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RESUMO

Diante do cenério atual de emergéncia e reemergéncia de doencas infecciosas
virais, como o surgimento da COVID-19 e a possibilidade de novos surtos de Zika
virus (ZIKV), a busca por estratégias capazes de conter a propagacao destas
infeccBes torna-se uma prioridade mundial de saude publica. O sistema de ancoragem
de proteinas a superficie celular da levedura Saccharomyces cerevisiae vem sendo
apontado como ferramenta promissora para o enfretamento de epidemias emergentes
através do desenvolvimento de imunorreagentes baseados em proteinas antigénicas.
Este trabalho teve como objetivo o estabelecimento de uma plataforma de obtencao
de imunorreagentes baseada na ancoragem de antigenos virais a superficie de S.
cerevisiae. Para demonstrar a aplicabilidade deste sistema, foram construidas duas
linhagens de S. cerevisiae expressando um epitopo (N4P5-SARS) da proteina
nucleocapsideo do SARS-COV-2 e o ectodominio (E80-ZIKV) da proteina do
envelope do Zika virus. Para obtencdo dos vetores recombinantes, 0os genes que
codificam E80-ZIKV e N4P5-SARS foram clonados no vetor pYD1, confirmados por
sequenciamento de DNA e utilizados para transformar células de S. cerevisiae
EBY100. As leveduras recombinantes confirmadas por PCR, foram utilizadas para
inducdo da expressao proteica. Para estabelecer uma boa producédo das proteinas
virais, analisamos a inducdo da expressdo das proteinas quanto a variacdo da
temperatura (20 e 30°C) e do tempo de inducao (24, 48 e 72h). Utilizando as leveduras
recombinantes como antigenos em ensaios de ELISA (Yeast-ELISA) com anticorpo
direcionado a tag 6xHIS presente no N-terminal das proteinas, foi possivel determinar
gue a melhor condicdo testada foi 20°C por 72 horas, na qual EBY100:E80-ZIKV e
EBY100:N4P5-SARS apresentaram sinal de ancoragem de 1,8 e 5,4 vezes maiores
em relacdo ao controle. A ancoragem das proteinas virais também foi confirmada por
microscopia de imunofluorescéncia e citometria de fluxo, apresentando cerca de 1,11
e 15,1% da populacdo analisada positiva. A imunorreatividade da proteina E80-ZIKV
foi também avaliada por Yeast-ELISA, citometria e microscopia utilizando um
anticorpo anti-envelope, onde foi possivel detectar sua reatividade a um anticorpo
comercial especifico, apesar do baixo nivel de expressdo. Todos os experimentos
realizados para E80-ZIKV confirmam sua baixa eficiéncia de ancoragem.
Hipotetizamos que o tamanho desta proteina (400 aminoacidos) pode estar

interferindo na eficiéncia de ancoragem, em contraste com a alta expresséao detectada



para N4P5-SARS (45 aminoacidos). Apesar de sua expressao em baixos niveis, a
ancoragem de E80-ZIKV em S. cerevisiae pode ser detectada mesmo apoés 38 dias
de estoque a 4°C. Finalmente, demonstramos que as proteinas virais ancoradas na
superficie celular de S. cerevisiae podem ser recuperadas num passo Unico de
incubacdo em reagente redutor, as quais puderam ser utilizadas com sucesso em
ensaios de ELISA para detecgdo da tag 6xHIS. Este método pode gerar uma
alternativa rapida e barata para producdo de insumos para imunoensaios que se
baseiam no uso de proteinas antigénicas purificadas. Juntos, estes achados auxiliam
no desenvolvimento de linhagens recombinantes que podem ser utilizadas como
imunorreagentes capazes de serem aplicados em estudos para desenvolvimento de
estratégias vacinais anti-ZIKV e anti-SARS-CoV-2, e na sua utlizagdo como
ferramentas de diagnésticos para rastrear e evitar a propagacdo destas infeccdes

virais.
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ABSTRACT

Given the current scenario of emergency and re-emergence of viral infectious
diseases, such as the emergence of COVID-19 and the possibility of new outbreaks of
Zika virus (ZIKV), the search for strategies capable of containing the spread of these
infections becomes a global priority. of public health. The Yeast Surface Display of
recombinant proteins using Saccharomyces cerevisiae has been pointed out as a
alternative tool for facing emerging epidemics through the development of
immunoreagents based on antigenic proteins and peptides. Here, we aimed to
establish a standardized platform for obtaining immunoreagents based on viral
antigens display on the cell surface of S. cerevisiae. To demonstrate the applicability
of this system, two strains of S. cerevisiae were constructed expressing an epitope
(N4P5-SARS) of the SARS-COV-2 nucleocapsid protein and the ectodomain (E80-
ZIKV) of the Zika virus envelope protein. To obtain the recombinant vectors, the genes
encoding E80-ZIKV and N4P5-SARS were cloned into the pYD1 vector, confirmed by
DNA sequencing and used to transform S. cerevisiae EBY100 cells. Recombinant
Yeasts confirmed by PCR were used to induce protein expression. To establish a good
production of the viral proteins used in this study, we analyzed the induction of protein
expression in terms of temperature (20 and 30°C) and induction time (24, 48 and 72h).
Using recombinant Yeasts as antigens in ELISA assays (Yeast-ELISA) with antibody
directed to the 6xHIS tag present at the N-terminus of the proteins, it was possible to
determine that the best condition tested was 20°C for 72 hours, in which EBY100:E80
-ZIKV and EBY100:N4P5-SARS showed an display detection of 1.8 and 5.4-fold than
the control. The displayed viral proteins were also confirmed by immunofluorescence
microscopy and flow cytometry, which showed 1.11 and 15.1% of the positive
population. The immunoreactivity of the E80-ZIK protein was also evaluated by Yeast-
ELISA, cytometry and microscopy using an anti-envelope antibody, where it was
possible to detect its reactivity, despite the low expression. All experiments performed
for EBO-ZIKV confirm its low anchoring efficiency. We hypothesized that the size of this
protein (400 amino acids) may be interfering with the display efficiency, in contrast to
the high expression detected for NAP5-SARS (45 amino acids). Despite its expression
at low levels, EB0-ZIKV displayed in S. cerevisiae can be detected even after 38 days
of storage at 4°C. Finally, we demonstrated that viral proteins displayed on the cell

surface of S. cerevisiae can be recovered in a single step of incubation in reducing



reagent, which could be successfully used in ELISA assays for detection of the 6xHIS
tag. This method can generate a fast and cheap alternative to produce immunoassays
that are based on purified antigenic proteins. Together, our findings support the
development of recombinant strains that can be used as immunoreagents capable of
being applied in studies to develop anti-ZIKV and anti-SARS-CoV-2 vaccine strategies,
and in their use as diagnostic tools to screen and prevent the spread of these viral
infections.

Key-words: Yeast surface display; SARS-CoV-2; Zika virus.
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1 INTRODUGCAO

A producéo de proteinas recombinantes em sistemas de expresséo heteréloga
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido largamente empregada por
diversas vantagens deste microrganismo como plataforma biotecnologica. Esta
levedura é considerada um organismo seguro para consumo humano (GRAS -
generally recognized as safe), o que facilita seu uso para producéo de biofarmacos.
S. cerevisiae possui suas caracteristicas genéticas e fisioldgicas bem fundamentadas,
resultando num abundante nimero de técnicas moleculares disponiveis para este
organismo. Sua capacidade de realizar modificacdes pds-traducionais relacionadas a
eucariotos superiores, possibilita a expressédo de proteinas eucaridticas com maior
eficiéncia e fidelidade em comparagdo com o uso de bactérias. Vantagens na
producédo e cultivo celulares, tais como, sua capacidade em ser cultivada em altas
densidades celulares e em meios de cultura baratos posicionam este microrganismo
como hospedeiro ideal para geracdo de proteinas heterélogas para diversos fins
(NIELSEN, 2013; LITI, 2015; SABU; MUFEEFHA; PRAMOD, 2019).

E possivel utilizar em S. cerevisiae sistemas nativos de ancoragem de proteinas
a superficie celular (Yeast Surface Display) como alternativa para secretar, selecionar
e purificar proteinas heterélogas. Algumas vantagens deste sistema s&o: a
dispensabilidade de etapas de purificacdo das proteinas (LIU et al., 2022; UEDA,
2016), a utilizacdo das células de leveduras como potencializadoras de resposta
imunoldgica quando aplicadas a apresentacdo de antigenos ao sistema imunol6gico
(LEI et al., 2021; GAO et al., 2021) e a possibilidade de selecdo das células através
de métodos baseados na deteccdo de fluorescéncia, como FACS (Fluorescence-
activated cell sorting) (TEIXEIRA, et al., 2021; BOWEN, et al., 2021; OH, et al., 2020).
A possibilidade de expressar antigenos virais na superficie celular da levedura S.
cerevisiae e utilizar estas células para producédo de imunorreagentes ja é descrita na
literatura e possui grande potencial para viabilizar a obtencdo destes bioprodutos
(NGUYEN, et al., 2020; CHEN, et al., 2021; LEl et al., 2021; GAO et al., 2021).

Esta abordagem pode ser uma importante ferramenta para combater epidemias
emergentes, visto que vem sendo empregada no desenvolvimento de
imunorreagentes através da ancoragem de antigenos na superficie da levedura,

viabilizando a apresentacdo de antigenos ao sistema imune e a triagem de proteinas
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com base na sua capacidade de ligacéo a anticorpos (SHIBASAKI, 2019; SHIBASAKI,;
UEDA, 2016).

Diante do cenério atual de emergéncia e reemergéncia de doencgas infecciosas
virais, como por exemplo, o surgimento da COVID-19 e os hovos surtos de Zika virus,
Chikungunya e febre amarela, a producao de vacinas e imunorreagentes capazes de
diagnosticar e conter a propagacao dessas infec¢des torna-se uma prioridade mundial
de saude publica.

Neste trabalho, demonstramos a construcdo genética de duas linhagens
recombinantes de S. cerevisiae expressando em sua superficie celular uma proteina
contendo um epitopo imunodominante (N4P5-SARS) da proteina do nucleocapsideo
do SARS-CoV-2 com potencial para aplicacdo diagnostica, bem como o ectodominio
(E80-ZIKV) da proteina do envelope do Zika virus, o qual vem sendo descrito como
alvo potencial para desenvolvimento de uma estratégia vacinal anti-ZIKV.
Demonstramos a avaliacdo das condi¢des de inducdo da expressdo destas proteinas
virais na qual o sinal de ancoragem destas proteinas é capaz de ser detectado por
anticorpos comerciais, assim como a imunorreatividade e estabilidade da proteina
E80-ZIKV.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo de uma plataforma de produgcéo de imunorreagentes virais utilizando
0 sistema de ancoragem de proteinas a superficie celular (Yeast Cell Display) da

levedura Saccharomyces cerevisiae.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Construcdo de duas linhagens geneticamente modificadas de S. cerevisiae
expressando o ectodominio da proteina do envelope (E) do Zika virus e o epitopo
N4P5 da proteina do nucleocapsideo do SARS-CoV-2;

- Avaliacao da ancoragem das proteinas virais a superficie celular de S. cerevisiae;

- Avaliacdo do tempo e temperatura ideais para inducdo da expressao das proteinas
recombinantes em S. cerevisiae;

- Demonstracéo da imunorreatividade das proteinas virais ancoradas na superficie de

S. cerevisiae.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

A descoberta da tecnologia do DNA recombinante na década de 1970
possibilitou a identificacéo, isolamento, e expressao de diferentes genes no genoma
de organismos modelos. Baseada no uso de vetores capazes de carrear informagéo
génica, enzimas de restricdo responsaveis por cortar regides especificas do DNA, e
organismos modelo utilizados como hospedeiro, tornou-se uma das principais
técnicas na engenharia genética. Desde entéo, seu uso viabilizou estudos classicos
na identificacdo e analise de funcdo génica de diversos organismos e permitiu o
desenvolvimento biotecnolégico na area de producdo de farmacos, transgénicos,
vacinas, terapia genética, diagnésticos de doencas e producédo de energia (KHAN, et
al., 2016).

A primeira proteina recombinante produzida e comercializada foi a insulina
humana, que ja era utilizada como medicamento usado para o tratamento de
pacientes com diabetes, no entanto sua producdo era derivada da extracdo e
purificacdo de insulina suina e bovina (BAESHEN, et al., 2014). A tecnologia do DNA
recombinante, permitiu que pudéssemos produzir insulina humana em larga escala de
forma mais acelerada e segura, para o tratamento da diabetes. Além disso, a producéo
de proteinas recombinantes potencializou a producéo de biofarmacos por permitir seu
desenvolvimento em larga escala, como menor custo de producao e maior rendimento.
N&o ha duvidas de que a producao de proteinas recombinantes é de suma importancia
para melhorar a qualidade de vida humana e contribuir para o desenvolvimento
sustentavel (TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2019).

O processo de producdo de proteinas recombinantes € iniciado com a
identificacdo da proteina alvo, que ira depender do objetivo geral de estudo, e entédo
€ necessario isolar e expressar 0 gene codificante desta proteina em um organismo
hospedeiro (GUPTA, et al., 2016). Ao escolher o sistema de expressao heteréloga
ideal, alguns fatores devem ser considerados, tais como, as caracteristicas e
funcionalidade da proteina de interesse, bem como, o rendimento e taxa de producéo
da proteina recombinante de interesse (DEMAIN; VAISHNAV, 2009). Diversos
organismos modelos séo utilizados para producéo heteréloga de proteinas, tais como,

bactérias, fungos, plantas, insetos e células de mamiferos (GUPTA et al., 2019;
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SWIECH; PICANCO-CASTRO; COVAS, 2012). Cada um dos modelos utilizados
possui suas vantagens e desafios para a producéo de proteinas heterdlogas. Apesar
disso, a maior parte dos produtos farmacéuticos baseados em proteinas
recombinantes € produzida em células de mamiferos (TRIPATHI; SHRIVASTAVA,
2019).

A utilizacdo de microrganismos para geracao de produtos de interesse humano
€ uma das mais antigas formas de biotecnologia conhecidas. Devido aos inUmeros
beneficios que os microrganismos trazem as nossas vidas, eles séo utilizados para
produzir alimento e bebida a milhares de anos. Outras aplica¢cdes dos microrganismos
como plataforma biotecnolégica podem ser vistas na producdo de compostos
guimicos, materiais poliméricos, produtos terapéuticos, biorremediacéo, producdo de
combustiveis e entre diversos outros processos (NANDY; SRIVASTAVA, 2018).

A bactéria Escherichia coli foi um dos primeiros microrganismos procariotos a
serem utilizados para producéo de proteinas recombinantes, devido principalmente a
facilidade de manipulagéo e baixo custo de producao. No entanto, com a necessidade
de expressdo de proteinas terapéuticas eucaribticas, esse hospedeiro ndo se torna
tdo atraente por ser incapaz de processar corretamente esse tipo de proteina que
requer uma maquinaria de modificacbes pods-traducionais (ALTENBUCHNER,;
MATTERS, 2004; DEMAIN; VAISHNAYV, 2009), fato este que levou ao aumento da
utilizacdo de leveduras e outros organismos eucariotos para producdo de proteinas
terapéuticas eucaribticas.

O desenvolvimento de novos bioprodutos para melhorar a qualidade de vida
humana tem crescido a cada dia, e necessita de novas metodologias e plataformas
qgue visem baratear e acelerar o processo de producdo de proteinas heterélogas.
Aliado a isso, o desenvolvimento de novas tecnologias de modificagcdo genética,
aprimoramento de sistemas de expressédo sdo de suma importancia para melhorar o
processo de producdo de proteinas estaveis e ativas (TRIPATHI; SHRIVASTAVA,
2019).

3.2 A LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE NA GERACAO DE
BIOPRODUTOS

Saccharomyces cerevisiae € 0 organismo eucarioto mais utilizado em pesquisas

no mundo inteiro e isso se deve ao fato deste fungo unicelular ter sido explorado pelos
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seres humanos ao longo de mais de dez mil anos. Sua importante aplicacdo na
producgéo de alimentos e bebidas levou pesquisadores a buscarem e analisarem suas
caracteristicas genéticas e fisioldgicas com o intuito de produzir produtos melhorados
(LITI, 2015). Além disso, essa levedura possibilitou o primeiro sequenciamento de
genoma eucarioto, permitindo que uma enorme quantidade de informacdes sobre seu
contetudo génico e proteico fossem disponibilizados para a comunidade cientifica
(GOFFEAU et al., 1996). A grande variedade de informacdes genéticas, bioquimicas
e fisiolégicas disponiveis para esse microrganismo contribuiu para o estabelecimento
de uma gama de técnicas e metodologias capazes de modificar e produzir novos
produtos biotecnoldgicos (SABU; MUFEEFHA; PRAMOD, 2019).

A importancia biotecnoldgica de S. cerevisiae é incontestavel, e isso se deve a
certas caracteristicas biolégicas desta levedura, a qual é considerada um organismo
seguro (GRAS “generally recognized as safe”), tem um rapido tempo de geracéo, &
facilmente cultivada em meios de cultura baratos e em altas densidades celulares. Por
ser um organismo eucarioto, é considerado atraente para a producdo de proteinas
recombinantes relacionadas a eucariotos superiores, sendo capaz de produzir muitas
proteinas humanas estaveis e bem enoveladas (NIELSEN, 2013). Dentre as
possibilidades, a construcéo de linhagens recombinantes desta levedura, através da
expressao heterdloga de proteinas, permitiu estudos que vao desde a producao de
medicamentos, producdo de bioetanol a engenharia de proteinas e anticorpos
(STEWART, G.G., 2014, JACOBUS, et al., 2021; PIIRAINEN; SALMINEN; FREY,
2019). Cerca de 20% dos biofarmacos sdo produzidos por S. cerevisiae, como por
exemplo, insulina, albumina do soro humano, vacinas para hepatite e papillomavirus
humano (NIELSEN, 2013; KULAGINA, et al., 2021). Apesar disso, um desafio para
producéo de proteinas terapéuticas em S. cerevisiae € que, comumente, as proteinas
produzidas possuem N-glicosilagdo com alto conteltdo de manoses, 0 que parece
reduzir a meia vida das proteinas recombinantes e sua eficacia como um produto
terapéutico (WILDT; GERNGROSS, 2005).

Entretanto, muitos trabalhos tém sido realizados para modificar geneticamente
linhagens de S. cerevisiae e de outras leveduras como Pichia pastoris, para que
possam ser capazes de expressar e processar corretamente proteinas terapéuticas
humanas com padrdes de N-glicosilagcdo necessarios para garantir uma boa eficiéncia
de producdo (SHENOY et al., 2021; ZHA, 2013). A secrecdo de proteinas
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recombinantes em S. cerevisiae ja foi utilizada para produzir dezenas de proteinas
com aplicacdo farmacéutica, principalmente por facilitar etapas de purificagcdo da
proteina de interesse que é secretada no meio de cultura (HOL et al., 2012). Além
disso, a possibilidade de secretar e ancorar proteinas na superficie celular de células
de levedura é um método que vem ganhando bastante espaco para producdo de
proteinas e peptideos de interesse industrial ou de saude, com a vantagem de permitir
a selecdo qualitativa das células produzidas através de citometria (ANDREU; DEL
OLMO, 2018) além de dispensar etapas de purificacdo (LIU et al., 2022; UEDA, 2016).

3.3 SISTEMA DE ANCORAGEM DE PROTEINAS NA SUPERFICIE DE
LEVEDURAS

O sistema Yeast Surface Display utilizado para expressdo de proteinas
heterélogas utilizando sistemas nativos de ancoragem de proteinas em superficies
celulares vem sendo utilizada desde meados dos anos 80 com a vantagem de permitir
a triagem de antigenos e anticorpos a partir de bibliotecas complexas (ANDREU; DEL
OLMO, 2018). Os primeiros relatos da expresséo heteréloga em superficies iniciaram
com o desenvolvimento da tecnologia de fusdo de fagos - phage display - em 1985,
onde o peptideo de interesse era fusionado a proteina plll do capsideo de um fago
filamentoso (SMITH, 1985). Desde a década de 1980 o potencial da expressao de
peptideos em superficies no desenvolvimento de imunorreagentes e o auxilio no
mapeamento de epitopos ja era relatado (PARMLEY; SMITH, 1989). A fuséo de fagos
revolucionou o desenvolvimento de anticorpos e permitiu sua comercializacdo como
medicamento. Seus avanc¢os foram tantos que foi concedido metade do Prémio Nobel
de Quimica em 2018 ao criador da técnica George P. Smith e a Sir Gregory P. Winter,
responsavel por sua aplicacdo na engenharia de anticorpos (BARDERAS, R.,
BENITO-PENA, E., 2018).

Contudo, devido a dificuldade de expressar polipeptideos ancorados nas
particulas de fagos, a ancoragem de proteinas utilizando bactérias se mostrou
bastante atrativa para vencer tal obstaculo e trazer consigo a possibilidade de selecéo
das células por meio de fluorescéncia, através da triagem de células marcadas por
fluorescéncia (fluorescence-assisted cell sorters - FACS) (FRANCISCO et al., 1993).

Outro problema a ser solucionado nesta época era a expressao de proteinas

mais complexas com modificacfes pos-traducionais e a utilizacéo de leveduras como
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hospedeiro para expressao e ancoragem de proteinas complexas foi iniciado com o
trabalho de Maarten P. Schreuder e colaboradores (1993). Com este trabalho pioneiro
foi possivel expressar uma galactosidase através de sua fusdo com uma fragédo da
proteina de adeséo celular a-aglutinina, demonstrando que proteinas naturais da
levedura podem ser utilizadas para expressar proteinas recombinantes na parede
celular de S. cerevisiae (SCHREUDER et al., 1993). Com a utilizacdo de células da
levedura Saccharomyces cerevisiae, foi possivel utilizar um organismo eucarioto
seguro para expressao de proteinas eucarioticas.

Além da levedura S. cerevisiae, outros tipos de leveduras também foram
utilizadas como plataforma de ancoragem e proteinas com o passar dos anos, dentre
elas Pichia pastoris (SILVA et al., 2020; ANANPHONGMANEE et al., 2021), Yarrowia
lipolytica (IE; CHENG; DENG, 2019), Hansenula polymorpha (KIM et al., 2002;
CHEON et al., 2014) e Kluyveromyces (ANDREU; DEL OLMO, 2018).

As aplicacbes do sistema de ancoragem de proteinas em superficie celular séo
amplamente diversificadas e vao desde o desenvolvimento de possiveis estratégias
vacinais mediante a expressdo de antigenos recombinantes (BAL et al., 2018; LEI et
al., 2020; NGUYEN, et al., 2020; LEl et al., 2021; GAO et al., 2021; CHEN, et al., 2021;
LEl et al., 2021; GAO et al., 2021) até a expressao de enzimas celuldsicas para a
producdo de bioetanol (YANG; DANG; LU, 2012; TANG et al., 2018; DONG et al.,
2020). A utilizacao deste sistema também foi demonstrada para triagem e engenharia
de proteinas (SHENOQOY; BARB, 2022), producao de anticorpos (KAJIWARA; AOKI;
UEDA, 2020) e biorremediacéao e biodegradacdo (DURDIC et al., 2020; DURDIC et
al., 2019). Outras aplicacdes desta plataforma sédo apresentadas por Andreu e Del
Olmo (2018, figura 1).
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Figura 1 - Representacao das diversas aplica¢cGes do sistema de ancoragem de
proteinas a superficie celular de S. cerevisiae
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Fonte: adaptado de Andreu e Del Olmo, 2018

Para garantir a expressao estavel da proteina ou peptideo de interesse, bem
como 0 processamento e enovelamento correto, alguns parametros devem ser
avaliados para escolha dos componentes ideais para a ancoragem eficiente da
proteina alvo. Diferentes parametros podem ser definidos e vao desde a escolha dos
componentes do sistema, como, a proteina ancora a ser utilizada, sinais de secrecdo
eficientes, promotores génicos, como também as condicdes ideais para cultivo das
células de levedura que irdo auxiliar na correta expressao proteica (TANAKA; KONDO,
2015).

3.3.1 Escolha dos componentes: Proteinas ancora

O Yeast Surface Display se baseia na expressdo da proteina de interesse

fusionada a uma proteina ancora, que geralmente € uma proteina naturalmente
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expressa pela levedura. A parede celular de S. cerevisiae € organizada em duas
camadas, a camada mais interna que é composta por 3-1,3/-1,6-glucanas e quitina
e é responsavel pela resisténcia mecanica da parede celular. A camada mais externa
da parede celular de S. cerevisiae tem a funcéo de atuar no reconhecimento célula-
célula e é composta por proteinas glicosiladas chamadas de manoproteinas, as quais
ligam-se a rede de polissacarideos presentes na parede celular da levedura atraves
de uma estrutura glicolipidica chamada de glicosilfosfatidilinositol (GPl, ANDREU;
DE’L OLMO, 2018) como representado na figura 2.

Figura 2 - Representacdo da estrutura da parede celular de S. cerevisiae e principais
proteinas utilizadas como ancoras.

a) ilustracdo das duas camadas presentes da parede celular: a camada interior préxima ao
espaco periplasmatico composta de folhas de quitina e B-glicanos, e a camada mais externa
contendo as manoproteinas: Proteinas ancoradas por GPI, como exemplo especifico a
proteina aglutinina-A contendo as subunidades Aga2p que esta ligada a Agalp por duas
pontes dissulfeto, proteinas Pir ligadas por ligagdo éster e ligacdes dissulfeto com as
glicanas e glicoproteinas presentes na parede celular. A proteina alvo pode ser expressa
fusionada em diferentes pontos de algumas proteinas como aglutinina-A onde a proteina de
interesse pode ser ancorada na por¢ao C-terminal (b) e N-terminal (c) da &ncora Aga2p.
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A escolha da proteina ancora a ser utilizada € um processo importante que
podera afetar a eficiéncia de ancoragem da proteina de interesse. A ancora ideal &
aquela proteina que consegue expor corretamente a proteina/peptideo alvo na

superficie celular sem interferir em sua acessibilidade, funcionalidade/atividade e
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estabilidade (TANAKA; KONDO, 2016; MCMAHON et al., 2018). O tamanho da
proteina ancora pode ser uma propriedade interessante para a escolha, visto que
proteinas maiores tendem a melhorar a acessibilidade da interacdo proteina de
interesse com seu alvo de aplicacdo (SATO et al., 2002; MCMAHON et al., 2018;
KAJIWARA; AOKI; UEDA, 2020). Foi demonstrado que o uso de uma proteina ancora
de 650 amino&cidos de comprimento melhorou a acessibilidade de antigenos a
nanocorpos ancorados em superficie celular de S. cerevisiae em comparacao com a
utilizacdo de uma porcdo da proteina alfa-aglutinina que possui 320 aminoacidos
(KAJIWARA; AOKI; UEDA, 2020). No entanto, a utilizacao de peptideos espacadores,
como por exemplo o uso do espacador baseado em uma sequéncia repetitiva de
aminoacidos glicina/serina, pode ajudar a melhorar a acessibilidade a proteinas alvo
ancoradas em superficies (BODER; WITTRUP, 1997; ANDREU; DEL OLMO, 2018).

As principais proteinas utilizadas como ancoras sao as proteinas envolvidas na
adeséo celular (a-aglutinina e a-aglutinina, TANAKA et al., 2012), na floculacgéo (Flo1,
SATO et al., 2002) e proteinas estruturais como a SED1 (NOKUMA; HASUNUMA,;
KONDO, 2014). Além disso, a utilizacdo de proteinas ancoras sintéticas ligadas a
parede celular por GPI ja foi demonstrada na literatura (KAJIWARA; AOKI; UEDA,
2020).

Vérios sistemas desenvolvidos para a ancoragem de proteinas em S. cerevisiae
utiizam como éancora a glicoproteina nativa a-aglutinina. Diferente das outras
proteinas-ancoras a a-aglutinina é formada por duas subunidades, uma delas é
responsavel por se ligar a parede celular através de GPI (subunidade Agalp) e a
subunidade Aga2p que se liga a Agalp por duas pontes dissulfeto (CAPPELLARO et
al., 1994). E na Aga2p que a proteina de interesse pode ser fusionada, com orientac&o
na regido N- ou C-terminal (figura 2b e 2c) desta sub-unidade e essa possibilidade de
diferentes posicdes da proteina heter6loga € uma vantagem da a-aglutinina em
relacdo as outras proteinas-ancoras (ANDREU; DEL OLMO, 2018). A fusédo da
proteina de interesse a Agaz2p ja foi utilizada com sucesso para a ancoragem de uma
ampla variedade de proteinas heterdlogas, como por exemplo, nanocorpos de
lisozima, a enzima a-galactosidase e uma hemaglutinina relacionada ao virus H7N9
(LEI et al., 2020; KAJIWARA; AOKI; UEDA, 2020; DONG et al., 2020).

As caracteristicas das proteinas ancoras podem determinar se uma proteina alvo

seja ancorada eficientemente na superficie celular das leveduras, por exemplo, se a
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proteina ancora permiti fuséo da proteina de interesse em sua regido N ou C terminal.
O que pode determinar se uma proteina alvo vai ser expressa na extremidade N ou C
terminal de uma proteina ancora € a regiao responsavel pela atividade desta proteina.
Uma enzima de interesse onde sua regiao C-terminal € responsavel por sua atividade
enzimética ndo pode ser ancorada em uma proteina-ancora utilizando essa regiao,
pois isso pode afetar sua funcionalidade e mesmo conseguindo niveis suficientes de
proteina ancorada ela pode nao ser funcionalmente estavel (ANDREU; DEL OLMO,
2018).

3.3.2 Escolha dos componentes: Sinal de secrecao

Outro elemento importante para o sistema de ancoragem de proteinas € o sinal
de secrecéo utilizado para permitir que a proteina de interesse seja exportada para
fora da célula (ANDREU; DEL OLMO, 2018; KAJIWARA; AOKI; UEDA, 2020). Desde
seu surgimento como técnica de producdo de peptideos e proteinas recombinantes,
0 Yeast Surface Display (YSD) tem utilizado diferentes peptideos sinais descritos
como eficientes na secrecéo de proteinas alvo. Em 1997, nas primeiras aplicacdes da
técnica, foram utilizados peptideos sinais naturais das proteinas de parede celular
utilizadas como ancoras, por exemplo, no uso da a-aglutinina € comumente utilizado
0 peptideo natural da subunidade Aga2p (BODER; WITTRUP, 1997). Os peptideos
sinais mais utilizados para secrecdo de proteinas recombinantes é o fator alfa do
feroménio do acasalamento (MFal1SP), seguido do peptideo sinal da glucoamilase de
Rhizopus oryzae (GLUASP) (ANDREU; DEL OLMO, 2018; INOKUMA et al., 2016;
NIELSEN, 2012). A comparacdo da ancoragem de nanocorpos com MFaqlSP e
GLUASP mostrou que a eficiéncia de ancoragem é similar em ambos sistemas.
Apesar disso, foi demonstrado que MFalSP produz uma maior quantidade de
nanocorpos funcionais e os autores relacionam esse resultado com o maior nimero
de etapas no processo de clivagem com MFalSP em comparagédo com GLUASP, tal
caracteristica permitiria um intervalo de tempo maior no reticulo endoplasmatico para
0 enovelamento adequado dos nanocorpos (KAJIWARA; AOKI; UEDA, 2020).
Entretanto, o peptideo sinal da proteina Sedl de S. cerevisiae mostrou eficiéncia de
secrecdo maior que GLUASP e MFalSP na ancoragem e atividade enzimatica de trés

diferentes proteinas de interesse (INOKUMA et al., 2016). Os dados publicados na
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literatura levam a considerar a escolha do sinal de secrecdo um fator chave no

processo de ancoragem de peptideos e proteinas em superficies celulares.

3.3.3 Escolha dos componentes: Promotores

Finalmente, a escolha da regido promotora para controle da expressao génica €
também um fator importante para melhorar a expressédo e ancoragem das proteinas
alvo. Naturalmente, a expressao dos genes que codificam proteinas de parede celular
€ relativamente baixa, logo a necessidade de utilizar promotores induziveis ou
constitutivos fortes se faz necessaria para aumentar a eficiéncia de ancoragem da
proteina de interesse (ANDREU; DEL OLMO, 2018). O uso de promotores induziveis
traz a vantagem de controlar o momento de expressdo de proteinas heterdlogas
evitando efeitos negativos no crescimento celular INOKUMA et al., 2016). Promotores
constitutivos como GPD, SED1, GAP, TDH3, PGK1 ja foram utilizados para ancorar
proteinas recombinantes com eficiéncia em S. cerevisiae (INOKUMA; HASUNUMA;
KONDO, 2014; ZHANG et al., 2019; KATSURADA et a., 2021). O promotor mais
utilizado € o promotor induzivel por crescimento em galactose GAL1 (BODER,;
WITTRUP, 1997). A utilizacdo do promotor constitutivo GAP para producdo de
nanocorpos demonstrou que ele conseguiu elevar a eficiéncia de ancoragem destas
proteinas em comparacdo com o uso do promotor GAL1, entretanto, o promotor
induzivel por galactose foi mais efetivo em produzir nanocorpos funcionalmente
estaveis em superficie INOKUMA et al., 2016).

3.3.4 Avaliacéo das condi¢cdes de producdo da proteina alvo

Além da escolha dos componentes ideais para alcancar a ancoragem eficiente
de peptideos e proteinas alvo na superficie celular de S. cerevisiae, as condi¢des de
cultivo celular também podem ser modificadas para aumentar a eficiéncia de
ancoragem e de producado de proteinas funcionais (TANAKA; KONDO, 2015). No
geral, as condi¢cdes de cultura podem ser especificas para a proteina de interesse
utilizada, bem como do sistema de ancoragem escolhido. Para sistemas de
ancoragem baseado em utilizagdo de promotores induziveis por galactose, como € o
caso da maioria dos trabalhos, algumas consideragcdes sdo necessarias. Dois fatores
importantes para andlise sdo a temperatura que a inducdo da expressao proteica

ocorre e o intervalo de tempo em que as células passam por este processo.
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A temperatura em que as células sédo cultivadas para inducdo da expressao
proteica € um fator chave na eficiéncia de ancoragem da proteina alvo. Diferentes
trabalhos se propuseram a avaliar a temperatura ideal de producdo da
proteina/peptideo utilizado para expressdo em superficie, e sao utilizadas
temperaturas entre 20 e 30°C (ANDREU; DEL OLMO, 2013; KAJIWARA; AOKI; UEDA,
2020). Temperaturas menores ajudam no enovelamento das proteinas, reduzem a
taxa de crescimento celular e permitem que as proteinas sejam processadas sem
limitacdo de velocidade (CAMARERO, et al., 2012). Estes mesmos autores
demonstram como a temperatura de inducdo a 20°C foi importante para aumentar a
producdo de uma lacase recombinante em S. cerevisiae (CAMARERO, et al., 2012).
Além disso, optar por baixas temperaturas para produzir proteinas heterélogas em E.
coli ja foi utilizado para evitar problemas de agregacéo de proteinas e € empregado
para aumentar a quantidade de proteinas corretamente enoveladas (SCHEIN;
NOTEBORN, 1988). Kajiwara e colaboradores (2020) demonstraram que induzir a
expressao proteica cultivando as células a 25°C teve mais sucesso em aumentar a
eficiéncia de ancoragem da proteina de interesse do que o cultivo a 30°C. Por outro
lado, a quantidade de proteinas funcionais era maior quando a expressao proteica era
induzida a 30°C, entretanto os autores chamam atencdo para caracteristicas da
proteina de interesse. Os resultados variantes na literatura demonstram que a
temperatura de inducdo pode variar a depender da proteina alvo e o0 seu
estabelecimento é uma etapa de suma importancia no processo de expressar e
ancorar proteinas recombinantes em superficies celulares.

Outro ponto a ser considerado para alcancar boa eficiéncia de ancoragem da
proteina de interesse € o intervalo de tempo em que a inducéo da expressao proteica
€ conduzida. Foi demonstrado que peptideos ancorados na superficie celular de S.
cerevisiae podem ser alcancados com eficiéncia em apenas 8 horas de inducéao da
expressdo proteica (ANDREU; DEL OLMO, 2013). Entretanto, outros trabalhos
mostram que sao necessarias cerca de 72 horas para uma boa eficiéncia de
ancoragem (LEI et al., 2016; LEIl et a., 2021). H4 também uma flutuagdo de
informacgdes sobre o tempo ideal de indugcdo, mostrando que novamente se faz
necessario a avaliacdo destes parametros para cada proteina recombinante a ser

produzida.
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3.3.5 Sistema de ancoragem de proteinas baseado em S. cerevisiae EBY100 e
vetor pYD1

O sistema de expressédo EBY100/pYD1 desenvolvido por Boder e Wittrup (1997)
€ um dos mais utilizados para a ancoragem de proteinas em S. cerevisiae. Seus
componentes sdo o vetor pYD1 (Addgene #73447) e a linhagem hospedeira EBY100
(ATCC MYA-4941DQ). No vetor pYD1, sitios de clonagem posicionados na regido 3’
do gene AGA2 permitem inserir a sequéncia codificadora da proteina de interesse de
modo que esta seja expressa em fusdo com a proteina Aga2p, sob controle do
promotor indutivel GAL1 (Figura 3). Esse vetor é mantido na linhagem hospedeira
EBY100 por supressao de sua auxotrofia para o triptofano. Além disso, na linhagem
hospedeira EBY100 foi modificada geneticamente para conter uma segunda cépia do
gene AGA1 com expressao controlada pelo promotor PGAL1. Deste modo, a inducéo
da expressédo da proteina heterdloga por crescimento em meio de cultura contendo
galactose como fonte de carbono, deflagra simultaneamente a expressao da proteina
heteréloga e a da proteina Agalp, requerida para a ancoragem da proteina heteréloga
fusionada a Aga2 (BODER; WITTRUP, 1997; figura 3b).

As proteinas ancoradas na parede celular de S. cerevisiae podem ser
guantificadas utilizando tags de verificagdo reconhecidas por anticorpos comerciais.
O vetor pYD1 permite que a proteina de interesse seja expressa com até trés tags

para deteccao, Xpress, 6xHIS e V5 (Invitrogen, 2002; Figura 3).
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Figura 3 - Esquema de representacdo do vetor pYD1 e da expressao em superficie
utilizando esse vetor.

a) mapa do vetor pYD1 com destaque para o cassete AGA2, contendo um espacador (GS-
linker) entre o0 gene AGA2 (ancora) e a tag Xpress, seguido do sitio de clonagem (MCS —
multiple cloning site), ha a presenca ainda de mais duas tags de verificagdo (V5 e 6xHis) e a
finalizagédo da expressao com stop codon. b) Representagcédo da expressao do cassete
AGAZ2, onde a proteina Aga2p se liga a Agalp por duas pontes dissulfeto, a proteina de
interesse ladeada por tags de verificacdo é fusionada a Aga2p com um espacador entre elas
((GaS)s3).

a)
T =0
8-Exxx-350za Sur—
T7 JAGA2 GS Linker Xpress FRt At APt coitopo Vs 6xHis
' {—JUACTGTCTA

Hind Wl
Nhe |

Fonte: Adaptada de Invitrogen, 2002
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3.4 O PAPEL DO SISTEMA DE ANCORAGEM DE PROTEINAS
RECOMBINANTES EM LEVEDURAS NO DESENVOLVIMENTO DE
IMUNORREAGENTES E VACINAS

A expressao de proteinas heterdlogas ancoradas a superficie celular da levedura
S. cerevisiae vém permitindo o desenvolvimento de estratégias vacinais e a producao
de imunorreagentes. Um estudo recente mostrou que a expressao de uma proteina
antigénica do virus da Dengue expressa na superficie de S. cerevisiae gerou uma
resposta imunoldgica forte in vivo e pode ser apresentada como uma estratégia
promissora de vacina oral utilizando células de levedura (BAL et al., 2018). Outro
estudo promissor demonstrou que uma formulacdo de levedura expressando uma
proteina antigénica de H5N1 foi capaz de proteger camundongos contra um desafio
letal deste virus (LEI et al., 2016). A protecdo contra um desafio letal do agente
causador da pleuropneumonia suina também foi induzida através da administracéo
oral de células de leveduras recombinantes portando um epitopo neutralizante (KIM
et al., 2010). Uma vantagem do sistema de ancoragem de proteinas na superficie
celular de S. cerevisiae é utilizar as células de levedura exibindo antigenos como
estratégia vacinal para administracdo oral, o que possibilita o desenvolvimento de uma
resposta imune humoral e celular em locais sistematicos e nas mucosas (DE SMET;
ALLAIS; CUVELIER, 2014).

Quanto a producao de imunorreagentes, alguns estudos utilizaram o sistema
YCD para identificagdo de antigenos potenciais relacionados ao cancer de mama e
testiculos (WADLE et al., 2005; WADLE et a., 2006). Outros estudos também
utilizaram este sistema para a triagem de anticorpos que podem auxiliar em estudos
de engenharia de proteinas e na producao de reagentes para diagndstico de doencas
(KAJIWARA; AOKI; UEDA, 2020; UCHANSKI et al., 2019). S6 em 2022, foram
demonstradas diferentes aplicacbes bastante relevantes desta plataforma. Usando
YSD foram desenvolvidos imunorreagentes capazes de inibir atividade de
metaloproteinases, as quais participam do desenvolvimento e progressao de doencas
neurodegenerativas e cancer (RAEESZADEH-SARMAZDEH et al., 2022). Um estudo
recente, utilizou o sistema de ancoragem de proteinas na superficie de leveduras
como plataforma para identificagdo de mutacdes no receptor ACE2, mostrando-se
uma ferramenta essencial para estudar possiveis variantes existentes e futuras do
SARS-CoV-2 (HEINZELMAN; GREENHALGH; ROMERO, 2022). Alem disso, foi
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demonstrada a ancoragem do receptor ACE2 melhorado in silico para utilizacdo como
estratégia terapéutica para inibir a entrada do virus SARS-CoV-2 nas células humanas
(GLASGOW et a., 2020). Estes exemplos de aplicacdo do sistema YSD ilustram seu
potencial como ferramenta para o desenvolvimento de imunorreagentes a serem
utilizados para conter a propagacgéo de doencgas infecciosas e permitir a identificacao
destes patdgenos. Tal abordagem se mostra bastante atraente frente ao surgimento

de novas epidemias virais.

3.5 EMERGENCIA E REEMERGENCIA DE DOENCAS INFECCIOSAS VIRAIS:
UM PROBLEMA MUNDIAL DE SAUDE PUBLICA

Recentemente a preocupacédo com a emergéncia e reemergéncias de doencas
gue possam afetar a seguranca da saude global tem crescido continuamente (ZUMLA,;
HUI, 2019). A Organizacdo mundial da saude (OMS) aponta algumas doencas ditas
como prioritarias: COVID-19, Febre hemorragica da Crimeia-Congo, doenca do virus
Ebola, doenca causada pelo Zika virus, dentre outras (OMS, 2018-2019). Diante de
tal situacdo, a necessidade de conter e combater a propagacao de tais infeccdes
aumenta a busca por mais estudos envolvidos no desenvolvimento de estratégias

vacinais e de diagndstico.

3.5.1 COVID-19: SARS-CoV-2

A COVID-19 causada pelo coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2
(SARS-CoV-2) foi considerada emergéncia em saude publica mundial pela OMS em
30 de janeiro de 2020 e caracterizada como pandemia dois meses depois. A situacao
epidemioldgica global, atualizada em 05 de agosto de 2022, relata cerca de 579,1
milhdes de casos confirmados e 6.407.556 milhdes de mortes em todo o mundo
(OMS). A necessidade de conter e combater a propagacédo desta infeccdo € uma
prioridade mundial de saude publica. Apesar de ja haver diferentes vacinas aprovadas
e sendo administradas para a populagéo, o surgimento de novas variantes demonstra
a necessidade de mais estudos sobre o virus SARS-COV-2 e desenvolvimento de
estratégias que possam auxiliar a conter a propagacao de novos surtos. Além disso,
o desenvolvimento de imunorreagentes diagnésticos para COVID-19 que sejam
eficientes e de rapida producdo podem nos ajudar a estar preparados para possiveis

futuros picos de transmissao desta infeccéo.
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As estratégias vacinais e de diagndstico que vém sendo estudadas se
concentram nas proteinas do Nucleocapsideo (N) e Spike (S) do SARS-CoV-2, sendo
a proteina S o principal alvo de anticorpos neutralizantes e possui um papel critico na
entrada do virus nas células humanas (DUTTA; MAZUMDAR; GORDY, 2020; FUNG;
LIU, 2019; WRAPP et al., 2020; BARNES et al., 2020). Essa entrada inicia-se com a
ligacdo do dominio RBD (dominio de ligacdo ao receptor) ao receptor da enzima
conversora de angiotensina Il (ACE2; FUNG; LIU, 2019). Além disso, ja foi descrito a
utilizacdo de um epitopo da proteina do nucleocapsideo (N4P5) (AMRUN et al., 2020)
gue possui homologia com um epitopo importante da proteina N do SARS-CoV, o qual
ja foi descrito como imunogénica para resposta de células B contra soro de pacientes
com SARS (LIU et al., 2006). O epitopo N4P5 foi identificado como um epitopo linear
de células B e descrito como imunodominante, altamente especifico e sensivel na
diferenciacdo de COVID19 de outras infec¢des por coronavirus (AMRUN et al., 2020).
A sua utilizagdo pode permitir o desenvolvimento de imunoensaios capazes de

detectar a presenca de anticorpos anti-SARS-CoV-2.

3.5.2 ZIKA VIRUS

A pandemia de Zika virus que ocorreu durante 2016-2018 foi associada a relatos
sem precedentes de disturbios neuroldgicos variando desde a sindrome de Guillain-
Barré a microcefalia (BRASIL et al., 2016; BARRETO et al., 2016; MARTINES et al.,
2016). Apesar do numero de casos relatados terem diminuido desde o pico da
pandemia em 2016, ainda ha grande preocupacdo com a possibilidade de novos
surtos surgirem (SHARMA et al., 2020). Atualmente, ainda ndo ha uma vacina
disponivel para prote¢do contra o Zika virus e a busca por uma estratégia de
vacinacdo € a chave para proteger a populacdo contra novos surtos da doenca
(SHARMA et al., 2020).

Uma das principais proteinas utilizadas em estratégias vacinais anti-ZIKV é a
proteina do Envelope (Env), a qual possui importante papel no ciclo viral e é
considerada um dos principais alvos antigénicos (PARDI et al., 2017; QU et al., 2018;
KIM et al., 2018; GOO et al., 2018). Diferentes porcdes da proteina E vem sendo
estudadas quanto ao seu potencial vacinal (QU et al., 2018; QU et al., 2020; YU et al.,
2017; ZHANG et al., 2019). O ectodominio (E80) da proteina do envelope de ZIKV,

corresponde a 80% da regido N-terminal e refere-se a porgcéao externa desta proteina
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(Figura 4). A proteina E80 expressa em células de insetos se mostrou capaz de gerar
resposta imunoloégica em camundongos e 0s anticorpos especificos gerados (anti-E80)
foram capazes de proteger os camundongos contra um desafio letal de ZIKV (QU et
al.,, 2018). Recentemente, Yang e colaboradores (2021) realizaram um estudo
comparativo utilizando proteinas como estratégias vacinais em macaco-rhesus, onde
foi comparada a utilizacdo do dominio EDIII e do ectodominio (E80). A imunizag&o
com ambas as proteinas induziu a producao de anticorpos neutralizantes, mas apenas
E80 foi capaz de protegé-los contra um desafio letal de ZIKV. Além disso, a utiliza¢éo
da porcdo E80 da proteina do envelope da Dengue teve um grande avango e se
encontram em fase de ensaios clinicos (NCT00707642, NCT00936429 e
NCT01477580; YANG, R., 2021). Em comparagdo com o dominio EDIIl, o
ectodominio da proteina do envelope do Zika virus foi capaz de inibir a infeccdo por
ZIKV no sangue periférico e nos tecidos de macacos rhesus (YANG et al., 2021). Além
disso, 0s mesmos autores demonstraram que 0S macacos imunizados com E80
desenvolveram uma resposta imunolégica com qualidade e durabilidade maior que a
EDIII. Por tais motivos, a utilizacdo do ectodominio do ZIKV pode ser considerada uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra

o virus Zika.

Figura 4 - Representacdo esquematica da proteina do envelope de Zika virus
evidenciando a porgéo referente ao ectodominio (E80)

1 52 132 193 280297 406 454 505

? | | I I [

I - I s ™
EDIll

E80
Fonte: QU et al., 2018
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

4.1.1 Linhagens de microrganismos e meios de cultura

Para obtencédo e manutencéo dos vetores recombinantes, foi utilizada a linhagem
de Escherichia coli DH5a. Para tanto, foi cultivada em meio Luria-Bertani (1% de
triptona, 1% de NaCL e 0,5% de extrato de levedura, acrescido de 1,5% de &gar
guando necessario), suplementado com 100 ug/L de ampicilina. Para os ensaios de
transformacao bacteriana, foram utilizados meio LB suplementado com 20 mM de
MgSO4 e meio SOC (2% de triptona, 10 mM de NaCL, 0,5% de extrato de levedura,
2,5 mM de KCI, 20 mM de glicose, com pH ajustado em 7,0 usando KOH 5M). Para
expressdo e ancoragem das proteinas recombinantes, utilizamos a linhagem S.
cerevisiae EBY100 (Leu-, Trp-; ATCC MYA-4941). Para os ensaios de transformacéo
de levedura, foi utilizado meio YPD (1% extrato de levedura, 2% glicose e 2% peptona)
e, para a selecdo dos transformantes, foi utilizado meio minimo sem acréscimo de
triptofano (6,7% de YNB sem aminoéacidos, 2% de glicose e 60 pg/mL de leucina).
Quando necessario cultivar a linhagem parental, o meio foi acrescido de 40 pg/mL de
triptofano. Para os ensaios de indugcédo da ancoragem, foi utilizado meio minimo sem

acréscimo de triptofano.

4.1.2 Genes, primers e plasmideos utilizados

A sequéncia que codifica o ectodominio da proteina do envelope do Zika virus
foi amplificada a partir do vetor pBSK-ZIKV (cepa ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015,
Genbank: KX197192.1; Figura 5) que contém os genes que codificam as proteinas
estruturais do Zika virus otimizadas para expressdo em Pichia pastoris, permitindo
também sua expressdo em S. cerevisiae. Para tanto, foram utilizados primers que
anelam a partir do ATG inicial e no fim da regiédo referente a 80% da sequéncia 3’ do
gene do envelope (tabela 1), gerando um amplicon de 1.245 pb (E80-ZIKV), tal como

representado na Figura 6.
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Figura 5 - Representacao do vetor pBSK-ZIKV.
O vetor possui as sequéncias génicas que codificam as proteinas do capsideo, proteina pré-
membranar e proteina envelope do Zika virus, otimizadas para expressao em Pichia

pastoris.
AmpR promoter
AmpR g, - ---rI--‘:’.r_r_'_ T T7 promoter
. BamHI (556)
\., — BstBI (663)
: ’J‘\\ EcoRI (668)
/ / A
l pBSK_ZIKV

| 5316 bp

“Pstl (1548)

(3109) HindIII
(3102) MNotl

8xHis

Fonte: Produzida em SnapGene

Figura 6 - Esquema de amplificacdo do gene que codifica a proteina do envelope do
Zika virus e seu ectodominio (E80).
O fragmento de DNA referente a regido E80-ZIKV foi amplificado com os primers (PG1R-
E80-For) e (PG2R-E80-Rev) representados pelas setas.

ECTODOMINIO (E80-ZIKV)

PG1R-E80-for

1PG2R-E80-for
| ' ' ' ) i ' ) ' ' |
1 759 1.518 pb

Fonte: A autora, 2022

BN

O epitopo N4P5 refere-se a sequéncia de aminoacidos compreendendo do
residuo 153 ao 170 (NNAAIVLQLPQGTTLPKG, sequéncia baseada em Genbank:
MN908947.3, cepa Wuhan-Hu-1) da proteina nucleocapsideo do SARS-CoV-2. Para
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expressdo do epitopo N4P5 em S. cerevisiae, realizamos a sintese de DNA do
fragmento com uma estratégia que adiciona aminoécidos flanqueadores para
melhorar a apresentagéo do epitopo (MISHRA, 2018). De tal maneira, a sequéncia a
ser sintetizada foi construida baseada numa sequéncia de aminoacidos contendo
duas copias do N4P5 concatenadas, ladeada por arminoacidos AG (Alanina-Glicina)
na regido N-terminal e LD (Leucina-Astartato) na regido C-terminal do epitopo com
um glutamato (E) central separando-as (Figura 7). A sequéncia nucleotidica foi
otimizada para expressdo em S. cerevisiae e sintetizada (GenScript). Obtivemos a
sequéncia de DNA no vetor pUC57 contendo sitios de restricdo para sua obtencao.

Para a construcdo dos vetores pYD1:E80-ZIKV e pYD1:N4P5-SARS, foi utilizado o
plasmideo pYD1 (INVITROGEN 2002; BODER; WITTRUP, 1997) para expresséo e
ancoragem das proteinas virais, o qual é selecionavel através da marca de selecéo
auxotroéfica para o triptofano, gene trpl, componente da via de sintese do aminoacido
triptofano. Portanto, as células recombinantes sdo selecionadas em meio seletivo sem
triptofano. Os primers utilizados foram sintetizados pela Exxtend ou Thermo Fisher

Scientific e estdo descritos na tabela 1.

Figura 7 - Representacdo da estratégia de sintese do gene codificante do epitopo
N4P5 da proteina do nucleocapsideo do SARS-CoV-2.

Na parte superior € ilustrado a estratégia de sintese utilizada, onde sitios de restricdo foram
posicionados nas extremidades do epitopo N4P5; ACT e ACC referem-se a cédon utilizados
para manter o tamanho das extremidades necessarios para o design de primers que
possam amplificar o gene de interesse em todas as sinteses realizadas. Na regiédo inferior
da figura é ilustrado duas cOpias do epitopo N4P5 (azul) concatenadas pelo uso de
amino&cidos espacgadores (amarelo).

177 pb
|5* Xhol - ACT — [Jlll - B8 - _N4P5-N4P5_ - EcoRI - BamHi - ACC - Xhol - 3' |

N‘l AGNNAAIVLQLPQGTTLPKGLDEAGNNAAIVLQLPQGTTLPKGLD )'C

45 aa

Epitopo N4P5

Aminoacidos flanquadores

Fonte: A autora, 2022
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Tabela 1 - Lista de primers utilizados nas construcdes e verificacdo das clonagens

Nome Sequéncia 5°-3’ T Uso
ATCTGTCAUCATCACCATCACCATTGAG
GP2F-pYDL 47 sgec  Amplificagéio do pYD1
GP1F-pYD1 AGTGCAGGUCATGCTAGCAGAACCACC para fusdo USER
ACC
PG1R-E80-For é(_;gTGCACUGCAATCAGGTGCATAGGA Amplificacéo do inserto
60°C E80-ZIKV para fusdo
PG2R-E80-Rev é11:géCAGA UAATGGTGCTGCCACTCCT USER
**
?F\’(lD)l forward™ G TAACGTTTGTCAGTAATTGC Verificacio de
YD1 reverse** 53°C clonagens no pYDL1 (P1
?PZ) GTCGATTTTGTTACATCTACAC e P4)
PG_2F_PI- ACCTGCACUCTCGAGACTCATATGACTA Amplificacdo de N4P5-
Univ_for (P2) GT sec  SARS, usados na
PG2F _PI- ATGACAAAUCTCGAGGGTGGATCCGAA verificagdo - 22 etapa
Univ_re (P3) TTC (P2 e P3)

Em negrito est4 representado as caudas dos primers para clonagem USER com a uracila em vermelho
*Temperatura de anelamento utilizada neste trabalho
** Descrito por Invitrogen (2002)

4.2

METODOS

4.2.1 Obtencéao do vetor recombinante pYD1:E80-ZIKV

4211

Amplificacdo dos biobricks para a clonagem USER

O vetor pYD1 foi amplificado com primers que anelam na regido do espacador

GS-linker e da TAG de verificacdo 6xHIS (Figura 8, Tabela 1), para permitir a inser¢cao

do gene de interesse entre estes dois elementos.
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Figura 8 - Representacado do vetor de expressdo e ancoragem pYD1.
As setas representam o anelamento dos primers de amplificagédo (GP2F-pYD1 e GP1F-
pYD1) do vetor pYD1 com extremidades USER contendo uma uracila.

Hind Il
Nhe |

= = __ s _
8-Ixxx——0-q G(/
T7 88358%3888n
| AGA2 GS Linker Xpress E@vqf il 4 a4 Epitopo V5 6xHis

Fonte: Adaptada de Invitrogen, 2002

A temperatura de anelamento dos primers para amplificacéo do pYD1 foi definida
com Platinum™ Tag DNA polimerase (Invitrogen). Para obtencdo do fragmento de
DNA referente ao vetor (biobrick pYD1), necessario para a clonagem baseada em
fusdo USER, foi utilizada a Phusion U Hot Start DNA polimerase (Thermo Scientific),
gue possui tolerancia as uracilas presentes nos primers. Cerca de 8 ng do vetor pYD1
foi utilizado como molde em uma reacgéo de 50 pL de volume total, contendo 0,5 uM
de cada primer, 5 U de DNA polimerase, 1,5 mM de MgCI2 e 400 uM de cada dNTP.
A reacdo foi incubada em termociclador com desnaturacéo inicial a 98°C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 98°C por 30 segundos, anelamento dos
primers a 65°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos e 20 segundos,
seguido de extensao final a 72°C por 5 minutos. Para deteccédo dos resultados, 5 uL
de reacao foi aplicado em gel de agarose 0.8% (60 mL) e revelado com 3 uL do
corante de DNA UniSafe Dye 20.000X (Uniscience), para confirmar a correta
amplificagéo.

Para a obtencéo do biobrick E80-ZIKV a partir do vetor pBSK-ZIKV, foi realizada
a otimizacdo das condicbes de amplificacdo, como anelamento dos primers e
guantidade de molde, as quais foram pré-definidas utilizando Platinum™ Taq DNA
polimerase (Invitrogen). Apos a otimizacao das condi¢des, a PCR final do E80-ZIKV

foi realizada utilizando a DNA polimerase U-tolerante Phusion U Hot Start (Thermo
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Scientific). Em uma reac¢éo de 50 pL, foram adicionados 5 ng do extrato plasmidial do
pBSK-CprME, 1 U de polimerase, 0,5 pM de cada primer e 200 uM de cada dNTP. A
configuracédo de amplificacdo seguiu as recomendagdes da bula da enzima, partindo
de uma desnaturacao inicial a 98°C por 30 segundos, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 98°C por 10 segundos, anelamento dos primers a 60°C por 30
segundos e extensao a 72°C por 1 minuto e 20 segundos, seguido de extenséo final
a 72°C por 5 minutos. A correta amplificacdo dos amplicons foi confirmada como

descrito anteriormente.

4.2.1.2 Clonagem de DNA por fusdo USER

Antes de prosseguir para a clonagem de DNA, os biobricks foram tratados com
a enzima Dnpl, a qual é capaz de reconhecer e cortar sitios GATC metilados, e devido
a essa caracteristica € utilizada para degradar o DNA plasmidial usado como molde
na PCR e impedir que este resulte em falsos positivos na clonagem em E. coli. A
digestao foi realizada adicionando 10 U de enzima Dpnl (Thermo Scientific) na reacéo
de PCR com incubacéo a 37°C por 2 horas e inativacdo enzimatica a 80°C por 20
minutos. Em seguida, o biobrick referente ao vetor pYD1 foi purificado de gel usando
o kit de purificacdo GeneJET (Thermo Scientific), seguindo as instru¢des do fabricante.
Finalmente, os biobricks pYD1 e E80-ZIKV foram quantificados em gel de agarose por
densitometria, utilizando uma calibracdo a partir do marcador de peso molecular
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) através do software GelAnalyzer 19.1
(desenvolvido por Istvan Lazar Jr. e Istvan Lazar, disponivel em
www.gelanalyzer.com).

A metodologia de clonagem USER (BITINAITE et al., 2007) se baseia na fusédo
de fragmentos obtidos por PCR sem a necessidade de enzimas de restricdo e DNA
ligase. Nesta técnica, utiliza-se um reagente comercial composto por duas enzimas,
uma uracila DNA glicosidase responsavel por excisar bases uracila presentes nos
primers utilizados, tornando-os sitios abasicos, os quais irdo ser quebrados por uma
endonuclease. Desta forma, fragmentos de PCR obtidos com primers USER (primers
contendo uracila e uma extremidade desenhada para permitir pareamento de bases)
sao tratados com o reagente USER para tornar as extremidades coesivas. Apos etapa

de fusdo USER, estes fragmentos hibridizados por ligagbes de hidrogénio entre as
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bases sao utilizados para transformar células bacterianas, para que estas executem
a completa ligagédo dos fragmentos utilizando uma DNA ligase enddgena.

Para realizagéo da fusdao USER, foram utilizados 30 ng do biobrick pYD1 e 23,12
ng do biobrick E80-ZIKV, para uma razdo molar de 3:1 entre inserto e vetor. A reacao
de fusdo USER foi realizada em microtubo de 0,2 mL contendo 10 U de enzima
USER®, tampéao Phusion HF 1X, 30 ng de biobiock pYD1 e 23,12 ng de biobrick E80-
ZIKV, e foi adicionado agua de injecéo para um volume final de 10 pL. A configuracdo
de incubacdo foi realizada seguindo as recomendactes do manual EasyClone-
MarkerFree (JESSOP-FABRE et al., 2016), iniciando a 37°C por 25 min, seguido de
decréscimo de temperatura para 25, 20 e 15°C por 10 minutos em cada etapa.

A reacdo completa de fusdo USER (10 pL) foi utilizada para transformar 100 pL
de células competentes de E. coli DH5a preparadas através de um protocolo baseado
em Inoue (1990). Apés adicdo do DNA, os tubos contendo células competentes foram
incubados em gelo por 30 minutos e em seguida submetidos a choque térmico a 42°C
por 30 segundos. Apés incubacgdo no gelo por 2 minutos e recuperacdo em meio SOC
a 37°C por 40 minutos, as células foram ressuspendidas em solucdo salina e
plagueadas em meio seletivo LB-ampicilina. Em paralelo, foram incluidos controles de
transformacéo para averiguar a eficiéncia de transformagédo do lote de células
competentes utilizado, e controle negativo, células que passaram pelo processo de
transformacao sem adigéo de DNA.

Apbs 16 horas de incubacédo a 37°C, as col6nias crescidas foram ressuspendidas
em 4 pL de agua de injecdo e utilizadas em ensaios de verificacdo da correta

clonagem por PCR de col6nia e repique dos clones positivos em placa LB-ampicilina.

4.2.1.3 Confirmacéo da clonagem por PCR de col6nia

A PCR de verificacdo da clonagem foi realizada com a utilizacdo dos primers de
verificacdo do vetor pYD1 (tabela 1). Para tanto, foi utilizada a Platinum™ Tag DNA
polimerase (Invitrogen), em reacdes de 10 pL de volume final e foram adicionados
0,25 uM de cada primer, 0,2 U de enzima, 0,2 mM de dNTPs e 1,5 mM de MgCI2.
Para fins de confirmacdo, foram adicionados controles de PCR: para controlar a
funcionalidade da reacdo de PCR foi incluso uma reacao contendo uma col6nia de E.
coli DH5a transformada com o vetor pYD1 vazio; para confirmar a reacdo de PCR foi

adicionado uma reacgéo contendo o extrato plasmidial do pYD1 como molde e, por fim,
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foi também adicionado um controle negativo sem molde de DNA ou col6nia. Para a
verificagdo da PCR, o volume de 5 pL de cada reagéao foi adicionado no gel de agarose

1,8% e revelado como descrito anteriormente.

4.2.2 Obtencgéo do vetor recombinante pYD1-N4P5-SARS
42.2.1 Construgao do vetor recombinante por clonagem convencional

Para clonagem convencional, o vetor de expressao pYDL1 e o vetor pUC57:N4P5-
SARS foram digeridos com a enzima Xhol. Numa reac¢do com volume total de 50 pL
foram inseridos 2,5 pg de DNA plasmidial, 10 U de enzima Xhol (New England Biolabs)
e 5 puL de tampéo NEB 2.1 e as reacfes de digestdo foram incubadas a 37°C por 2
horas. Para confirmacao dos resultados, 10 L de cada reacao foi aplicado em gel de
agarose 1% e 2% para o pYD1 e pUC57:N4P5-SARS, respectivamente. Em seguida,
a fim de prevenir religacdo do vetor pYD1, devido a digestdo apenas com uma enzima
de restricdo, este foi tratado com 1U de enzima fosfatase alcalina (CIAP, Thermo
scientific) por incubagéo a 37°C durante 5 minutos, seguida de inativacdo enzimética
a 65°C por 15 minutos. Antes de prosseguir a etapa de ligacédo dos fragmentos, estes
foram extraidos de gel, purificados usando o kit de extracdo de DNA GeneJET
(Thermo scientific) e quantificados em gel de eletroforese como descrito anteriormente.
Finalmente, numa reacdo de 10 pL contendo 50 ng de vetor pYD1, foi adicionado o
inserto N4P5-SARS numa proporcdo molar de 3:1 (5,12 ng), 0,5 pL de T4 DNA ligase
(Takara Bio) e 1 puL de tampé&o T4 DNA ligase 10X. A ligacao foi incubada por 16
horas a 16°C.

A reacdo completa de ligacdo foi utilizada para transformar 100 uL de células

competentes de E. coli DH5a como descrito previamente.

4.2.2.2 Confirmacéo da construcdo do vetor recombinante pYD1:N4P5-SARS

As colbnias foram utilizadas em ensaios de PCR para verificagdo da correta
orientagdo de clonagem do gene de interesse N4P5, utilizando os primers listados na
tabela 1. Trés combinacdes diferentes de primers foram utilizados, a citar: pYD1-
forward com pYD1l-reverse; pYD1l-forward com PG2F_PI-Univ_rev; e PG2F_PI-
Univ_rev com pYD1-reverse (Figura 9) Para tanto, foi utilizada a Platinum™ Tag DNA

polimerase (Invitrogen), em reacdes de 10 pL final, foram adicionados 0,25 pM de
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cada primer, 0,2 U de enzima, 0,2 mM de dNTPs e 1,5 mM de MgCl,. Para fins de
confirmacgédo, foram adicionados controles de PCR como j& descrito anteriormente.
Para verificacdo da PCR, 5 pL de cada reacéo foi adicionado no gel de agarose 1,8%.
Colbnias positivas nesta verificagdo foram cultivadas em meio LB-ampicilina para
extracdo do DNA plasmidial por lise alcalina, em seguida, o DNA plasmidial foi

analisado em gel de agarose 1% e quantificado por densitometria.

Figura 9 - Representacdo da verificagdo da correta orientacdo do inserto N4P5-ZIKV
no vetor pYDL1.

Na clonagem convencional de N4P5-ZIKV no plasmideo pYD1 via restricdo com a enzima
Xhol, apenas os primers de verificagdo P1 + P4 ndo sdo capazes de verificar a correta
construcgao. Isso ocorre pois ha dois eventos de ligacdo acontecendo: 1. O gene entra no
vetor na orientacao correta e é capaz de ser verificado com os primers P2 + P4, por
exemplo, amplificando um fragmento positivo de 317 pb. Evento 2: o gene entra invertido e
portanto ndo sera capaz de expressar corretamente o gene de interesse, a utilizagdo dos
primers P2 + P4 neste caso nao funciona visto que eles anelam na mesma direc¢ao.

EVENTO 1 EVENTO 2

ESTRATEGIA DE VERIFICACAO

P1 P4
Vetor sem gene: 399 pb
Vetor com gene: 570 pb

PRI (XM
Orientagdo correta: 317 pb
Orientacdo errada: ndo amplifica nada

P3I) <3P4
Orientacéo correta: ndo amplifica nada
Orientacdo errada: 317 pb

Fonte: A autora, 2022

Os clones com orientacao correta do inserto N4AP5-SARS prosseguiram para
etapa de sequenciamento de DNA (Plataforma de sequenciamento da UFPE), para

confirmagéo final da obtencédo do vetor recombinante.

4.2.3 Transformacéao de levedura

Os plasmideos recombinantes pYD1:E80-ZIKV e pYD1:NEP5-SARS
confirmados por sequenciamento de DNA e quantificados, prosseguiram para etapa
de transformacao de levedura. Para o preparo e transformagéo de células da levedura

S. cerevisiae EBY100, foi empregado o protocolo de transformacdo quimica por
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acetato de litio (GIETZ, R.D.; WOODS, R.A., 2002). Durante a transformacao de
levedura, além das reacdes contendo 100 ng dos vetores recombinantes, foram
adicionados controles de viabilidade celular, controle positivo contendo 100 ng do
vetor pYD1 vazio e controle negativo, sem adicdo de DNA. Em cada uma destas
reacGes de transformacéo, 1 x 108 células de EBY100 foram tratadas com solucéo de
transformacao (100 ng do DNA de interesse, 33% de polietilenoglicol 3350, 100 mM
de acetato de litio e 100 ng de DNA carreador) e incubadas a 42°C por 45 minutos.
ApGs centrifugacéo, as células foram ressuspendidas em 100 pL de solugdo salina,
plagueadas em seio minimo YNB-CAA-glicose suplementado com leucina 60 pg/mL
(sem adicéo de triptofano) e incubadas a 30°C. Apos 3 dias de crescimento, as células
transformantes foram repicadas para analises.

Para verificagdo da transformacéo, foi realizada PCR de colbnia de levedura,
utilizando os primers de verificacdo do vetor pYD1, seguindo as mesmas condicdes
descritas anteriormente. Antes de serem usadas como molde na PCR, uma pequena
aliquota de cada colbnia transformante foi adicionada em 15 pL de NaOH 20 mM e
incubada por 15 minutos a 96°C para lise celular. Controles de PCR, como o controle
negativo sem DNA para analisar possiveis contaminantes, controle positivo com
extrato de pYDL1 foram acrescentados. Além disso, as linhagens EBY100:pYD1 (vetor
vazio) e EBY100:AGA2 (linhagem contendo o vetor pYD1 apenas com ancora AGA2
e cauda de poli-histidina, sem outras tags de verificacdo) foram adicionadas para
confirmacdo das células que serdo utilizadas nos ensaios de analise de ancoragem
das proteinas. Para analise do resultado, 5 uL de cada reacao de PCR foi verificado

por eletroforese em gel de agarose 1,8%.

4.2.4 Ensaio de avaliacdo das condicfes ideais de inducdo da expressao das
proteinas E80-ZIKV e N4P5-SARS

O grupo de linhagens utilizado foi composto pelas linhagens de interesse
EBY100:E80-ZIKV e EBY100:N4P5-SARS e pelos controles do ensaio: controle
negativo (EBY100, linhagem parental) e controle positivo (EBY100:AGA2, linhagem
contendo o vetor sem proteina de interesse). Para obtencé&o de biomassa celular, foi
iniciado um pré-inodculo com 10 mL de meio minimo (glicose, com suplementacdo de
triptofano para a linhagem parental auxotréfica) em Erlenmeyers de 125 mL, o qual foi

incubado por 16 horas a 30°C (150 rpm). No segundo dia de experimento, as células
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foram re-inoculadas para uma DO inicial de 0,3 (medida em 600 nm,
espectrofotometro GeneQuant® GE Healthcare) em 30 mL de meio minimo (glicose)
em Erlenmeyers de 250 mL incubados por 16 horas a 30°C (150 rpm), até uma DO
entre 3 e 5. Para iniciar a inducéo, as células foram lavadas duas vezes com agua
destilada estéril e inoculadas em 60 mL de meio minimo (galactose, usando
Erlenmayers de 500 mL) numa concentracédo de 1 x 107 células por mL (equivalente
a DO600 igual a 1) e incubados na incubadora shaker a 150 rpm. O ensaio de
avaliagdo da ancoragem foi simultaneamente realizado a 20 e 30°C, utilizando o grupo
de quatro linhagens de levedura em duas incubadoras distintas. Para analisar os
diferentes tempos de inducédo, amostras de 10 mL de cada um dos dois grupos foram
retiradas apos 24, 48 e 72 horas de inducdo. Em cada um dos pontos de amostragem,
a concentracdo celular foi medida em DO600 e o volume referente a 6,2 x 107 células
foi concentrado em 300 L e aplicado em triplicata (100 pL por poco) em placas de 96
pocos (Corning) para os ensaios de analise da ancoragem de proteinas por Yeast-
ELISA. A figura 10 representa a apresentacdo das proteinas em superficie das

linhagens utilizadas neste trabalho.

Figura 10 - Representacédo do resultado esperado apds inducdo da expresséo proteica
e ancoragem das proteinas em superficie das linhagens utilizadas neste trabalho.
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4.2.5 Avaliacdo da ancoragem de proteinas por Ensaio de Yeast-ELISA direto

Apods cada ponto de amostragem, 100 L de solucéo contendo 2 x 107 células
de cada tratamento foi adicionado em triplicata na placa de 96 pocos (Corning) e, em
paralelo, foi realizado um controle negativo apenas com tampédo PBS/BSA (a ser
usado como branco). As placas foram incubadas por 16h a 20°C (150 rpm) para
adsorcéo das leveduras. No dia seguinte, ap0s descartar o conteudo e secar a placa
por inversao em papel toalha, foram realizadas trés lavagens com 100 pL de tampéao
PBST 1X (Tampéao PBS 1X pH 7,4 contendo NaCl 137 mM, KH2.PO4 2 mM, NaH2PO4
10 mM, KCI 2,7 mM, 0,05% de Tween 20). Em seguida, foram adicionados 100 pL de
PBST 1X contendo 5% de albumina de soro bovino (BSA, Sigma Aldrich), necessario
para bloquear regides que ndo contém levedura adsorvida, evitando a ligagao
inespecifica do anticorpo a parede dos pocos. A placa foi incubada novamente a 20°C
por 2 horas e em seguida lavada trés vezes com 100 pyL de PBST 1X. Apds a etapa
de bloqueio, foram adicionados 50 pL de PBST 1X contendo 1 pg/mL de anticorpo
anti-6xHIS-tag conjugado com peroxidase (HRP, Rockland), e incubado a temperatura
ambiente por 1 hora. Apos trés lavagens com 100 L de PBST 1X, foram adicionados
50 pL do substrato 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB, Sigma Aldrich) e a reacéo
enzimética foi realizada a temperatura ambiente por 30 minutos no escuro.
Posteriormente, foi realizada a adicdo de 100 pL de HCL 1N, com o intuito de parar a
reacdo enziméatica da peroxidase. Finalmente, foi feita a leitura da placa de ELISA a

450 nm utilizando o espectrofotdmetro leitor de placas xMarck™ (Bio-Rad).

4.2.6 Avaliacdo da imunorreatividade por Yeast-ELISA indireto

Para avaliar a imunorreatividade da linhagem EBY100:E80-ZIKV, os controles
EBY100 e EBY100:AGA2 foram utilizados em ensaios Yeast-ELISA indireto. Para
tanto, 100 pL de células contendo 1 x 108 foi aplicado em duplicata em pocos de uma
placa de 96 pocos, a adsorcdo das células foi realizada por incubacgéo da placa a 20°C
por 16 horas sob agitacdo (150 rpm). No dia seguinte, a placa foi lavada trés vezes
utilizando PBST 1X e a etapa de blogueio foi realizada como anteriormente. ApGs
lavagem, foi adicionado 50 pyL de PBST (contendo 5% de BSA) com anticorpo primario
(1:500, 1:1000 e 1:5000 de anti-envelope Zika virus Genetex: GTX634155, ou
1:40.000 de anti-his tag Thermo scientific). A placa foi incubada por 2 horas a

temperatura ambiente. A marcagdo com anticorpo secundario foi iniciada apoés lavar
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a placa trés vezes com PBST. Posteriormente, 50 pL de PBST (5% BSA) contendo
anticorpo anti-mouse IgG conjugado com peroxidase (1:50.000, Thermo scientific) foi
aplicado nos pocos, seguido de incubacdo a temperatura ambiente por uma hora.
Apoés a lavagem, foi realizada incubacado com substrato TMB e a reacéo foi parada
com HCL 1N como descrito anteriormente. A leitura da placa foi realizada a 450 nm

utilizando o espectrofotdmetro leitor de placas xMarck™ (Bio-Rad).

4.2.7 Recuperacdo das proteinas ancoradas

Para recuperacao das proteinas recombinantes ancoradas na superficie celular
de S. cerevisiae, 2 x 108 células, apds etapa de inducéo, foram incubadas em 500 pL
PBS 1X contendo 2 mM de Ditiotreitol (DTT, UCHANSKI et al., 2019) & temperatura
ambiente por 30 minutos. As soluc¢des foram centrifugadas por 3 minutos a 4.000g e
100 pL do sobrenadante recuperado foi aplicado em placa de ELISA na diluicdo de
1:10 ou sem diluicdo. O experimento foi realizado em duplicata seguindo as etapas do

ELISA indireto descrito anteriormente.

4.2.8 Citometria de fluxo e microscopia de imunofluorescéncia

O experimento de citometria de fluxo foi baseado no protocolo de Liu e
colaboradores (2022), descrito brevemente a seguir. 1x108 células em 300 pL de PBS-
BSA (PBS contendo 1% de BSA) foi centrifugado a 2500g por 3 minutos (4°C) e
incubado com 10 pg/mL de anticorpo primario (foi utilizado 2 g/mL para o ensaio de
citometria com EBY100:N4P5 e microscopia de imunofluorescéncia para todas as
linhagens). Em seguida, os tubos foram incubados por 30 minutos a temperatura
ambiente e entdo incubados em gelo por mais 30 minutos. Apos trés lavagens com
300 pL de PBS-BSA gelado, as células foram ressuspendidas em PBS-BSA contendo
anticorpo anti-mouse-FITC (1:100 ou 1:1000, Thermo scientific). Os tubos foram
incubados no gelo por 1 hora no escuro. ApGs a lavagem, os microtubos contendo
pellet celular foram incubados no gelo até a leitura. Para a leitura, as células foram
ressuspendidas em 500 pL de PBS-BSA. Uma amostra de levedura sem marcacao foi
utilizada como controle do ensaio. Além da linhagem de interesse, também foram
utilizadas as linhagens controle EBY100 e EBY100:AGA2. As marcagdes com
anticorpo especifico para a tag de poli-histidina, ou células marcadas apenas com

anticorpo secundério foram utilizadas em paralelo para fins de comparacdo. As
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amostras foram lidas no Citdmetro BD Accuri C6 plus e os resultados adquiridos foram
analisados utilizando a ferramenta FlowJo (versdo 10.8.1). Para microscopia de
imunofluoreséncia 30 pL das células marcadas foram aplicados em lamina para leitura
(40X) no microscopio de fluorescéncia Leica DMLB. As imagens foram capturadas
com a camera COHU CCD acoplada ao microscopio e analisadas pelo software Leica
Las-AF.

429 Andlise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios de Yeast-ELISA e ELISA indireto foram analisados
através da ferramenta GraphPAD Prisma verséo 8.0.1 (GraphPad Software, La Jolla
California USA), possibilitando a obtencédo dos gréaficos para analise dos resultados.
Os valores de absorbancia obtidos para as leveduras analisadas foram subtraidos
pelo valor médio obtido nos pocgos utilizados como controle negativo (apenas
PBS/BSA). Para determinar a significancia estatistica entre as linhagens, foi utilizado
o teste-t de Student ndo pareado. Os dados foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADO

51 OBTENCAO DO VETOR RECOMBINANTE PYD1:E80-ZIKV

Os fragmentos de DNA referente ao vetor pYD1 e a sequéncia génica referente
ao ectodominio da proteina do envelope (E80) do Zika virus foram amplificadas com
sucesso e a obtencdo destes fragmentos € ilustrada na figura 11. Devido a perda do
fragmento referente a Tag Xpress, multiple-cloning-site (MCS) e o epitopo V5, o vetor
pYD1 amplificado o tamanho de 4.846 pb. Apos otimizacdo das condicGes padrdes
de amplificacao utilizando Phusion U HotStart DNA polymerase, foi possivel obter uma
amplificacdo do vetor suficiente para prosseguir para a etapa de clonagem do inserto
EB0-ZIKV neste vetor, ap0s uma etapa de purificacdo a partir de gel de agarose

(Figura 11, poco 3).

Figura 11 - Obtencéo dos fragmentos de DNA (Biobricks) para obtencéo dos vetores
recombinantes via clonagem USER.

Pocos 1 e 4 contém o marcador de DNA Gene Ruler 1 kb (Thermo Scientific), poco 2
contém biobrick referente ao ectodominio (cerca de 1.2 kb) da proteina de envelope do Zika
virus e 0 poco 3 contém o biobrick referente ao vetor de expressao e ancoragem pYD1
(cerca de 4.8 kb).

kb

=l MIARCADOR 1
Nl Biobrick: E80

Lol Biobrick: pYD1
talll Varcador 1 kb

5000 pb

1500 pb
1000 pb

Fonte: A autora, 2022.
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Com os dois biobricks disponiveis, foi possivel prosseguir ao passo de
tratamento destes fragmentos de DNA com a enzima Dpnl, passo muito importante
para degradar o molde plasmidial presente nas reacdes de amplificacdo que podem
gerar falsos positivos se estiverem presentes na transformacao bacteriana (BITINAITE
et al., 2007). A reacéo de fusdo USER foi realizada obedecendo a razdo molar 3:1
(inserto:vetor) e utilizada para transformar as células competentes de E. coli DH5alfa
para obtencdo dos plasmideos recombinantes. Apds a transformacao, apenas duas
coldnias transformantes foram obtidas, as quais foram repicadas e testadas quanto a
presenca do inserto E80. Apos PCR de colénia com primers de verificagdo de
clonagem no vetor pYD1, foi possivel confirmar que a colbnia transformante C1

possuia o inserto E80 (Figura 12).

Figura 12 - PCR de coldnia de bactéria para confirmacéo da obtencéo do vetor
recombinante pYD1:E80.

O pocgo 1 contém o marcador de DNA Gene Ruler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific), poco
2 e 3 contém as PCR’s de col6nia da colbénia 1 e 2, respectivamente. Por fim, uma coldnia
controle referente ao vetor pYD1 sem modificagédo (vazio) foi usada com controle para
verificagdo do tamanho esperado (pogo 4).

MARCADOR 1 KB
N C1 pYD1:E80
"I C2 pYD1:E80
pYD1 vazio
PCR sem molde

1500 pb
1000 pb

500 pb
250 pb

Fonte: A autora, 2022

5.2 OBTENCAO DO VETOR RECOMBINANTE pYD1:N4P5-SARS

A obtencéo do vetor recombinante pYD1:N4P5-SARS foi realizada por clonagem

convencional utilizando a enzima de restrigdo Xhol e posterior ligacdo com DNA ligase.
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O vetor pYD1 possui um sitio Xhol (968-972) em sua sequéncia nucleotidica que
permite a linearizacdo deste vetor gerando um fragmento de 5008 pb. Para evitar a
re-linearizacdo do pYD1 proveniente da digestdo com uma Unica enzima de restri¢ao,
foi realizada desfosforilagdo das regides 5’ com fosfatase alcalina antes de prosseguir
para a etapa ligacdo de DNA. Como visto na figura 13, foi obtida uma digestéo parcial
do vetor pYD1 (figura 13, poco 3) com grande quantidade de massa da banda
referente ao tamanho ~5kb. Apds purificacdo deste fragmento de DNA, é observada
uma banda Unica na altura de ~5 kb, referente ao vetor pYD1 linearizado (figura 13,
poco 2). Esta eletroforese foi utilizada para quantificacdo densitométrica do fragmento
de DNA, obtendo-se 25,8 ng/uL de vetor linearizado.

Figura 13 - Eletroforese de DNA para anélise da obtencao do vetor pYD1 digerido com
a enzima de restricdo Xhol.

No poco 2 foi aplicado vetor pYD1 digerido e purificado, gerando cerca de 26 ng/uL; Poco 3
demonstra a linearizag&o do vetor pYD1, banda de 5008 pb; No poco 4 foi aplicado vetor
pYD1 néo digerido para comparacao da digestéo; Os pocos 1 e 5 contém 250 ng do Gene
Ruler 1kb DNA ladder inserido como marcador de DNA.

pYD1 (Xhol)
Purificado

pYD1
N3o digerido

Digerido: Xhol

W \/ARCADOR 1 KB
pYD1

LAl VIARCADOR 1 KB

Fonte: A autora, 2022

Para obtencdo da sequéncia nucleotidica que codifica o epitopo N4P5 da

proteina nucleocapsideo do SARS-CoV-2, sua sequéncia codificante foi otimizada
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para expressdo em S. cerevisiae, sintetizada e clonada em vetor pUC57. Nossa
estratégia de sintese inclui a geracdo de um fragmento contendo o epitopo N4P5-
SARS ladeado com sitios de restricao e isso possibilitou que prosseguissemos para
clonagem convencional deste fragmento no vetor pYD1 (Figura 14a). A digestao total
do vetor pUC57-N4P5 para liberacdo do fragmento linear N4P5-SARS (177 pb) é
observada na eletroforese representada na figura 14 e presenca do backbone do vetor
(2.7 kb) confirmam este resultado. Apds purificacdo deste inserto, foi observado uma
banda na altura esperada que rendeu cerca de 3,2 ng/uL de inserto linear puro. A
reacao de ligacdo de DNA usando uma enzima ligase foi obtida utilizando o vetor e
inserto digerido e purificados, esta foi utilizada para obtencédo de células de E. coli

DH5a recombinantes.

Figura 14 - Eletroforese de DNA apresentando os resultados da digestdo com a
enzima Xhol do vetor pUC57:N4P5-SARS e obtenc¢do do N4P5-SARS.
O painel B mostra a digestdo do vetor pUC57:N4P5-SARS e liberacdo do fragmento de 177
pb e a banda referente ao restante do vetor puC57 com cerca de 2.7 kb (pogo 2) e o vetor
ndo digerido foi inserido para comparagéo (poco 3), 250 ng do Gene Ruler 1kb DNA ladder
foi inserido como marcador de DNA (pogo 1).
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Com a transformacéo de células de E. coli DH5a com a reacéao de ligagao foram
obtidas 84 unidades formadoras de colbnias (UFCs), a eficiéncia de transformagéo do
lote de células quimiocompetentes utilizado foi de 2,5 x 107 (cerca de 250 UFCs
observadas). A alta eficiéncia das células competentes utilizadas pode ter sido
determinante para o alto numero de colénias observados na transformacao (INOUE,
1990), além de ser imprescindivel para obtencdo de um bom numero de clones, visto
gue poderiamos ter um misto de clones contendo o inserto de interesse com
orientacdo correta ou incorreta. Devido a estratégia de clonagem convencional ser
baseada na digestdo com apenas uma enzima (Xhol), existe a possibilidade do inserto
de interesse ser ligado ao vetor com a orientacao invertida da sequéncia codificante.
Para a confirmagao da correta orientagdo do inserto N4P5-SARS, realizamos duas
etapas de confirmacdo dos clones. Na primeira etapa de confirmacdo, a PCR de
verificacdo da clonagem foi realizada com a utilizacdo dos primers de verificacdo do
vetor pYD1 (pYD1-forward e pYD1-reverse: P1 + P4).

Dentre os transformantes obtidos, 12 foram analisados quanto a presenca do
inserto de interesse. A amplificacdo do vetor pYD1 sem a presenca de inserto € de
399 pb e o tamanho esperado vetores contendo o epitopo N4P5-SARS é de 570 pb,
como apresentado na figura 15, apenas dois (C7 e C11) dos doze transformantes
analisados foram positivos, resultando em uma eficiéncia de obtencdo de clones

corretos de 17% para esta amostragem realizada.
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Figura 15 - Eletroforese de DNA apresentando os resultados obtidos com a PCR de
verificacdo dos 12 transformantes pYD1:N4P5-SARS analisados.

Dos pocos 1 a 12 foram aplicadas reacdes de PCR de cada um dos 12 clones analisados, o
tamanho esperado para o vetor vazio € de 399 pb como visto no po¢o 13, enquanto os
clones positivos apresentam uma banda de 570 pb (destacados em verde); os pocos 14 e
15 apresentam 250 ng do Gene Ruler 1kb DNA ladder foi inserido como marcador de DNA e
0 controle negativo sem molde, respectivamente.

C10 pYD1:N4P5-SARS
C11 pYD1:N4P5-SARS
C12 pYD1:N4P5-SARS

MARCADOR 1 KB
Controle negativo

= C1 pYD1:N4P5-SARS
Controle positivo

8 C2 pYD1:N4P5-SARS
S8 C3 pYD1:N4P5-SARS
ol C4 pYD1:N4P5-SARS
Sl C5 pYD1:N4P5-SARS
S8 C6 pYD1:N4P5-SARS
ol C7 pYD1:N4P5-SARS
L3 C8 pYD1:N4P5-SARS
-3 CO pYD1:N4P5-SARS

500 pb

250 pb

Fonte: A autora, 2022

No entanto, embora as colénias testem positivo com a utilizacdo dos primers de
verificacdo do vetor, a orientacéo do inserto pode estar incorreta. Na segunda etapa
de verificacdo dos clones, utilizamos uma estratégia de combinacao dos primers de
verificacdo do vetor pYD1 com primers que amplificam o inserto N4AP5-SARS (ver
figura 9). Quando combinados o primer forward do inserto (PG1R_PI-Univ_for, P2)
com o primer reverso do vetor (pYD1-reverse, P4) foi observado um amplicon de 317
pb, confirmando que os clones possuem o vetor recombinante com a orientacao
correta do gene N4P5-ZIKV (Figura 16). Por outro lado, caso o clone tivesse
apresentado o vetor com orientacdo incorreta, os dois primers utilizados quando
anelados amplificam para a mesma direcdo, gerando um amplicon com o tamanho
total do vetor recombinante, que pode nao ser observado em gel devido ao tempo

limitado de extensao utilizado.
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Como visto na figura 16, além dos clones apresentarem novamente a banda de
570 pb referente a presenca do inserto (banda 570 pb, figura 16, pogo 2 e 5), eles
também se mostram positivos quanto a orientagdo correta do N4P5-SARS usando a
combinacdo de primers P2 com P4 (banda de 317 pb, figura 16, poco 3 e 6), e
nenhuma banda é vista usando primers que demonstrariam a incorreta orientacéo do
epitopo (figura 16, poco 4 e 7). O clone C7 pYD1:N4P5-SARS foi também confirmado

por sequenciamento de DNA e foi utilizado nas etapas seguintes.

Figura 16 - Eletroforese de DNA apresentando os resultados da segunda etapa de
verificag&o dos clones pYD1:N4P5-SARS.

Os clones C7 e C11 inserto foram testados contra trés combinagdes de primers. Nos pocos
2 e 5, foram utilizados os primers P1 e P4 que confirmam a presenca do inserto no vetor
recombinante (banda de 570 pb); Pogos 3 e 6, demonstram que os dois clones testados

possuem o inserto na orientagéo correta (banda de 317 pb); Pogos 4 e 7 possuem PCR com

os primers P3 e P4, ndo apresentam banda de inserto com orientacdo incorreta; 250 ng do
Gene Ruler 1kb DNA ladder foi inserido como marcador de DNA (poco 1). Os clones C7
(destacado em verde) prosseguiu para etapas seguintes.

C12 pYD1:N4P5

C12 pYD1:N4P5
C12 pYD1:N4P5
PCR—P2 + P4
PCR - P3 + P4

C18 pYD1:N4P5
C18 pYD1:N4P5
PCR - P3 + P4
PCR—-P1+ P4

C18 pYD1:N4P5
P1+ P4
PCR - P2 + P4

MARCADOR 1 kb
PCR

750 p
500 pb

250 pb

Fonte: A autora, 2022

5.3 OBTENCAO DAS LEVEDURAS RECOMBINANTES

A transformacdo quimica de S. cerevisiae EBY100 com o0s vetores
recombinantes pYD1:E80-ZIKV e pYD1:N4P5-SARS resultou em cerca de 100 e 250
transformantes, respectivamente. Para verificar a presenca do vetor nas células de
leveduras, analisamos 5 transformantes de cada condicdo por PCR de col6nia de

levedura utilizando os primers de verificacdo do vetor pYD1 (pYD1-forward e pYD1-
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reverso, tabela 1). Para células transformadas com o vetor expressando o
ectodominio da proteina do envelope do Zika virus ou com o epitopo N4P5 da proteina
nucleocapsideo do SARS-CoV-2, obtivemos 4 clones positivos, observando
respectivamente as bandas positivas de 1500 e 570 pb (80% de clones contendo o

vetor recombinante, figura 17 e 18).

Figura 17 - Eletroforese de DNA ilustrando os resultados da PCR de confirmacao da
presenca do vetor recombinante pYD1:E80 em células de S. cerevisiae EBY100.
Pocos 1 a 5 contém PCR usando os primers de verificacdo pYD1-forward e pYD1-reverse
com as cinco coldnias transformantes testadas, onde espera-se observar a amplificacdo de
uma banda de 1500 pb, pogo 6 contém 250 ng do marcador de DNA Gene Ruler 1 kb DNA

ladder.
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Figura 18 - Eletroforese de DNA ilustrando os resultados da PCR de confirmacao da
presenca do vetor recombinante pYD1:N4P5-SARS em células de S. cerevisiae

EBY100.
Poco 1 contém PCR na linhagem EBY100 contendo o vetor pYD1 sem gene como controle
positivo.
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Fonte: A autora, 2022

5.4  YEAST-ELISA: AVALIACAO DAS CONDICOES DE INDUCAO DA
EXPRESSAO E ANCORAGEM DAS PROTEINAS VIRAIS

O ensaio de avaliacdo das condi¢des de cultivo das linhagens S. cerevisiae
EBY100:E80-ZIKV e S. cerevisiae EBY100:N4P5-SARS foi idealizado para comparar
duas temperaturas de cultivo, 20 e 30°C, durante a etapa de inducdo da expressao
das proteinas virais em meio contendo galactose como fonte de carbono. Os
resultados foram analisados por Yeast-ELISA utilizando a marcagao direta com
anticorpo anti-6Xhis (conjugado com peroxidase) em trés experimentos diferentes
com cerca de 2 x 107 células por ensaio. Cada experimento de Yeast-ELISA foi
realizado com amostras retiradas apés 24, 48 e 72 horas de indugcdo da expressao
proteica. Como visualizado na figura 19, foram também analisadas as linhagens
EBY100 (linhagem parental) e EBY100:AGA2 (linhagem contendo o vetor vazio,
portanto expressa em superficie apenas a ancora a-aglutinina com a tag 6xHis) como
controles negativo e positivo, respectivamente. Os resultados obtidos com a linhagem
parental EBY100 (absLC) foram utilizados como um valor de comparacédo para

determinar se as linhagens modificadas geneticamente (absLR) realmente estéo
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expressando a proteina de interesse (razio = absLR — absLC). Por exemplo, a
absorbancia observada em EBY100:AGA2, EBY100:E80-ZIKV e EBY100:N4P5-
SARS precisam ser estatisticamente diferentes da linhagem parental. Para tanto, nés
plotamos dados referentes a razdo entre as absorbéncias observadas nas linhagens
recombinantes em relacdo a linhagem parental (figura 19, valores acima das barras,

*** mostram os dados estatisticamente significativos: p < 0,05).

Figura 19 - Yeast-ELISA direto para avaliacdo das condi¢8es de expresséo e
ancoragem das proteinas E80-ZIKV e N4P5-SARS na superficie celular de S.
cerevisiae.

a) inducéo da expresséo proteica a 20°C ; b) inducdo da expressao proteica a 30°C; Os
valores em cada barra correspondem a razdo de aumento da absorbancia em relacéo ao
respectivo controle negativo (linhagem parental EBY100); * mostram os dados
estatisticamente significativos: p < 0,05; ns (n&o significativo) sdo os dados onde: p > 0,05.
Ensaio realizado em triplicata.
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Fonte: A autora, 2022

Nossos resultados demonstram que, apos 24 horas de inducdo a 20°C, as
leveduras analisadas sdo capazes de expressar e ancorar em sua superficie as
proteinas E80-ZIKV e N4P5-SARS (1,4 e 2,3 vezes em relacdo a EBY100). Com o
passar do tempo de inducdo a razdo de expressdo das proteinas recombinantes é
aumentada, até alcancar 1,8 e 5,4 vezes de diferenca (apds 72 horas) para E80-ZIKV
e N4P5-SARS, respectivamente. Nossos resultados demonstram um aumento
significativo da absorbancia em todo os ensaios realizados com células cultivadas a
30°C, incluindo a linhagem controle negativo. Para a linhagem S. cerevisiae

EBY100:E80-ZIKV, a inducédo a 30°C parece nao ser eficaz, visto que a razao de
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expressao proteica ndo é significativa e tende a diminuir no decorrer do experimento.
Por outro lado, a melhora na ancoragem através do tempo de indugdo é também
observada para as células que expressam o peptideo do nucleocapsideo do SARS-
COV-2 induzidas a 30°C, apesar disso, o valor da razdo € duas vezes menor com as
células cultivadas por 72 horas a 20°C. Nossos dados sugerem que dentre as
condicdes avaliadas, a que demonstra o melhor sinal de ancoragem € a inducéo da

expressao proteica realizada a 20°C por 72 horas.

5.5  AVALIACAO DA ANCORAGEM DAS PROTEINAS VIRAIS

Para obtencao de resultados qualitativos e quantitativos da populacéo de células
de levedura, foram executados ensaios de citometria de fluxo e microscopia de
imunofluorescéncia utilizando as linhagens EBY100, EBY100:AGA2, EBY100:E80-
ZIKV e EBY100:N4P5-SARS. As células foram marcadas com anticorpo anti-HIS
(1:100) e anti-mouse-lgG-FITC (1:100), a linhagem EBY100:N4P5-SARS foi exposta
a uma concentracdo menor de anticorpo em um ensaio distinto (anti-HIS 1:500, anti-
mouse-lgG-FITC 1:1000). Além disso, células marcadas apenas com anticorpo
secundario foram analisadas para determinar a ligacéo inespecifica deste anticorpo
as linhagens em questao. Como visto na figura 20, € possivel confirmar a ancoragem
da proteina AGA2 (EBY100:AGA2) a qual possui fusionada a ela apenas a tag 6x-HIS,
a qual apresenta 52,5% da populacéo analisada positivas para marcacao contra a tag
6x-HIS (Figura 20a). Por outro lado, a linhagem controle negativo EBY100, apresenta
apenas 0,58% das células marcadas como positivas, indicando o background da
marcacao anti-HIS com anti-mouse-IgG-FITC (Figura 20a). A linhagem EBY100:E80
demonstra um percentual positivo muito baixo (1,1%), demonstrando que uma porc¢éo
muito pequena da populacédo total analisada esta expressando a proteina E80-ZIKV.
Por outro lado, a linhagem EBY100:N4P5-SARS apresentou um percentual de células
positivas mais elevado (15,1%, Figura 20a). Os resultados obtidos com as células
marcadas apenas com anti-mouse-lgG-FITC mostram uma percentagem baixa para
as linhagens analisadas (Figura 20b, EBY100 0,095%; EBY100:AGA2: 0,10;
EBY100:E80-ZIKV:0,11%).
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Figura 20 - Citometria de fluxo das linhagens de levedura.

a) As células de levedura analisadas por marcacao indireta com anti-HIS (1:100) e anti-
mouse-1gG-FITC (1:100); b) células de levedura marcadas apenas com anticorpo
secundario. C) representacao das populagdes de células. A populagdo de levedura foi
definida quanto ao seu tamanho e granulosidade, e as imagens apresentam os resultados
obtidos com 20.000 eventos desta populacdo. A regido positiva (seta dupla) foi definida a
partir de células sem marcacao de anticorpos.
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Fonte: A autora, 2022

Para microscopia de imunofluorescéncia, as células foram visualizadas no
aumento de 40x em luz branca (Figura 21b,d,f,h) e no filtro para o fluoréforo FITC, o
gual esta conjugado ao anticorpo secundario (anti-mouse-IgG-FITC). Como esperado,

a linhagem EBY100 néo apresentou células marcadas (Figura 21a,b).
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Figura 21 - Microscopia de imunofluorescéncia das linhagens de levedura.

As linhagens EBY100 (parental), EBY100:AGA2 (controle positivo), EBY100:E80-ZIKV e
EBY100:N4P5-SARS foram analisadas por microscopia de imunofluorescéncia utilizando
marcacao indireta com anti-HIS e anti-mouse-lgG-FITC. As imagens foram obtidas com
aumento de 40X e analisadas na ferramenta Leica Las-AF. As células foram fotografadas
utilizando luz branca (b,e,h,k) e em filtro fluorescente (a,d,g,j), a sobreposicdo das imagens
foi obtida com uma ferramenta de edicdo de imagens (c,f,i,l).

EBY100

EBY100:AGA2

EBY100:N4P5-SARS EBY100:E80-ZIKV

Fonte: A autora, 2022

As linhagens EBY100:AGA2 e EBY100:N4P5-SARS apresentam células
marcadas quando visualizadas em filtro fluorescente, demonstrando novamente a
ancoragem das proteinas. Porém, para a linhagem EBY100:E80-ZIKV, nao foi

possivel detectar células com fluorescéncia nos campos analisados, resultado este
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gue corrobora com o ja observado no experimento anterior onde foi verificado um

baixissimo percentual de células expressando a proteina E80-ZIKV.

5.6 AVALIACAO DA IMUNORREATIVIDADE DA PROTEINA E80-ZIKV POR
YEAST-ELISA

Para determinar a funcionalidade da proteina E80-ZIKV ancorada na superficie
celular de S. cerevisiae EBY100, realizamos um ensaio preliminar de avaliagdo da
imunorreatividade através de dois ensaios realizados em paralelo utilizando Yeast-
ELISA indireto. Para tanto, foram utilizadas as linhagens EBY100:E80-ZIKV, a
linhagem parental EBY100 (controle negativo) e a linhagem EBY100:AGA2, a qual é
controle positivo para marcagéo com anti-HIS e controle negativo para marcagéo com
anticorpo especifico anti-envelope ZIKV. Primeiramente, para determinar se 0 novo
lote de células produzidas continha a proteina E80-ZIKV devidamente ancorada, as
células foram preliminarmente avaliadas em ensaios Yeast-ELISA indireto utilizando
anticorpo dirigido a tag 6xHIS. (Figura 22).

Neste ensaio, para avaliar a ligacao inespecifica do anticorpo anti-mouse IgG as
células das linhagens utilizadas, foi realizado um ensaio controle contendo cada uma
das linhagens utilizadas expostas apenas ao anti-mouse IgG (HRP, anticorpo
secundario), resultando em consideraveis valores de absorbancias. Desta forma, para
estes ensaios de Yeast-ELISA utilizando marcacao indireta, os dados brutos (DB) de
absorbancia obtidos no Yeast-ELISA com anti-HIS ou anti-envelope (Figura 22a e 23a)
foram tratados através da subtracdo dos valores de absorbancia observados em cada
linhagem resultante da ligacdo inespecifica (LI) do anticorpo secundario a linhagem
respectiva (Figura 22b e 23b) (Ancoragem = DB — LI). Por exemplo, foi observada
uma absorbancia de 0,594 (450 nm) para a linhagem EBY100:E80-ZIKV marcada com
anti-HIS e anti-mouse-IgG-HRP (Figura 22a), entretanto, quando esta mesma amostra
de células é marcada apenas com anticorpo secundario observamos uma absorbancia
de 0,425 (Figura 22b). Logo, o valor referente ao sinal do anticorpo anti-HIS (0,169) é
o resultado da subtracdo entre o valor obtido com a dupla marcacéo e o valor obtido
apenas com anticorpo secundario (0,594 — 0,425 = 0,169) (Figura 22c). Desta forma,
€ possivel confirmar a correta ancoragem da proteina E80-ZIKV, a qual apresenta
uma razao (338X) estatisticamente significativa em relagédo ao sinal observado na

linhagem parental EBY100 (Figura 22c).
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Figura 22 - Yeast-ELISA indireto para avaliar a ancoragem da proteina E80-ZIKV na
superficie celular de S. cerevisiae EBY100 pela deteccdo da tag 6xHIS.

a) Células marcadas com anti-HIS e anti-mouse-lgG-HRP. B) células marcadas apenas com
anti-mouse-lgG-HRP. C) Dados tratados através da subtracdo do sinal inespecifico do
anticorpo secundario observado no grafico b. Os valores indicados acima das barras
correspondem a razdo de aumento da absorbancia em relagéo ao controle (linhagem
parental EBY100); os asteriscos (*) mostram os dados estatisticamente significativos: p <
0,05. “ns” mostra os valores que nao foram estatisticamente significativos: p = 0,05. Ensaio
realizado em duplicata.
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Fonte: A autora, 2022

Finalmente, um segundo ensaio foi realizado para confirmar a imunorreatividade
da proteina ancorada na linhagem EBY100:E80-ZIKV utilizando um anticorpo
comercial capaz de reconhecer a regido central da proteina do envelope do Zika virus.
Para esta analise, as linhagens EBY100 (parental) e EBY100:AGA2 (linhagem com
vetor sem proteina de interesse) foram utilizadas como controles negativo. Os dados
brutos destes ensaios (Figura 23a) foram tratados como anteriormente descrito para
subtrair a ligacédo inespecifica do anticorpo secundario (Figura 23b) as células de
levedura. Como observado no grafico ¢ da figura 23, a deteccdo da proteina E80
(inhagem EBY100:E80) através do reconhecimento pelo anticorpo anti-envelope
resulta numa absorbéancia de 0,114, o qual possui uma razéo de 7.6 e 50.7 vezes em
relacdo aos controles negativos EBY100 e EBY100:AGA2, respectivamente. Os
resultados obtidos foram estatisticamente significativos (p<0,05) e confirmam que a
proteina EB0-ZIKV ancorada na superficie celular de S. cerevisiae EBY100 é capaz
de ser reconhecida por anticorpos especificos anti-envelope, demonstrando sua

funcionalidade.
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Figura 23 - Yeast-ELISA indireto para avaliar a imunorreatividade da proteina E80-ZIKV
ancorada na superficie celular de S. cerevisiae EBY100 utilizando anticorpo anti-ENV.
A) células marcadas com anti-envelope (1:1.000) e anti-mouse-IgG-HRP (1:50.000). B)
células marcadas apenas com anticorpo secundario anti-mouse IgG (1:50.000) para
avaliacdo do sinal inespecifico do anticorpo secundario. C) Dados tratado através da
subtragdo dos valores de cada linhagem no grafico a pelo valor especifico da linhagem
obtido com marcacdo apenas com anticorpo secundario (grafico b). Os valores indicados
nas setas duplas correspondem a razdo de aumento da absorbancia em relagéo ao controle
(linhagem parental EBY100 ou linhagem contendo apenas vetor vazio EBY100:AGA2); os
asteristicos (*) mostram os dados estatisticamente significativos: p < 0,05. “ns” mostra os
valores que nao foram estatisticamente significativos: p =2 0,05. Ensaios realizados em
duplicata.
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5.7 AVALIACAO DA IMUNORREATIVIDADE DA PROTEINA E80-ZIKV POR
CITOMETRIA DE FLUXO E MICROSCOPIA DE IMUNOFLUORESCENCIA

Ensaios de citometria de fluxo e microscopia de imunofluorescéncia foram
também realizados utilizando marcacdo das células com anticorpo anti-envelope do
Zika virus. Para isto, foram utilizadas as linhagens EBY100:AGA2 (controle negativo)
e a linhagem EBY100:E80-ZIKV. Os resultados obtidos através da analise das células
em citbmetro de fluxo, demonstram novamente a baixa expressao da proteina E80-
ZIKV na populagéo de células avaliadas (Figura 24). Os resultados obtidos com anti-
envelope e anti-mouse-lgG-FITC mostram que 0,10% e 0,17% das células analisadas
foram positivas para FITC nas linhagens EBY100:AGA2 e EBY100:E80-ZIKV,
respectivamente (Figura 24). Juntamente com os dados de Yeast-ELISA, nossos
resultados com citometria de fluxo demonstram a baixa expressao do ectodominio da

proteina do envelope do ZIKV pela linhagem S. cerevisiae EBY100:E80-ZIKV.



70

Figura 24 - Segundo ensaio de citometria de fluxo para avaliacdo da imunorreatividade
da proteina E80-ZIKV em S. cerevisiae.

a) a linhagem EBY100:AGA2 (vetor vazio) foi utilizada como controle negativo. b) a
linhagem EBY100:E80-ZIKV foi utilizada para demonstrar a imunorreatividade da proteina
E80 ancorada em sua superficie. c,d) representacao das populacdes de células. As células

de levedura foram analisadas por marcacgéao indireta com anti-envelope (1:500) e anti-
mouse-IgG-FITC (1:1000). A populacao de levedura foi definida quanto ao seu tamanho e
granulosidade, e as imagens apresentam os resultados obtidos com 20.000 eventos desta
populacdo. A regido positiva (seta dupla) foi definida a partir de células sem marcagéo de

anticorpos.
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Na microscopia, as células de EBY100:AGA2 nao apresentam fluorescéncia
assim como esperado para esta linhagem. Por outro lado, é possivel ver um grupo de
células positivas quando a linhagem EBY100:E80-ZIKV é visualizada em filtro
fluorescente. Apesar disto, quando comparamos a quantidade de células
fluorescentes (Figura 25c) com as células vistas na luz branca (Figura 25d) a
representacao desta populagéo positiva é claramente muito baixa. Com isto, os dados
de citometria de fluxo e microscopia de imunofluorescéncia sdo condizentes com os
dados observados no Yeast-ELISA, ou seja, conseguimos confirmar a

imunorreatividade da proteina E80-ZIKV. Entretanto, em todos o0s experimentos
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realizados o sinal observado € muito baixo, mostrando que a E80-ZIKV esta sendo

ancorada na superficie de S. cerevisiae em niveis baixos de expressao.

Figura 25 - Microscopia de imunofluorescéncia para avaliar aimunorreatividade da
proteina E80-ZIKV ancorada em superficie celular de S. cerevisiae.

As linhagens EBY100:AGA2 usada como controle negativo e EBY100:E80-ZIKV foram
analisadas por marcagéo indireta com anti-envelope (1:500) e anti-mouse-lgG-FITC
(1:2000). As imagens foram obtidas com aumento de 40X e analisadas na ferramenta Leica
Las-AF. As células foram fotografadas utilizando luz branca (b,f) e em filtro fluorescente
(a,e). A sobreposicao das imagens foi obtida utilizando uma ferramenta de edi¢éo de
imagens (c,Q).

EBY100:AGA2

EBY100:E80-ZIKV

Fonte: A autora, 2022

5.8 AVALIACAO DA IMUNORREATIVIDADE DAS LEVEDURAS ESTOCADAS

Para analisar a estabilidade das proteinas ancoradas na superficie celular das
leveduras, células das linhagens EBY100, EBY100:AGA2 e EBY100:E80-ZIKV foram
estocadas por refrigeracéo (2-8°C) durante 38 dias. Foram realizados trés ensaios de
Yeast-ELISA com as células em questdo, primeiramente utilizando o lote de células
logo apds a etapa de inducgéo (células frescas) e apos 24 e 38 dias de estocagem em
geladeira (tampédo PBS). As células foram marcadas indiretamente com anti-HIS e
anti-mouse-lgG-HRP (Figura 26), onde os resultados obtidos demonstram a
comparacao entre o sinal de ancoragem (absorbancia) da linhagem em questdo em

relacdo a linhagem controle EBY100. Apos 24 dias de estocagem, a deteccdo de



72

EBY100:E80-ZIKV foi mantida quando comparada com o sinal visto com células
frescas (Figura 26a).

Figura 26 - Yeast-ELISA indireto para avaliar a ancoragem e imunorreatividade da

proteina E80-ZIKV ap6s estocagem das células de levedura.

a) Ensaio utilizando a marcacdo com anticorpo anti-6xHIS e anti-mouse-IgG com dados
tratados (subtracdo do sinal inespecifico do anti-lgG observado no gréfico c). B) Resultados
obtidos com anti-envelope para células recém induzidas (tempo 0) e células estocadas por
24 e 38 dias, os dados visualizados séo tratados com os valores vistos no graficod. C,D e

E) deteccédo do sinal inespecifico do anticorpo secundario obtido para as diferentes
linhagens utilizadas ap6s 0, 24 e 38 dias de estocagem, respectivamente. Os valores
indicados nas setas duplas correspondem a raz&o observada na linhagem respectiva em
relacdo ao relagdo ao controle (linhagem parental EBY100 ou linhagem contendo apenas
vetor vazio EBY100:AGA2); os asteriscos (*) mostram os dados estatisticamente
significativos: p < 0,05. “ns” mostra os valores que n&o foram estatisticamente significativos:

p = 0,05.
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Além disso, um sinal positivo é observado quando as células sdo marcadas com
anti-envelope, demonstrando que a imunorreatividade se manteve ap6s 24 dias de
estocagem (Figura 26b). Apdés 38 dias de estocagem, o sinal de ancoragem
EBY100:E80-ZIKV tem uma queda (Figura 26a) mas mantém uma razao alta entre

esta linhagem e o controle (4X, p <0,05). Desta maneira, foi possivel confirmar e
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funcionalidade da proteina E80-ZIKV mesmo apos 24 dias de estocagem. Em relacéo
a imunorreatividade de E80-ZIKV apds 38 dias de estocagem, nao foi observado
diminuicdo da absorbancia quando comparada com o sinal de 24 dias, porém a razao
entre EBY100:E80-ZIKV e EBY100:AGA2 é diminuida (p>0,05). Nossos resultados
mostram que mesmo com a baixa expressao e ancoragem da proteina E80-ZIKV
ainda é possivel demonstrar sua ancoragem mesmo ap0s 38 dias de estocagem,

porém seu sinal de imunorreatividade é observado apenas apos 24 dias.

59 RECUPERACAO DAS PROTEINAS ANCORADAS

O sistema de ancoragem de proteinas utilizando a ancora a-aglutinina permite que as
proteinas ancoradas sejam recuperadas da superficie celular por tratamento com um agente
redutor capaz de quebrar as pontes de dissulfeto que ligam Agalp a Aga2p. Para demonstrar
a recuperacgdo das proteinas E80-ZIKV e N4P5-SARS da superficie celular das leveduras
produzidas aqui, executamos um experimento onde 2 x 108 células de levedura induzidas
foram tratadas com DTT. O sobrenadante recuperado deste tratamento foi utilizado como
antigeno no ELISA com marcacdao indireta utilizando anti-HIS e anti-mouse-lgG-HRP. Para o
controle negativo, foi utilizado o sobrenadante do tratamento de células EBY100. Utilizando
as proteinas recuperadas, foi possivel obter sinal de ancoragem no ELISA para todas as
linhagens analisadas (Figura 27). As proteinas AGA2-6xHIS e N4P5-SARS apresentaram
altissimas razfes (proteina:controle), enquanto a proteina E80-ZIKV novamente apresenta

sinal e razao mais baixos.
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Figura 27 - ELISA com as proteinas recuperadas da superficie celular.

As proteinas sollveis foram adsorvidas em placa de ELISA e marcadas com anti-HIS e anti-
mouse-1gG-HRP, 0 ensaio com marcacao apenas com anticorpo secundario foi incluido. a)
ELISA utilizando as proteinas solUveis como antigeno. b) proteinas solUveis expostas
apenas ao anticorpo secundario. Os valores indicados nas barras correspondem a razao
observada na linhagem respectiva em relacéo ao controle (EBY100 tratada com DTT). Os

asteriscos (*) mostram os dados estatisticamente significativos: p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho utilizamos o sistema EBY100/pYD1 baseado na ancoragem de
proteinas na superficie celular de S. cerevisiae. Nesse sistema, o promotor indutivel
PGALL controla a expressao dos genes de interesse (que codificam as proteinas E80-
ZIKV e N4P5-SARS) que foram fusionados ao gene AGA2, presente no vetor de
expressdo e responsavel por codificar a sub-unidade Aga2p da proteina de parede
celular a-aglutinina (INVITROGEN, 2002; BODER, WITTRUP, 1997). A segunda
subunidade da proteina a-aglutinina (Agalp) é a porcéo que se liga a parede celular
das células de levedura através do motivo GPI, e na linhagem EBY100 de S.
cerevisiae esta sob controle também do promotor PGAL1 (ANDREU, DEL OLMO,
2018; BODER, WITTRUP, 1997). Assim, o cultivo das células de levedura em meio
contendo galactose induz a expressao das nossas proteinas de interesse ancoradas
a a-aglutinina. O peptideo sinal de secrecédo utilizado nesse sistema é o0 peptideo
natural da proteina Aga2p, e para detectar a correta ancoragem dessas proteinas
utilizamos um anticorpo comercial capaz de detectar a tag de verificagdo poli-histidina
(6xHIS).

Para estabelecer uma boa producéo das proteinas virais utilizadas neste estudo,
analisamos a inducéo da expressao das proteinas E80-ZIKV e N4P5-SARS a 20°C e
30°C e verificamos qual o intervalo de tempo necessario para alcancar a maior
eficiéncia de ancoragem destas proteinas, avaliando os resultados apés 24, 48 e 72
horas de cultivo.

Os ensaios foram realizados pelo método ELISA usando as leveduras com
proteinas ancoradas como antigeno (Yeast-ELISA) contra um anticorpo anti-HIS. A
temperatura de inducdo é um fator importante na otimizacdo da expressdo de
proteinas recombinantes em leveduras (CAMARERO, et al., 2012). As temperaturas
aqui avaliadas sdo comumente utilizadas na literatura para expressao e ancoragem
de proteinas em leveduras (INVITROGEN, 2002; ANDREU; DEL OLMO, 2013).
Apesar disso, o efeito da temperatura de inducdo na expressdo das proteinas
heterélogas podem ser especificos para a proteina em questdo (HONG, et al., 2002).
Assumimos que as proteinas ectodominio do Zika virus e epitopo N4P5 da proteina
nucleocapsideo do virus SARS-CoV-2 poderiam ter temperatura de inducéo ideal

diferentes, devido a diferengas intrinsecas destas proteinas, principalmente em
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relacdo aos seus tamanhos. A proteina E80-ZIKV possui 409 residuos de aminoacidos
(QU et al., 2018) e necessita de modifica¢des pos-traducionais como a N-glicosilagao
(MOSSENTA et al., 2017), demonstrando ser mais complexa que a proteina baseada
no epitopo N4P5-SARS, desenhada para conter duas coépias concatenadas
resultando em apenas 45 aminoacidos (AMRUN et al., 2020).

Nossos resultados mostram que sé foi possivel expressar E80-ZIKV a 20°C
(Figura 19), demonstrando que diminuir a temperatura de inducdo pode ser favoravel
para expressdo e processamento de proteinas grandes. Estes resultados se
correlacionam com os resultados publicados na literatura sobre a influéncia positiva
de temperaturas baixas na melhora do enovelamento de proteinas recombinantes,
devido principalmente a reducao da taxa de crescimento celular (CAMARERO, et al.,
2012). A temperatura de 20°C também favoreceu a maior expresséo de N4P5-SARS,
resultando num aumento de 2 vezes quando a temperatura de inducao é diminuida
de 30 para 20°C apés 72 horas de cultivo (Figura 19). No geral, a inducdo a 20°C
favoreceu a ancoragem de todas as proteinas analisadas (Aga2p sem proteina de
interesse, Aga2p com E80-ZIKV e Aga2p com N4P5-SARS).

O segundo parametro analisado foi o intervalo de tempo que as células de
leveduras recombinantes permaneceram submetidas a condicdo de inducdo da
expressdo e ancoragem das proteinas virais. Para determinar o intervalo de tempo
ideal para este processo, foram analisados trés pontos diferentes de cada
experimento realizado nas diferentes temperaturas de inducdo e analisados por
Yeast-ELISA (24, 48 e 72 horas). Nossos resultados mostram que N4P5-SARS pode
ser detectada com 24 horas de inducdo, mas a ancoragem € aumentada
consideravelmente apGs 72 horas. A proteina E80-ZIKV é capaz de ser detectada com
24 horas de inducéo (apenas com 20°C), porém a ancoragem observada € ainda muito
baixa, sendo a melhor condi¢do observada a 72 horas de indugéo (raz&o de 1.8 vezes
em comparacdo com a linhagem parental). Por outro lado, quando induzida a 30°C o
aumento do tempo de inducao parece diminuir a ancoragem desta proteina. Dados da
literatura demonstram que quantidades significativas de proteinas heterdlogas podem
ser obtidas com cerca de 6 a 8 horas de inducédo, entretanto, esse resultado foi
alcancado com peptideos de apenas 5-9 residuos de aminoacidos (ANDREU; DEL
OLMO, 2013). Condizente com nossos achados, a expresséo e ancoragem de uma

hemaglutinina do H4N1 (568 aminoacidos) e uma fusdo de duas proteinas (400
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aminoacidos) do virus da sindrome da mancha branca na superficie de S. cerevisiae
EBY100 foram observadas com 72 horas de inducdo em galactose a 20°C (LEI et al.,
2016; LEIl et a., 2021a; LEI et al., 2021b). Apesar disto, a eficiéncia de producéo da
proteina do envelope do ZIKV parece ser dependente de temperatura. Kim e
colaboradores (2021) demonstraram que a proteina envelope secretada por células
de mamiferos tem sua producdo aumentada quando a temperatura é reduzida de
37°C para 28°C,demonstrando que, assim como em nossos resultados, reduzir a
temperatura da condi¢cdo de inducdo pode melhorar a producdo da proteina em
questdo. Por outro lado, a condicdo mais proxima (30°C) poderia ser responsavel por
aumentar a producéao de proteinas funcionais.

Uma vez identificada a condi¢éo de 20°C por 72h como sendo a melhor condi¢éo
de inducdo da expressdo das proteinas e sua ancoragem em superficie celular,
analisamos a ancoragem das proteinas virais através de citometria de fluxo. Utilizando
o sistema EBY10/pYD1 é esperado que a populacdo expressando a proteina em
superficie seja entre 50-70% (INVITROGEN, 2002). Quando utilizamos o vetor pYD1
modificado para conter apenas a tag 6xHIS (Linhagem EBY100:AGA2, perdendo as
tags Xpress e V5), nosso resultado foi de 52,8% de células contendo a proteina AGA2-
6xHIS ancorada na superficie celular (Figura 20). Entretanto, quando utilizamos as
linhagens recombinantes EBY100:E80-ZIKV e EBY100:N4P5-SARS nossos dados
demonstram apenas 1,11% e 15,1%, respectivamente (Figura 20). Alguns trabalhos
publicados também demonstram niveis de ancoragem abaixo do esperado utilizando
a-aglutinina como ancora. Por exemplo, um trabalho recente (Yang et al., 2019)
demonstrou a ancoragem de uma enzima de 422 aminoacidos com uma populacéo
positiva de 38,91%. Este mesmo trabalho demonstra que apds fusionar a proteina de
interesse na porcao Agalp (ao invés de Aga2p) a porcentagem de células positivas
guase dobrou (74,77%). Ryckaert e colaboradores (2008) em trabalho demonstrando
a expressdo de diferentes lectinas na superficie celular de EBY100 detectaram
populacdes positivas variantes entre 31-58%, a populacéo decaiu consideravelmente
guando utilizado um anticorpo especifico para a atividade das lectinas (0,2-15.3%).
Por outro lado, ha achados na literatura com niveis altos de expressédo, um exemplo
disto foi a expressdo de uma hidrofobina (HFB1, 97aa) fusionada ao N-terminal de
Agaz2p onde foi possivel observar uma populacao positiva de 68.8% (ANDREU et al.,

2021). Ademais, a expressdo de dois antigenos virais fusionados relacionados ao



78

virus da sindrome da mancha branca (400 aa) foi detectada numa populacdo de 63,4%
utilizando o mesmo sistema pYD1/EBY100 (LEI et al., 2021b). Ainda, uma populacéo
de 92,2% foi positiva para a ancoragem de cinco peptideos concatenados utilizados
como proposta de tratamento para a doenca de Alzheimer (LIU et al., 2020). Desta
forma, a ancoragem de proteinas e peptideos parece ter resultados variantes a
depender de caracteristicas intrinsecas da proteina de interesse como também de
outras propriedades do sistema de ancoragem. Além da citometria de fluxo, nés
também avaliamos a ancoragem das proteinas E80-ZIKV e N4P5-SARS através de
microscopia de imunofluorescéncia, os quais foram capazes de fornecer dados de que
as linhagens EBY100:AGA2 e EBY100:N4P5-SARS aqui construidas foram capazes
de ancorar as proteinas de interesse em sua superficie, utilizando marcacéo
especifica para a tag 6xHIS.

A verificacdo da funcionalidade da proteina de interesse € uma etapa de suma
importancia para demonstrar a aplicacdo do sistema de ancoragem de proteinas em
superficie celular. Em outras palavras, além de demonstrar que a proteina de interesse
estd ancorada em superficie com uso de anticorpos que reconhecem tags de
verificagcdo presentes na construcdo, € importante a utilizacdo de ensaios que
determinem que a proteina de interesse ancorada € capaz de exercer sua funcao. A
avaliacdo da funcionalidade de antigenos virais ancorados na superficie celular de S.
cerevisiae pode ser demonstrada de diferentes maneiras, por exemplo, desde a
ensaios in vivo quando a aplicacdo destas linhagens visa o desenvolvimento de
estratégias vacinais, até a utilizacdo de ensaios in vitro utilizando anticorpos
comerciais capazes de reconhecer a proteina de interesse. Aqui, avaliamos a
funcionalidade da proteina E80-ZIKV ancorada na superficie celular de S. cerevisiae
EBY100 através do uso de anticorpo especifico para a proteina do envelope do Zika
virus através de citometria de fluxo, microscopia de imunofluorescéncia e Yeast-
ELISA. Nossos resultados, apresentam baixissimos sinais positivos quanto a
deteccdo de E80-ZIKV em todos os trés tipos de ensaios realizados. O que €
consistente com os resultados obtidos quando utilizado anticorpos anti-HIS. Desta
forma, a linhagem S. cerevisiae EBY100:E80-ZIKV parece ter dificuldades para
ancorar a proteina E80-ZIKV em sua superficie celular. Como citado anteriormente,
isso pode ser resultado da estrutura desta proteina, a qual € uma proteina grande e

gue necessita de processos poés-traducionais que podem afetar sua producéo pela
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célula de levedura. Trabalhos na literatura demonstraram que a producéo da proteina
do envelope ZIKV e seu ectodominio pode ser drasticamente reduzida quando sua
glicosilacéo é afetada (MOSSENTA et al., 2017, KIM et al., 2021). Assim, a dificuldade
em expressar uma proteina grande como E80, que necessita de glicosilacdo para
permitir sua producdo eficiente pode estar impactando a correta producdo e
consequentemente a ancoragem desta proteina na superficie celular de EBY100. Vale
ressaltar que em nossas analises para obtencéo da condicéo ideal de ancoragem das
proteinas virais, utilizamos um anticorpo dirigido a deteccdo da tag de verificacdo
6XHIS presente na por¢cdo N-terminal das proteinas virais, o que nos confirma que as
proteinas E80-ZIKV e N4P5-SARS foram ancoradas na superficie celular de S.
cerevisiae. Entretanto, apesar de temperaturas na faixa de 20-25°C serem descritas
como potencializadores da ancoragem de proteinas heter6logas em leveduras, outros
autores observaram que um numero maior de proteinas funcionais foi obtido com
temperatura de inducdo de 30°C (KAJIRARA, AOKI, UEDA, 2020). Logo, € possivel
gue outra condicao de inducao da expresséao proteica pudesse melhorar os sinais de
producdo de E80-ZIKV e N4P5-SARS funcionais.

Apesar de nossos resultados indicarem baixos niveis de ancoragem da proteina
E80-ZIKV, estes niveis se mantém durante a estocagem da levedura EBY100:E80-
ZIKV por até 38 dias. Neste sentido, resultados positivos sdo encontrados em
trabalhos ja publicados. Por exemplo, em 2018 pesquisadores demonstraram a
estabilidade de proteinas ancoradas na superficie celular de S. cerevisiae por até um
ano quando estocadas por refrigeracdo (2-8°C, KUMAR, 2018). Recentemente, 0
mesmo grupo de pesquisa apresentou dados de leveduras liofilizadas estocadas por
até um ano e meio, nas quais as proteinas nao perderam sua funcionalidade (KUMAR,;
KHARBIKAR, 2021). Por outro lado, nossos dados indicam que a imunorreatividade
de EBO0-ZIKV obtida Yeast-ELISA ndo é mais detectada apd6s 38 dias, o que
provavelmente se deve ao fato de os niveis de ancoragem desta proteina ja estarem
muito baixos.

Juntamente com niveis baixos de deteccdo das proteinas de interesse, nos
deparamos com outros desafios ao utilizar a metodologia de Yeast-ELISA. Nossos
dados demonstram a utilizagcdo do Yeast-ELISA para deteccdo de anticorpos
utilizando como antigeno leveduras recombinantes expressando proteinas virais em

sua superficie. Esta estratégia pode ter grande potencial para diagnéstico de doencas,
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por exemplo, através da deteccdo de anticorpos em soro de pacientes. Apesar de
bastante atrativa, essa metodologia apresenta alguns desafios: nos dados
apresentados aqui é possivel verificar que o anticorpo secundario utilizado no ELISA
indireto parece apresentar uma ligacado inespecifica, a qual € variante entre as
linhagens testadas. Problemas com ligacdo cruzada e inespecifica de anticorpos IgG
ja séo descritos na literatura (JIGAN et al., 2017). Além disso, alguns trabalhos com o
sistema yeast surface display utilizam controles de experimentos onde as células séo
marcadas apenas com anticorpo secundario (ANDREU; DEL-OLMO, 2017; LIU et al.,
2022). Nossos dados obtidos através de Yeast-ELISA indireto consideraram o sinal
inespecifico (ruido) provindo da ligacdo do anticorpo anti-mouse-IgG-HRP, o qual foi
utilizado como branco. Entretanto, este ruido parece ser consideravelmente alto e
dependente da linhagem utilizada. Uma alternativa para diminuir o ruido de ligacéo do
anticorpo secundario, e ainda aproveitar a vantagem do sistema YSD para evitar
etapas de purificacdo das proteinas antigénicas, seria a utilizacdo das proteinas
ancoradas a superficie recuperadas em solucdo sobrenadante. Para tanto, foi
empregado uma etapa simples de recuperacédo baseada na incubacéo das células em
uma solucdo de DTT capaz de reduzir as ligaces dissulfeto que ligam Aga2p a Agalp
(UCHANSKI et al., 2019), liberando na soluc&o sobrenadante a proteina de interesse
fusionada a Aga2p. Aqui demonstramos a utilizacdo destas proteinas recuperadas em
experimentos de ELISA, nos quais obtivemos resultados quanto a sua deteccgéo
parecidos com aqueles utilizando a levedura inteira como antigeno. Estes resultados
sdo bastante animadores pois nos permitem uma estratégia alternativa para diminuir
a ligacéao inespecifica dos anticorpos secundarios ao antigeno utilizado (célula inteira),
podendo resultar em melhor sinal nos ensaios ELISA, com ruido de ligacéo
inespecifica bastante menor. Além disso, considerando uma aplicacdo deste ensaio
para detecc¢éo de anticorpos em soro humano, estes dados sao bastante animadores,
visto que em experimentos realizados por nosso grupo (dados ndo mostrados) para
deteccdo de anticorpos em soro humano utilizando levedura inteira como antigeno
(Yeast-ELISA) observamos alta reatividade dos soros a célula de levedura, nos
levando a obter resultados com alto sinal-ruido. Desta forma, a obtencdo de altos
niveis de deteccdo da proteina N4P5-SARS (recuperada da parede celular de
levedura) utilizando um anticorpo anti-HIS (Figura 27) evidencia seu potencial uso em

futuros ensaios para deteccéo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em soro humano. Vale
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ressaltar que o epitopo N4P5 possui grande aplicacdo na deteccdo de IgG (anti-
SARS-COV-2) e é descrito como indicador de gravidade da doenca COVID-19
(AMRUN et al., 2020).

Aqui descrevemos a aplicabilidade do sistema de ancoragem de proteinas virais
na superficie celular da levedura S. cerevisiae, a otimizagao das condi¢6es de inducao
e ancoragem de duas proteinas relacionadas a virus responsaveis por epidemia e
pandemia recentes. As proteinas virais utilizadas neste trabalho ja possuem relatos
publicados sobre seu potencial no desenvolvimento de estratégias vacinais e de
diagndstico do Zika virus e SARS-CoV-2, respectivamente. Além disso, apresentamos
dados sobre a imunorreatividade do ectodominio da proteina do envelope do Zika
virus ancorado na superficie celular de S. cerevisiae. Demonstramos que mesmo em
baixos niveis esta proteina € capaz de ser detectada por anticorpos especificos
mesmo apos 24 dias de estocagem. Além disso, demonstramos a recuperacao em
Unica etapa da proteina N4AP5-SARS da superficie celular da levedura, e sua utilizagao
em experimentos de ELISA. Este método pode gerar uma alternativa rapida e barata
para producdo de insumos para imunoensaios que se baseiam no uso de proteinas
antigénicas purificadas. Juntos, nossos achados auxiliam no desenvolvimento de
linhagens recombinantes que podem ser utilizadas como imunorreagentes capazes
de serem aplicados em estudos para desenvolvimento de estratégias vacinais anti-
ZIKV e anti-SARS-CoV-2, e na sua utilizacdo como ferramentas de diagndsticos para

rastrear e evitar a propagacao destas infeccdes virais.
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7 CONCLUSOES

Aqui demonstramos a obtencdo de duas linhagens recombinantes de S.
cerevisiae ancorando em sua superficie celular duas proteinas virais relacionadas ao
Zika virus e SARS-CoV-2. A plataforma de ancoragem de proteinas aqui utilizada,
possibilitou a detec¢do da proteina E80-ZIKV (ectodominio da proteina do envelope
do Zika virus) e N4P5-SARS (epitopo da proteina do nucleocapsideo do SARS-CoV-
2) em ensaios (Yeast-ELISA, microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo)
utiizando anticorpo especifico para tag 6xHIS. Demonstramos ainda a
imunorreatividade da proteina E80-ZIKV utilizando um anticorpo comercial, a qual
apos 24 dias de estocagem das leveduras ainda demonstrou reatividade ao anticorpo.
Apesar disto, nossos dados demonstram baixos niveis de producéo desta proteina,
indicando que séo necessarias etapas adicionais de otimizacéo de sua producédo para
aumentar a eficiéncia de ancoragem. Por outro lado, a recuperacdo das proteinas
virais ancoradas da superficie celular numa etapa simples de incubacédo em reagente
redutor permitiu a liberacdo destas proteinas e suautilizacdo como antigeno em
experimentos de ELISA. Este achado indica que as proteinas recuperadas podem
gerar uma alternativa barata e eficaz para ser utilizada em futuros imunoensaios, como
€ 0 caso da deteccdo de anticorpos em amostras de soros. Desta forma, o presente
trabalho demonstra a aplicacdo do sistema de ancoragem em levedura na producao
de proteinas virais relacionadas a doencas infecciosas com grande impacto mundial
e gue necessitam de maior aten¢ado quanto ao desenvolvimento de estratégias para a

producédo de imunorreagentes visando a contencéo da disseminacéao viral.
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