é reconhecido
como efetivo na inducdo da producdo de anticorpos neutralizantes pelo hospedeiro
atuando de maneira protetiva. Neste contexto, uma das principais leveduras
utilizadas em estratégias vacinas é a Pichia pastoris, que permite a ancoragem e
exposicdo de proteinas heter6logas em sua superficie. Além disso, P. pastoris
possui atuacdo como adjuvante natural por apresentar propriedades
imunoestimulatorias devido a sua estrutura celular, o que possibilita uma resposta
imune potencializada ao antigeno-alvo apresentado. Desse modo, o presente estudo
objetivou a elaboracdo de uma construgéo vacinal a partir da producao e ancoragem
do Dominio Ill da proteina do Envelope (EDIII) do ZIKV na levedura P. pastoris. O
fragmento EDIIlI foi amplificado por PCR e clonado no vetor de expresséo
pPICZAa_aAG (vetor modificado; Invitrogen). A insercdo correta de EDIII foi
confirmada por meio de PCR, analise de restricdo e sequenciamento. As células de
Pichia pastoris (GS115) foram transformadas com a construcdo pPICZAaEDIIIaAG
de modo integrativo no genoma da levedura. Os transformantes foram analisados
guanto a expressao do fragmento EDIII por meio de SDS-PAGE, Western-blot e Dot-
blot. A proteina recombinante foi detectada em células de levedura, demonstrando a
transcricdo do fragmento e consequente producdo da proteina. Esse estudo fornece
um caminho para uma estratégia vacinal por meio da abordagem de “Yeast Surface
Display” contra o virus Zika e apresenta um modelo experimental para estudos

similares com a possibilidade de futuras aplicacdes profilaticas em humanos.

Palavras-chave: Flavivirus. Expressao heterdloga. Vacina. Komagataella phafii.



ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) is considered one of the most important emerging
viruses in the world, and it can present complications in humans associated with
congenital malformations and neurological abnormalities, such as microcephaly and
Guillain-Barré syndrome, respectively. Although currently, there is no vaccine or any
other consolidated preventive measure for use in humans against this infection,
approaches using the heterologous expression of the fragment of domain Il of the
viral envelope protein (EDIIl) has demonstrated its potential as a vaccine antigen.
The EDIII fragment is recognized as effective in inducing the production of
neutralizing antibodies by the host acting protectively. In this context, one of the main
yeasts used in vaccine strategies is Pichia pastoris, which allows the anchoring and
exposure of heterologous proteins on its surface. Besides, P. pastoris acts as a
natural adjuvant because it has immunostimulatory properties due to its cellular
structure, which enables an enhanced immune response to the target antigen
presented. Thus, the present study aimed to develop a vaccine construction from the
production and anchoring of Domain Il of the Envelope protein (EDIII) of ZIKV in the
yeast P. pastoris. The EDIII fragment was amplified by PCR and cloned into the
expression vector pPICZAa_aAG (modified vector; Invitrogen). The correct insertion
of EDIII was confirmed through PCR, restriction analysis and sequencing. Pichia
pastoris cells (GS115) were transformed with the pPICZAaEDIIIaAG construct in an
integrative way in the yeast genome. The transformants were analyzed for the
expression of the EDIII fragment using SDS-PAGE, Western-blot, and Dot-blot. The
recombinant protein was detected in yeast cells, demonstrating the transcription of
the fragment and the consequent production of the protein. This study provides a
path to a vaccination strategy through the “Yeast Surface Display” approach against
the Zika virus and presents an experimental model for similar studies with the

possibility of future prophylactic applications in humans.

Keywords: Flavivirus. Heterologous expression. Vaccine. Komagataella phafii.
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1 INTRODUCAO

Os flavivirus representam um importante grupo de patdgenos responsaveis
por causar doengas infecciosas em humanos e chamam atencdo por acarretarem
surtos recorrentes e epidemias em todo o mundo. Pertencente a este grupo
encontra-se o virus Zika (ZIKV), além de outros micro-organismos de importancia
médica, como o virus da dengue (DENV) e da febre amarela (YFV).

A infecc@o provocada pelo Zika € comprovadamente relacionada com casos
de malformacdes congénitas e de transtornos neuroldgicos. Atualmente, a circulagcao
do virus é reconhecida e a obtencdo de estratégias voltadas para prevencdo da
infeccdo causada pelo ZIKV € um dos grandes objetivos preconizados pela
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS).

Devido a rapida dissemminacgdo e aos severos quadros clinicos associados a
infeccdo pelo ZIKV, o desenvolvimento de uma método seguro e eficaz é
fundamental. Pesquisas em curso tém demonstrado o uso do dominio Ill da proteina
do Envelope (EDIII) do virus Zika como um candidato principal na elaboragédo de
vacina de subunidade efetiva, principalmente pela sua especificidade. O EDIII é
descrito como principal alvo de anticorpos especificos contra o ZIKV com a
capacidade de induzir potentes atividades de neutralizacao.

Alguns estudos com anticorpos neutralizantes foram considerados correlatos
com a protecdo para aprovacao de vacinas contra a DENV (Virus da dengue), YFV
(Virus da febre amarela) e TBEV (Virus da encefalite — transmitida por carrapato),
além de terem sido demonstrados papéis importantes na protecdo contra a infeccéo
por flavivirus.

Dentre as possibilidades para imunizagdo, a implantacdo de sistemas de
ancoragem e exposicdo de proteinas heter6logas na superficie de leveduras tem
sido largamente utilizada em diversas areas médicas, como por exemplo, na
microbiologia e na biologia molecular.

De maneira geral, as principais leveduras utilizadas para o emprego de
vacinas sdo Saccharomyces cerevisae e Pichia pastoris, que apresentam uma série
de vantagens, como: sao considerados organismos seguros para uso em humanos
possuindo certificado GRAS (Generally Regarded as Safe), seu metabolismo e
genética sdo bem estabelecidos, sdo usualmente requeridas para producédo de

proteinas recombinantes para diversos fins biotecnologicos e dispde de facilidade de
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manipulacdo e crescimento relativamente rapido. Além disso, possuem potencial
atividade adjuvante, melhorando a apresentacdo do antigeno carreado.

Sendo assim, o0 presente estudo propde a obtencdo de uma linhagem
recombinante de Pichia pastoris expondo o antigeno EDIII em sua superficie com o

intuito de ser um candidato a vacina profilatica contra o virus Zika.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. O VIRUS ZIKA
2.1.1. Histérico e dados epidemioldgicos

Em 1947, os primeiros isolados do virus Zika foram descritos na floresta Zika,
localizada na Uganda — Africa, a partir de macacos sentinela Rhesus infectados. No
ano seguinte, foi verificado em amostras de mosquitos selvagens (Aedes africanus)
na mesma regiao o que contribuiu para a suspeita de sua transmissao vetorial (DICK
et al., 1952). As primeiras evidéncias sorologicas da infeccdo por ZIKV em humanos
foram demonstradas em estudos realizados entre 1951 e 1981 em alguns paises,
como: Uganda, Tanzania, Nigéria, Egito, Republica Centro Africana, e demais
paises africanos como Serra Leoa e paises do Sudeste Asiatico como india,
Malésia, Filipinas, Tailandia, Vietnd e Indonésia (HAYES, 2009).

Ao longo dos ultimos 60 anos, o virus foi observado circulando entre as
populacdes africanas e asiaticas de forma silenciosa, com relatos de casos
geograficamente isolados, de curta duragcéo e sintomatologia branda (FAUCI et al.,
2016). Em 2007, o primeiro grande surto do virus foi constatado na ilha Yap nos
Estados Federados da Micronésia e estima-se que aproximadamente 73% da
populacdo foram infectados, apresentando sintomas leves e de curta duracao
(DUFFY et al., 2009). O segundo surto significativo ocorreu na Polinésia Francesa
entre os anos de 2013 e 2014, com uma taxa de infeccdo geral de 66% e
paralelamente foi observado aumento significativo de doencas de carater
neurologico na populacdo acometida (MALLET et al., 2015; CAO-LORMEAU et al.,
2016).

Embora estudos filogenéticos indiquem a introducdo do virus desde 2013,
apenas em maio de 2015 o primeiro caso confirmado de infec¢do pelo Zika virus foi
relatado nas Américas. Acredita-se que os registros de co-circulacdo do virus ZIKV
com outras endemias infecciosas, como o virus da Dengue (DENV) e Chikungunya
(CHIKV) favoreceram a limitacdo em suas notificacbes ao longo dos anos, em
decorréncia das semelhancas sintomatolégicas apresentadas (WEAVER et al.,
2016).

Notavelmente, entre os anos de 2015 e 2016, o virus ganhou ainda mais
repercussdo quando se espalhou pelas Américas Central e Sul, especialmente no

Brasil, onde se estima um total de 216.207 casos provaveis da infeccdo (SVS,
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2015). Acompanhando os caminhos de disseminacéo do Zika foi percebido um
aumento significativo de novos casos de microcefalia e de individuos afetados pela
Sindrome de Guillain-Barré, que apdés investigacdes levaram a confirmacédo da
associacao do Zika com estes quadros graves (WHO, 2017).

Fatores como a ampla distribuicdo geogréafica de infec¢cbes do Zika, a falta de
comercializacdo especifica de testes soroldgicos, falta de tratamento especifico ou
preventivo e a auséncia de imunidade populacional em paises recém-afetados, bem
como a ligagdo com o crescente numero de transtornos de carater neurolégico
fizeram da infec¢@o pelo virus Zika uma ameaga eminente a saude global (BRASIL
et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; RASMUSSEN et al., 2016).

Em 1 de fevereiro de 2016, o Zika foi declarado como emergéncia de saude
publica internacional pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2016). De acordo
com as estimativas da OMS, o virus foi responsével pela infeccao de 1,5 milhGes de
pessoas, devido ao aumento no fluxo de pessoas entre regides aliado as diversas
formas de transmissdo (WHO, 2017). Em dezembro de 2019, 89 paises e territorios
relataram transmissao local, atual ou passada do Zika, com maior distribuicdo do

virus no continente americano (Figura 1).

MAPA MUNDIAL DE AREAS COM RISCO DE ZIKA

Legenda do Mapa:
N ;3
Pais ou territério com surto atual de Zika' Pais ou territério com mosquito , mas nenhum
caso de Zika notificado”

Pais ou territério sem mosquitos™ que disseminam o
Zika

D Pais ou territério que ja registrou casos de Zika'
(passados ou atuais)
Areas com baixa probabilidade de infeccdo por
Zika devido a alta altitude (acima de 6.500 pés/  Nenhuma drea estd relatando atualmente surtos de Zika
2.000 metros) ;Casos de Zika transmitidos localmente por mosquitos
Aedes aegypti

Figura 1. Mapa mundial destacando as areas com risco de infeccao pelo virus Zika. Fonte: Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), Dezembro/2019 (adaptado).
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O Brasil foi o pais mais afetado das Américas, sendo confirmados desde 2015
pelo Ministério da Saude, 3.332 casos de microcefalia e/ou malformacdes do
Sistema Nervoso Central (SNC) associado a infec¢do por ZIKV. No geral, o numero
de casos registrados de ZIKV no Brasil diminuiu significativamente de 205.578 casos
em 2016 para 13.353 em 2017 (até a semana epidemiolégica 25) (SVS, 2017). No
entanto, os dados mais recentes apontam que o virus continua em circulacdo, o que
€ demonstrado nos dados de 2018, até 04 de abril, sendo registrados 3.001 casos
de Zika, enquanto que no mesmo periodo em 2019, foram registrados 3.085 casos
provaveis, com incidéncia de 1,5 caso/100 mil hab. Entre as Unidades da
Federacdo, destacam-se Tocantins (45,5 casos/100 mil hab.) e Acre (10,4
casos/100 mil hab.). Em 2019, néo foram registrados 6bitos devido a infeccéo por
Zika (SVS, 2019).

Incidéncia
I:l Sem casos notificados

[ 0.1 - 100.00

[] 100,00 - 200,00
[ 200.00 - 300,00
[ 300.00 - 388.17

Figura 2. Distribuicdo de incidéncia de casos provaveis de Zika, até a Semana Epidemiolégica 13,
Brasil, 2019. Fonte: Sinan NET (banco de dados de 2019 atualizado em 04/04/2019). Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (populagéo estimada em 01/07/2018).
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Figura 3. Casos provaveis de Zika, por semana epidemioldgica de inicio de sintomas. Brasil: 2018 e
2019. Fonte: Sinan NET (banco de dados de 2018 atualizado em 09/01/2019 e de 2019, em
04/04/2019).

Entre 2015 e 2019 (até a Semana epidemioldgica N°52) o Ministério da Saude
do Brasil foi notificado sobre 18.578 casos suspeitos de alteragbes no crescimento e
desenvolvimento possivelmente relacionadas a infeccdo pelo virus Zika e outras
etiologias infecciosas, dos quais 2.265 (12,2%) foram excluidos, apds criteriosa
investigacdo, por ndo atenderem as definicbes de casos vigentes. Do total de casos
notificados, 2.665 (14,3%) permaneceram em investigagdo. Dentre os casos com
investigacao concluida, 3.496 (18,8%) foram confirmados (Figura 1A); 8.752 (47,1%)
foram descartados; 763 (4,1%) foram classificados como provaveis e 638 (3,4%)
foram classificados como inconclusivos. Considerando apenas o ano epidemiolégico
de 2019, foram notificados 1.462 casos com uma meédia mensal de 122 casos, dos
quais 1.138 nasceram em 2019. Do total de casos notificados, 72 (4,9%) foram
confirmados (42 nascidos). Os casos confirmados em 2019 ocorreram em 50

municipios de 18 Unidades Federadas.

2.1.2. Transmissédo e manifestacdes clinicas
O virus Zika possui mdultiplas formas de disseminacdo, sendo a via mais

comum por meio dos seus principais vetores, mosquitos do género Aedes, que
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durante o processo de repasto sanguineo podem inocular (infectar) ou ingerir
(captar) particulas virais (VASILAKIS; WEAVER, 2017).

Acredita-se que a transmissao do ZIKV seja mediada predominantemente por
dois mosquitos, Aedes aegypti e Aedes albopictus, pois mantem um ciclo urbano de
transmissao “humano-mosquito-humano” e estdo amplamente distribuidos em varias
regides tropicais e subtropicais do mundo (KRAEMER et al., 2015 ; PAUPY et al.,
2009 ; THOMAS et al., 2012). Ambos, A. aegypti e A. albopictus, sdo geralmente
ativos durante o dia (PONLAWAT; HARRINGTON, 2005; SCOTT; TAKKEN, 2012) e
sdo as Unicas espécies de Aedes (Stegomyia) conhecidas e endémicas nas
Américas (GREGORY et al., 2017). Destas duas espécies, A. aegypti é considerado
0 vetor primario associado aos surtos de ZIKV (DIALLO et al., 2014).

Outras possibilidades de transmissdo também sao relatadas, como: materno-
fetal, durante a amamentacdo, por transfusdo sanguinea e também através de
relacOes sexuais (SONG et al., 2017)

A transmissdo perinatal pode ocorrer por via transplacentaria ou durante o
parto quando a mée esta infectada. Estudos demostraram a presenca do ZIKV na
placenta, liquido amnidtico e tecidos cerebrais de fetos e recém-nascidos (HAYES,
2009; ECDC, 2016). Em mulheres gravidas, tem sido associada a complicacfes
fetais e infantis que incluem danos cerebrais, microcefalia e déficits auditivos e
visuais (MARTINES et al., 2015; MOORE et al.,, 2017; VENTURA et al.,, 2017,
BHATNAGAR et al., 2017).

O disturbio do desenvolvimento neurologico devido a infec¢do pelo feto por
ZIKV é caracterizado principalmente por microcefalia. A microcefalia é descrita pela
reducdo no tamanho do cérebro e comprometimento da proliferacédo celular e morte
de células progenitoras corticais (DEVHARE et al., 2017). Bebés com microcefalia
desenvolvem uma cabeca menor em comparagcdo com bebés saudaveis da mesma
idade e sexo (SILVA et al., 2017).

Algumas anormalidades neuroldgicas importantes, com infeccdo pelo ZIKV
como virus neurotrépico, incluem meningoencefalite, mielite aguda, paralisia facial,
parestesia, fotofobia e caracteristicas auditivas (ARAUJO et al., 2016; OZKURT;
TANRIVERDI, 2017). Varios estudos mostraram que a infec¢do € um gatilho notavel
da sindrome de Guillain-Barré (SGB), que pode ser definida como um distlrbio

neurologico de carater autoimune, caracterizada pela deteriorizacdo da bainha e
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mielina (revestimento dos nervos periféricos) e dos reflexos tendinosos. Em geral, o
guadro evolui rapidamente, atingindo o ponto maximo de gravidade por volta da
segunda ou terceira semana podendo ocorrer paralisia. Em alguns casos, a doenca

pode tornar-se croénica ou recidivar (AHMAD et al, 2018).

Alguns estudos verificaram que o risco de SGB foi estimado em 24 casos por
100.000 infecgBes por ZIKV, particularmente em areas onde a infeccéo é epidémica.
Alguns paises como Brasil e Venezuela registraram um aumento significativo no
SGB durante a epidemia de infecgao por ZIKV (MASSAD et al., 2016).

Uma alta carga de RNA viral e de replicacdo do ZIKV foi encontrada no
sémen e urina de pacientes apoiando a hipétese de que ela pode ser transmitida por
meio de fluidos corporais como também pela relacdo sexual. O virus Zika ja foi
identificado em secrecOes vaginais (PENOT et al., 2017) e a transmissdo sexual foi
relatada evidenciando casos de transmissdo entre individuoes do mesmo sexo,
masculino para masculino (DECKARD et al.,2016) e também feminino para
masculino (DAVIDSON et al., 2016). Provaveis casos de infeccdo por transfuséo
sanguinea também ja foram descritos na Polinésia Francesa e no Brasil (BARJAS-
CASTRO et al., 2016; MUSSO et al., 2014).

O periodo de incubacdo do Zika varia entre aproximadamente 3-12 dias
(FAUCI, 2016). A doenca geralmente € de carater leve ou assintomatico em
aproximadamente 80% dos casos, e configura-se como uma doenca febril auto-
limitante de curta duracdo (4-7 dias) (HAYES, 2009; ECDC, 2016). Nos casos
sintomaticos, a maioria dos pacientes apresenta febre leve, artralgia (dor nas
pequenas articulacdes das maos e dos pés), dores musculares, dor de cabeca, dor
abdominal, dor retro-orbital, prostracdo, edema, linfadenopatia, conjuntivite nédo
purulenta ou hiperemia conjuntival e erupgdes cutaneas maculopapulares ou
papulares que comeca no rosto e depois se espalham por todo o corpo; menos
frequentemente, sinais gastrointestinais podem estar presentes (SIMPSON, 1964;
OLAGNIER et al., 2016).

2.1.3. Organizacao gendmica e ciclo viral
Dentro da familia Flaviviridae, o virus Zika € membro do género Flavivirus que
contempla aproximadamente 73 espécies de patdgenos humanos e animais de

importancia clinica, incluindo o virus da encefalite japonesa (JEV), virus do Oeste do
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Nilo (WNV), virus da dengue (DENV) e virus da febre amarela (YFV) (SIMMONDS et
al., 2017).

O Zika consiste em um virus envelopado (Figura 4) com cerca de 50 nm de
didmetro e seu material genético € formado por uma molécula de RNA de cadeia
simples e polaridade positiva (+ssRNA) (HAMEL et al., 2015; BARRETO-VIEIRA et
al., 2016).

. Dimero do Envelope (E)

vi Proteina da Membrana (M)

‘ Proteina do Capsideo (C)

S&S RNA Genomico

Figura 4. Representacao ilustrativa da particula viral do ZIKV. A superficie do virion do ZIKV é

arranjada com as proteinas do Envelope e da Membrana, ancoradas em uma bicamada lipidica com
uma simetria icosaédrica. Sob a bicamada lipidica viral est4 o nucleocapsideo composto pelo genoma

de RNA associado & proteina do Capsideo. Fonte: Avila-Pérezet al., 2018 (Adaptado).

O genoma do virus Zika possui aproximadamente 10,8 Kb contendo um Unico
fragmento aberto de leitura (ORF) flanqueado pelas regides nao-traduzidas (UTRS)
em ambas as extremidades 5 e 3’, que s&o importantes para 0 processo de
replicacdo e traducdo do virus. O ORF codifica uma anica poliproteina que € clivada
por proteases do virus e da célula hospedeira dando origem a trés proteinas
estruturais (Capsideo, Membrana/Pré- membrana e Envelope) e sete proteinas nao
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 5) (LINDENBACH,
2007).

A proteina do capsideo (C) é um componente estrutural basico do virus que
se liga ao genoma viral formando o nucleocapsideo, enquanto a membrana externa

do virion é uma bicamada lipidica contendo a proteina da Membrana (M) e a
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proteina do Envelope (E) (JONES et al., 2003). As duas glicoproteinas virais, prM/M
e E, desempenham papeis importantes durante o processo de entrada viral ( REY et
al., 1995). A proteina E € responsavel pela ligacéo e fusdo aos receptores celulares
e consequente entrada do virus na célula, enquanto a prM funciona principalmente
como uma chaperona da proteina E prevenindo-a da degradacdo e da fusdo
prematura a membranas celulares (GUIRAKHOO et al., 1992 ; KUHN et al., 2002 ).

Acerca das proteinas nao-estruturais, NS1 € uma proteina extremamente
conservada associando-se a evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, sendo
sua glicosilacdo significativa para emisséo efetiva, viruléncia e replicacdo do virus
(PRYOR; WRIGHT, 1994; CRABTREE et al., 2005). A NS2A esta envolvida na
montagem do virus e desempenha um papel no controle do interferon antiviral da
resposta do hospedeiro e na secrecdo de particulas virais da célula (LIU et al.,
2005/2006), enquanto NS2B atua como cofator para o dominio da protease da NS3
produzindo um complexo de serina protease que esta envolvido na clivagem da
poliproteina viral (MILLER et al.,2006). A NS3 esta envolvida na replicacdo do virus
e no processamento da poliproteina viral, respectivamente. A proteina NS4A do
virus Zika serve como fator determinante para a patogénese do virus e mecanismo
de reconhecimento de acdo de seus efeitos. J& NS4B forma os constituintes da
membrana do complexo de replicacdo viral (LIANG et al.,2016). A NS5 parece estar
envolvida na supressdo da sinalizacdo do interferon (IFN), que € mediada via
degradacédo dependente de proteassoma do Transdutor de Sinal e do Ativador da
Transcricao 2 (STAT2) (MISHRA et al., 2017).

A proteina NS5 é composta compreende dois dominios um € a RNA
polimerase dependente de RNA C-terminal (NS5 RdRp) enquanto a segunda é a
metiltransferase N-terminal (NS5MTase). O genoma viral serve como modelo para a
sintese da cadeia intermediaria sSSRNA (-) pela RdRp da NS5, que atua como molde
apenas para a sintese do RNA genbémico de (+) ssRNA e sintese da poliproteina
viral (BUGL et al., 2000; BUTCHER et al., 2001). O papel dos outros 3 ' regidao NCR
do genoma viral tem sido sugerido no reconhecimento de fatores virais e celulares,
na estabilizacdo do genoma, no processo de tradugcdo e no acondicionamento do
RNA (CHAMBERS et al., 1990).
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Figura 5. Genoma do virus Zika e suas proteinas codificadas. (A) Um diagrama de um RNA
gendmico de flavivirus que codifica um Unico quadro de leitura aberto (ORF). (B) Estratégia de
processamento e produtos proteicos. A poliproteina é processada em varios locais por proteases
hospedeiras (setas vermelhas) e virais (setas pretas). A topologia da membrana e a funcdo das
principais proteinas do ZIKV também séo ilustradas. O arranjo das proteinas estruturais permite que a
bicamada lipidica se envolva em torno da estrutura do nucleocapsideo e exiba as proteinas do

envelope na superficie externa da membrana viral. Fonte: Ming et al., 2016 (Adaptado).

Semelhante a outros flavivirus, o ciclo de infeccdo do ZIKV (Figura 6) inicia-se
atraves da ligacao das particulas virais a superficie da célula mediada por fatores de
adesdo como a lectina DCSIGN e diversos membros da familia de receptores de
fosfatidilserina que estdo presentes na glicoproteina do Envelope (HAMEL et al.,
2015; PIERSON; KIELIAN, 2013). O acesso do virus ao interior da célula ocorre por
endocitose mediada por receptores e Clatrina (CHU; NG, 2004; CHU et al., 2006;
VAN DER SCHAAR et al., 2007,2008; ACOSTA et al., 2008; MOSSO et al., 2008).
Ap6s a internalizacdo do virus, o ambiente apresentando pH acido dentro do
endossomo induz mudancgas conformacionais na proteina E que promovem a fusao
das membranas do virus e do endossomo e a subsequente liberacdo do genoma
viral no citoplasma da célula infectada. Conforme o genoma viral é liberado, ele é
traduzido por meio do aparelho transcricional da célula hospedeira origina uma Unica
poliproteina viral que mediante clivagem, por proteases do hospedeiro e do virus,
resultara nas proteinas individuas estruturais e nao-estruturais do virus.

A replicagdo do material genético viral ocorre em membranas de células

hospedeiras, caracterizada principalmente por invaginacbes da membrana do
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reticulo endoplasmatico (RE) denominada pacotes de vesiculas, que servem como
suporte para ancorar os complexos de replicacdo viral (HAMEL et al., 2015). As
particulas virais imaturas sdo montadas dentro do RE, onde o RNA genémico viral é
associado com a proteina C e é empacotado junto com as proteinas prM e E. A
maturacdo do virion ocorre na rede trans-Golgi durante seu transito pela via
secretora celular. A protease celular Furina media a clivagem da prM, resultando na
liberacdo do peptideo pr e na formacado de virions maduros contendo a proteina M
gue sera liberada das células infectadas por exocitose (LINDENBACH; RICE, 2003 ;
ROBY et al., 2015).

' Endocitose
/ mediada por
receptor

(® ssRNA

Replicacao

Com_plexo de
Traducao

/X Protease viral
y Protease do

Figura 6. Resumo do ciclo de replicacéo viral do ZIKV. Representac¢do esquematica dos estagios de

entrada até a maturacdo do virus na célula hospedeira. Fonte: ABRAMS et al., 2017 (Adaptado)
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2.1.4. A Proteina do Envelope (E)

A proteina do Envelope (aproximadamente 53 kDa) é a principal proteina de
superficie que atua em diversos aspectos de ligacao, fusdo de membrana e ciclo de
replicacdo (FAYE et al.,, 2014). Além disso, a proteina E representa um dos
principais alvos da resposta humoral do hospedeiro (LAZEAR, 2016). Com cerca de
500 aminoacidos, a proteina E tem um ectodominio composto por cerca de 400
aminoacidos localizados em sua regido N-terminal (KOSTYUCHENKO et al., 2016).
Este ectodominio é dividido em trés dominios estruturais (Como apresentado na
Figura 7), ditos Dominios | (E-DI), Il (E-DII) e Il (E-DIII) (MUKHOPADHYAY et al.,
2005).

Alga de fusdo

Alga de fusdo

Figura 7. Estrutura dimérica da proteina E do ZIKV. Os trés dominios estao representados em: (I) em
vermelho, (II) em amarelo e (Ill) em azul. A Alca de fus@o estd exemplificada pelas setas pretas.
Fonte: DAI et al.,2016 (Adaptado).

O dominio | € responsavel pelas mudangcas conformacionais necesséarias a
entrada do virus na célula (MODIS et al., 2003). O dominio Il, que se apresenta
como uma longa estrutura em forma de dedo (DAI et al., 2016) é responsavel pela
dimerizacdo da proteina E, e contém a Alca de Fusdo (FL) regido extremamente
conservada em todos os flavivirus, motivo pelo qual esta diretamente envolvida nas
reagc0es cruzadas e reacbes de aumento dependente de anticorpos (ADE)

observadas entre os flavivirus (DENG et al., 2011).

O dominio Il da proteina E (EDIIl) contém os motivos de ligacdo ao receptor
celular e a maioria dos epitopos neutralizantes que promovem respostas fortes por
meio de anticorpos do hospedeiro e imunidade protetora que sdo mapeados para
este dominio (OLIPHANT et al., 2005; SUKUPOLVI-PETTY et al., 2010).
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Recentemente, o EDIII do ZIKV foi encontrado como alvo de varios anticorpos
especificos para o ZIKV com distintas atividades potentes de neutralizacdo (ZHAO et
al., 2016). Esses anticorpos neutralizantes foram considerados correlacionados com
a protecdo para vacinas contra YFV e TBEV, além de ter sido demonstrada
desempenhar papéis importantes na protecao contra a infecgdo por muitos flavivirus
(BELMUSTO-WORN et al., 2005; HEINZ et al., 2007). Sendo assim, o potencial do
EDIIl em induzir uma resposta imunologica eficiente e direcionada tornam-no um

excelente candidato como vacina subunidade eficaz contra ZIKV.

2.1.5. Atualizacbes de vacinas para o ZIKV

A utilizacdo de vacinas constitui um método efetivo e econdmico para a
prevencao de vérias doencgas infecciosas (LEVINE et al., 2004). Atualmente, ndo ha
vacina contra o ZIKV, mas a OMS tornou a elaboracdo de uma vacina eficaz e
segura uma prioridade diante dos desfechos associados a infeccéo.

A existéncia de vacinas licenciadas contra doencas flavivirais, como YFV,
JEV, DENV e TBEV (VERMA et al., 2014; JARMER et al., 2014; MCARTHUR e
HOLBROOK, 2011; TORRESI et al., 2017), fornece experiéncias para possiveis
estratégias contra o ZIKV. Cerca de 50 candidatos que consistem em multiplas
plataformas de vacina, estdo atualmente sendo consideradas em estagio pré-clinico
de desenvolvimento por diferentes grupos de pesquisa, alguns foram resumidos na
tabela 1. (PIERSON e GRAHAM, 2016; TRIPP e ROSS, 2016).

Tabela 1. Pesquisas de vacinas em estégios pré-clinicos.

Tipo de vacina Antigeno Estagio Desenvolvedor/
Colaborador
Inativada Virus inteiro Pré-clinico Bharat Biotech
Vetor prM-E e prM- L e . ,
recombinante E/NS1 Pré-clinico Bio-Manguinhos
Subunidade Proteina E Pré-clinico Hawaii Biotech
VLP E/NS1 Pré-clinico VBI Vaccines
Organismo alvo L
gan .V prM-E Pré-clinico NIAID
atenuado, vivo
Células Sf9/Baculo Hemodlmero da Pré-clinico Novavax, Inc.
proteina E
MRNA (SAM) prM-E Pré-clinico GSK-NIH

Fonte: Lin et al., 2018 (Adaptado)
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Diversas abordagens se mostram atraentes, todas contendo ou expressando
proteinas estruturais do ZIKV. As vacinas candidatas ao ZIKV que estédo atualmente
integradas ao “WHO Vaccine Pipeline Tracker” em fase | / Il de ensaios clinicos
incluem virus inteiros inativados, vacinas recombinantes, vacinas de DNA e mRNA e

vacina contra o peptideo salivar do mosquito (Tabela 2).

Tabela 2. Desenvolvimento de vacinas para ZIKV em triagem clinica segundo o rastreador da
Organizacao Mundial de Saude.

Desenvolvedor/
Tipo de vacina Antigeno Estagio
Colaborador
DNA prM-E Fase | GeneOne/InOvio
DNA prM-E e E Fase I/II VRC/NIAID
Inativada Virus inteiro Fase | WRAIR/BIDMC/Sanofi
Pasteur
Proteinas
Peptideo salivares do Fase | NIH
Mosquito
Vetor
recombinante prM-E Fase | Themis Bioscience
viral
Moderna
MRNA prM-E Fase I/II Therapeutics

Fonte: WHO, 2017.

Dados de estudos de vacinas de DNA do ZIKV indicam diferencas antigénicas
de sequéncia na imunidade anti-ZIKV através do gene prME de tamanho completo,
gene E completo e de epitopos especificos (LAROCCA et al., 2016). Demonstrou-se
gue uma vacina de DNA que codifica o ZIKV prM-E fornece protecéo a infeccdo em
camundongos (GRIFFIN et al., 2017). Algumas Vacinas Inativadas purificadas (PIV)
e as de vetores de DNA ou adenovirus que codificam o gene prM-E de ZIKV de
comprimento total foram relatadas como induzindo anticorpos neutralizantes de alto
titulo e protecdo em macacos (ABBINK et al.,, 2016). Outra vacina com vetor de
adenovirus expressando a proteina ZIKV E, foi verificada promovendo altos titulos

de anticorpos neutralizantes em camundongos C57BL / 6, e demonstrou fornecer
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completa protecdo em filhotes (KIM et al., 2016). De acordo com outro relatorio
recente, anticorpos neutralizantes que reconhecem epitopos de dimeros do
Envelope podem fornecer importantes determinantes para os esforcos de tratamento
e vacinacdo (BORDON, 2016; HASAN et al., 2017).

Os dados de seguranca e imunogenicidade dos ensaios clinicos de fase 1 em
andamento sdo esperados para breve. Dados 0s cronogramas e as incertezas
inerentes ao processo de desenvolvimento clinico, é importante desenvolver uma
variedade de plataformas de vacina para o ZIKV. Além das vacinas contra ZPIV e
DNA, vacinas baseadas em RNA, vacinas recombinantes baseadas em vetores e
vacinas de subunidades proteicas purificadas também estdo atualmente em
desenvolvimento, com avaliagdo pré-clinica planejada e avanco potencial nos

ensaios clinicos de fase 1 (LIN et al., 2018).

Apesar do ritmo de estudos pré-clinicos e clinicos iniciais, ainda existem
desafios importantes para o desenvolvimento das vacinas contra o ZIKV. Caminhos
de desenvolvimento e desafios para as vacinas ZIKV foram recentemente revisados
(MARSTON et al., 2016 ; THOMAS et al., 2016 ). A experiéncia com outras vacinas
contra flavivirus combinadas com dados pré-clinicos atualmente disponiveis para
vacinas com ZIKV sugere que os anticorpos neutralizantes provavelmente seréo

importantes na prote¢do contra o ZIKV (ABBINK et al., 2016).

A seguranca da vacina é fundamental para qualquer vacina profilatica e
outros fatores também devem ser considerados importantes como, a faixa etéria,
tipos de contra indicagbes, populacdo alvo, tipo de resposta imune gerada,
abordagem e aplicacdo da vacina (ABBINK et al., 2016). Demonstrar a eficacia da
vacina pode ser um desafio e solucdes técnicas estdo sendo buscadas para
melhorar as definicbes de infeccdo por ZIKV no contexto do desenvolvimento de
vacinas (BAROUCH et al., 2017).

2.2. A LEVEDURA Pichia pastoris

A levedura Pichia pastoris teve seu primeiro isolado em 1950 na Franca e foi
descrita como Zygosaccharomyces pastori por A. Guilliermond (GUILLIERMOND,
1920). ApGs seis anos desde o primeiro relato, outras linhagens foram isoladas de
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arvores na Califérnia por H. Phaff, que nomeou a espécie como Pichia pastoris
(PHAFF et al.,, 1956). Em 1995, apos andlises filogenéticas, P. pastoris foi
reclassificada no género Komagataella que posteriormente foi dividida em varias
espécies (YAMADA et al., 1995). Atualmente, seis membros do género
Komagataella sao descritos (K. pastoris, K. phaffii, K. pseudopastoris, K. poluli, K.
ulmi e K. kurtzmanii), sendo as cepas de K. phaffii ou K. pastoris destinadas a
producao de proteinas (KURTZMAN et al., 2005; NAUMOQYV et al., 2013).

P. pastoris (Figura 8) € uma levedura metilotrofica, ou seja, tem a capacidade
de crescer em meios contendo metanol como exclusiva fonte de carbono
(KURTZMAN, 2009). Além disso, é caracterizada como anaerébia facultativa sendo
também considerado um ser homotalico, porque as células da mesma estirpe podem
acasalar umas com as outras (CEREGHINO E CREGG, 2000).

Figura 8. Levedura metilotréfica Pichia pastoris. (Fonte: Dennis Kunkel - Microscopy/Science Photo

Library)

Por volta dos anos 70, P. pastoris foi introduzida pela Phillips Petroleum para
producdo comercial de proteinas unicelulares (SCP — Single cell protein) como
aditivo para racdo animal utilizando a capacidade dessa levedura de consumir o
metanol. No entanto, no mesmo periodo, houve aumento dos custos do metanol
devido a crise do petréleo tornando inviavel a producéo de proteinas. Uma década
apos o ocorrido, a Phillips Petroleum, juntamente com o Salk Institute Biotechnology
/ Industrial Associates Inc. (SIBIA, La Jolla, CA, EUA), estudou P. pastoris como um

sistema para expressao heterdloga de proteinas (CREGG et al. 1985). O sistema foi
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entdo aprimorado e disponibilizado a comunidade cientifica gerando contribuicbes
por ser um modelo eucarioto usado na pesquisa de biologia celular e um sistema de
producéo de proteina recombinante.

Grandes avancos a cerca das pesquisas sobre Pichia pastoris foram
revisados, tornando-o um organismo substancial para a biotecnologia (CEREGHINO
E CREGG 2000; DALY; HEARN, 2005; GASSER et al. 2013; MACAULEY-PATRICK
et al. 2005). Avancos importantes para a aplicacdo comercial de P. pastoris foram o
status de Generaly reconized as safe (GRAS - Geralmente reconhecido como
seguro) designado pela Food and Drug Administration (FDA) para uma proteina
usada na alimentacdo animal, a fosfolipase C (CIOFALO et al. 2006) e a aprovacao
do FDA de um produto biofarmacéutico recombinante, Kalbitor®, um inibidor de
calicreina (THOMPSON, 2010). O sistema de expresséao classico de P. pastoris foi

extensivamente desenvolvido ao logo dos anos.

2.2.1. Metabolismo do metanol

P. pastoris tem a capacidade de crescer em meios contendo metanol como
exclusiva fonte de carbono (KURTZMAN, 2009). Isso ocorre devido a
hiperexpressdo da enzima peroxissomal Alcool Oxidase (AOX) que pode atingir
cerca de 30% das proteinas intracelulares na presenca de metanol (COUDERC,;
BARATTI, 1980). Essa levedura possui duas copias endogenas do gene AOX, onde
a expressao AOX1 é responsavel por mais de 90% da enzima na célula enquanto a
expressdo AOX2 constitui menos de 10%. S&o estes genes que permitem a
utilizacdo do metanol como fonte de carbono e por meio do uso do Promotor AOX1
torna-se viavel controlar a expressao génica heterdloga, que é induzida na presenca
de metanol e reprimida pela glicose ou glicerol (CREGG et al., 2000).

O sistema metabdlico do metanol no interior de P. pastoris (Figura 9) possui
etapas que ocorrem tanto no peroxissomo quanto no citosol. A etapa inicial do ciclo
acontece pela acdo da enzima alcool oxidase (AOX) que catalisa por meio da via de
utilizacdo do metanol, a oxidacdo do metanol em dois produtos, o formaldeido e o
peroxido de hidrogénio. Subsequente, a AOX juntamente com a catalase é
encaminhada para dentro do peroxissomo, degradando o peréxido de hidrogénio em
oxigénio e agua. Uma porcao do formaldeido, gerado pela AOX, é transportado para

0 citoplasma sendo oxidada a acido formico e didxido de carbono por duas
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desidrogenases citoplasmaticas (formaldeido desidrogenase e &cido formico
desidrogenase), liberando energia na forma de NADH, necesséaria para o
crescimento celular em metanol) (CEREGHINO; CREGG, 2000).

Peroxissomo) Citosol

CH3OH—F—— CH310H

n 1 GSH
H202 3 4
lz HCHO——— HCHO GS-CH20H 79 HCOOH COn
AD NAD }

1 +HH20O N
202+H2 | XusP
v’J{
Reacodes de
GAP DHA reargranjo Gc}nsltiTuintes
—1—‘ LGap — celulares
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DHA ;--gDHAP)i
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Figura 9. Via de utilizagcdo do metanol em Pichia pastoris. 1- Alcool oxidase (AOX); 2- Catalase; 3-

MNADH NADH

FEP - FgP
Fi

Formaldeido desidrogenase; 4- Formato desidrogenase; 5- Di-hidroxiacetona sintase; 6- Di-
hidroxiacetona-quinase; 7- Frutose 1,6-bifosfato aldose; 8- Frutose 1,6 bifosfato (Adaptado:

Cereghino e Cregg, 2000).

A porcado do formaldeido que permanece no peroxissomo € assimilada em
constituintes celulares por uma via ciclica com a condensacéao com xilulose-5-fosfato
na presencga da enzima peroxissémica di-hidroxiacetona sintase (DAS) para produzir
di-hidroxiacetona (DHA) e gliceraldeido-3-fosfato (GAP). DHA E GAP deixam o
peroxissomo e inicia em uma via citoplasméatica (via da pentose fosfato) que
regenera o 5-monofosfato de xilulose e, a cada trés ciclos, uma molécula liquida de
gliceraldeido 3-fosfato. Duas enzimas, AOX e DAS, sdo produzidas em altos niveis
nas células quando sdo expostas ao metanol como fonte de carbono, mas ndo séo
tdo expressivas quando cultivadas em outras fontes de carbono (por exemplo,
glicose, glicerol ou etanol) (CEREGHINO; CREGG, 2000; HARTNER; GLIEDER,
2006).

2.2.2. Fenétipos de utilizacdo do metanol

O conhecimento a cerca dos fenotipos quanto a utilizacdo do metanol para

s

linhagens de P. pastoris € muito importante para decidir sobre as condicbes de
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cultura a serem usadas e compreender a capacidade metabdlica de cada cepa. E
reconhecida a existéncia de trés fendtipos: Mut*, Mut> e Mut (CEREGHINO;
CREGG, 2000).

O Mut* (Methanol utilization plus) possui velocidade de crescimento similar ao
fenotipo selvagem e suporta altas taxas de metanol para cultivos em larga escala.
Esse fendtipo possui ambos os genes AOXs intactos, conservando sua habilidade
de crescer em meio contendo metanol como Unica fonte de carbono. O MutS
(Methanol utilization slow) causa diminuicdo na capacidade de metabolizar metanol
pela célula, devido a perda da atividade de alcool oxidase, codificada pelo gene
AOX1. Apesar disso, 0 gene AOX2 se mantém em sua forma selvagem, com a
levedura apresentando menor crescimento em meio contendo metanol, ja& que AOX2
€ normalmente menos expresso que AOX1l. O Mut (Methanol utilization minus)
possui 0os dois genes AOX (AOX1 e AOX2) deletados o que leva a incapacidade do
crescimento em metanol (MACAULEY-PATRICK et al.,2005).

2.2.3. Producéo de proteinas heterélogas em P. pastoris

Particularmente, Pichia pastoris € um hospedeiro de expressao de proteinas
estabelecido e constitui um sistema capaz de produzir elevados niveis de proteinas
recombinantes (CEREGHINO; CREGG, 2000). Diferentes proteinas de importancia
industrial jA& foram produzidas em Pichia pastoris, seja de forma intracelular ou
secretadas, como hormonios, anticorpos, citocinas, enzimas e vacinas, sendo ao
todo mais de 5000 diferentes polipeptideos. Dentre as vacinas, ja foram produzidos
antigenos de diferentes virus humanos, incluindo: proteina maior do capsideo (L1)
do Papilomavirus Humano Tipo 16; dominio-IIl do envelope (EDIII) do virus Dengue
(DENV-3); neuraminidase (NA) do virus Influenza Aviario (H5N1); antigeno da
superficie do virus da Hepatite B (HbsAg) e proteina do capsidio do Enterovirus
(VP1) (WANG et al. 2016).

A producdo de proteina funcional esta intimamente relacionada com a
maquinaria celular do organismo que produz a proteina. A levedura P. pastoris € um
sistema Util e apresenta uma serie de vantagens, como a auséncia de particulas
pirogénicas e sua capacidade de realizar modificagbes pés-traducionais, tais como
processamento proteolitico, glicosilacdo e formacao de ponte dissulfureto (CREGG
et al., 2000; GASSER et al., 2013). Além disso, muitas proteinas que formam corpos
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de incluséo inativos em outros sistemas de expressdo (exemplo: Escherichia coli),
sao expressas em seu estado biologicamente ativo em P. pastoris (CELIK; CALAK,
2012).

O fato de possuirem genomas de pequeno tamanho também € de extrema
utilidade, ja que isto simplifica analises moleculares e genéticas. Adicionalmente
combinam a facilidade de manipulacdo genética e crescimento relativamente rapido
a altas densidades em meios relativamente simples, o que proporciona a melhor
relacdo custo-beneficio (GELLISSEN, 2005). Outra caracteristica interessante é a
purificacdo a partir do cultivo de P. pastoris que ocorre facilmente, pois a levedura
fornece vias por meio de peptideos sinais que direcionam as proteinas para o meio
extracelular simplificando os processos de purificagdo (POTVIN; AHMAD; ZHANG,
2012).

2.3. A EXPOSICAO DE ANTIGENOS NA SUPERFICIE DE LEVEDURAS (Yeast
Surface Display)

A tecnologia de exposicéo de proteinas surgiu em 1990, quando se descobriu
gue peptideos curtos poderiam ser fusionados a proteinas ancoras de fagos
filamentosos sem afetar sua infectividade. Porém, devido o tamanho pequeno dos
fagos, houve restricbes em relacdo ao tamanho e variedade de peptideos a serem
ancorados. Para contornar esse problema, surgiram novas formas de exposi¢do em
células de bactérias, leveduras, insetos e mamiferos (MEI et al., 2017).

As leveduras permitem a exposi¢do de proteinas longas, de uma ou mdultiplas
subunidades, podem expor diferentes tipos de proteinas na mesma superficie
celular, aléem de promover as modificacdes necessarias para o funcionamento das
proteinas eucaridticas (KONDO; UEDA, 2004). Esse tipo de abordagem tem
revelado um sucesso significativo com inumeras aplicagbes em biotecnologia,
incluindo bioconversdo, vacinas comestiveis, biorremediacdo e bioseparagéo
(SCHREUDER et al., 1996; TANAKA et al., 2012; LEI et al., 2016).

Além da conveniéncia da producao, que ndo possui processos de purificacao
caros e cansativos, os componentes da parede celular de levedura conhecidos por
possuirem atividade adjuvante natural atuam sinergicamente como um veiculo de
entrega e permitem que as proteinas recombinantes sejam mais imunogénicas
(Figura 10) (PAVOT et al., 2012). Ademais, 0s antigenos expressos e exibidos na

superficie da levedura possuem vantagens duais quando usado como vacinas orais,
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gue inclui o acesso facil aos anticorpos e o antigeno alvo a ser apresentada sobre
uma superficie grande na proximidade do tecido da mucosa para a melhoria da
adsorcao (SMET et al., 2014; SCHREUDER et al., 1996) .
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Figura 10. Comparacao entre vacinas orais convencionais e baseadas na superficie de leveduras. (a)

Q

A vacinacdo convencional utilizando proteina recombinante requer procedimento de purificagdo do
antigeno, remocao da endotoxina (ET) , preparacdo e entrega de um adjuvante. (b) A vacina oral
evita as etapas complicadas para produzir proteina antigénica recombinante em Escherichia coli.
Além disso, a superficie celular da levedura atua como um adjuvante para promover uma resposta
imune. Fonte: Shibasaki et al., 2013 (Adaptado).

A exposicao na superficie de levedura é caracterizada pela fusdo de uma
proteina a um polipeptideo presente na parede celular, e pode ser utilizada para
uma variedade de aplica¢des biotecnoldgicas (CHERF; COCHRAN, 2015). Por meio
dessa estratégia, peptideos e proteinas de diversos tipos podem ser expostos na
superficie de uma célula, pela transformacéo de um vetor codificando uma proteina
de interesse fusionada ao sistema de ancoragem GPI (Glicosilfosfatidilinositol)
(CHEN, 2017).

Ancoras GPl estdo presentes na membrana plasmatica de diversos
organismos eucaridticos e é essencial para a viabilidade das leveduras. Esses
glucofosfolipidios permitem a associagédo de proteinas com a membrana através de

ligacBes covalentes com sua regido N-terminal, além de possuir uma sequéncia sinal
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gue permite o transporte eficiente da proteina de fusdo para a superficie
(SHIBASAKI, 2009). Alfa-aglutinina é a ancora mais utilizada nesse tipo de
exposicao, na qual a regido N-terminal da proteina ancora € geneticamente fundida
a regido C-terminal da proteina alvo (CHEN, 2017).

O processo de secrecdo de proteinas em leveduras ocorre por meio de
diferentes compartimentos celulares. As etapas sao iniciadas pela maquinaria
proteica da célula que direciona as proteinas do reticulo endoplasmatico para o
complexo de Golgi onde irdo ser deslocadas através de vesiculas membranares em
direcdo a membrana plasmatica, sendo entdo fundidas e consequentemente
promovendo a exocitose. Saindo da célula, a ancoragem na superficie da levedura é
ocasionada pela fusdo de regibes C- ou N-terminal presentes na proteina ancora e
na proteina alvo (CHEN, 2017).

Outro fato importante é capacidade de resistir a desnaturacdo térmica e
guimica e a degradacdao proteolitica que em vacinas orais € essencial. A exibicdo da
superficie da proteina alvo aumenta a estabilidade estrutural, induzindo estabilidade
térmica da proteina alvo (WANG et al., 2008). O sistema de exibicdo de superficie de
levedura também é vantajoso, pois fornece proteinas antigénicas mais rapidamente
e convenientemente do que as abordagens convencionais de producéo de vacina.

Varios estudos tém proposto a adequacédo da levedura antigeno para vacinas
orais preventivas ou terapéuticas (WADLE et al., 2006; ZHU et al., 2006). Dentre os
polipeptideos que podem ser expostos estdo antigenos, anticorpos, enzimas e
receptores. Essas proteinas podem ser empregadas para diferentes propdsitos,
como vacinas, reconhecimento molecular, bioconversédo e adeséo celular (KONDO;
UEDA, 2004).

2.4. LEVEDURAS COMO VACINAS

Leveduras podem ser usadas como vacinas vivas para administracdo de
antigenos recombinantes (BARRON et al., 2006). A utilizacdo de vacinas baseadas
em leveduras recombinantes pode representar alternativa interessante em
abordagens vacinais contra o ZIKV, visando prevenir a infec¢cdo por meio da geragéo
de anticorpos, como as testadas para agentes infecciosos, como Papilomavirus
Humano (HPV) e o virus da Hepatite B (BIAN et al., 2009). Essas vacinas sao
capazes de induzir resposta imune tanto humoral quanto celular, apresentando

vantagem adicional por dispensar o uso de adjuvantes em sua formulagéo, além de
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serem estaveis, e de facil estocagem, transporte e administracdo (STUBBS et al.,
2001).

As principais leveduras empregadas nesse tipo de vacina sdo Saccharomyces
cerevisae e Pichia pastoris, que ndo sdo patogénicas, dispdem de suas
caracteristicas genéticas e metabdlicas bem elucidadas, sdo certificadas em
seguranca para uso humano como organismos GRAS (Generally Regarded as Safe)
e sao largamente utilizadas na producdo de proteinas recombinantes com
aplicac6es biotecnoldgicas diversas (GALAO et al., 2007; VOGL et al., 2013).

Ambas as leveduras sdo capazes de ativar células dendriticas (DCs)
mediante a interacdo com receptores de Manose e Dectin-1 (BAZAN et al., 2011).
Uma vez ativadas, essas células podem apresentar os antigenos expressos nas
leveduras recombinantes tantos através das vias de processamento MHC classe |,
guanto classe Il. Essa interagcdo levedura — DC gera um efeito adjuvante,
potencializando a imunogenicidade do antigeno (STUBBS et al., 2001). O ponto-
chave dessa contribuicdo como adjuvante esta na composi¢édo da parede celular das
leveduras, uma vez que componentes como o 1,3-B-D-glucano, manana sé&o
reconhecidos por receptores presentes nas DCs, induzindo a fagocitose das
leveduras (ARDIANI et al., 2010).

Uma vez inserida no hospedeiro, a levedura é fagocitada e o antigeno
recombinante que ela carreava pode ser degradado nos proteossomos e
apresentado via MHC classe |, sendo reconhecido por células T CD8 citotoxicas; ou
também pode ser degradado nos endossomos e ser, neste caso, apresentado via
MHC classe Il e reconhecido por células T helper CD4 (ARDIANI et. al., 2010).

A expressdo em P. pastoris tem sido explorada para a producéo de proteinas
de diversos Flavivirus, grande parte deles tendo como alvo a proteina do envelope
viral (E) visando desenvolver vacinas contra TBE (Tick-borne encephalitis) (YUN et
al., 2009), Encefalite japonesa (KWON et al.,, 2012) e Dengue (BAL et al., 2018).
Sendo assim, o padrao de resposta gerado nesse tipo de abordagem vacinal fornece

a possibilidade de explorar alvos tanto terapéuticos, quanto profilaticos.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Produzir e ancorar a proteina EDIII do virus Zika em superficie extracelular de

Pichia pastoris como estratégia para o desenvolvimento de uma construcao

vacinal.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obter construcdo contendo o fragmento do dominio Ill da proteina do

envelope do virus zika (EDIII) no vetor de expressao pPICZAa_aAG;

e Integrar o cassete de expressao (pPICZAaEDIIIaAG) no genoma da levedura
Pichia pastoris;

e Avaliar a producao da proteina recombinante (EDIII) a partir da levedura;

e Verificar a ancoragem de EDIII na superficie da levedura recombinante;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS
4.1.1. Fragmento EDIII do virus Zika

A sequéncia codificante do dominio Il do Envelope do ZIKV, de 333 pb, foi
obtido por meio de PCR a partir da sequéncia da cepa
ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015 (GenBank: KX197192.1), utilizando o vetor pBSK
como template, uma vez que este apresenta 0s trés genes estruturais do virus Zika
(Figura 11), previamente sintetizados pela empresa GenOne Biotechnologies
(Brasil).

’ BamHI (656)
\ ’ BstBI (663)

EcoRI (668)

AmpR

PBSK_ZIKV
5316 bp

S
—

(3109) HindIII
(3102) Notx

8xHis

Figura 11. Representacdo esquematica do vetor pBSKZIKV (5316 pb).

Visando uma resposta imune induzida pelo fragmento EDIII, optou-se por
selecionar a regido que compreende a porcdo de 298-409 aminoacidos da proteina
do envelope (Figura 12). A selecdo se deu a partir da avaliacdo de estudos de
predicao de epitopos de EDIII de ZIKV, publicado por Tai et al. (2018).

Proteina do Envelope
1 52 132 193 280 296 406 454 505

— 0 m— .|
293| I_l_, 1409
Fragmento do Dominio 1l do Envelope
Figura 12. Representacao esquematica da sequencia utilizada para sintese e clonagem. Diagrama
da organizacao da proteina do Evelope do virus Zika, onde apresenta em azul a regido de Dominio llI
a ser amplificada e utilizada como antigeno (298 — 409 amino&cidos).
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4.1.2. Vetores e construcao dos cassetes de expressao

O cassete contendo a porcéo de interesse EDIII, esquematizado na Figura 13,
foi desenhado com sitios de restricdo que permitem a subclonagem no vetor de
expresséo pPICZAa (Invitrogen). Esse vetor se baseia no promotor AOX1, induzido
por metanol, possuindo um alto nivel de expressdo génica em Pichia pastoris
(CREGG et al., 2000).

PROMOTOR = MF-Q 6xHis Gly (8) ANTIGENO QAG
AOX1 EDIII (298-409 aa)

Figura 13. Esquema geral do cassete de expressdo. Apresentando o promotor AOX1 (expressao
forte e indutivel por metanol), o sinal de secrecao fator-alfa (MF-a) para a secrecdo das proteinas
produzidas; a 6xHIS tag que pode ser utilizada tanto para imunodeteccéo, utilizando Anti-HIS, quanto
para purificacdo das proteinas estudadas, por meio de cromatografia de afinidade utilizando resina
carregada com niquel; o linker Gly(8) inserido no intuito de auxiliar no folding dos epitopos fusionados
a tag de Histidina (CHEN et al., 2017); composi¢édo do antigeno EDIII (compreendendo a porcao de
298 a 409 aminoacidos). Além disso, a presenca da a-aglutinina (aAG) que fusionada ao C-terminal
das proteinas de interesse permite a exposicao destas na superficie da levedura. As setas em azul

indicam a presenca de multiplos sitios de clivagem.

O vetor pPICZAa (Invitrogen) (Figura 14) é do tipo shuttle vector, ou seja,
pode ser manipulado em duas espécies hospedeiras diferentes. Para isso,
apresenta uma origem de replicacdo e uma marca de selecdo para Escherichia coli
e para Pichia pastoris. A marca de selecdo da construcao é representada pelo gene
Sh ble de Streptoalloteichus hindustanus que confere resisténcia ao antibiotico
Zeocina (Invitrogen) e pode ser usada tanto para a selecdo da bactéria quanto da
levedura (HIGGINS; CREGG, 1998).
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Figura 14. Mapa do vetor pPICZAa — 3,6 Kb (vetor comercial, Invitrogen). Fonte: Invitrogen (2000).

Outra caracteristica que pode ser encontrada no vetor € o peptideo sinal MF-a
(a-mating_factor) que permite a secre¢do e exportacdo da proteina recombinante
produzida através da membrana da levedura. O gene que codifica o C-terminal da a-
aglutinina (aAG) foi otimizado para expressao em P. Pastoris, porém a sequéncia de
referéncia para sua sintese foi obtida a partir do genoma de Saccharomyces
cerevisae, abordagem semelhante a desenvolvida por Wasilenko et al. (2009).

Além disso, Para permitir a exposicdo da proteina de interesse na superficie
celular da levedura Pichia pastoris foi adicionado o gene da proteina de ancoragem
alfa-aglutinina no vetor pPICZAa_aAG (Figura 15), que seré produzida adjacente a
proteina. A tag de histidina (6xHis) na regido C-terminal sera utilizada para facilitar a
deteccdo ou purificagcdo da proteina expressa. Essa tag permite a deteccdo da
proteina expressa usando anticorpo anti-His especifico para a sequéncia (LUEKING
et al., 2003).
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Figura 15. Mapa representativo do vetor pPICZa_AGa com aproximadamente 4,6 Kb (vetor

modificado, Invitrogen).

4.1.3. Linhagens de micro-organismos e condi¢des de cultivo

Para a realizagdo dos experimentos de clonagem, foi utilizada como
organismo hospedeiro a bactéria Escherichia coli DH5a, que possibilita a realizagao
de manipulacdes genética, como a propagacdo e amplificacdo de DNAs plasmidiais
e clonagens do gene heter6logo no vetor de expressao. Nas etapas de preparacao
das células competentes de E. coli DH5a, foram utilizados o meio de cultura SOC
(Super Optimal Broth) que apresenta a seguinte composi¢cédo: 0,5% de extrato de
levedura, 2% de triptona, 10 mM de NacCl, 2.5 mM de KCI, 10 mM de MgClz, 10 mM
de MgSO4 e 20 mM de glicose; e o meio CCMB, composto por: 17,8 g/L de
CaCl2.2H20, 4 g/L de MnCl2.4H20, 2 g/L de MgCl2.6H20, 10% de glicerol e acetato
de potdssioa 1 M.

Para as etapas de transformacéo em E. coli, repique e indculo, foi utilizado o
meio de cultura Luria-Bertani (LB) low salt que apresenta a seguinte composicao:
triptona 1%, extrato de levedura 0.5% e NaCl 0.5%, adicionando 25 pg/mL de
Zeocina (Invitrogen). Para meio solido, foi acrescentado 1,5% de &gar. O cultivo dos
clones foi realizado a 37°C, 16 horas em agitador orbital (100 rpm).

A levedura P. pastoris GS115 (gendtipo: His4/ Fendtipo: Mut* e His?) foi

empregada para a producdo da proteina e expressdo dos recombinantes, dirigida
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pelo promotor induzivel AOX1. O meio de cultura utilizado nas placas de
transformacédo foi o YPDS (Yeast extract — Peptone — Dextrose - Sorbitol) composto
por extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%, sorbitol 1M e agar 1,5%.
Para os ensaios de inducdo, as culturas foram feitas em YPD (Yeast extract —
Peptone — Dextrose) composto por extrato de levedura 1%, peptona 2% e dextrose
2%. Para selecdo dos transformantes, foi utilizado Zeocina numa concentracdo de
100 pug/mL. As culturas foram incubadas a 28°C e quando necessario sob agitacéo
orbital (110 rpm). O meio minimo também foi utilizado na etapa de inducdo sendo
composto por 1,34% YNB, 4x10°% Biotina e 0,5% de metanol.

4.1.4. Solucdes e tampdes

Solucdes para extracdo de DNA plasmidial, segundo protocolo descrito por
SAMBROOK et. al. (1989): Solucéo I: Tris-HCI 25 mM, EDTA (Acido Tetracético
Etilenodiamina) 10 mM, glicose 50 mM, agua destilada estéril; Solucédo Il: NaOH
0,4N, SDS 2%; Solucéo Ill: acetato de potassio 5M, acido acético glacial, agua
destilada estéril.

O tampéo de corrida para eletroforese de DNA contém: TAE 10x -Tris base
400 mM, &cido acético 190 mM e EDTA 10 mM com pH 7.6. A composi¢cdo do
Tampao de lise corresponde: 50 mM NaH2POa4, 5% glicerol, PMSF 1 mM.

Solugbes para SDS-PAGE: Tampé&o de corrida (10x, pH 8.6): Tris 25 mM,
SDS 0,1%, glicina 192 mM; Tamp&o de Amostra 2X (L2x): Tris-HCI (pH 6.8 - 0.5M),
glicerol 100%, SDS 10%, Azul de bromofenol,2-Mercaptoetanol; Coomassie Brilliant
Blue: azul de Coomassie-blue G-250 0,05%, metanol 45%, acido acético 10% e
agua destilada estéril 45%; Solucdo descorante: Acido acético 7%, metanol 25% e
agua destilada estéril 68%.

Solugbes para transferéncia e Western blot: Tampéao de transferéncia: Tris 60
mM, Glicina 48 mM, SDS 10%, metanol 20%; Soluc¢ao tampé&o TBS (Tris-Salina) 10x:
Tris-HCI 0.5M, NaCl 1.5M pH 7.6 (para solucdo de lavagem com TBS-Tween, diluir
1:100 e acrescentar 100uL de Tween para 1L de TBS 1x); Solucdo de bloqueio: leite
5% diluido em TBS-Tween.

4.1.5. Géis para eletroforese de DNA e de proteinas
Para realizacdo de eletroforese para DNA foram utilizados géis de agarose a

1% com o tampéao TAE 1X. Foi adicionada ao gel uma solucdo de brometo de etideo
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(0,5 pg/mL) para promover a visualizagdo das bandas de DNA por meio de um
transluminador de luz ultravioleta. O material foi aplicado junto com o tampé&o de
amostra (Loading Dye 6X), tendo como referencial o marcador de 1 Kb (Gene Ruler
DNA Ladder, Loading Dye e &gua milliQ). As corridas de eletroforese foram
realizadas com fonte de tensdo constante e ajustavel (entre 0-500 V).

Os géis de poliacrilamida para SDS-PAGE foram preparados com
concentracdo de 12,5% e utilizando detergente id6nico dodecil sulfato de sédio
(SDS). Para aplicacdo no gel, as amostras do extrato protéico total foram
ressuspendidas em tampao desnaturante (L2x) e aquecidas a 75°C por 10 minutos.
Foi empregado o tampéo de corrida para SDS-PAGE 1X. As corridas de eletroforese
foram realizadas com fonte de tensdo constante e ajustavel por cerca de 90 minutos
em 35 mA. Para visualizacao das bandas de proteinas, os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue. Como referencial para analise das bandas de proteinas, foi
utilizado marcador de peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder

(Thermo Fisher Scientific).

4.1.6. Enzimas

As enzimas e as condi¢des das reacdes enzimaticas utilizadas ao longo do estudo
estdo relacionadas na tabela 3.

Tabela 3. Principais enzimas e condi¢fes de uso.

Reac&o Enzima | Procedéncia Sitio de Temperatura | yolume | Duracéo
Clivagem (°C)
Thermo Fisher
BamHlI o GYGATCC
Scientific
Thermo 37°C
Xhol . o CYTCGAG 3 horas ou
Digestéo Fisher Scientific 20pL )
overnight
Pstl Promega CTGCAYG
Thermo
Smal ) o CCCYGGG 30°C
Fisher Scientific
4°C ou
) T4 DNA 3 horas ou
Ligacdo ] Promega - temperatura 10pL ]
ligase ) overnight
ambiente
Linearizagdo Thermo Fisher 3 horas ou
Sacl S GAGCTYC 37°C 50uL )
do DNA Scientific overnight
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42. METODOS
4.2.1. Sequéncia dos primers e amplificacdo de EDIIl do ZIKV

O fragmento EDIII foi inicialmente amplificado por PCR (Polymerase Chain
Reaction — Reacdo em cadeia da polimerase) a partir da proteina do Envelope,
clonada no vetor pBSKZIKV, com o uso de oligonucleotideos especificos para
amplificacdo, desenhados nos seguintes moldes:

Oligonucleotideos - EDIII
Forward EDIII (Pstl):
5 CTCGAGCTGCAGACGATGGCAAGATTGAAGGGCGTGTC 3

Reverse EDIII (Smal):
5 AAGCTTATTCCCGGGAATGGTGCTGCCACTCCTGTGC 3’

Obs.: Em negrito, sitios de restricao utilizados na clonagem.

Os oligonucleotideos acima inserem sitios para as enzimas de restricdo na
sequéncia de EDIII, que facilitam a clonagem no vetor pPICZAa_aAG, assim como

as andlises seguintes dos clones por restrigéo.

A reacdo para amplificacdo do EDIII seguiu a seguinte ciclagem térmica:
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a
95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 30
segundos, terminando com uma etapa final de extensao a 72°C por 5 minutos. O
produto de PCR foi analisado mediante corrida eletroforética (gel de agarose 1% em
tampéo TAE 1x, a 8 V por 35 minutos). As etapas de purificacdo do fragmento EDIII
sucederam-se de acordo com as instru¢des do fabricante do o kit Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega).

4.2.2. Construgao do vetor de expressao pPICZAaEDIIIaAG

Durante a amplificacdo do fragmento EDIII foram adicionados sitios de restricdo
para as enzimas Pstl e Smal, os quais também estédo presentes no vetor pPICZAa_aAG.
Ambos foram submetidos a digestdo com as referidas enzimas e, posteriormente,
purificados com kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Dessa

forma, o fragmento de interesse e o0 vetor passaram a apresentar terminais coesivos,
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possibilitando assim a insercdo do gene e a obtengcdo da construgao
pPICZAaEDIIIaAG, por meio de reacao de ligagdo com a enzima T4 ligase, seguindo
orientacdes do fabricante, numa proporcédo 3:1 (inserto:vetor). Ambas as reacoes

estdo evidenciadas nas tabelas 4 e 5 apresentadas abaixo:

Tabela 4. Digestao dupla do fragmento de EDIII para posterior clonagem em pPICZAa_aAG.

Reagentes Volume
Fragmento EDIII (94.6 ng) 5uL
Enzima Pstl (20u/ pL) 0.5 uL
Enzima Smal (20u/ pL) 0.5 uL
Tampéo 10x 2.0 uL
BSA 0.2 uL
Agua 11.8 uL
Total 20 pL

Tabela 5. Reacdo de Ligacao (Inserto: fragmento EDIII de ZIKV e vetor: pPICZAa_aAG).

Reagentes Volume
Fragmento EDIII (48.5 ng) 4.5 uL
Vetor pPICZAa_aAG (96.1 ng) 1.0 uL
Enzima T4 ligase (10u/ pL) 1.0 uL
Tampéao 10x 1.0 puL
Agua 2.5 uL
Total 10 pL

Apds a incubacdo de 16 horas em temperatura de -20°C, o plasmideo
resultante da reacdo de ligacdo foi usado como agente transformante para
Escherichia coli (DH5a), previamente tratadas segundo protocolo para preparo de

células competente descrito a seguir.

A linhagem DH5a a ser transformada foi pré-inoculada em 5 mL de meio SOC
para crescimento por 16 horas a 37°C, com agitacao. Apés esse periodo, realizou-se
0 In6culo com 3 mL da cultura anterior em novo Erlenmeyer contendo 100 mL de
meio SOC para crescimento a 37°C, com agitacdo até atingir um D.O.e00 de 0,5.
Apo6s a D.O.e00 alcangada, a cultura foi incubada no gelo por 30 minutos para
interromper o crescimento seguida de centrifugacdo a 4000 G por 5 minutos a
temperatura de 4°C. O pellet obtido foi ressuspendido em 30 mL de solucdo gelada
de CCMB e incubado no gelo por 30 minutos. Novamente foi centrifugado a 4000 G
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por 5minutos a 4°C para ressuspensédo das células em 4 mL de solugédo gelada de

CCMB. Aliquotas de 200 pL de células competentes foram armazenadas em -80°C.

Subsequente, realizaram-se etapas referentes a transformacdo bacteriana
seguindo protocolo ja pré-estabelecido, que consiste sucintamente das seguintes
etapas: os produtos da reacdo de ligacdo (10 pL) foram adicionados a 50 uL de
células quimiocompetentes (previamente tratadas com CCMB), homogeneizados e
mantidos no gelo por 15 minutos; passado esse periodo de incubacgdo, as células
foram submetidas a um choque térmico (42°C) por 1 minuto. Apés o choque, as
células foram mantidas no gelo por mais 2 minutos e entéo foi adicionado 800 pL de
meio LB sem antibidtico, com posterior incubacao a 37°C por 45 minutos. As células
foram entdo centrifugadas a 1200 rpm e aliquotas de 200 pL foram semeadas em
placas de LB low salt com antibi6tico Zeocina (25 pg/mL) e incubadas por 16 horas a
37°C.

As colbnias resistentes a Zeocina selecionadas foram repicadas para triagem
das coldnias com os recombinantes com posterior inoculagdo e extragdao do DNA
plasmidial (segundo protocolo descrito por Sambrook et al., 1989). A confirmacéo da
clonagem foi comprovada por analise dos fragmentos obtidos apés o tratamento das
moléculas de DNA resultantes com enzimas de restricdo e analise dos insertos
gerados por meio de PCR e sequenciamento, utilizando Primers internos ao
fragmento EDIIl e primers especificos para regido AOX1 do vetor pPICZAaq,
respectivamente. Foram preparados preservados de todos os clones confirmados

(500uL de Glicerol 100% + 500 pL de cultura), com acondicionamento a -80°C.

4.2.3. Transformacéao da levedura Pichia pastoris

Uma vez confirmada & obtencdo dos clones, foi feita a linearizacdo por
digestdo (com enzima Sacl — tamanho da construcdo: 4,9 Kb) do cassete de
expressao promovendo uma reacédo final de 50 pL, procedimento necessario para
gue ocorra a clivagem do plasmideo em uma Unica posicdo melhorando a eficiéncia
da integracdo do plasmideo no genoma da levedura. Apds a digestdo, o DNA foi
precipitado seguindo as etapas a seguir: Foram adicionadas 2,5 (L) vezes de etanol
absoluto gelado em relacdo a quantidade da amostra e 0,3M de acetato de sodio a
solucdo, em seguida a amostra foi incubada a -20°C por 16 horas e centrifugada a

10000 G por 10 minutos, com posterior descarte do sobrenadante e lavagem do
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precipitado duas vezes com 500 pL de etanol 70% e centrifugado a 10000 G por 2
minutos por fim, o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi seco e
ressuspendido em 10 pL de agua ultra pura na qual foi utilizado para transformar
Pichia pastoris, da linhagem GS115.

As leveduras foram previamente preparadas como a seguir: uma colbnia
fresca foi inoculada em 5 mL de YPD e cultivada por 16 horas, a 28°C, sob agitacdo
de 250 rpm. A partir dessa preé-cultura, foi feito inéculo em 200 mL de meio, numa
proporcao de 1:500, cultivado até atingir D.O.e00 = 1.3 — 1.5. As células foram entéo
centrifugadas a 1500 G, por 5 minutos (4°C) e lavadas duas vezes com agua estéril
gelada. Apds a lavagem, as células foram ressuspendidas em 10 mL de sorbitol 1 M
gelado, centrifugadas e ressuspendidas, por fim, com 0.5 M de sorbitol 1 M gelado.
Para eletroporacdo, 80 pL de células competentes foram misturados ao DNA
linearizado, foi adicionado 320 pL de sorbitol 1 M gelado e esse material foi
transferido para uma cubeta (0.4 cm), colocado no eletroporador (ECM® 399
Electroporation System, BTX™) e submetido ao pulso elétrico de 1500 V, 5 ms.
Imediatamente apds o pulso, foi adicionado 1 mL de sorbitol 1 M. O conteudo foi
transferido para tubo novo e incubado a 29°C por 2 horas, antes de ser semeado em
placas com YPD + Zeocina (100 pg/mL). Células GS115 eletroporadas sem DNA
foram utilizadas como controle negativo. Os recombinantes resistentes ao antibiético
de selec&o foram repicados em nova placa Agar YPD e incubados por 24-48 horas a
28°C.

4.2.4. Analise dos recombinantes em Pichia pastoris

Apo6s o periodo de incubacéo referido, os recombinantes obtidos por meio da
selecéo por Zeocina foram analisados quanto a integracdo do cassete de expressao
no genoma das leveduras. A metodologia empregada foi a PCR de colonia (Linder et
al., 1996). De forma sucinta, cada colbnia foi ressuspendida isoladamente em 15 pL
de NaOH 20 mM e incubadas por 15 minutos a 96°C. Em seguida, foram
ressuspendidas com auxilio do vortex por 1 minuto. Essa etapa preliminar é
fundamental para a lise da parede celular das leveduras. Uma aliquota de 5 pL deste
lisado foi coletada como DNA template para o mix da reacdo contendo os primers
Forward e Reverse de EDIII (ja citados em reacdes anteriores; item 4.2.1), tampéao,
MgClz, Taq polimerase, dNTPs e agua estéril. Ap6s montagem da reag&do 0 mix foi

submetido a seguinte ciclagem térmica: uma etapa inicial de aquecimento a 95°C


https://us.vwr.com/store/product/4694248/ecm-399-electroporation-system-btx
https://us.vwr.com/store/product/4694248/ecm-399-electroporation-system-btx
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por 5 minutos, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 95°C por 1 minuto,
anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 30 segundo; uma etapa de
extensao final a 72°C por 5 minutos foi realizada. Para a constituicdo do controle
negativo da reacao foi utilizado os demais componentes da reacdo de PCR sem a
adicao do DNA template.

Aliguotas de 10 pL das amostras submetidas a amplificacdo foram aplicadas
em gel de agarose para analise das bandas mediante corrida eletroforética. As
amostras das colbnias que se mostraram positivas a amplificagdo com os primers
EDIIl foram sinalizadas para seguirem nas proximas etapas correspondentes a
inducéo e analise de expressao. Paralelamente, foram feitos preservados em glicerol

dos referidos clones para estocagem a -80°C.

4.2.5. Cultivo e indugao dos recombinantes em Pichia pastoris

Os clones de Pichia pastoris contendo as construcdes de interesse foram
selecionados para os ensaios de crescimento e inducéo da proteina juntamente com
a linhagem GS115 (controle negativo). Inicialmente, foi realizado pré-inoculo de 5
mL em meio YPD (29°C/250 rpm); ap0s cerca de 18 horas, foi feito indculo com 1
mL da pré-cultura em 50 mL de YNB (frasco de 500 mL). A cada 24 horas foram
coletadas aliquotas de 2 mL de cultura e adicionado metanol ao meio para
concentracéo final de 0.5%, até completar-se o tempo de 96 horas (To, T24, Tas, T72 €
Toe). As aliquotas foram centrifugadas (3000 rpm, 5 minutos) e o sedimento celular
armazenado. Considerando que as proteinas tenham sido corretamente ancoradas,
0 material a ser analisando em primeira instancia € o sedimento celular. Para
obtencdo dos extratos protéicos a partir das leveduras induzidas, optou-se pelo
método de lise utilizando microesferas de vidro (425-600 um). Os sedimentos
celulares foram ressuspendidos em tampéo de lise (a cada 1 mL de cultura
centrifugada, utilizando 100 pL de tampado) com adicdo das microesferas (v:v),
seguida por 5 ciclos de 45 segundos com agitacdo em vortex e incubacdo em gelo.
Ao fim do processo, os lisados foram centrifugados (12000 rpm, 10 minutos, 4°C) e o

sobrenadante (extrato protéico) foi armazenado em -20°C.

4.2.6. Avaliacdo da producdo da proteina EDIII
A avaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes foi feita inicialmente

por meio de analise de SDS-PAGE. Os géis de poliacrilamida (12,5%) sao corados



51

com Coomassie Brillant Blue para permitir a visualizacado das bandas. As amostras
do extrato protéico foram misturadas ao tampéao desnaturante (L2x) numa propor¢cao
de volume de 1:1, aquecidas a 75°C por 10 minutos e aplicadas nos géis de
poliacrilamida num volume de 20 pL.

Apos visualizagdo do extrato protéico total das amostras induzidas, em SDS-
PAGE, foram realizados ensaios de Western blot para confirmacéo da producéo das
proteinas. As amostras foram submetidas a eletroforese por 90 minutos a 25 mA,
seguida por transferéncia (25 V, 35 minutos) para membrana de PVDF (Fluoreto de
Polivinilideno) em cuba de transferéncia semi-seca. A eficiéncia da transferéncia foi
checada por meio da coloracdo da membrana com Ponceau-S. A imunodeteccéo foi
realizada apos bloqueio da membrana com solucdo de leite 5% em TBS-Tween,
hibridizagdo com anticorpo monoclonal anti-HIS conjugado a fosfatase alcalina
(Sigma), diluido em TBS-Tween numa concentracdo de 1:3000 por 1 hora. A
revelacdo foi feita pelo método colorimétrico, utilizando NBT/BCIP (Nitro blue
tetrazolium choloride/ 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phodphate, toluidine salt) (Sigma)
como substrato. Lavagens com TBS-Tween 1x foram realizadas entre as
incubacdes. A proteina NS3+GST (43 Kda) produzida em E. coli foi utilizada como
controle positivo da reacdo. A presenca da proteina EDIII também foi detectada
mediante Dot Blot, o qual se empregou 0 mesmo anticorpo anti-His conjugado a
fosfatase alcalina. O protocolo seguido foi 0 mesmo descrito acima (considerando as
devidas proporcdes de reagentes e tempos de incubacgéo), utilizando 8 pL da
amostra aplicadas na membrana de PVDF, utilizando placa de 96 pogos como
suporte para o experimento. A revelacdo também foi realizada com NBT/BCIP (entre
5 a 10 minutos) no escuro, sendo a reacao interrompida por lavagem da membrana
com agua destilada. O material foi seco a temperatura ambiente e analisado quanto
a presenca de regides escurecidas correspondendo a expressao proteica na

amostra.

4.2.7. Imunofluorescencia

Para a confirmacdo da exposicdo do antigeno viral ancorado na parede
celular da levedura, os recombinantes P. pastoris foram submetidos a ensaio de
microscopia de imunofluorescéncia, conforme descrito por Wasilenko et al. (2010),
com algumas modificacdes. Resumidamente, apos identificar o melhor tempo de

cultivo para producéo da proteina, as células foram coletadas, lavadas em PBS 1x e
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ajustadas para uma D.O.s00=1 (aproximadamente 1x10’ células) em solucédo de 200
uL. Em seguida, a solucéo foi centrifugada (5000 G por 5 minutos) e incubada com
anti-HIS (Sigma), utilizado como anticorpo primario, numa propor¢cdo de 1:200, a
25°C por 1 hora e 30 minutos (sob agitacdo). Terminado o periodo de incubacéo, as
amostras foram centrifugadas novamente e lavadas com PBS 1x. Uma nova
incubacao foi realizada utilizando anti-IgG conjugado a isocinato de fluoresceina —
FITC (Sigma) 1:200, por 45 minutos, no escuro. Novamente, as amostras foram
centrifugadas e lavadas com PBS 1x. Por fim, as amostras preparadas em tubo
foram ressuspendidas com PBS 1x, aplicando o volume de 10 ul sobre lamina com
adicao de 5 pL de 4',6'-diamino-2-fenil-indol — DAPI (Sigma), colocada a laminula e
analisadas em microscépio de fluorescéncia (Leica DMLB). As imagens foram
capturadas pela camera Leica DFC 340FX utilizando o software Leica CW4000. A
levedura P. pastoris GS115 nao transformada foi incubada sob as mesmas

condi¢bes para comparacdo como controle negativo.
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5 RESULTADOS

5.1. AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO EDIII DO VIRUS ZIKA
O fragmento EDIII foi amplificado por PCR utilizando os primers especificos
de EDIIl. A andlise dos fragmentos por meio de corrida eletroforética em gel de

agarose possibilita a visualizacdo da banda de 333 pb, referente a EDIII (Figura 16).

PCR:
Primer Forward EDIII
Primer Reverse EDII

DNA amplificado = 333 pb

333 pb

Figura 16. Produto da amplificacdo do fragmento EDIIl do virus Zika com os Primers Forward e
Reverse de EDIII. Eletroforese em gel de agarose 1%, em tampédo TAE; Voltagem aplicada de 80 V
por 35 minutos. M - Marcador Ladder Gene Ruler 1Kb (Thermo Scientific); 1, 2 e 3 — Fragmento de
333 pb correspondendo a EDIII de ZIKV; 4 - Controle negativo (reagente e agua).

5.2. CONSTRUCAO DO CASSETE DE EXPRESSAO pPICZAaEDIIIaAG
Resumidamente, apds as digestbes com as enzimas apropriadas, o vetor
pPICZAa e o inserto EDIII foram purificados, em seguida ligados e usado para
transformacdo em Escherichia coli da linhagem DH5a, que evidenciou os seguintes
resultados:
e Placas (Meio LB Low Salt + Zeocina):
v' Controle Negativo (Apenas as células de E. coli DH5a) = Nao houve
crescimento.
v Amostra da ligacdo (Células E. coli DH5a + pPICZaEDIlIAga) = Houve

crescimento.

Em seguida, foram feito repiques a partir da placa de transformacdo com

subsequente indculo das colbnias. Os in6culos que se apresentaram turvos
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(indicativo de crescimento bacteriano) foram extraidos e analisados por meio de

corrida eletroforética (Figura 17).

5 Kb
3 Kb
15Kb
1 Kb
750 pb
500 pb
250 pb

Padréao de extragdo plasmidial - pPICZAaEDIIIAga

Figura 17. Padrdo de extracdo da construcdo pPICZaEDIIIAga. Eletroforese em gel de Agarose 1%,
em tampao TAE; Voltagem aplicada de 80V por 35 minutos. M - Marcador - Ladder Gene Ruler 1 Kb
(Thermo Scientific); 1, 2 e 3 — Extrac@o das col6nias de E. coli DH5a recombinantes portadoras do
plasmideo pPICZaEDIIIAga.

5.3. ANALISE DOS CLONES pPICZAcEDIIIaAG

A PCR das amostras extraidas revelou a amplificacdo da regido corresponde
ao fragmento EDIII com primers especificos e da regido que compreende o inicio de
EDIII até o terminador AOX1, fornecendo indicios de sucesso da clonagem (Figura
18).

PCR:
1 e 2) Primer Forward EDII
Primer Reverse EDIII

Banda = 333 pb (fragmento
1,% ﬁ% correspondendo a EDII)
1 Kb
g 3 & 4) Primer Forward EDII
250 pb Primer Reverse AOX

Banda = 1509 pb (fragmento

correspondendo ao inicio do EDIII até

o terminador do promotor AOX1)

Figura 18. PCR das amostras contendo a constru¢cdo pPICZAaEDIIIAga. Eletroforese em gel de
agarose 1%, em tampéo TAE; Voltagem aplicada de 80 V por 35 minutos. M - Marcador Ladder Gene
Ruler 1 Kb (Thermo Scientific); 1 — Controle negativo (reagentes + agua) usando os primers Forward
e Reverse especificos para EDIII; 2 — Amostra contendo a construgdo pPICZAaEDIIIAga usando os
Primers Forward e Reverse especificos para EDIII, na qual é possivel visualizar a banda referente ao
inserto EDIII (333 pb); 3 — Controle negativo (reagentes + agua) usando os primers Forward

especifico para EDIlIl e Reverse para o promotor AOX1; 4 - Amostra contendo a construcao
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pPICZAaEDIIIAga usando os primers Forward especifico para EDIlIl e Reverse para o promotor
AOX1, na qual é possivel visualizar a amplificacdo da banda de aproximadamente 1509 pb

correspondendo a regido esperada para a reagao.

54. ANALISE DOS CLONES POR DIGESTOES DAS EXTRACOES
PLASMIDIAIS
As digestbes com enzimas previamente utilizadas na clonagem linearizaram e
liberaram o fragmento correspondente a EDIII, confirmando a construgdo do vetor
pPICZAaEDIIIAga (Figuras 19, 20, 21 e 22).

4935 pb

Digestdo pP/ICZAaEDIIIAga com Pst/
Banda: 4935 pb (pP/ICZAaEDIIIAga)

Figura 19. Confirmacdo da obtencdo da construgdo pPICZAcEDIIIAga por digestdo enzimatica
(linearizag&o). Eletroforese em gel de agarose 1%, em tampéo TAE; Voltagem aplicada de 80 V por
35 minutos. M - Marcador Ladder Gene Ruler 1 Kb (Thermo Scientific); 1 e 2 - Digestdo a partir da
extrac@o plasmidial contendo a constru¢ao pPICZAaEDIIIAga, com a enzima Pstl, na qual é possivel

visualizar uma Unica banda de aproximadamente 4935 pb correspondendo a construcao linearizada.

Digestdao pPICZAaEDIIIAga com Pst/ e Smal
Bandas: 2610 pb + 1983 pb + 342 pb

3Kb 2610 pb
- 1983 pb
1Kb

00 ph 342pb

250 pb

Figura 20. Confirmacdo da obtencdo da construcdo pPICZAaEDIIIAga por digestdo enzimatica
(digestdo dupla — Pstl e Smal). Eletroforese em gel de agarose 1%, em tamp&o TAE; Voltagem

aplicada de 80 V por 35 minutos. M - Marcador Ladder Gene Ruler 1 Kb (Thermo Scientific); 1 e 2 -
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Digestdo a partir da extracdo plasmidial contendo a constru¢cdo pPICZAaEDIIIAga, com as enzimas
Pstl (um sitio de restricdo) e Smal (dois sitios de restricdo), na qual é possivel visualizar trés bandas

de 2610 pb, 1983 pb e 342 pb (correspondendo a liberagdo do fragmento EDIII), respectivamente.

(CYCH terminator Hind11

(a-factor secretion signal)
Xhol

Gly(8)

PstI

pPICZAGEDIIIAga
4935 bp

Smal

([EM7 promoter,
Smal

lenterokinase site|

(TEF1 promoter]

BamHI

(AOX1 terminator]

Xbal NotI

Figura 21. Representacdo do mapa da construcdo pPICZAaEDIIIAga (4935 pb).

Digestdao pPICZAaEDIIIAga com Pstl e Not/

4 Kb 3603 pb Bandas: 3603 pb (pPICZAq)
3Kb
¥
i S 1332 pb (EDII+Aga)

Figura 22. Confirmacdo da obtencdo da constru¢do pPICZAcEDIIIAga por digestdo enzimatica
(digestdo dupla — Pstl e Notl). Eletroforese em gel de agarose 1%, em tampédo TAE; Voltagem
aplicada de 80 V por 35 minutos. M - Marcador Ladder Gene Ruler 1 Kb (Thermo Scientific); 1 e 2 -
Digestéo a partir da extragcdo plasmidial contendo a constru¢cdo pPICZAaEDIIIAga, com as enzimas

Pstl (um sitio de restricdo) e Notl (um sitio de restricdo), na qual é possivel visualizar duas bandas,
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sendo a banda de 3603 pb referente ao vetor pPICZAa e a de 1332 pb correspondendo a sequéncia

EDIII e a proteina &ncora Aga (a-aglutinina).

55. TRANSFORMACAO DE Pichia pastoris GS115 E OBTENCAO DE
RECOMBINANTES
A digetdo dos clones com a enzima Sacl resultou na linearizacdo das

construgdes, ou seja, na clivagem do plasmideo em uma Unica posicao (Figura 23).

Digestao pPICZAaEDIIIAga com Sac/
(Linearizagdo da construgao)
Banda: 4935 pb (pP/ICZAaEDIIIAga)

4935 pb

Figura 23. Digestdo da construcao pPICZAaEDIIIAga com enzima Sacl para linearizar o cassete de
expressdo. Eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao TAE; Voltagem aplicada de 80 V por 35
minutos. M - Marcador Ladder Gene Ruler 1 Kb (Thermo Scientific); 1 e 2 — Amostras de extragdo
contendo a construgdo pPICZAaEDIIIAga digeridas parcialmente (ndo linearizada); 3, 4 e 5 —
Fragmento de 4935 pb referente a construgdo pPICZAaEDIIIAga linearizadas por digestdo enzimética

com a enzima Sacl.

Apos linearizacdo, o DNA foi precipitado correspondendo a aproximadamente
10 pg de DNA necessério a transformacédo das leveduras durante o processo de
eletroporacao. Apenas as células de P. pastoris GS115 (sem o vetor recombinante)
constituiram o controle negativo da transformacéo. As analises para confirmacéo da
integracéo do cassete de expressao no genoma das leveduras eletroporadas foram
feitas mediante crescimento em placas contendo meio YPD acrescido de 100 pg/mL
do antibidtico Zeocina. Além disso, a incubacéo dos transformantes foi realizada nos
tempos 1, 2 e 4 horas de incubacdo sem agitacdo, com acréscimo de 1 mL de YPD
ao indculo, visando alternativamente aumentar o numero de transformantes

semeados na placa apoés a incubacao por 16 horas (Figuras 24 e 25).
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Tempo de
incubacao do
inéculo de
transformacao:

T =1 hora

T =2 horas

T =4 horas

Figura 24. Placas de transformacéo de pPICZAaEDIIIaAG, por eletroporagéo, das colénias de Pichia
pastoris GS115. Meio YPD solido contendo 100 pg/mL de Zeocina; Incubagéo das placas a 28°C por
16 horas. 1 — Placa de transformagédo contendo a construgdo pPICZAaEDIIIcAG com tempo de
inoculo de 1 hora, observasse auséncia de colénias; 2 — Controle negativo (auséncia de col6nia) do
Tempo de 1 hora de incubacédo do inoculo; 3 - Placa de transformagdo contendo a construgdo
pPICZAaEDIIIaAG com tempo de inéculo de 2 horas, no qual foi observado a presenca de duas
colénias na placa (setas vermelhas); 4 - Controle negativo (auséncia de coldnia) do Tempo de 2
horas de incubacéo do indculo; 5 - Placa de transformagéo contendo a construgdo pPICZAaEDIIIoAG
com tempo de indculo de 4 horas, no qual foi observado a presenca de > 20 colénias na placa
(circuladas em azul); 6 — Controle positivo (viabilidade celular ), meio YPD sem a adicdo de antibidtico
em placa, no qual é observado crescimento intenso das colénias de Pichia pastoris indicando o uso

de células viadveis no experimento.
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Figura 25. Placas de repiques das colbnias de Pichia pastoris GS115 eletroporadas com a
construgéo pPICZAaEDIIIAga em meio YPD sdlido contendo 100 pg/mL de Zeocina; Incuba¢édo das
placas a 28°C por 16-48 horas.

No intuito de verificar a integracédo do cassete de expressao ao genoma da P.
pastoris, foi realizado PCR de colénias com oligonucleotideos especificos do
fragmento EDIII (forward e reverse), demonstrando indicios de ndo haver perda da
sequéncia por ocasido da transformacdo e caracterizando colonias detentoras da
construcéo pPICZAaEDIIIAga (Figura 26).

500 pb
250 pb

500 pb
250 pb

PCR de colénia: Primer Forward EDII
Primer Reverse EDIII Banda= 333 pb

Figura 26. PCR de coldnia para confirmacédo da integragdo do cassete expressdo no genoma da
levedura recombinante, utilizando primers para o fragmento EDIII (forward e reverse). Eletroforese em

gel de agarose 1%, em tampdo TAE; Voltagem aplicada de 80 V por 35 minutos. M - Marcador
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Ladder Gene Ruler 1 Kb (Thermo Scientific); C- (Controle negativo) — reagentes e agua, evidenciando
auséncia de amplificagdo; Colbnias 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 — amostra a partir do repique das leveduras
transformadas para verificar a presenca do fragmento EDIII, no qual é possivel identificar que nao
houve amplificagc&o, ou seja, ndo possuem o cassete de expressao integrado ao genoma da levedura;
Colbnias 1, 3, 10, 11 e 29 - amostra a partir do repique das leveduras transformadas para verificar a
presenca do fragmento EDIII, no qual identificasse a amplificacdo da regido de EDIII (333 pb) e

comprovacgdo da integracdo do cassete de expressdo ao genoma da levedura.

5.6. ANALISE DA EXPRESSAO DO FRAGMENTO EDIIl DE ZIKV EM Pichia
pastoris
O extrato protéico total das leveduras submetidas a inducdo com metanol
foram analisados em gel SDS-PAGE sob condicdes desnaturantes, resutando na
visualizacdo da banda de aproximadamente 48,5 kDa que corresponde a proteina

EDIII mais a-Aglutinina (aAG) (Figura 27).

kDa
—~180
—~130

48,5KDa

_.4p 43KDa

w— — ~15

Figura 27. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5%: Material proveniente do extrato proteico soluvel
dos recombinantes de P. pastoris apés 96 horas de inducdo com metanol a 0,5%. M - Marcador de
peso molecular pré-corado PageRuler™ (Thermo Scientific); C+ (Controle positivo) — Amostra
contendo a proteina NS3 de ZIKV produzida em E. coli, apresentando uma banda de
aproximadamente 43 KDa referente a proteina NS3; TO, T24, T48, T72 e T96 (horas) — Aliquotas dos
extratos proteicos (sobrenadante) em diferentes periodos correspondente aos transformantes de P.
pastoris induzidos, onde € possivel visualizar bandas de aproximadamente 48,5 KDa referentes a

proteina EDIII + Aga.
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O Dot-blot, possibilitou a deteccdo da proteina de interesse sendo possivel
verificar quais tempos de inducdo apresentaram uma expressao pronunciada da
proteina. Na figura 28 é possivel identificar que as aliquotas nos tempos de 48 e 72
horas possuem uma expressédo evidente em relagdo aos 0s outros tempos de

inducéo (0, 24 e 96 horas), mesmo com baixas concentragcdes do extrato proteico.

c¥% NI lqs

o0 Q)).);@\s

Figura 28. Dot-blot usando anti-His (1:2500) conjugado a Fosfatase alcalina, com 10 pL de
sobrenadante de clones de pPICZAaEDIlIIAga induzidos durante 96 horas com metanol 0,5%.
Destaque com setas vermelhas para os tempos de 48 e 72 horas de inducao, indicando expresséo da

proteina recombinante.

57. ANALISE DE ANCORAGEM E EXPRESSAO DA PROTEINA POR

IMUNOFLUORESCENCIA

A producdo das proteinas de interesse também foi confirmada por meio de
analise das leveduras recombinantes em microscopia de fluorescéncia. As leveduras
foram cultivadas por 48 horas e apds esse periodo foram preparadas para analise
como descrito no item 4.2.7 do método. A fluorescéncia foi detectada apenas nas
laminas incubadas com as leveduras recombinantes, ndo tendo sido observado sinal
guando P. pastoris ndo-transformada foi analisada. As células ndo foram tratadas
com nenhuma solugédo fixadora indicando que, a marcagcdo com 0S anticorpos
utilizados ocorreram apenas no exterior da célula, o que representa a ancoragem da

proteina na superficie celular (Figura 29).
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Figura 29. Imunofluorescéncia das leveduras recombinantes. As leveduras foram cultivadas por 48
horas, lavadas com PBS 1x, ajustadas para uma D.O.s00 =1. Anti-HIS monoclonal (1:300) foi utilizado
como anticorpo primario e Anti-lgG conjugado a FITC (isocinato de fluoresceina) (1:500), como
anticorpo secundario. Além disso, foi adicionada junto com a amostra em lamina uma solucdo do
marcador DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol). 1A e 2A — Marcagéo e uso do filtro para DAPI (em azul),
evidenciando regides de acidos nucléicos (setas vermelhas) nas amostras induzidas por 48 horas; 1B
e 2B — Marcacdo e uso do filtro para FITC (em verde), evidenciando regides de expressao da
proteina (setas vermelhas) na amostra induzida por 48 horas, no qual pode-se validar a ancoragem e

confirmar a construcéo da levedura recombinante.
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6 DISCUSSAO

Desde o ultimo surto ocorrido nas Américas foi observado um decréscimo no
registro de casos de infeccdo por Zika, entretanto, o virus continua em circulacédo
sendo uma grave ameaca a saude mundial e ndo esti claro se a transmissao
permanecera epidémica, eventualmente com periodos intermediarios de inatividade,
ou se tornara endémica com padrdes de transmissdo sazonais (BAROUCH et al.,
2017). Ademais, dada a rapida disseminacédo e os severos desfechos associados a
infeccdo por ZIKV em paralelo a auséncia de tratamento especifico aprovado, torna-
se de caréater urgente a busca por potenciais terapias e vacinas (LEVINE et al.,
2004; ABBASI et al., 2016; ALAM et al., 2017).

Atualmente, existem vacinas bem-sucedidas licenciadas para algumas
infecgdes flavivirais, como: YFV (Yellow Fever Virus), TBEV (Tick-Borne Encephalitis
Virus), JEV (Japanese Encephalitis Virus) e DENV (Dengue Virus) (VERMA et al.,
2014; JARMER et al., 2014; TORRESI et al., 2017). Assim, essa vasta experiéncia
no desenvolvimento de vacinas contra flavivirus, fornece direcionamento para a
busca de compostos anti-ZIKV.

A regidao correspondente ao dominio Il do ZIKV escolhida para o presente
estudo foi baseado nos resultados demonstrados por Tai et al. (2018), que
construiram proteinas recombinantes, compreendendo trés fragmentos distintos do
ZEDIII, e verificou que a porcdo de 298-409 aa induziu o maior titulo de anticorpos
neutralizantes contra infeccdo com nove cepas de ZIKV isoladas de diferentes
hospedeiros, paises e periodos de tempo, e manteve a imunogenicidade anti-ZIKV
em longo prazo para induzir anticorpos neutralizantes. Além disso, foram feitos
testes em filhotes neonatos de camundongos imunizados com E298-409 e foi
relatado protecdo total apds o desafio com duas cepas de ZIKV humanas
epidémicas. Esses dados sugerem que o fragmento critico neutralizante é um bom
candidato para o desenvolvimento como uma vacina eficaz e segura de subunidade
para proteger maes gravidas e seus fetos contra Infeccéo pelo virus Zika.

Nesse contexto, 0 presente estudo visa a exposi¢cdo do antigeno EDIII do
ZIKV na superficie de Pichia pastoris, como uma construcdo de “yeast surface
display” para estudos futuros sobre a utilizacdo da levedura recombinante como
vacina profilatica oral contra o virus Zika. Por meio dessa estratégia espera-se que

0s componentes da parede celular da levedura conhecidos por possuirem atividade
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adjuvante natural atuem sinergicamente como veiculo de entrega e contribuam para
gue a proteina recombinante seja mais imunogénica (PAVOT et al., 2012).

Em relacdo a producado da proteina de interesse, as analises por eletroforese
em gel SDS-PAGE evidenciaram a presenca de uma banda de aproximadamente
48,5 KDa que correlaciona-se ao tamanho de EDIIlI + aAG no extrato proteico total
das amostras contendo a levedura recombinante. Apesar disso, 0s extratos se
apresentaram fracos nas amostras que correspondiam a um maior tempo de inducéo
(48, 72 e 96 horas), esse resultado pode estar relacionado a oxidagdo do metanol
levando a formacgé&o de peréxido de hidrogénio como um subproduto conhecido por
causar estresse e induzir a morte celular (Kern et al., 2007)

Na deteccdo por Dot blot, foi visivel a expressdo em 48 e 72 horas de
inducdo, no entanto, nos pontos iniciais (0 e 24 horas) a proteina nao foi detectada,
sugerindo que as taxas de transcricao iniciais possam ser afetadas por excesso de
metanol como constatado por Cereghino (2002). A proteina também nédo pode ser
detectada no tempo correspondente a 96 horas de inducdo, o que sugere que a
diminuicdo nos niveis da producédo da proteina, talvez possa estar relacionada a
alteracao nos niveis de transcri¢cdo e/ou traducéo de EDIII, como também mudancas
nas condi¢cdes de cultivo, interferindo na cinética e fisiologia celular que por
consequéncia poderia levar a protedlise da proteina ja produzida.

As amostras positivas nos ensaios de Dot blot seguiram para analise por meio
de Western blot com as mesmas amostras e ultilizando os mesmos anticorpos.
Entretanto, ndo foi obtido resultado. Sendo assim, os niveis de expressao da
proteina EDIII detectados nesse estudo podem estar relacionados as condicdes
adotadas no cultivo das células ou durante o processo de inducdo do promotor
AOX1.

Como alternativa para auxiliar na identificacdo de possiveis problemas de
expressao a nivel transcricional ou traducional, € cabivel a realizacdo da extracdo do
RNA total dos transformantes induzidos nos diferentes periodos (0O até 96 horas) e
submete-los a reacdo de RT-gPCR.

Geralmente, a deteccdo de baixos niveis de expressdo podem estar
relacionados a erros no processamento traducional da proteina heteréloga. Essas
falhas s&@o provocadas ocasionalmente pela preferencia das leveduras em
determinados codons sinbnimos. Em estudos correlatos foi demontrado altos niveis

de expressdo de proteinas recombinantes devido a constru¢cdo de gene sintético
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apresentando cédons preferencias para Pichia pastoris. Sendo assim, problemas
nesse segmento podem ser contornados otimizando o gene de interesse utilizando
condon usage de Pichia pastoris (OUTCHKOUROV et al., 2002; SU et al., 2007).

Sabe-se que aproximadamente 95% da atividade alcool oxidase em P.
pastoris € atribuida a AOX1 e que a producdo de proteinas heterélogas pode
corresponder até 30% das proteinas totais, caracterizando-o como o sistema mais
bem-sucedido relatado para este organismo (PENNELL; ELDIN, 1998). No entanto,
outras opc¢bes promotoras estdo disponiveis para a producdo heterélogas em Pichia
pastoris e essas sao discutidas amplamente por Cereghino e Cregg (2000).

Em alguns estudos baseados no promotor AOX, foi relatada alta eficiéncia na
producao do precursor da insulina em P. pastoris (ZHU et al., 2009; XIE et al., 2008).
Embora o uso do gene AOX1, muitas pesquisas tém sido realizadas para uso de
promotores alternativos, pois apresenta desvantagens como, a toxicidade na célula
a depender da concentragdo de metanol usada, assim como o0s subprodutos
(formaldeido e peroxido de hidrogénio) de conversdo gerada durante seu
metabolismo, limitando o metanol como fonte de carbono (CEREGHINO; GREGG,
2000).

Em comparacdo, os estudos de Waterham et al. (1997) demonstraram a
diferenca entre a forca dos promotores indutivel (AOX) e constitutivo (GAP) na
produgao de B-lactamase e verificou que o promotor GAP era capaz de digerir maior
producdo do que o AOX em culturas crescidas em glicose. No entando, em outros
estudos utilizando os mesmos promotores foi verificada uma produgédo superior da
enzima B-glucuronidase pelo AOX em relacédo aos outros promotores (SEARS et al.,
1998).

Contudo, foi observado que os resultados obtidos em relagdo a expresséo da
proteina implica na consideracao de diferentes condi¢cdes de otimiza¢do do processo
e ndo apenas no tipo de promotor escolhido (HONG et al., 2006). Lueking et al.
(2003) explica que a obtencdo de altos niveis de expressdo heteréloga requer
combinacdo de varios fatores, como tipo de linhagem hospedeira, vetor de
expressao, local de integracdo do cassete de expressdo, componentes do meio de

cultura e propriedades da proteina a ser expressa.

E importante ressaltar que as proteinas recombinantes podem potencialmente

ser degradadas proteoliticamente no meio de cultura por proteases extracelulares,
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proteases ligadas a células ou por proteases intracelulares de células lisadas (KANG
et al.,, 2000; JAHIC, 2003) . Varios problemas devido a protedlise podem ser
previstos na producdo de proteinas recombinantes e uma série de estratégias
podem ser empregadas para controlar a protedlise em P. pastoris visando melhorar
a qualidade e o rendimento da producédo recombinante. Estes sdo baseados na
modificacdo no meio de cultivo, célula e proteina recombinante (CEREGHINO;
CREGG, 2000).

Alguns parametros, como por exemplo, a diminuicdo da temperatura do
cultivo, também podem influenciar o rendimento da proteina recombinante,
possivelmente devido a baixa estabilidade da proteina recombinante a temperaturas
mais altas, a liberacdo de mais proteases das células mortas e a problemas de
dobramento em temperaturas mais altas. Hong et al. (2002) alcancaram maior
atividade de lacase diminuindo a temperatura de cultivo (de 30°C para 20°C) e
reduzindo a concentracdo de metanol (de 1,0% para 0,5%).

Em estudo recente, de Kaushik et al. (2016), utilizando EDIII do sorotipo 3 do
virus da Dengue recombinante em P. pastoris, foi visto que a temperatura sozinha
teve um impacto significativo, resutando em um aumento de 2,5 vezes na
guantidade de proteina secretada devido a reducdo da temperatura de inducéo de
30°C para 20°C.No entanto, a suplementacdo de meio de cultura com
Casaminoéacidos (CA), aumentou ainda mais o titulo secretério de EDIII, com queda
concomitante dos niveis intracelulares em ambas as temperaturas. No entanto, a
reducdo na retencgao intracelular de EDIII foi mais proeminente a 20°C do que a
30°C. Isso sugere que a suplementacdo de CA facilita a superexpressédo de P.

pastoris para secretar mais EDIII, reduzindo a proporcao retida intracelularmente.

Portanto, a estabilidade do produto também pode ser alcancada por meio da
adicdo de suplementos ricos em aminoacidos (por exemplo, peptona,
casaminoacidos) ao meio de cultura, possivelmente agindo como substratos
alternativos e como concorrentes para uma ou mais proteases problematicas
(CEREGHINO; CREGG, 2000; ).

Embora o Pichia pastoris seja enquadrado como um sistema de expresséo
eficiente e com processos bem definidos, é necessario que haja otimizacdo dos
processos de expressao para alcancar a producdo maxima da proteina heterologa,

bem como a sua atividade. As condi¢cdes de rendimento e a atividade sdo muitas
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vezes dependente dos parametros fisicos de cultura, como por exemplo, pH,
temperatura, aeracdo, e das concentracfes residuais de metanol. Todos esses
fatores podem ser monitorados para garantir as condicdes exatas necessarias para

boa expressdo por meio da levedura (MACAULEY-PATRICK et al., 2005;
HOHENBLUM, 2004).
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a linhagem GS115
de Pichia pastoris, transformada com o cassete de expressédo pPICZAaEDIIIAga, é
capaz de produzir a proteina correspondente ao fragmento EDIIlI do ZIKV quando
induzida por metanol. Embora os niveis de producdo da proteina estejam abaixo do
esperado, é importante salientar que a otimizacdo das etapas de producédo possam
proporcionar melhores rendimentos. O estudo também comprova a utilizagdo do
mecanismo de ancoragem de proteina heteréloga em superficie de Pichia pastoris,
que contribui para elaboragdo de sistema vacinal baseado em “Yeast Surface
Display”. Ademais, o estudo representa uma etapa fundamental para a implantacéo
de um sistema viavel contra a infeccdo pelo virus Zika, servindo de base para
estudos futuros no contexto vacinal e possibilita potenciais aplicagdes

biotecnolégicas na producéo de proteinas recombinantes.
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