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RESUMO

O virus da Zika (ZIKV) foi responsavel por surtos da doenca nos ultimos anos,
principalmente no Brasil, associado aos casos de microcefalia e a sindrome
de Guillain-Barré. Este cenario apontou para a necessidade de investigar
estratégias vacinais, drogas anti-virais e métodos de diagndstico, visto que,
as medidas profilaticas de controle de disseminacdo do mosquito- vetor sdo
pouco efetivas, sobretudo em paises subdesenvolvidos. A grande maioria das
estratégias utilizadas para o virus da Zika foram oriundas do virus da Dengue,
como por exemplo as estratégias envolvendo a proteina NS3. Esse antigeno
vem sendo estudado como umalvo interessante para diagnéstico e também
para vacinas, pela presenca de epitoposespecificos que induzem a ativacao
de células T. Estudos tém apontado que esta proteina ndo induz efeitos de
resposta exacerbada da doenca, apdés o individuo ter sido contaminado
previamente por outro flavivirus e ja possuir anticorpos sub- neutralizantes
para o mesmo. Bactérias como Escherichia coli, sdo muito utilizadas como
biofabricas, para producdo de proteinas heterélogas, com beneficios de
rapidocrescimento e custo baixo de manutencgéo. O presente trabalho visou a
producédo e purificacdo da porcao protease da proteina NS3 do virus da Zika
em E. coli. O gene foi clonado no vetor de expressdo pGEX-4T3 e
transformado em células de E.coli BL21(DE3). SDS-PAGE e Western Blot
foram utilizados para confirmar a producédo. Apds comprovar a expressao da
porcdo protease da proteina NS3, experimentos para purificagdo da mesma
foram realizados através de ensaios com resina de niquel e Glutationa
Sepharose. Contudo, os resultados obtidos ndo foram suficientes para
prosseguimento dos experimentos in vitro, pois o processo de purificacdo da
proteina ndo foi bem sucessido, impossibilitando a avaliacdo do potencial
imunoestimulatorio da procdo protease da proteina NS3. Ainda assim, a
proteina NS3 é apontada como importante alvo terapéutico para controle da
doenca, e por isso, seu uso deve continuar sendo explorado, afim de elucidar
respostas acerca do seu perfil imune, visto que maioria dos estudos acerca
da proteina séo voltados para a sua estrutura e fungéo.

Palavras-chave: Escherichia coli; recombinante; Zika virus; Vacinas; Proteinas; NS3.



ABSTRACT
The Zika virus (ZIKV) was responsible for outbreaks of the disease in recent
years, mainly in Brazil, associated with cases of microcephaly and Guillain-
Barré syndrome.This scenario pointed to the need to investigate vaccine
strategies, antiviral drugs and diagnostic methods, since prophylactic
measures to control the spread of the mosquito-vector are ineffective,
especially in underdeveloped countries. The vast majority of strategies used
for the Zika virus originated from the Dengue virus, such as strategies involving
the NS3 protein. This antigen has been studied as an interesting target for
diagnosis and also for vaccines, due to the presence of specific epitopes that
induce T cell activation. Studies have pointed out that this protein does not
induce exacerbated disease response effects, after the individual has been
previously contaminated by another flavivirus and already has sub-neutralizing
antibodies for the same. Bacteria such as Escherichia coli are widely used as
biofactories for the production of heterologous proteins, with the benefits of
rapid growth and low maintenance cost. The present work aims at the
production and purification of the protease portion of the Zika virus NS3 protein
in E. coli. The gene was cloned into the pGEX-4T3 expression vector and
transformed into E.coli BL21(DE3) cells. SDS-PAGE and Western Blot were
used to confirm production. After proving the expression of the protease
portion of the NS3 protein, experiments for its purification were carried out
through assays with nickel resin and Glutathione Sepharose. However, the
results obtained were not sufficient to continue the in vitro experiments, as the
protein purification process was not successful, making it impossible to
evaluate the immunostimulatory potential of the protease portion of the NS3
protein. Even so, the NS3 protein is identified as an important therapeutic
target to control the disease, and therefore, its use should continue to be
explored, in order to elucidate responses about its immune profile, since most

studies about the protein are focused on the its structure and function.

Keywords: Escherichia coli; recombinant; Zika virus; Vaccines; Proteins; NS3.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas causadas por artropodes, sendo a
Dengue, Zika e Chikungunya umas das mais conhecidas, e despertam
atencéo por terem causado grandes surtos na América Central. A infec¢éo
pelo ZIKV é responsavel por causar asindrome congénita em recém-
nascidos, relacionado a microcefalia e transtornos neuroldgicos, e em adultos,
a sindrome de Guillain-Barré. Apos o surto de casos em 2015-2016 no Brasil,
a doenca foi declarada pela OMS como um problema de saulde publica,
necessitando do desenvolvimento de estratégias vacinais, drogas antivirais e

meétodos de diagndstico, para controlar e diminuir os casos de infeccao.

Diferentes grupos de pesquisa vém trabalhando em vacinas para a
doenca, importando estratégias que ja eram utilizadas para o virus da
Dengue, devido a similaridade entre eles. O vasto numero de vacinas em
desenvolvimento néo limita oestudo de estratégias alternativas, ao passo que
fornece opcgdes que sejam eficazes e seguras, principalmente para gestantes,
mulheres em idade fértil e pessoas imunossuprimidas, pois sdo 0s mais
afetados e fazem parte do grupo prioritario. Alémdisso, uma maior opcao de
estratégias viabiliza a imunizacdo em massa em areas endémicas, levando

em consideracao o suprimento de insumos e o custo para a producao.

A proteina NS3 vem sendo considerada um alvo interessante para o
virus da Dengue e consequentemente para o Zika, por conta do seu papel
durante a replicacaoviral e a inducdo das células T no controle da infeccéo.
Grande parte dos estudos dessa proteina, sdo acerca da sua estrutura e
funcdo, apresentando dados limitados sobre a imunogenicidade e
antigenicidade, necessitando de pesquisas nesse sentido para o

desenvolvimento de estratégias antivirais.

A expressdao de proteinas heterdlogas por bactérias, como a E.coli, é
um sistema muito utilizado na indastria biofarmacéutica, principalmente pelo
seu baixo custo, facil manuseio e crescimento rapido, sendo utilizado como
um otimo meio de obtencéo de proteinas para utilizacdo nos estudos in vitro.
Sendo assim, o presente estudo tem como proposta a producéo e purificagéo

da porcéo protease da proteina NS3 do Zika virus em Escherichia coli.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Obter a porcéo protease da proteina NS3 do virus da Zika em Escherichia

coli.

1.1.2 Objetivos Especificos

¢ Produzir a proteina NS3 do ZIKV em sistema de expressao procariotico;

o Purificar a proteina de interesse;
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BREVE HISTORICO EPIDEMIOLOGICO DO ZIKA

O virus da Zika (ZIKV) foi identificado primeiramente no ano de 1947,
em amostras de soro oriundos de macacos Rhesus, que habitavam florestas
na regido de Uganda (SIMPSON, 1964). Apo6s isso, foram realizadas
investigacOes acerca do contdgio em humanos na area, no entanto, ndo foram
evidenciadas pessoas infectadas, mas sim que ja possuiam anticorpos,
indicando que o virus teria a capacidade de infectar a espécie (DICK, 1952).
Em 1954, durante um surto de ictericiana Nigéria, o virus foi detectado em
humanos pela primeira vez e com o passar dos anos, casos de infec¢do foram
surgindo em outros paises da Asia e Africa, como Indonésia e Uganda,
ocorrendo em 2007 seu primeiro grande surto na llha Yap, localizado no
nordeste do Pacifico (MACNAMARA, 1954;SIMPSON, 1964; OLSONI et al.,
1981;HAYES et al.,, 2009). Trés anos depois, casos foram reportados na
Tailandia, Indonésia, Camboja e Filipinas, demonstrando sinais de que a
doenca estaria passando de um estado autolimitado para casos mais graves
(BUATHONG et al., 2015;ALERA et al., 2015; HEANG et al., 2012; KWONG,
et al.,, 2013; NOORBAKHSH et al., 2019).

Por ser uma doenga com uma transmissao que ocorre principalmente
através de mosquitos vetores, como Aedes aegypti, regides com uma grande
populacdo desses vetores, como a Polinésia Francesa, em 2013,
registraram seus primeiros casos da doenca, chegando a cerca de 30.000
infectados (AUBRY et al.,, 2015). Ap6ésum ano, a infeccao pelo ZIKV se
espalhou por outras localidades do Pacifico Sul, como Nova Caledonia e llha
de Pascoa, que tiveram seus primeiros casos importados da Polinésia
Francesa (Figura 1) (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015;TOGNARELLI et
al., 2016).

Figura 1: Distribuigdo geogréfica do virus da Zika de acordo com o0s anos.

11



M Antes de 2007 @ 2007-2014 @ 2015:2016 A 2017-2018
Fonte: Adaptado de SHARMA et al., 2020

Em 2015-2016, foram notificados um grande numero de casos da
doenca no Brasil, com uma estimativa de 440.00 entre 1.300.000 de casos
suspeitos, com o primeiro caso sendo reportado em maio de 2015
(HENNESSEY et al., 2016; FARIA et al., 2016). Acredita-se que o virus tenha
entrado em circulacdo no pais a partir de 2013, quando foram realizados
eventos importantes, como Copa das Confedera¢bes, Copado Mundo e
competicdo de canoagem na cidade do Rio de Janeiro, atraindo uma grande
guantidade de turistas e atletas de paises em que estavam ocorrendo surtos
de Zika no momento, principalmente no ultimo evento, visto que as regiées do
Pacifico, como Polinésia Francesa, ndo participaram dos eventos da FIFA
(ZANLUCA et al., 2015; MEYER et al., 2015; MUSSO et al., 2015). Através do
sequenciamento de genoma de amostras brasileiras, foi identificado
similaridade com o gendtipo asiatico e as que circularam na Polinésia
Francesa (FARIA et al., 2016).

No Brasil, as regibes Sudeste e Nordeste concentraram a maior parte
dos casos de infeccdo (Tabela 1), enquanto os casos de microcefalia, mais
tarde incluidana chamada “Sindrome congénita do Zika”, foram maiores na
regido Nordeste (Tabela 2). Através de dados epidemioldgicos e moleculares,
foi possivel analisar que as cepas circulantes nessa regido foram
responsaveis pela propagacdo do ZIKV na regido sudeste do pais, América
do Sul, Central e Caribe (FARIA et al., 2017). No finalde 2015, ja eram
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relatados casos confirmados na Venezuela, México, Paraguai e emmais 8
regides do Caribe e Américas (MUSSO; GUBLER, 2016).

Tabela 1: NUmero de casos e incidéncia do virus da Zika no Brasil até a Semana
Epidemiolégica 52 de2016.

Regiado/Unidade da Federacao Casos (n) Incidéncia {100 mil hab.)
Morte 124973 42
Rorddnis 876 552
Arre 58 12
Amazonas 4.493 1141
Roraima 178 352
Para 4.524 5653
Amapa 457 54,0
Tocantins 2292 1513
Mordeste Te M6 1344
Maranhao 4523 65,5
Pl 233 73
Ceara 4305 483
Ric Grande do Horte 3953 1148
Paraiba 3,750 944
Permmnambuco I8q 4.2
Alagoas G.ET4 1058
Sengipe 220 9.8
Bahia 51.767 340,5
Sudeste 91053 106, 2
Minas Gerais 14.436 9,2
Espirito Santo 2.354 4.9
Ric de Janeiro GR.542 414.2
Sip Paulo 5.721 12,9
Sul 993 34
Parama M4 6,4
Santa Catarina ar 13
Ric Grarde do Sul 187 1.7
Centro-Oeste 34284 X220
Mato Grozso do Sul 1.M19 648
Mato Grozso 21.911 671.0
Goias 10,297 1558
Distrito Federal 57 12,2
Brasil 15319 105,3

Fonte: Sinan NET (atualizado em 17/01/2017)



Tabela 2: Distribuicdo de casos suspeitos de microcefalia até a Semana Epidemiolégica
49, Brasil,2015.

Casns suspeitos de microcefalia

Unidade da Federagso IﬂldLli!:nr:::;Iipins relacionada ao virus Zika Obitos l::I:I.l}q:mil.vl:u.
notificadas f 5
Centro-Deste
Distrito Federal 1 2 0,08 [1]
GOl 4 5 0,21 [1]
Mato Grosso 8 72 3 L1
Mato Grosdd do Sl 2 3 0,12 [1]
MNordeste
Alagoas 4 107 446 1]
Bahia &0 116 1316 7
Ceard in i) 329 1
Maranhao 24 63 262 1
Faraiba B4 mn 15,45 4
Pernambuco 145 920 3g.32 [1]
Piaui 15 9 1,62 1
Rio Grande do Maorte 40 140 5,83 2]
Sergipe 36 118 491 4
MNaorte
Para 2 3 012 [1]
Tocanting 24 S 2,08 [1]
Sudeste
Espirito Sanio 9 14 0,58 [1]
Minas Gerans 25 35 146 [1]
Rio de lansins 12 57 237 2
S50 Paula [ & 0,25 [1]
Sul
Rio Grande da Sul 1 1 0,04 1]
Brasil 549 241 100 9

Fonte: Ministério da Saude e Secretarias Estaduais de Salde (atualizado em 12/12/2015).

Na América do Norte foram registrados casos de ZIKV por volta de
2016, nos estados da Flérida e do Texas, sendo os viajantes oriundos do
Caribe os principais responsaveis pela transmisséo, além de serem regides
com populacdes do mosquitovetor, Ae. aegypti (LIU et al., 2016; GRUBAUGH
et al., 2017). Em 2017, a india confirmoualguns casos, contudo, o surto s6
ocorreu em 2018 nos estados de Rajasthan e Madhya Pradesh, somando
cerca de 289 casos, sendo bem inferior quando comparado com o surto no
Brasil (WHO, 2018; SHARMA et al., 2020).

Em 2020, segundo dados do Ministério da Saude foram notificados
6.705 casosprovaveis de ZIKV no Brasil, com o estado da Bahia concentrando
0 maior numero. Em relacdo a gestantes, foram identificados 597 casos,
sendo 186 confirmados. Por conta da da pandemia da COVID-19, acredita-se
gue muitos casos foram subnotificados, assim como de outras arboviroses
(Ministério da Saude, 2020).



2.2 MANIFESTACOES CLINICAS E TRANSMISSAO

Os sintomas mais comuns do ZIKV sdo erupcdo cutanea, febre,
conjuntivite, dores nas articulacbes e normalmente persistem por 7 dias
(MUSSO; GUBLER, 2016; DUFFY et al., 2009; MUSSO; NILLES; CAO-
LORMEAU, 2014). Outras manifestacfes que j& foram relatadas, mas menos
frequentes sdo dores de cabeca, fadiga, mal estar e erupcdo maculopapular
(HEANG et al., 2012; NIKOOKAR et al., 2020). No entanto, a maioria das
pessoas que sao infectadas nao desenvolvem sintomas ou quando
desenvolvem, estes sao confundidos com outras arboviroses, como Dengue e
Chikungunya, fator que contribuipara a subnotificacdo da doenca (DUFFY et
al., 2009); I00S et al., 2014). Devido ao neurotropismo viral, pela infeccao do
ZIKV sao associadas sindromes neurolégicas, como microcefalia em recém-
nascidos e Guillain-Barré em adultos (OEHLER et al.,, 2014; SCHULER-
FACCINI et al., 2016).

Na sindrome de Guillain-Barré, o sistema imunoldgico ataca as proprias
célulasnervosas, resultando em fraqueza muscular e paralisia (NIKOOKAR et
al., 2020) e seus sintomas comecam a aparecer entre 5 e 10 dias apos a
infeccdo pelo Zika. Apesar deestar associada a outros tipos de infeccao, a
sindrome desencadeada pelo ZIKV causa uma maior morbidade e indices de
neuropatia (MUNOZ; PARRA; PARDO, 2017; DIRLIKOV et al., 2018).

A microcefalia € caracterizada quando uma criangca nasce com a
circunferénciada cabeca menor do que o esperado para o sexo e idade, sendo
normalmente dois désvio-padrdo abaixo do normal (ASHWAL et al., 2009).
Em 2015, durante a epidemia de ZIKV no Brasil, 0 nUmero de nascidos com
essa condicdo aumentou notavelmente quando comparado com anos
anteriores, sugerindo uma relacéo entre eles (KAZMl et al., 2020). Além disso,
outras alteracdes foram associadas a doenga, como calcificagdes
subcorticais, sinais piramidais e extrapiramidais, manchas pigmentadasfocais
da retina, e mesmo podendo ocorrer relacionado com outras infecc¢oes, elas
sdo associadas com maior frequéncia a infecgcéo pelo ZIKV (MOORE et al.,
2017). Mesmo que ao nascer nao sejam detectados malformacdes, caso a
mae tenha sido infectada durante a gestacao, ainda se corre o risco do bebé

desenvolver em outros periodos da vida convulsdes e deficiéncia auditiva e
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visual (MUSSO; KO; BAUD, 2019). Os riscos maiores durante a gravidez séo
durante o primeiro trimestre e a microcefalia pode ser detectada a partir do
segundo trimestre durante o pré-natal (BRASIL et al., 2016; HOEN et al.,
2018; SHAPIRO-MENDOZA et al., 2017; HONEIN et al., 2017; KAZMI et al.,
2020).

As formas de transmissao do ZIKV séo a sexual, vertical, transfusédo
sanguineae a principal, através da picada de mosquitos vetores. Em 1947, o
virus foi isolado deum mosquito Aedes africanus, sem indicios de transmissao
urbana, com apenas o ciclo silvestre sendo investigado. Alguns anos apg@s,
na regido da Malasia, a espécie Aedes aegypti foi identificada com a presenca
do virus, e desde entdo, esse mosquito € o mais relacionado com a
transmisséo da doenca (GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019).

Com a evolucdo da doenca, outras espécies de mosquitos tiveram o
virus detectado em seu organismo, mas nem todos tinham a capacidade de
transmitir a doenca, seja para humanos ou outros animais. Na Figura 2, temos
a listagem dos mosquitos de acordo com a regido encontrada, sendo o género
Aedes 0 mais predominante, com as espécies Ae. aegypti, Aedes albopictus,
Culex quinquefasciatus, Aedes vexans, Culex coronator e Culex tarsalis, 0s
mais relacionados com a infec¢do urbana (MUSSO et al., 2016; GRARD et al.,
2014; MARCHETTE; GARCIA; RUDNICK, 1969 ; ELIZONDO-QUIROGA et al.,
2018; YEE et al., 2018; SMARTT et al., 2017; GUTIERREZ-BUGALLO et al.,
2019). Apesar do Culex ter demonstrado a capacidade de serum hospedeiro
do virus e estar presente em &reas urbanas, a sua transmissdo aos seres
humanos nao € tédo ativa quando comparado com as outras espécies, Visto
gue possui uma preferéncia maior por sangue aviario do que o humano
(GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019). Além destes, Aedes hensilli e Aedes
polynesiensis também estéo relacionados com a transmissdo ao homem,
sendo associados aos surtos na llha de Yap, Micronésia e Polinésia Francesa
(LEDERMANN et al., 2014; MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU, 2014).
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Figura 2: Espécies catalogadas com o virus ZIKV no organismo, de acordo com a linhagem viral.

=J T
x Vi
-l (A%
» usa- Burkina Faso ¢ 1
(Flenda)  porto - Tt s 4 .
'“ Rico ko . — NP
- & X, I China
" \ x> (Guizhou)
'-" ar - \ 2
/ A —2 N
h’ ! Uganda
Senegal ,’. l‘ A W el
7o p | \ —— N\ Fa
Mexico | "v' K h % 1 -
[ ¥ - g I
. Costado | [\ ~\\ s
\ Marfim | \ 7 X Malasia | .
I 5 1 % * | -
3- Nigeria Y 7 S 5 { \ ‘ﬂ
CAR Singapura . ol
3 Brasil olinésia
\ Francesa
Sy Gab3o
Mosquitos infectados com ZIKV Linhagens ZIKV
Sylvatic Aedes species Culex quinquefasciatus Anopheles gambiae s/ Africana
I Aedes aegypti Culex coronator Mansonia uniformis Asiatica
W Aedes albopictus Culex tarsalis B Erstmapodites genus Americana
Aedes vexans Culex pertuscus

Fonte: Adaptado de (GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019b).

O Brasil, um dos paises mais afetados pela doenca, concentra
populacfes dasespécies Ae. aegypti e Ae. albopictus, com predominancia do
primeiro nas regides Centro-Oeste, Nordeste e Norte, enquanto a outra € mais
encontrada na regido Sul (MUSSO; GUBLER, 2016; VEGA-RUA et al., 2014;
COELHO, 2012).

O primeiro caso de transmissao sexual foi reportado em 2008 nos EUA,
em uma mulher, sem histérico de viagens recentes e que comecou a
apresentar sintomasda doenca. Ao investigar a possivel causa da infeccao, foi
descoberto que seu maridotinha acabado de retornar de uma viagem ao
Senegal e além de apresentar os sintomas, 0 mesmo teve relacdes sexuais
com sua esposa, indicando que a via sexual poderia ter sido o modo de
transmissdo. Apos isso, 0s casos em regides ndo endémicas comecaram a
aumentar, alertando para essa via de contato. A transmissdoé mais comum de
homem para mulher, mas podem acontecer casos de mulher para homem e
de homem para homem, seja através de uma relacdo com contato vaginal,
anal ou oral (MOREIRA et al., 2017; SAKKAS et al., 2018).

A principal forma de prevencao € o uso de preservativo, principalmente

Nos casos em que um parceiro retornou de viagem de uma area endémica da
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doenca, sendo indicado o uso da protecdo por algumas semanas para
diminuir o risco de propagacédo. Segundo alguns estudos, o virus pode ser
detectado no sémen por até 188 dias, no entanto, ndo é possivel transmiti-lo
durante todo esse periodo, ocorrendoaté por volta do 40° dia apés o inicio dos
sintomas (TURMEL et al., 2016; MEAD; HILLS; BROOKS, 2018; SAKKAS et
al., 2018).

Quanto a transfusdo sanguinea, Musso et al (2014) conduziu uma
investigacdona Polinésia Francesa e alertou para a possibilidade de infeccéo
por transfusdo sanguinea. No Brasil, foi relatado um possivel caso (BARJAS-
CASTRO et al., 2016) e porconta disso, um estudo foi realizado no pais e o
fato foi confirmado, visto que o virus foi detectado em amostras de sangue de
doadores. No entanto, os dados encontrados no Brasil ndo foram téo
significativos quantos os da Polinésia Francesa e a explicacdo seria para a
regido do pais (Campinas, Sdo Paulo) no qual a pesquisa foi conduzida,pois
se trata de um local com um numero de infectados bem inferior quando
comparado com o territorio do Pacifico. Mesmo assim, fica o alerta para essa
forma de transmissédo e para o fato de muitos infectados serem
assintomaticos, sendo necessario um controle de qualidade mais rigido para
impedir a disseminacdo da doenca, principalmente em mulheres gravidas que
venham a necessitar de transfusdes sanguineas (MUSSO; NILLES; CAO-
LORMEAU, 2014; MAGNUS et al., 2018).

A transmissdo vertical ocorre principalmente no estado gravidico,
quando ocorre o transporte do virus para a placenta e com isso, ocorre a
replicacdo em célulasfetais e nos macrofagos (GREGORY et al., 2017; CAO;
DIAMOND; MYSOREKAR, 2017; MINER et al., 2016; NOWAKOWSKI et al.,
2016; SIMONI et al, 2017). Além disso, durante o parto pode ocorrer
contaminacgao por conta da troca de sangue e fluidos entre a mée e o bebé
(GREGORY et al., 2017).

O virus da Zika foi isolado de células nervosas fetais, soro fetal e fluido
amniético (KRAUER et al., 2017; BESNARD et al., 2014; SONG et al., 2017,
(ZANLUCA et al., 2015), leite materno (BESNARD et al., 2014), urina e saliva
(GRISCHOTT et al., 2016).
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2.3 GENOMA DO VIRUS

O virus da Zika pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae,
assim como o virus da Dengue, Febre Amarela, Febre do Nilo Ocidental e da
encefalite Japonesa (LIU; SHI; QIN, 2019; WANG et al., 2017). Trata-se de
um virus envelopado, fita Unica, tendo o RNA como material genético e
codifica uma poliproteina Unica que através da clivagem por proteases virais
e do hospedeiro, dard origem a dois subconjuntos de proteinas: as
estruturais e ndo-estruturais, sendo o primeiro grupo composto pelo capsideo
(C), pré-membrana (prM), envelope (E), e o segundo por NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 3) (LIU; SHI; QIN, 2019).

Figura 3: Poliproteina viral de Flavivirus, mostrando a diviséo das proteinas estruturais e néo-
estruturais, regides 5’ e 3’ ndo traduzidas (UTRS), a estrutura Xrn1- RNA resistente (xrRNA)
que é responsavel por codificar a RNA subgenbémico de flavivirus (sSfRNA) envolvidos em
evasdo da respostaimune.
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Fonte: (LIU; SHI; QIN, 2019).

As proteinas estruturais irdo formar todo o esqueleto do virus, e cada
uma apresenta uma funcdo especifica. O capsideo, possui uma forma
icosaédrica e uma bicamada lipidica derivada do hospedeiro, que envolve o
material genético, formandoo nucleocapsideo. Logo apdés, a pré-membrana e
o envelope recobrem o nucleocapsideo, formando a particula viral imatura,
gue é transportada até o Aparelhode Golgi, onde ocorre a clivagem da prM em
membrana (M), e assim, é formada a estrutura madura. Com as condi¢des
adequadas, como pH acido, ocorre a fusdo dasproteinas M e E com a
membrana do hospedeiro (LIU; SHI; QIN, 2019; YOON et al., 2017).

As proteinas nao-estruturais possuem importantes atribuicbes na
replicacdo, encapsulamento e evasdo do sistema imune (PATKAR; KUHN,
2008; SCATURRO et al., 2015;KUMMERER et al., 2002; GRANT et al., 2016;
(MIORIN et al., 2017). A NS1 atua nos processos de replicagao e infecgao
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viral, contribui para diminuicdo dos mecanismos de defesa do sistema
imunologico do hospedeiro e nas infec¢des por flavivirus no geral, € um
importante biomarcador, pois apresenta niveis altos durante o processo de
patogenicidade, sendo utilizado nos métodos de diagnostico (AVIRUTNAN et
al., 2010;CHUNG etal., 2006; AMORIM et al., 2014; ALCON etal., 2002). A proteina
NS2 é subdividaem NS2A e NS2B, no qual a primeira promove uma
degradacéo lisossomal eautofagoss6mica por mecanismos de interacdo com
as proteinas do hospedeiro e geram uma desordem na proliferacdo das
células gliais (YOON et al., 2017).

A proteina NS3 é essencial para a sintese de material genético viral, pois
possui os dominios protease, helicase, NTPase e RTPase. O dominio
protease realiza a hidrolise de algumas ligacdes peptidicas da poliproteina
viral, sendo elas entre NS2A- NS2B, NS2B-NS3-NS4A e NS4B-NS5
(CHANPRAPAPH et al., 2005). O dominio
helicase é responséavel por separar a dupla-fita de RNA durante o processo de
sintese e desdobrar estruturas secundarias que surgem nessa etapa. A
atividade desenvolvida pela helicase necessita de energia, que é fornecida pela
NTPase atravésda hidrélise das moléculas de ATP (CUI et al., 1998; XU et al.,
2005; SAMPATH et al., 2006). Ja a RTPase realiza a remocao do grupo
fosfato da extremidade 5 e adicionaa estrutura cap no RNA do virus
(MURTHY; CLUM; PADMANABHAN, 1999; SAMPATH et al.,, 2006; QI;
ZHANG:; CHI, 2008).

A proteina NS4 também é subdividida em NS4A e NS4B, a primeira
atua comocofator de NS3 e NS4B é uma das responsaveis da evasao do
sistema imunoldgico e atua no complexo de replicacdo viral (ZMURKO;
NEYTS; DALLMEIER, 2015; LIANG et al., 2016). A NS5 esta envolvida na
replicacdo do genoma, através dos seus dois dominios existentes, o C-
terminal RNA polimerase RNA-dependente e o N- terminal metiltransferase.
O primeiro é responsavel diretamente pelo processo replicativo e 0 segundo
atua na adigao do cap 5 para conferir estabilidade a molécula, producao de
proteinas bem sucedida e evasao da resposta imune, no qual promove a
degradagcédo de STATZ2, acarretando numa diminuicdo da resposta do
interferon pelo hospedeiro (GRANT et al., 2016; KUMAR et al., 2016).
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2.4 CICLO VIRAL DOS FLAVIVIRUS NA CELULA HOSPEDEIRA

O processo no qual a particula viral penetra na célula € através da
endocitosemediado por receptor, caracterizado principalmente, pela interacao
entre glicoproteinas ou lipideos e receptores, tais quais a lectina do tipo-C,
TIM e TAM (Figura 4) (DAl et al., 2016; KIM; LI; LINHARDT, 2017; HASTINGS
etal., 2017; LIU et al., 2016; MEERTENS et al., 2017; SIROHI; KUHN, 2017).
Durante a ligacdo, moléculas de clatrina, que s&o responsaveis pela
endocitose de moléculas e proteinas da superficie para omeio intracelular,
sdo ativadas na membrana da célula e o virus € englobado,formando os
endossomos (MOUSAVI et al.,, 2004). No interior deles, o pH acidifica,
ocasionando a mudanca conformacional da proteina do envelope e a fuséo
das membranas viral e endossomal, com consequente liberagdo do material
genético para o citoplasma (MERCER et al., 2010; SMIT et al., 2011). A fita
simples de RNA é encaminhada para o reticulo endoplasmatico, onde a
poliproteina viral ird ser formadae posteriormente, clivada pelas proteases
virais e do hospedeiro nas proteinasestruturais e ndo-estruturais. A partir disso,
as proteinas NS5 e NS3 irdo desempenharfunc¢des importantes na replicacéo

e desenrolamento do RNA, respectivamente.

Ainda no reticulo endoplasmatico, a proteina NS5 sera responsavel por
sintetizar uma nova fita simples do material genético, e com isso, dara origem
a duplafita de RNA que é composta pelo (-) RNA e o (+) RNA (ABRAMS;
SOLIS; NATH, 2017; DIOSA-TORO et al.,, 2020). A porcédo helicase da
proteina NS3 fara o desenrolamento da duplafita para que o (-) RNA seja
utilizado como molde para a producao de (+) RNA, visto que apenas esse é
empacotado no virion durante o processo de sintese, sendo o (-) RNA apenas
um intermediario para a replicacéo (YU et al., 2008; ABRAMS; SOLIS; NATH,
2017;DIOSA-TORO et al. 2020). As proteinas do capsideo, envelope, pré-
membrana e a fita simples positiva do RNA irdo se juntar para formar o virion
imaturo, e assim, ser liberado para o aparelho de Golgi para a etapa de

amadurecimento (YU et al., 2008).

No Golgi, as proteinas E e prM estao ligadas entre si e devido ao pH

acido, formam uma conformacéo que resulta na exposi¢ao do sitio de clivagem
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e assim, pelaacao da protease do hospedeiro, a por¢cao “pr” da proteina M é
separada. No entanto, ambas ainda continuam ligadas ao envelope, sO
ocorrendo a completa separacdo nomomento da exocitose, gragas ao pH
neutro extracelular. Apds a liberagdo da célula,a particula viral € considerada
no estado maduro (Figura 5) (YU et al., 2008; YU et al., 2009; ZHANG et al.,
2007).

Alguns problemas podem acontecer na fase final da maturagéo e
ocasionar a liberacdo de moléculas com partes maduras e imaturas, e que
possuem a capacidadede infectar outras células (Figura 6). Por ndo estarem
completamente desenvolvidas, essas particulas virais apresentam na sua
superficie moléculas de lipidios, necessitando de receptores especificos para
mediarem a entrada celular, sendo eles
oTIMe TAM (PLEVKA etal., 2011; AMARA; MERCER, 2015; REY; STIASNY;
HEINZ, 2017; SIROHI; KUHN, 2017).

Figura 4: Principais receptores que medeiam a entrada do virus da ZIKV nas células hospedeiras
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Figura 5: Processos celulares de entrada, translagéo, traducéo e liberagdo da particula
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Figura 6: Estruturas virais maduras e imaturas. A) Particula imatura exibindo as proteinas
prM e E; B) Particula viral madura; C) Particula viral imatura heterogénea,com metade da
molécula exibindo a proteina prM e E, e a outra metade s exibindo a E.

Capsideo (C)

Fonte: Adaptado de (AGRELLI et al., 2019).

2.4 ESTRATEGIAS VACINAIS EM DESENVOLVIMENTO PARA ZIKV

Apés o surto de casos de ZIKV em 2015-2016 no Brasil, nenhum outro
pais notificou a mesma quantidade de casos, mas pelo risco do surgimento de
novos surtosno futuro e pela principal populacdo afetada ser de mulheres
gravidas e seus bebés, por consequéncia dos casos de microcefalia, o
desenvolvimento de estratégias de controle se faz necesséario (LUNARDELLI
et al., 2021). A vacina representa um dos principais meios para o controle de
doencas infecciosas, como o ZIKV, e seu processo de desenvolvimento
costuma durar anos (KENNEDY et al., 2018). Diversos grupos de pesquisa
vém investigando estratégias vacinais para a doeng¢a, como representadono
Quadro 1. A maioria dos estudos se encontram ou finalizaram as fases de
testes clinicos | e 1l, mas segundo dados do Clinical Trials, ainda ndo se tem
nenhum em fase Ill de testes. E de extrema importancia o desenvolvimento
concomitantemente dediferentes estratégias, pois podera ser necessario mais

de um tipo vacinal para o controle da doenca.

24




Quadro 3: Estudos de vacinas em desenvolvimento para o ZIKV
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Tipo de vacina Antigeno Fase Clinica Referéncia
DNA prM-E /11 (DOWD et al.,
2016;GAUDINSKI
et al.,2018)
MRNA prM-E I
(PARDI et al.,
2017)
Virus atenuado Virus I (XIE et al.,
2017;COX et
al., 2018)
Vetor viral prM-E I )
(LOPEZ-

CAMACHO et al.,
2018)

Virus atenuado Cepa do virus I (STEPHENSO
(ZPIV) N et al., 2020;
MODJARRAD
et al., 2018
DNA prM-E |
GAUDINSKI et al.,
2018
Virus inativado Virus I (HAN et al., 2021)
DNA prM-E Il Clinical Trials

(NCT03110770)

Fonte: Dados do Clinical Trials e (LUNARDELLI et al., 2021).

Uma vacina de DNA construida com com a por¢ao prM desenvolveu
titulos altos de anticorpos neutralizantes e induziu respostas celulares em
camundongos e primatas ndo-humanos (DOWD et al., 2016; GAUDINSKI et
al., 2018). O mesmo tipo de resposta foi encontrado em uma vacina de mRNA
com a fusao das proteinas prM-E, e uma outra vacina de RNA viral apresentou
inibicdo da transmissdo em camundongos gestantes, indicando uma
seguranca maior para o grupo principal a ser imunizado (PARDI et al., 2017,
JAGGER et al., 2019).



O uso de virus inativado é uma estratégia tradicional, e um estudo de
fase | foirealizado com uma vacina que continha a cepa do ZIKV inativada e
aluminio como adjuvante. A mesma foi considerada segura e imunogénica,
apresentando titulos de anticorpos neutralizantes, no entanto, esses niveis
decairam algumas semanas apdsa segunda aplicacdo, sugerindo a hipotese
gue doses de reforco devem ser aplicadasperiodicamente ou um aumento na
concentracdo do principio ativo (MODJARRAD et al., 2018; STEPHENSON
et al., 2020).

Os estudos em fases clinicas empregam as proteinas prM, E e NS1,
em razdode suas fungbes durante o ciclo viral e essa mesma estratégia foi
empregada para o virus da Dengue. Os anticorpos neutralizantes tém como
alvo as proteinas E e NS1,como ja demonstrado em experimentos com
camundongos, e a porcdo prM incrementa a dosagem do antigeno, por induzir
a producéo de particulas subvirais in vivo pelas células infectadas (HEINZ;
STIASNY, 2012; GOO et al., 2018; KENNEDY et al., 2018).

2.5 PROTEINA NS3

A proteina ndo estrutural 3 desempenha funcdes importantes durante
0 processo de replicagcdo, como separacdo da dupla fita de RNA e
processamento da poliproteina, e vem sendo identificada como um importante
alvo terapéutico para as células T, pela presenca de epitopos especificos
(MLADINICH et al., 2012; NGONO; SHRESTA, 2019) (Figura 7). E composta
por duas por¢cdes,a N-terminal, denominada de proteasee a C-terminal, a
helicase, e um estudo demonstrou que as respostas de células T para NS3
protease eram especificas para Zika ou dengue, enquanto que para helicase,
ocorriam respostas cruzadas, sugerindo que a primeira por¢gao seria mais
especifica para ambos os virus (HERRERA et al., 2018; LESCAR et al., 2008;
LUO et al., 2012; (XU et al., 2005).
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Figura 7: Representacéo das proteinas estruturais (C,M,E) e nao estruturais (NS1, 2A, 2B, 3,
4A, 4B,5)do proteoma do virus da Dengue, de acordo com a imunogenicidade para células
CD4+ e CD8+.
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Fonte: Adaptado de (NGONO; SHRESTA, 2019).

A atividade antigénica da NS3 ja foi estudada para o virus da Dengue,
como por exemplo, em paises como India, Tailandia e Siri Lanka,
evidenciando a proteina como alvo de células T (CHANDELE et al., 2016;
DUANGCHINDA et al.,, 2010; WEISKOPF et al.,, 2013). Contudo, para a
proteina NS3, a grande maioria dos trabalhos abordam as diferencas e
semelhancas estruturais entre a Familia Flaviridae, especificamente parao
virus da Dengue, contudo, pode ocorrer uma mudanca de resposta entre 0s
quatrotipos de Dengue, sendo assim, a resposta pode variar também para o
virus da Zika, necessitando de estudos que avaliem o perfil antigénica
especifico.

A proteina NS3 vem sendo apontada como alvo interessante no estudo
de vacinas para ZIKV, pois induz respostas de células T (GRIFONI et al.,
2017; NGONO; SHRESTA, 2019) e nao ativa anticorpos sub-neutralizantes,
eliminando o risco do desenvolvimento de resposta do tipo ADE (antibody-
dependent enhancement), em que os anticorpos produzem uma resposta fraca
ao flavivirus de interesse, mas produz uma resposta exacerbada a uma
infeccdo subsequente, como ao virus da Dengue, por exemplo. Alguns
trabalhos demonstram resposta exacerbada devido a reacdo cruzada de
anticorpos para dengue em camundongos infectados pelo virus (BARDINA et
al., 2017; RATHORE et al., 2020; BROWN et al., 2019) da Zika e o contrario
aconteceu em macacos rhesus (GEORGE et al., 2017) e camundongos



(STETTLER et al., 2016). O efeito em humanos ainda apresenta
controvérsias, necessitando de uma maior investigacdo epidemioldgica,
contudo, esses e outros dados fornecem base para a importancia de uma

vacina que nao induza o efeito ADE.

Quanto as respostas geradas por células T, muitas vezes podem ser
protetoras, como camundongos infectados previamente com Dengue,
desenvolveramTC8+ protetivas para Zika, resultando em diminuigdo da carga
viral (WEN et al., 2017a;WEN et al., 2017b). Em outros estudos relacionados
a infeccao aos dois flavivirus, dengue e Zika, foram observados respostas aos
epitopos NS5 e NS3, principalmente esta ultima (HERRERA et al., 2018; LIM
et al., 2018), enquanto que pessoas imunes a dengue, a resposta foi
direcionada a proteinas estruturais, como E, prM, e C (GRIFONI et al., 2017).

Devido ao grande numero de casos de microcefalia durante o surto
epidemioldgico mais recente, existe uma preocupacdo quanto a uma vacina
que sejasegura e eficaz para gravidas. Estudo em camundongos que eram
imunes a dengue e posteriormente infectados com Zika, apresentaram fetos
de tamanho normais e células TCD8+ que protegiam quanto a doenca,
enquanto que o contrario ndo foi observado em ndo imunes (REGLA-NAVA
et al., 2018).

Pelo motivo de nao induzir resposta de anticorpos neutralizantes, a
proteina NS3 pode oferecer seguranca ao ser utilizada como um antigeno
vacinal (KATZELNICK et al., 2017; SRIDHAR et al., 2018; SALJE et al.,
2018).Ngono et al., 2020 produziu uma vacinade RNA derivado de alfavirus
sintético expressando NS3 e avaliou a resposta deles frente a camundongos
HLA-B*0702 Ifnarl-/-, AG129 (Ifna/p/yR-/-) e C57BL/6J em desafios contra
virus e protecdo em fémeas gestantes. Os resultados foram que a proteina
NS3 foi capaz de induzir respostas de células TCD8+, reduzindo a
transmissdo transplacentaria e danos ao feto, com niveis de titulagcio viral
indetectaveis no soro, placenta e cérebro. A vacinagéo ofereceu protecdo a
infeccdo pelo ZIKV, porém apods ensaios de desafio com o virus observou-se
gue nédo houve inducéo da producédo de anticorpos neutralizantes. A proteina
ja tinha sido estudada para o virus da Dengue, demonstrando resultados
favoraveis na ativacdo de células T (HURTADO-MELGOZA et al., 2016) e na
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ativacdo de anticorpos neutralizantes (SIMMONS; SUN; PUTNAK, 2016),

indicando ser um alvo em potencial a ser estudado (NGONO et al., 2020).

2.6 E.coli COMO SISTEMA DE EXPRESSAO HETEROLOGA

A utilizacdo de sistemas de expressdo heterdloga, como bactérias,
fungos filamentosos e leveduras, € comum na industria biofarmacéutica, sendo
a maioria dosprodutos produzidos em E.coli, como a insulina e o hormonio do
crescimento (BAESHEN et al.,, 2015). Essa bactéria possui caracteristicas
atrativas, que justificam oseu uso, como cinética de crescimento rapida,
presenca de cédons raros em algumascepas, transformacéo rapida em DNA
exdgeno, facil manuseio, alta expressdo de proteinas heterélogas e amplo
conhecimento disponivel na literatura acerca de sua genética e biologia
molecular (ROSANO; CECCARELLI, 2014; DIECI et al., 2000). De acordo com
a proteina que se deseja obter, alguns pontos devem ser analisados como a
escolhado plasmideo adequado, regido promotora, marcador de selecdo, cepa
de E.coli a ser utilizada, traducdo e expressdo da proteina (ROSANO;
CECCARELLI, 2014).

A maioria das estratégias empregadas para a ZIKV foram importadas
do virusda Dengue, inclusive quanto aos sistemas de expressao. Foram
relatados emprego de leveduras e bactérias, para a producédo de proteinas
NS1 e E, alvos muito empregados no desenvolvimento de vacinas para as
duas arboviroses. A E.coli também foi utilizada para expressar a proteina NS3
da dengue (HURTADO-MELGOZA et al., 2016; SIMMONS; SUN; PUTNAK,
2016), evidenciado que seu uso também poderia serempregado na mesma
proteina do ZIKV.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Gene

O gene utilizado nesse estudo foi 0 dominio protease da proteina NS3
do Zikavirus (171 aa e 513pb), obtido de maneira sintética, de acordo com a
sequéncia especificada no artigo de HURTADO-MELGOZA et al., 2016. A
empresa responsavel pelasintese foi a GenOne Biotecnologies (Brasil) e
durante o processo, foi adicionado umatag de histidina (7xHis) na porcao final
do gene, para auxiliar no processo de purificacdo e imunodeteccdo da
proteina. O gene foi clonado no vetor plasmidial pClone, sendo este utilizado
apenas como vetor de passagem para o0 gene NS3 e possuindo o gene de

resisténcia a ampicilina como marcador de selecédo (Figura 7).

Figura 7: Mapa da construcdo do pCloneNS3-7xHIS.
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Fonte: Autora.

3.1.2 Vetor de Expresséao

O vetor plasmidial pPGEX4T-3 (GE healthcare) (Figura 8) foi utilizado na
subclonagem, pois 0 mesmo permite a producao e purificacdo das proteinas



recombinantes em Escherichia coli. Esse vetor possui como proteina de fusao
N- terminal, a GST (Glutathione S-transferase - 26KDa), que facilita a
obtencdo de proteinas sollveis. O promotor € o0 tac, que se torna ativo
mediante adicdo de IPTG (isopropil-B-D-galactosideo) a cultura, propiciando a
expressao dos genes alvos. Além disso, assim como o pClone, também possui

0 gene de resisténcia a ampicilina.

Os vetores PGEX possuem o gene laclg, que ira produzir uma proteina
repressora na qual se liga na regido promotora e impede a expressao de
proteinas naauséncia de IPTG, sendo um modo de controle traducional.

Sabe-se que o uso da GST como proteina de fusdo € responsavel por
aumentara expressado das proteinas a ela fusionadas, além de aumentar sua
solubilidade (SMYTH; MROZKIEWICZ, 2003; ARNAU et al., 2006).

Figura 8: Mapa do vetor pGEX-4T-3
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Fonte: https://lwww.lifescience-market.com/plasmid-c-94/pgex4t3-plasmid-p-63181.html. Acesso em
15/01/2022

3.1.3 Linhagem de Microorganismos

Para a clonagem e a expressao do gene recombinante foram utilizadas

2 linhagens de E. coli:

o Top 10 - Linhagem utilizada para a clonagem, pois mantém o DNA mais
estavelpor conta da presenca das mutagBes endAl e recAl, que sdo
responsaveis poranular a atividade da enzima endonuclease | e assim,

diminuir a ocorréncia derecombinacao néo-especifica.

Gendtipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)¢ 80lacZA M15 AlacX74 recA1
araD139A (ara leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

o BL21 DE3- Linhagem utilizada para expressdo de proteina
recombinante, por possuir uma quantidade diminuida de proteases,
mantendo o produto gerado na tradugdo mais estavel. Necessita da

adicdo de IPTG para inducdo dopromotor T7 durante a expressdo das

proteinas heterélogas.
Gendtipo: F—~ompT hsdS(rB— mB-) gal dcm A(DE3)

A E.coliBL21 DE3 é defeituosa na producéo de proteases OmpT e Lon, sendo
geralmente a melhor escolha para se obter altos niveis de expressdo de
proteinas fusionadas a GST sem que haja degradacao proteolitica da proteina

de fusao.

3.1.4 Meio de Cultura e Condi¢cdes de Cultivo

Nas etapas de transformacao, repique e indculo foi utilizado o meio de
cultura liquido Luria-Bertani (LB) que apresenta a seguinte composicao:
triptona 1%, extrato de levedura 0.5% e NaCl 1%, adicionando 100 ug/mL de
Ampicilina e para obtencdodo meio sélido, foi adicionado 1,5% de agar.
Durante os processos de transformacaoe pré-indculo, a temperatura de
incubacédo foi 37°C, overnight, e nos ensaios de inoculo e inducdo foram

cultivados a 37°C e apoés a adicédo de IPTG a temperatura foimantida a 25°C.


http://www.lifescience-market.com/plasmid-c-94/pgex4t3-plasmid-p-63181.html

3.1.5 Tampdes e Solucdes

Solugdes para extracdo de DNA plasmidial, segundo protocolo
descrito por SAMBROOK et al (1989): Solucédo I: TrisHCI 25mM,
EDTA (Acido Tetracético Etilenodiamina) 10mM, glicose 50mM, agua
destilada estéril; Solucao II: NaOH 0,4N, SDS 2%;Solucéo lll: acetato
de potassio 5M,acido acético glacial, agua destilada estéril. Tampéao de
corrida para eletroforese de DNA: TAE 10x: Tris base 400mM, acido
acético 190mM, EDTA10mM pH 7.6.

Solugbes para SDS-PAGE: Tampao de corrida (10x, pH 8.6): Tris
25mM, SDS0,1%, glicina 192mM; Tampao de Amostra 2X (L2Xx):
TrisHCI (pH 6,8 - 65,8 mM), glicerol 26,3%, SDS 2,1 %, Azul de
bromofenol,2-Mercaptoetanol. Coomassie Brilliant Blue: azul de
Coomassie-blue G-250 0,05%, metanol 45%,4cido acético 10% e agua
destilada estéril 45%; Solucdo descorante: Acido acético 7%, metanol

25% e agua destilada estéril 68%.

Solugdes para transferéncia e Western blot: Tampdo de
transferéncia: Tris 60mM, Glicina 48mM, SDS 10%, metanol 20%;
Solucédo tampéo TBS (Tris- Salina) 10x: Tris-HCI 0.5M, NaCl 1.5M pH
7.6 (para solucdo de lavagem com TBS-Tween, diluir 1:100 e acrescentar

100uL de Tween para 1L de TBS 1x);Solucdo de bloqueio: leite 5% diluido

em TBS-Tween.

SOLUCOES PARA PURIFICACAO DA PROTEINA (RESINA NI-NTA
AGAROSE QIAGEN):

Quadro 2: Composicao das solucdes de purificacao.
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Solucdes Tris-HCI NacCl Imidazol
Tampao de lise 50mM 300mM 10mM
(ph 8,0)

Tampéao de 50mM 300mM 20mM
lavagem (ph 8,0)
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eluicéo (ph 8,0)

Tampao de 50mM 300mM 500mM

3.1.6 Géis de Eletroforese para DNA e Proteinas

Na realizagdo de eletroforese para DNA foram utilizados géis de
agarose a 1%com o tampao TAE 1X. Foi adicionado ao gel solugédo de brometo
de etideo (0,5 pug/ml) para promover visualizacdo das bandas de DNA através
de um transluminador de luzultravioleta. O material foi aplicado junto com
tampéo de amostra (Loading Dye 6X), tendo como referencial o marcador de
1Kb (Gene Ruler DNA Ladder, Loading Dye e agua milliQ).

Os géis de poliacrilamida para SDS-PAGE foram preparados com
concentracdo de 12,5%. As amostras do extrato protéico foram
ressuspendidas em tampdo desnaturante (L2x) e aquecidas a 75°C (10
minutos). Foi empregado o tampaode corrida para SDS-PAGE 1X. As corridas
de eletroforese foram realizadas com fontede tenséo constante e ajustavel por
cerca de 90 minutos, 150V. Para visualizacdo dasbandas de proteinas, os géis
foram corados com Coomassie Brilliant Blue. Como referencial para analise
das bandas de proteinas, foi utilizado marcador de peso molecular Page Ruler
Prestained Protein Ladder (ThermoScientific).

3.1.7 Enzimas

Quadro 3: Enzimas utilizadas na reagéo de digestéo e ligagéo.

Reacéo Enzima | Fabricante | Sitio de Temperatura | Volume | Duracéo
clivagem
Digestéo Notl Thermo GCVYGGCCGC | 37°C 20pL 3hou
Scientific overnight
Digestéo BamHI | Thermo GVGATCC 37°C 20pL 3hou
Scientific overnight
Ligagéo T4 DNA | Promega - 4°C ou 10pL 3hou
ligase temperatura overnight
ambiente (de
acordo com
a duracéo)




3.2 METODOS

3.2.1 Clonagem no vetor pGEX

O gene sintético NS3, clonado no vetor pClone, veio na forma liofilizada
e foi recuperado a partir de ressuspensdo em agua estéril nuclease-free e o
material foi utilizado para transformar células de E. coli Top 10, com o objetivo
de se obter uma maior quantidade de material genético. O protocolo de
transformacao utilizado foi o seguinte: o produto ressuspendido (10uL) foi
adicionado em 50uL de célulasquimiocompetentes (previamente tratadas
com CacCl2), homogeneizado e mantido nogelo por 30 minutos; passado esse
periodo, as células foram submetidas a um choquetérmico (42°C) por 1 minuto.
Apos essa etapa, o material foi mantido no gelo por maisl minutos e entao foi
adicionado 800uL de meio LB sem antibiotico, com posterior incubacao a 37°C
por 1 hora. As células foram entdo centrifugadas a 1200 rpm por 10minutos, e
aliquotas de 200uL foram semeadas em placas de LB com ampicilina e as
placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. Apds esse processo, as colénias
resistentes a ampicilina foram selecionadas, e foi realizado o repique das
mesmas para triagem dos recombinantes, com posterior crescimento em meio
liguido, extracdo de DNA plasmidial (segundo protocolo descrito por
SAMBROOK et al., 1989) e digestdo com as enzimas BamHI e Notl para

analises dos fragmentos e confirmacédo da composicao plasmidial.

Apoés todo esse processo, 0 gene NS3 foi subclonado no vetor de
expressdo pGEX-4T-3, e para isso, ambos foram submetidos a reacdo de
ligacdo com a enzima T4 ligase, de acordo com as orientacdes do fabricante,
numa proporgcdo 5:1 (inserto:vetor). O DNA recombinante foi inserido em
células de E.coli da linhagem Top10, através do processo de transformacao.

As colbnias resultantes resistentes a ampicilina foram selecionadas e
repicadaspara respectiva triagem dos recombinantes, com os processos de
inoculo e extracdodo DNA. A comprovacao do processo de clonagem ocorreu
através da analises dos fragmentos obtidos ap0s a reagdo com as enzimas de
restricio BamHI e Notl. Forampreparados preservados do clone (500uL de

Glicerol 100% + 500pL de cultura), comacondicionamento a -80°C.
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3.2.2 Inducéo da Expressédo Génica

O plasmideo recombinante pGEX-4T-3_NS3 (Figura 9) através da
reacao de transformacéo, foi inserido nas células E.coli da linhagem BL21 DE3
e posteriormente,foi realizado o repique das colGnias resultantes. O ensaio de
inducao, inicialmente, foifeito da seguinte forma: 2 mL de cultura overnight
(37°C, 150 rpm) em meio LB com ampicilina foram inoculados (37°C,150 rpm)
em 100 mL de meio com antibiotico e apds crescimento das colénias na
Densidade 6tica (D.O.) de 600 nm atingir 0,5, foi adicionado IPTG, que atua
como agente indutor, numa concentragao final de 0,3 mMe a temperatura de
cultivo foi alterada para 25°C durante 4h, numa rotacéo de 150 rpm. Ao fim do
periodo de inducéo, foi retirado uma aliquota de 1mL para posterior analise
tanto por visualizacdo em SDS-PAGE, quanto por Western blot. A aliquota foi
centrifugada (12000 rpm, 10 minutos, 4°C), o sobrenadante resultante da
centrifugacéo foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 200 pL do
tampéao desnaturante (L2x) e submetida a aquecimento a 75°C por 10 minutos
e visualizagdoem SDS-PAGE para verificagdo da expressao da proteina. Uma
linhagemrecombinante contendo o vetor pGEX-4T-3 sem inserto também foi
induzida para serusada como controle negativo nos experimentos de

imunodeteccéo.
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Figura 9: Mapa da construcdo do vetor pGEX-4T-3-NS3. GST: gene da glutationa S-
tranferase; Sitio de trombina: utilizado na clivagem da proteina GST; AmpR: regido do gene
de resisténcia a ampicilina;ori: origem de replicacao; lacl: gene do repressor lac e lacZa: gene

codificador da enzima [3- galactosidase.
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Fonte: Autora

ApoOs a visualizacdo da expressédo da proteina, o ensaio foi realizado
em um volume maior (250mL) para obter uma quantidade maior de proteina,
a fim de realizara purificagdo com resina de niquel (resina Ni-NTA agarose
Qiagen). No final do processo de inducéao, a amostra foi centrifugada (4000
rpm, 10 minutos, 4°C), o sobrenadante descartado e o pellet armazenado na
temperatura de 4°C, para posteriormente, ser utilizado na etapa de

purificagéo.

3.2.3 Purificacéo da Proteina NS3 por Resina de Niquel

Durante o processo de sintese do gene NS3, uma tag de histidina


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%92-galactosidase&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%92-galactosidase&action=edit&redlink=1

(6xHis) foi adicionada para auxiliar no processo de purificacéo, possibilitando
gue esse processo fosse realizado com uma resina de niquel (resina Ni-NTA
agarose Qiagen). O pellet foi ressuspendido em 25 mL de tampéao de lise e
PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride - Fenilmetilsulfonilflior), que atua como
inibidor de protease, na concentracdo final delmM, e a lise se deu por
sonicacdo na poténcia de 50% no sonicador de ponteira ultrassénico
Ultronique/Eco-sonics (6 ciclos de 30 segundos /1 min de repouso- 4°C) e
apos o procedimento, foi retirado uma aliquota de 1mL para analise em SDS-
PAGE, a fim de verificar se o processo de lise foi bem sucedido.
Simultaneamente, a resina de niquel foi pré-equilibrada com o seguinte
processo: 1 mL de resina foi submetido a4 equilibrios com 10mL de tampé&o
de lise, onde em cada etapa o volume era agitadopor 2 minutos (100 rpm,
4°C), centrifugado (5.000 rpm, 2 minutos, 4°C) e o sobrenadante resultante

da centrifugacéo foi descartado.

Com a confirmacao do processo de lise, 5mL do lisado (sobrenadante)
foi adicionado a resina equilibrada e o volume foi incubado sob agitacédo (100
rpm, 4°C) por 2 horas. Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 15
minutos (5.000 rpm, 4°C) e do sobrenadante resultante foi coletado 1mL para
analise, sendo o restante descartado. O pellet resultante foi ressuspendido
em 1mL do tampéao de lavagem, o volume agitado (100 rpm, 5 minutos, 4°C),
centrifugado (13.000 rpm, 2 minutos, 4°C),e o sobrenadante foi coletado para
posterior analise, com o processo repetido 3 vezes. Apoés isso, 0 pellet
resultante foi ressuspendido em 500uL do tampé&o de eluicdo, o volume
submetido a agitacdo (100 rpm, 30 minutos, 4°C), centrifugado (13.000 rpm,
2 minutos, 4°C) e o sobrenadante coletado, sendo o processo repetido 4
vezes. Ao final do experimento, as amostras foram analisadas no SDS-PAGE
e Western Blot.

3.2.4 Purificagdo da Proteina NS3 por Resina de Glutationa Sepharose

O gene sintético NS3, por ser expresso no vetor pGEX4T-3, possui
GST como proteina de fuséo, possibilitando a purificacdo por Glutationa
Sepharose. Com isso, oinicio do processo é similar ao realizado para resina

de niquel. O pellet foi ressuspendido em 20 mL de tampédo de PBS 1x (137
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mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mMNaz2HPOg4, 1.47 mM KH2PO4, pH 7.3) e PMSF

(Phenylmethylsulfonyl fluoride - FenilmetilsulfonilflGior), que atua como inibidor
de protease, na concentracao final de 1ImM, e a lise se deu por sonicagéo na
poténcia de 50% no sonicador de ponteira ultrassénico Ultronique/Eco-sonics
(6 ciclos de 30 segundos /1 min de repouso- 4°C) e apds o procedimento, foi
adicionado 200pL de Triton X-100 e centrifugado a 4000 rpm/10 minutos a
4°C, apos foi retirado uma aliquota de 1mL para analise em SDS- PAGE, a
fim de verificar se o processo de lise foi bem sucedido. Simultaneamente, foi
realizado o equilibiro da resina, com a seguinte proporcao: 250uL de resina
(para um volume de cultura de 500mL) homogeneizado em 10mL de PBS 1x
onde em cadaetapa o volume era centrifugado (5.000 rpm, 1 minuto, 4°C) e 0
sobrenadante resultante da centrifugacéo foi descartado, sendo 0 processo
repetido 3 vezes. O sobredanante pos-lise resultante foi incubado com a por
1h a 4°C sob agitacdo. Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 3
minutos (6.000 rpm, 4°C) e do sobrenadante resultante foi coletado 1mL para
analise, sendo o restante descartado. O sedimento resultante foi
ressuspendido em 1mL de PBS 1x, centrifugado (13.000 rpm, 1 minuto), e 0
sobrenadante foi coletado para posterior andlise, com o processorepetido 3
vezes. Apos isso, o pellet resultante foi primeiramente ressuspendido em
500uL de solucdo de glutationa reduzida 20mM (em Tris-HCI, ph=8) e
incubado por 1hora a 4°C sob agitacdo. Posteriomente, a amostra foi
centrifugada a 13000 rpm/ 1 minuto e o sobrenadante coletado. Em seguida,
uma nova incubacdao foi realizada a 1hora (4°C-agitacédo), sendo o sedimento
ressuspendido em 500uL de solucédo de glutationa reduzida 50mM (em Tris-
HCI, ph=9). Apds, a amostra foi centrifugada a 13000 rpm/ 1 minuto e o

sobrenadante coletado para analises no SDS-PAGE 12,5%.

3.2.5 Precipitacdo de Proteinas por TCA/Acetona Gelada

Adicionar TCA 100% a amostra, numa concentracao final de 10%,
homogeneizar no vortex e incubar por 1h30minutos a 4°C. Apds isso,
centrifugar por 12.000 rpm/15 minutos (4°C), descartar sobrenadante e
ressuspender o pellet com 200uL de acetona absoluta gelada, centrifugar por
12.000 rpm/15 minutos (4°C) e repetir o processo duas vezes. Em seguida,
secar o pellet por na centrifuga a vacuo e ressuspender o pellet em solucéo
de lise no volume inicial da amostra.
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3.2.6 Andlises por SDS-PAGE e Western Blot

Tanto a visualizacdo da expressdo da proteina, quanto a analise do
processo de purificacdo foram feitas por meio de eletroforese em SDS-PAGE
e Western blot. As amostras foram submetidas a eletroforese por 90
minutos,150 V, seguida por transferéncia (25V, 35 minutos) para membrana
de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno)em cuba de transferéncia semi-seca. A
eficiéncia da transferéncia foi checada através da coloracdo da membrana
com Ponceau-S. A imunodeteccéo foi realizada apos bloqueio da membrana
com solugdo de leite 5% em TBS-Tween, incubagdo com anticorpo
monoclonal anti-His conjugado a fosfatase alcalina (Sigma), com diluicdo de
1:3000, e os periodos de bloqueio e incubacao foram de 60 minutos. Foram
realizadastrés etapas de lavagem da membrana com TBS-Tween 1X apos a
incubacdo. A revelagdo foi feita pelo método colorimétrico, utilizando
NBT/BCIP (nitro blue tetrazolium/ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)
(Sigma) como substrato. Apos a identificacdo da proteina por Western Blot, a

concentracéo foi mensurada pelo métodode Bradford (BRADFORD, 1976).
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4 RESULTADOS

4.1 CLONAGEM NO VETOR pGEX

O gene NS3 foi previamente clonado no vetor de passagem pClone, no
entanto,0 mesmo ndo era compativel com os objetivos do estudo, visto que o
mesmo ndo apresenta uma regido promotora adequada para a expressao
proteica desejada. Portanto, foi necessario clonar o gene em um vetor de
expressdo adequada, sendo opGEX4T-3 escolhido. Com isso, a construgao
pCloneNS3-6xHIS foi submetida a umareacédo de digestdo com as enzimas
de restricdo BamHI e Notl, pois os dois vetores possuem sitios de restricao
para as mesmas, e assim, é possivel a geracédo de fragmentos com terminais

coesivos compativeis (Figura 10).

Figura 10: Digestado dupla com as enzimas BamHI e Notl. Eletroforese em gel de
agarose 1% emtampdao TAE; 1 e 2- pCloneNS3; M- Ladder Gene Ruler 1Kb Thermo
Scientific.

2kb 1.9 Kb (pClone)
1kb
500pb < 513pb (NS3)

Fonte: Autora

O vetor pGEX sem inserto também foi submetido a reacéo de digestao
com asmesmas enzimas. Apos a geracdo dos fragmentos, o gene de
interesse e o vetor foram submetidos a uma reacéo de ligacdo com a enzima
T4 ligase. O produto dessareacao foi submetido a transformacédo de células
E.coli top10 quimiocompetentes, e apds o semeio em placa, as coldnias se

mostraram resistentes a ampicilina. Para a confirmacdo do processo de
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clonagem, foram analisados os fragmentos liberados apds a extracdo de DNA

plasmidial e uma nova reacédo de digestdo enzimatica (Figurall).
Figura 11: Digestdo dupla com as enzimas BamHI e Notl. Eletroforese em gel de

agarose 1% emtampédo TAE; 1 e 2- pGEXNS3; M- Ladder Gene Ruler 1Kb Thermo
Scientific.

i 4.9 Kb (pGEX)

513pb (NS3)

Fonte: Autora

4.2 EXPRESSAO DAS PROTEINAS EM E.coli BL21 DE3

Com a confirmacao da clonagem do gene de interesse no vetor pGEX,
o plasmideo recombinante foi inserido em células de E.coli BL21 DE3. As
colénias foramselecionadas para serem submetidas ao ensaio de inducao
para producdo das proteinas heterdlogas. Com a andlise em SDS-PAGE, foi
possivel identificar a expressao das proteinas a partir da observacdo de uma
banda em torno de 44kDa, que representam a fusdo de NS3 e GST, visto que
NS3 possui um tamanho de 18kDae GST de 26kDa (Figura 12).
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Figura 12: Anélise de expressédo de extratos proteicos de células E.coli BL21 DE3
induzidas comIPTG 0,3mM. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%. M: Marcador de
peso molecular Page RulerPrestained Protein Ladder (ThermoScientific); C-: vetor plasmidial
vazio (pGEX®); 1- pPGEXNS3 C3; pGEXNS3 C4.

M 1 2 €-

100kDa «—
70kDa «—

SokDa R NS3+GST
40kDa «—
35kDa. [

x GST

25kDa «——

Fonte:Autora

Através do western blot, foi possivel confirmar a producdo da
expressdo da proteina, conjugada a uma tag de Histidina que permitiu a
imunodeteccdo com o anticorpo monoclonal anti-His conjugado a fosfatase

alcalina (Sigma) (Figura 13).

Figura 13: Western Blot utilizando anticorpo anti-His (Sigma) para conjugac¢o no extrato
proteicode células E.coli BL21 DE3 induzidas com IPTG 0,3mM. M: Marcador de peso
molecular Page RulerPrestained Protein Ladder (ThermoScientific); C-: vetor plasmidial vazio
(PGEX@); 1- pGEXNS3 C3; pGEXNS3 C4.

M 1 2 C-

100kDa ~— |
70kDa «—— | S

SR B - NS3+GST

40kDa S

Fonte:Autora

4.3 PURIFICACAO DA PROTEINA NS3 EM RESINA DE NIQUEL

Apds a andlise dos géis, foi possivel verificar que o ensaio de inducgéo foi
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eficaz,com isso, prosseguiu-se com a purificacéo da proteina. Nessa etapa, foi
realizado um ensaio de indugcdo em escala maior (250mL), com o intuito de
aumentar a concentracdo de proteinas recombinantes. O ensaio de
purificacdo foi realizado por cromatografia por afinidade, utilizando a resina de
niquel (Ni-NTA agarose Qiagen).

Durante 0s experimentos, foram necessarios realizar ajustes no
protocolo de acordo com as condi¢gbes existentes no laboratério, entéo,
inicialmente o processo de lise era realizado em ciclos de
congelamento/descongelamento, em que consistia congelar a amostra no -
80°C por um periodo de 1 minuto e descongelar no vortex, repetindo o
processo 5 vezes. Além disso, toda a etapa de agitacéo e centrifugacédo era
realizada em temperatura ambiente (25°C). Com essas condi¢cfes, 0s
resultados obtidos ndo foram satisfatorios, visto que ocorreu o aparecimento
de bandas inespecificas em uma quantidade significativa e 0 néo
aparecimento da proteina NS3na altura da banda desejada (Figura 14-16).

Figura 14: Purificacdo da proteina recombinante NS3+GST a temperatura de 25°C.
Eletroforese em gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%. M: Marcador de peso
molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); El.1-4: Eluicbes 1 a 4;
Lav.1-3: Lavagens 1 a 3; S: Sobrenadante apos a adicao do lisado a resina; Lis: Lisado.
Purificacéo realizada com 1 ml de resina ecerca de 2mL de lisado; a proteina eluida nédo
corresponde a banda no NS3+GST, indicando uma ligagéo fraca na resina e/ou uma lise mal
sucedida.

A M E4 E3 E2 E1 L3 L2 L1 S Lis

100kDa «-
70kDa

55kDa *
40kDa -«

35kDa

«— NS3+GST

Bandas

25kDa inespecificas

Fonte:Autora
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Figura 15: Purificacdo da proteina recombinante NS3+GST a temperatura de 25°C.
Eletroforese em gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%. M: Marcador de peso
molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); El.1-4: EluigBes 1 a 4;
Lav.1-3: Lavagens 1 a 3; S: Sobrenadante ap0s a adi¢do do lisado a resina; Lis: Lisado. B:
Purificacdo realizada com 2mL de resina e 7,5mL de lisado; a quantidade de proteina eluida
foi um pouco melhor do que o resultado anterior, mas a banda referente a NS3+GST é fraca e

com um aparecimento de uma banda inespecificamais forte que ela.

M E4 E3 E2 E1 L3 L2 L1 S Lis

NS3 +GST

Bandas
inespecificas

Fonte:Autora
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Figura 16:Purificacdo da proteina recombinante NS3+GST a temperatura de 25°C.
Eletroforese emgel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%. M: Marcador de peso molecular
Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); El.1-4: Elui¢bes 1 a 4; Lav.1-3:
Lavagens 1 a 3; S: Sobrenadante apds a adic¢do do lisado a resina; Lis: Lisado. Purificacéo
realizada com 2mL de resina e 5,5mL de lisado e com uma bateria de gelo para diminuir a
temperatura da reacéo; a banda de NS3+GST é um pouco mais forte do que o resultado
anterior, mas fraca quando comparado com a banda inespecifica.

C
M E4 E3 E2E1 L3 L2 L1 S

70kDa =~

40kDa «-

35 kDa+ NS3 +GST
25kDa =

Bandas
7 inespecificas

Fonte: Autora

Para melhorar o rendimento do experimento, passou a ser utilizado um
sonicador e uma estufa refrigerada, visto que, apdés pesquisas na literatura, a
temperatura influenciava no resultado final. Sendo assim, o processo de lise
passou a ser feito no sonicador em 6 ciclos de 30 segundos /1 min de repouso
(4°C), e as outras etapas do experimento utilizaram estufa e centrifuga
refrigeradas. Apds esses ajustes, os resultados obtidos foram melhores
guando comparado com 0s anteriores,pois a proteina NS3 passou a aparecer
na altura desejada, contudo juntamente com bandas inespecificas na eluicao,
mesmo que numa propor¢cdo menor do que era observado nos outros
experimentos (Figura 17). O ensaio de Bradford foi realizado para mensurar
a concentracdo de proteina disponivel, apesar das proteinas inespecificas
presentes no contetdo da eluigdo (Quadro 4).
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Figura 17: Purificacbes da proteina recombinante NS3+GST a temperatura de 4°C.
Eletroforese em gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%.M: Marcador de peso molecular
Page Ruler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific); Ind: inducdo; Lis: Lisado; Sob:
Sobrenadante apds a adi¢éo do lisado a resina; Lav.1-3: Lavagens 1 a 3; El.1-4: Elui¢bes 1 a
4. Experimentos realizados comsonicador e nas mesmas condi¢des de temperatura (4°C).
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Fonte: Autora



Quadro 4: Quantificacdo das eluicdes pelo método de Bradford
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Amostra Concentracdo ( ug / mL)
Eluicdo 1 da figura 17 A 55,2
Eluicdo 1 da figura 17 B 140,9
Eluicdo 2 da figura 17 B 223,2

Fonte: Autora

Com o observado, a purificacdo pela resina de Niquel resultava em
produtos impuros, entdo, optou-se por utilizar outro método de purificacdo, o
da Glutationa S- Transferase, para verificar se o resultado encontrado era
melhorado.

No primeiro experimento, com volume de cultura de 250 mL, tanto na
primeiraeluicdo quanto na segunda, o aparecimento de bandas inespecificas
foi minimo, podendo ser considerado como inexistente e a banda de
NS3+GST apareceu na altura desejada, ainda que tenha ficado retido uma
quantidade consideravel na resina(Figura 18). Além disso, na altura de 26
KDa, foi observado a banda de GST. Com isso, foi feito um volume de cultura
do pGEX® de 250mL, para utilizar na purificagdo com Glutationa S-
transferase e obter a proteina GST (Figura 19).

Figura 18: Purificacdo da proteina recombinante NS3+GST com a resina de Glutationa
Sepharose. Eletroforese em gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%.M: Marcador de
peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific); Ind. pGEX®:
inducéo do pGEX®; Ind. pGEXNS3: inducdo do pGEXNS3; Lis: Lisado; Lav.1-3: Lavagens 1
a 3; El.1-2: Eluicbes 1 e 2.

Ind. Ind. A
M pGEx@ pgExnss Lise Llawl Llav2 Lav.3 El.L1 EL2 Res.

70KDa
55kDa

NS3+GST
40KDa
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—

Fonte: Autora




Figura 19: Purificacdo da proteina GST com a resina de Glutationa Sepharose.
Eletroforese em gelde poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%.M: Marcador de peso molecular
Page Ruler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific); Ind. pGEX®: indu¢do do pGEX®;
Lis. pGEX@®: Lisado do pGEX®; Sob. pGEX®: sobrenandante do pGEX®; Lav.1-3: Lavagens
1 a 3; El.1-2: Eluicdes 1 e 2; Res.: Resina.

Ind. Lisado Sob.

M PGEX® pGExg PGEx¢ lavi lav2 lav3  EL1  EL2 Res.

70KDa
55kDa
40KDa
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Fonte: Autora

No entanto, no periodo em que o experimento foi realizado, os
equipamentos necessarios para realizacdo dos experimentos in vitro nao
estavam disponiveis, sendoassim, a amostra foi armazenada na temperatura
de -20°C para posterior utilizagdo eoutros experimentos com purificagdo de
Glutationa S-Transferase foram realizados a fim de obter uma maior
quantidade de proteina para utilizagdo. Contudo, no momentoem que 0S
experimentos in vitro puderam ser realizados, foi feito novamente uma analise
por SDS-PAGE para averiguar o estado da proteina, mas a mesma ja se
encontrava degradada, impossibilitando o uso. Portanto, novos ensaios foram
feitos afim de obter novamente o mesmo resultado.

Devido ao fato da grande retencéo da proteina na resina, modificagdes
foram realizadas com o intuito de aprimorar o experimento. A condicdo da
primeira eluicdo foi mantida, mas a segunda elui¢do foi incubada overnight e
ocorreu a adicdo de umaeluicdo extra, com uma solucdo de 50mM de
glutationa reduzida, contendo NaCl, visto que o0 protocolo sugere essas
alteracdes para auxiliar no desprendimento da proteina.Contudo, o resultado
como um todo néo foi o esperado, pois na primeira eluicdo, umaquantidade
muito insignificante de proteina foi liberada, com com ocorréncia de bandas
inespecificas. Na segunda eluicdo, uma quantidade significativa de proteinas
foi desprendida, ocasionando muitas bandas inespecificas e a eluicdo com
NaCl também foi ndo satisfatéria (Figura 20).
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Figura 20: Purificacdo da proteina recombinante NS3+GST com a resina de Glutationa
Sepharose. Eletroforese em gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%.M: Marcador de
peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific); Ind. pGEX®:
inducéo do pGEX®; Ind. pPGEXNS3: indugdo do pGEXNS3; Sob: Sobrenadante; P. Lis: pellet
do lisado; Sob pos res.: Sobrenadante pés resina; El.1-2: Eluicdes 1 e 2; El. NaCl: eluicdo com
solucdo com NaCl; Res: Resina.

Sob.

Ind. Ind. Pos El

PGExNS3 Sob. P.Lis.

M PGEx@ M Resi. EL1 EL2 NaCl Res.

70KDa
55kDa
40KDa
35KDa
25KDa

Fonte: Autora

Com os resultados obtidos no experimento anterior, novas solucdes
foram preparadas e o experimento com glutationa S-transferase foi repetido
(Figura 21). A eluicdo 1 apresentou a banda de NS3+GST na altura desejada,
entretanto, é observado o desprendimento da resina, de bandas inespecificas.
Contudo, pelo fato da construcao do gene possibilitar também a purificacdo
pela resina de niquel, esse volume de eluicdo foi utilizado na purificacdo pela
His, para verificar se o produto obtido seria mais puro. Antes da segunda
purificacdo, foi realizada a troca de tamp&o,pois a proteina encontrava-se na
solucdo de eluicdo de glutationa reduzida, incompativel com a resina de
niquel. A substituicdo foi através da precipitacdo de proteinas por
TCA/acetona gelada.
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Figura 21:Purificacdo da proteina recombinante NS3+GST com a resina de Glutationa
Sepharose.Eletroforese em gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%.M: Marcador de
peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific); Ind. pGEX®:
inducéo do pGEX®; Ind. pGEXNS3: inducdo do pGEXNSS; Lis: lisado; Sob: Sobrenadante;
P. Lis: pellet do lisado; El.1-2: EluigBes 1 e 2; Res: Resina.

X Ind. Ind.
Res. El.2 El1 P.Lis. Sob: s pGExns3 PGEX®.

— 70KDa
——— 55kDa
NS3+GST
— 40KDa
——— 35KDa
GST

— 25KDa

Fonte: Autora

No experimento com a resina de niquel, a concentracdo de proteina
inicial foi baixa, significando que uma grande quantidade de proteina foi
perdida no momento da precipitagdo (Figura 22), e consequentemente,
durante a etapa de eluicdo, o rendimento obtido foi baixo, além de também
apresentar bandas inespecificas, mesmo que a segunda purificagdo tenha
eliminado parte das proteinas indesejadas.



Figura 22:Purificacdo da proteinarecombinante NS3+GST com aresina de Niquel, apos
precipitacdo de proteina com TCA/acetona gelada. Eletroforese em gel de poliacrilamida
para SDS-PAGE 12,5%.M: Marcador de peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder
(ThermoScientific);Ind. pPGEXNS3: indu¢éo do pGEXNS3; Prot. conc.: proteina concentrada;
Lis: lisado; Sob: Sobrenadante; P. Lis: pellet do lisado; El.1-2: Elui¢gBes 1 e 2; Res: Resina.

& Ind. Prot.
PGEXNS3 conc. Sob. Lav.1 Lav.2 lav3  EL1 EL.2
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Fonte: Autora

Sendo assim, o experimento com GST foi repetido, diminuindo o tempo
de incubacéo durante as duas elui¢bes para 30 minutos, pois foi observado
em um experimento anterior que quanto maior tempo de incubacéo, mais
proteinas inespecificas foram eluidas. Contudo, a proteina NS3+GST foi
obtida em uma quantidade inexpressiva, sendo invalido para utilizacdo nos
experimentos in vitro (Figura 23).



Figura 23:Purificacdo da proteina recombinante NS3+GST com a resina de Glutationa
Sepharose.Eletroforese em gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%.M: Marcador de
peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific); Ind. pGEXNS3:
inducdo do pGEXNS3; Sob: Sobrenadante; Sob pds incub.: Sobrenadante pds incubacao;
Lav. 1-3: Lavagens de 1 a 3; EI.1-2: Eluicbes 1 e 2; Res: Resina. Seta em vermelho: altura
desejada de NS3+GST.

Sob.
Ind. Pos
M PGEXNS3 Sob. incub, lavl  lav.2 Lav.3 ElL1 EL2 Resi.
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No intuito de melhorar o processo de purificacdo, alteragbes foram
realizadas no experimento com o niquel (Quadro 6) e os resultados obtidos na
terceira lavagem,e nas duas elui¢cbes foram satisfatorios. Apesar da etapa da
lavagem, ndo ser considerada o estagio em que a proteina deva ser obtida,
no presente trabalho, foi 0 momento em que NS3+GST apresentou uma
banda mais significativa, mesmo com apresenca de bandas inespecificas.
Contudo, as proteinas indesejadas possuem um rendimento baixo, indicando
a hipotese de que a terceira lavagem poderia ser utilizadanos experimentos in
vitro (Figura 24).
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Quadro 5: Solucgdes utilizadas anteriormente na purificacdo com resina de Niquel

Solucdes Tris-HCI NacCl Imidazol
Tampao de lise 50mM 300mM 10mM
(ph 8,0)

Tampao de 50mM 300mM 20mM
lavagem (ph 8,0)

Tampao de 50mM 300mM 500mM
Eluicdo (pH 8,0)

Quadro 6: Alteracdes realizadas nas solucdes de purificacdo com resina de Niquel

Tampao de
Lavagem

Tampao de Lise

Tampao de
Eluicdo

NaH2PO4 0,09 M

Tris 0,09 M Tris 0,09 M Tris 0,09M
Imidazol 20mM Imidazol 30mM Imidazol 1M
pH=8,0 pH=6,0 pH=4,6

NaH2PO4 0,09 M

NaH2PO4 0,1 M

Figura 24:Purificagdo da proteina recombinante NS3+GST com a resina de Niquel.
Eletroforese em gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12,5%.M: Marcador de peso molecular
Page Ruler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific); Ind. pGEXNS3: inducdo do
PGEXNS3; Sob: Sobrenadante; Sob. Ni PBS: Sobrenadante pés lavagem da resina de niquel

com PBS 1x; Lav 1-3:

lavagens de 1 a 3; El.1-2: Elui¢cBes 1 e 2.
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5 DISCUSSAO

Devido a epidemia de ZIKV em 2015-2016 no Brasil, e todas as
complicacBesgeradas pela sindrome congénita provocada pela infeccédo, a
doenca se tornou um problema de saude publica e pelo risco de um novo surto,
€ necessario a investigacao de estratégias vacinais e drogas antivirais que
auxiliem na diminuicdo dos casos (LUNARDELLI et al.,, 2021) Algumas
estratégias ja se encontram em fases de pesquisa clinica |l e Il (TEBAS et al.,
2021; DOWD et al., 2016; GAUDINSKI et al., 2018), e o desenvolvimento
concomitante de diversas estratégias ndo é um fator limitante, vistoque,
fornece uma ampla variedade de informacfes acerca do assunto e contribui
parao controle da doenca no futuro, pois sera necessario mais de uma
estratégia vacinal,levando em consideracdo ao tamanho da populacdo que
vive em areas endémicas, além do grupo prioritario, que inclui mulheres
gravidas e em idade fértil (MORABITO; GRAHAM, 2017).

A maioria dos estudos relacionados ao ZIKV, utilizam abordagens que
vém sendo estudadas para o virus da Dengue, em virtude da similaridade
entre eles. As proteinas de Flavivirus mais empregadas nesse ambito sdo as
prM, E e NS1, em razéo de suas funcbes durante o ciclo viral e a capacidade
de ligacdo a anticorpos (HEINZ; STIASNY, 2012; GOO et al., 2018). Contudo,
a proteina NS3 também apresentafuncfes importantes durante o processo de
sintese viral, como na replicacdo e processamento da poliproteina. Além
disso, também é capaz de induzir respostas imunes celulares do tipo T sendo
apontada como um alvo interessante na producdo de vacinas anti-ZIKV
(RAMIREZ et al., 2014; HURTADO-MELGOZA et al., 2016). Grande partedas
informacdes disponiveis acerca da proteina séo para o virus da Dengue, e
mesmo assim, carecem de estudos acerca da atividade imunogénica e
antigénica. Nesse sentido, o presente estudo visou a clonagem, expressao e
purificacdo da porcao protease da proteina NS3 do ZIKV em E.coli, a fim de
obté-la para ser utilizada posteriormente em estudos funcionais para analise
do perfil imune e obter respostas que auxiliem na compreensédo acerca da
atividade do NS3 como possivel antigeno vacinal e alvo para métodos de

diagnéstico.

Na expressdao da proteina de interesse, foi necessario utilizar um
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sistema adequado, sendo a E.coli escolhida por ser um modelo de baixo custo,
facil manuseioe que permite uma alta taxa de expressdo de proteinas
heter6logas (ROSANO; MORALES; CECCARELLI, 2019). Essa bactéria
apresenta varias cepas disponiveis no mercado para esse tipo de producdao,
cada uma com sua especificidade, sendo escolhida de acordo com o objetivo
gue se deseja alcancar. Neste estudo, a cepa BL21 (DE3) foi utilizada em
decorréncia da deficiéncia em proteases (GOTTESMAN, 1996; GRODBERG
E DUNN, 1988), fator que diminui a taxa de degradacdo das proteinas
heterdlogas, e pela presenca da RNA polimerase do fago T7, controlado pelo
promotor lac. Nesse sistema, tanto a lactose quanto seus analogos, como o
IPTG, induzem a sintese de proteinas pela ativacdo do promotor, e quando
essas substancias atingem baixas concentracdes a sintese é cessada, se
tratando de um mecanismo de facil controle e com producdo elevada de
proteinas (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Na producdo pela E.coli, as proteinas geradas podem apresentar
algumas caracteristicas como baixa solubilidade e/ou baixa expresséo, e o
uso de tags pode solucionar alguns desses problemas. Para aumentar a
solubilidade, existem algumasopcfes disponiveis, como a MBP (maltose
binding protein), a GB1 (dominio Gb-1 da proteina G) e a GST ( glutathione
S-transferase), que é utilizada no presente estudo (BIRD, 2011). O vetor de
expressdo pGEX, possui a GST como proteina de fusédo na por¢cdo N-terminal
e por isso é utilizado na clonagem do gene de interesse. Além dastags com
propriedades de melhorias na solubilidade, existem variedades especificas
para imunodeteccao e/ou purificacdo, como é o caso das tags de polihistidina.
Durantea sintese do gene NS3, foi adicionado na porgdo C-terminal, uma
pequena tag de 6xHis, para possibilitar a purificacdo da proteina
recombinante por cromatografia por afinidade em resina de niquel. A GST
também permite a sua utilizagdo como um sistema de purificagdo, contudo,

nao foi utilizada a principio devido a dificuldade de acesso.

Os resultados das purificagdes, inicialmente, apresentaram problemas,
devidoa questdes técnicas e de infraestrutura disponiveis, impossibilitando a
realizacdo do experimento em temperatura em torno de 4°C e uma lise eficaz

das células. Os principais resultados encontrados neste primeiro momento
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foram o aparecimento de bandas inespecificas, a proteina desejada nao foi
eluida adequadamente durante o processo, e 0 sinal detectado foi fraco
quando comparado com o das bandas inespecificas. Varios fatores séo
associados a esses problemas, como a degradacdodas proteinas heterélogas
durante o processo, ligacao insuficiente da proteina a resina de niquel, ou até
uma lise insuficiente. De acordo com o handbook da Qiagen,fabricante da
resina de niquel utilizada, e protocolos desenvolvidos por (KIELKOPF; BAUER,;
URBATSCH, 2020) e (SPRIESTERSBACH et al., 2015), as solu¢fes de lise,
lavagem e eluicdo devem serarmazenadas a 4°C, assim como a proteina
eluida, para evitar degradacdes. Além disso, é recomendado que a lise seja
realizada em aparelhos que facilitam a extracdodo contetdo celular como
sonicadores, para melhorar a liberacdo das proteinas heterdlogas

produzidas, e assim, possibilitar uma concentracédo ideal para a purificacao.

Apés o ajuste de temperatura e método de lise, os dados obtidos foram
considerados melhores quando comparados com os que foram gerados antes
das modificacdes, com o aparecimento da banda da proteina NS3 fusionada
em GST emtorno de 44kDa, contudo, ainda sdo observadas bandas
inespecificas. Fazendo uma analogia com Bernier et al., 2018, que realizou
um estudo comparativo com diversas constru¢cdes plasmidiais, mudando os
tipos e a localizacdo das proteinas de fusdo. Uma dessas, era com a tag de
His (10xHis) na porcdo C-terminal e a GST na N- terminal do plasmideo
pPpGEX-4T-1, e diferentes concentragdes de imidazol foram testadas na
solucéo de eluicdo, como 250mM e 500mM, sendo os melhores resultados
encontrados nos reagentes de 500mM. Mesmo com baixos rendimentos
proteicos resultantes, o resultado é semelhante ao presente trabalho que
obteve com a mesma quantidade de imidazol na solugdo de eluicéo,
rendimentos satisfatorias deproteina resultante, mesmo que com proteinas
inespecificas. Ainda no artigo de Bernier et al., 2018, outra constru¢do com
uma tag de 6xHis, igual ao presente estudo,apresentou melhores resultados
em concentracdes de 250mM de imidazol. Apesar dealguns estudos utilizarem
uma tag de histidina maior (10xHis) que o presente trabalho,o uso de 6xHis é
muito comum na literatura (BUCHER; EVDOKIMOV; WAUGH, 2002; ROUTZAHN;
WAUGH, 2002; NALLAMSETTY et al., 2005; (RARAN-KURUSSI; WAUGH,
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2012); RARAN-KURUSSI; WAUGH, 2014; DEMONTE; DUNDAS; PARK,
2014; JANG et al., 2016; VU et al., 2016) e quando realizado o processode
purificacdo, apresenta resultados satisfatérios. A vantagem de utilizar uma tag
maior seria a possibilidade de uma formacdo de ligacdo mais resistente a
resina e assim, a obtencdo de uma proteina mais pura, sendo uma possivel
hipétese a ser testada no futuro com a proteina NS3 (GRISSHAMMER;
TUCKER, 1997; FU; MALONEY, 1997; HORCHANI et al., 2014).

Outra pesquisa envolvendo purificacéo por resina de niquel, realizada
por Mosadeghi et al., 2015, utilizou a tag de His na por¢éo N-terminal e solugcao
de eluicdocom concentracdo de 500mM de imidazol e apresentou resultados
satisfatorios. Mesmo que os estudos apresentem diferencas quanto ao
presente trabalho, como o tamanho da tag de His e a sua localizagdo na
construcdo recombinante, as concentracdes de imidazol na solucdo de
eluicdo foram as mesmas, indicando que essa concentracao é adequada ao

processo.

Apesar do aparecimento de bandas inespecificas, o resultado
encontrado nasquantificacdes pelo método de Bradford demonstra a obtencéo
de uma quantidade deproteinas em torno de 50 a 200ug / mL. De acordo com
os trabalhos publicados porKim et al., 2018, para a realizacéo de estudos in
vitro com proteinas recombinantes, a concentracdo necessaria de proteina
recombinante é de 1 pg/mL por 1 x 10 © células, entdo acredita-se que apds
0 ajuste de protocolos, a concentracdo obtida daproteina NS3+GST ira ser

suficiente para o andamento do estudo.

Apos os resultados insatisfatorios da purificacdo com Niquel, 0 método
por GST passou a ser utilizado, a fim de aprimorar o que estava sendo
encontrado. No primeiro experimento realizado, as duas eluigbes
demonstraram resultados satisfatérios, contudo, ocorreu o aparecimento de
apenas uma banda especifica, na altura de 26KDa, localizado logo abaixo da
banda correspondente a proteina NS3+GST. Entdo,apds buscas na literatura,
foi observado que o estudo de Alvarez-Rodrigues et al., 2014, realizou um
trabalho muito semelhante a este, consistindo na producdo de umaproteina
recombinante de NS3+GST dos quatro tipos do virus da Dengue, e apos o

processo de purificacdo, também foi observado o aparecimento de duas
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bandas, uma da proteina de interesse e outra na altura de 26KDa,
correspondente a proteina GST. No trabalho de Alvarez-Rodrigues, na
realizagdo dos experimentos in vivo, para contornar a banda de GST que
estava sendo expressa, foi utilizado um controle, a proteina GST em
separado, para que durante as andlises, a sua resposta fosse obtidae
interpretada e assim, na analise da proteina recombinante, fosse possivel
identificara sua efetiva imunogenicidade. Sendo assim, o presente trabalho
também produziu aproteina GST em separado, através da expresséao do vetor
PGEX® e purificagdo por GST, para ser utilizado futuramente nos

experimentos in vitro.

ApoOs esse experimento, outros ensaios de purificacdo com GST foram
realizados, com o intuito de obter uma maior quantidade de proteina, visto que
naquelemomento ndo era possivel realizar os ensaios in vitro devido as
condi¢cdes do laboratério. Contudo, ap06s a retomada dos equipamentos
necessarios para o experimento, foi verificado as condi¢cbes da eluicdo que
havia sido armazenada e a mesma tinha sido degradada devido ao longo
tempo, impossibilitando a realizacao dos ensaios in vitro. Durante esse tempo,
em que a amostra estava armazenada, repeticbes foram realizadas, no
entanto, ndo foram bem-sucedidas, resultando em eluicbes com muitas
bandas inespecificas (Figura 20) e uma das possiveis solucbes paraesse

problema, seria efetuar uma dupla purificacdo com GST e niquel.

O outro experimento com GST foi realizado, e na primeira eluigédo ainda
era evidenciado o aparecimento de proteinas inespecificas (Figura 21), entéo,
foi realizado uma precipitacdo de proteinas com TCA/acetona gelada com o
intuito de realizar umatroca de tampdao, visto que no ensaio de GST era
utilizado solucéo de glutationa reduzida, sendo incompativel com a resina de
niquel, que utiliza tamp&o de imidazol. Apds a troca, foi realizado o ensaio
com niguel e o resultado demonstrou a eficiénciado niquel em retirar proteinas
indesejadas, contudo, ainda era possivel observar bandas inespecificas, além
da intensidade de coloracdo no gel das mesmas estarem fracas, evidenciando
que além da dupla purificacdo ter sido ineficaz, também ocorreuperda de

proteina durante o processo, possivelmente no momento da troca do tampao.
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Na tentativa de obter a proteina NS3+GST de forma mais pura, um
novo experimento com GST foi feito, apenas com o preparo de novas
solucdes, e foram realizadas modificagdes no protocolo de niquel baseado no
que era utilizado em um laboratério parceiro. Quanto ao GST, o resultado da
eluicdo néo foi eficaz, aparecendosomente a banda referente a GST no gel de
SDS-PAGE 12,5%. No niquel, o resultadona terceira lavagem e nas duas
eluigbes, foi um dos melhores, visto que na lavagem,é evidenciado a banda
de NS3+GST (43KDa) e a de GST (26KDa), em intensidades fortes, mas ainda
apresenta bandas inespecificas, mesmo que em intensidades fracas de
coloracdo. Nas eluicbes, sdo visualizadas as duas bandas, mas em
concentracbesmenores que na lavagem e também com proteinas especificas.
Foi realizado um ensaio de precipitagcdo com TCA/acetona gelada com um
volume de 300ul da terceiralavagem, para realizar a troca do tampéao e
verificar a possibilidade de realizar os ensaios in vitro, visto que nao € possivel
efetuar a cultura de células com a proteina em um tampéo de imidazol, pois o
mesmo poderia interferir no resultado. Contudo, nogel de SDS-PAGE 12,5%
nao € possivel observar banda de proteina, resultado muitoparecido com o
que foi encontrado durante a dupla purificacdo, evidenciado que a

precipitacdo ndo foi eficaz, ocorrendo perda de proteina.

Apesar do protocolo realizado neste trabalho, utilizando a resina de
GlutationaSepharose, ter sido baseado em Harper e Seicher, 2013, foram
realizadas modificacdes que deram resultados em trabalhos de laboratorios

parceiros.

No futuro, para os ensaios in vitro e in vivo, sera necessario realizar
ajustes noprotocolo de purificagdo, para produzir uma quantidade maior de
recombinantes. As possiveis alteracdes seriam o0s testes com outras
concentracbes de imidazol nas solucdes de eluicdo, como de 250mM, e de
lavagem, para os ensaios com niquel e para o de GST, seria utilizar a
concentracdo de 10mM, pois para o caso da proteina NS3 pode ser que
obtenha um melhor resultado, ou até mesmo efetuar uma mudanca de
localizacdo da tag de His para obter eluigbes mais puras da proteina. Apds 0s
ajustes de protocolos, a obtencdo da porcdo protease da proteina NS3,

possiblita a sua utilizacdo em ensaios de diagndstico, comparando como
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meétodos ja disponiveis no mercado; analises do potencial imunoldgico frente
ao virus da Zika, para identificarpossiveis diferencas que possam existir entre

o virus da Dengue e beneficios quantoao seu uso como antigeno vacinal.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstram a producéo do
antigenorecombinante NS3 porcdo protease em linhagem BL21(DES3), de
E.coli. O estudo também comprova que os ensaios de purificacdo, tanto por
niquel quanto por GST, foram insuficientes para obteng¢édo da proteina na
forma pura, para utilizacdo em experimentos in vitro, seja do ponto de vista
imunologico ou de diagndstico, sendo necessario realizar ajustes nos
protocolos para que futuramente seja possivel realizarensaios tanto in vitro

guanto in vivo.

Como foi demonstrado, pela revisdo da literatura, a proteina NS3 € um
importante alvo para as células T, com isso, € necesséario realizar estudos que
compreendam sua atividade antigénica frente ao virus da Zika, para que
possam serdesenvolvidas estratégias vacinais e de diagndéstico que auxiliem

no controle da doenca.
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