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RESUMO

DA PAIXAO, Vinicius Ferreira, M. Sc. Universidade Federal de Vicoseertsro de
2014 Construcao e expressao heterdloga de dominio Il da proteina de etofee (E)
dos virus dengue -le - 3 em Pichia pastari©rientador: Sérgio Oliveira de Paula.
Coorientador: Silvia Almeida Cardoso.

A dengue é a arbovirose mais importante do mundo colocando em risco gtede da
populacdo mundial, classificada como uma Doenca Tropical NegligenEiatasuma
importancia o desenvolvimento e melhoramento das metodologias de tagbém
como vacinas para dengue. Entretanto o desenvolvimento dessas i&itodirpela
dificuldade de producdo em grande escala de antigenos a serem useaioingado
anticorpo presente no soro de pacientes infectados e para a imunizacaoade Debvido

a este fator limitante, este trabalho teve como objetivo prodotjemo em grande
quantidade e qualidade do dominio Ill da proteina E dos VIRUS DENGUE. Paxaatant
P. pastoris foi utilizada por ser uma levedura que tem por natureza um pkedréo
modificacdes pos-traducionais em suas proteinas semelhantes dos padrées de mamiferos
guando comparamos este género (Pichia) com outros géneros de levedilizad@su
em expresséao heterdloga. Sequéncias de DNA correspondes ao dominio Il da protei
de DENV-1 e -3 foram inseridos na construgdo pTZ/domllIDENV1 e
pTZ/domllIDENV3 e clonadas em E. coli, e os insertos domlll DENVde e3 foram
liberados por digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI e Notkegigrostnte ligados

ao vetor de expressa@PICzaA em leveduras. As construgdes resultantes
pPICzaA/domIIIDENV1 e pPICzaA/domIIIDENV3 também foram clonadas em E. coli
ecom elas P. pastoris GS115 foram transformadas por eletroporacacienaekes em
meio com Zeocifi!. Todas as construcdes e a transformacgao foram confirmadas através
de PCR. Uma vez obtidas a as linhagens recombinantes foi feita as@xpda proteina
domllIDENV1, e por técnicas soroldgicas como ELISA indireto com IgM e dgG
pacientes soropositivos para Dengue foi confirmada a grande similaddguieteina
heter6loga expressa e a proteina nativa, uma vez que estaasté@@moextremamente
sensiveis e especificas por dependerem da ligacdo antigeno-anticorpabBblte vem
demonstrar o grande potencial para producdo em larga escala do antigemo Diodai
proteina de Envelope dos virus dengue 3lpara constru¢do de “kits diagnostico” e

melhorias no controle da dengue.
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ABSTRACT

DA PAIXAO, Vinicius Ferreira, M. Sc. Universidade Federal de Vicosa, February
2014Construction and Heterologous expression of dengue virus - land domain

lll of envelope(E) protein in Pichiapastoris. Adviser: Sérgio Oliveira de Paul&o-
adviser: Silvia Almeida Cardoso.

Dengue is the most important arboviral disease in the world riskingahalbthe world's
population, classified as a Neglected Tropical Disease. Itgerative the development
and improvement of diagnostic methods and vaccines for dengue. However, the
development of these are limited by the difficulty in large-scale primatuof antigens

for use in capturing present in serum of infected patients and antiboaiytmize guinea
pigs. Due to this limiting factor, this work aimed to produce in largg@miguantity and
quality of the domain 11l of the E protein of dengue virus. Therefore, the P. pastoris was
used because it is a yeast that has by nature a pattern dfgosational modifications

of proteins similar in their patterns of mammals when comparingémise (Pichia) with
other genera of yeasts now used in heterologous expression. Sequences rasgund to
domain Il of the E protein of DENV- 1 and -3 were inserted DNA constmacind
pTZ/domllIDENV1 pTZ/domIIIDENV3 and cloned in E. coli and inserts domlll DENV

-1 and -3 were released by digestion with the restriction enzyewRIE&nd Notl and
subsequently linked to thgeast expression vector pPICzaA. The resulting constructs
were also pPICzaA/domIIIDENV3 pPICzaA/domIIIDENV1 and cloned in E. coli and P.
pastoris GS115 they were transformed by electroporation and selected ummveith
ZeocinTM. All constructs and traformation was confirmed by PCR. Once obtained
recombinant strains was made domlIlIDENV1 protein expression and by serblogica
techniques as ELISA IgG and IgM positive patients was confirmed Ddhgugreat
similarity of the expressed heterologous protein and native proteince shese
techniques are highly sensitive and specific for depending on thesmuatigibody
binding . This work demonstrates the great potential for large-scale produoiciiotigen
Domain Il of the envelope protein of dengue virus 1 and 3 for constructi@itaghostic

kits" and improvements in dengue control.
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1 INTRODUCAO

A dengue é causada pelos virus Dengue (DENV), os quais compreendeng§at§ueito
sorotipos (DENV-1a-4) e pertencentesa familia Flaviviridae. Até algumas centeraasodeatras, o
virus da Dengue estava restrito a um clico silvestre transnatitte primatas (ndo humanos) e
mosquitos do género Aedes nas regides tropicais e subtropicais da Affisia, ecom raras
ocorréncias nas populagbes humanas (HOLMES, EC; TWIDDY, 2003). Com a ucBaniesssas
areas, onde tal ciclo era endémico, tega-disseminacao do virus Dengue por todo globo eo homen
também se tornou hospedeiro, 0 qual agora envolve quase que exclusivaoigatde transmissao
do virus. (HALSTEAD, SB 1988). Além do ciclo de vida artropode-primatastdmobservada a
transmissdo vertical do virus entre geracdes sucessivas de mosqaitongequito vetores
(HADDOW et al.,2013), como apresentado na Figura 1.

Ciclo selvatico
enzootico

g y (
Inmm /
\ Transmissio Vertical /

N \lnl infe (Iada

Ciclo

Figura 1.Ciclo de transmissdo do virus Dengue entre a fémea do mosquito Aedes e primatas de forma
controlada.Salto adaptativo de mudanga para hospedeiro humano e estabelecimento de ciclo endémico.
Transmissao verticaldo virus entre mosquitos infectados e geragdes consecutivas.

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a incidéncia de wemgue
crescido dramaticamente por todo o globo. Mais de 2,5 bilhdes de pessods, #0&tsda populacao
mundial, esta agora em risco de dengue. Estima-se que atualmeraenad®30 a 100 milhdes de
infeccbes em todo o mundo a cada ano e que 500 000 pessoas, grande parse deiseigvolvem
um quadro de dengue grave necessitando de hospitalizacéo e quecerca de 2,5% dos wvdeciados
Obito(WHO, 2013).A Dengue é a mais comum das infec¢des virais tradesmdti artrépodesri
2012, foi classificada pela OMS como a doenca viral transmitideepmrde mais rapida propagacgéo
emaior potencial de epidemia no mundo.Isto torna a dengue a maisimgadds Doencas Tropicais
Negligenciadas (IDN’s) virais do mundo registrando um aumento de 30 vezes na incidéncia da

doenca nos ultimos 50 anos(WHO, 2013).



O mosquito Aedes aegypti apesar de originalmente silvicolarrsgutperito em colonizar
os ambientes urbanos, adaptando-se a tal ponto de hoje ser este seu habitat, destapmntss, re
pontos de represamento de dgua, artificiais urbanos como “criadouros” do mosquito. Ao contrario de
outras espécies, 0 A aegypti possui habitos alimentares diurnos, coindw e pico das picadas
ocorrendo predominantemente no inicio da manha e ao entardecer. A fémeadgpA pode picar
varias pessoas durante um mesmo periodo de alimentacdo. JA o Aeddsalbépion vetor
secundario da dengue na Asia, se espalhou para a América do Norte e Essopacomo 0 A
aegypti o Aalbopictus € altamente adaptavel podendo, porém, sobreviver em regipesatas
mais friasBACK E LUNDKVIST, 2013).

No Brasil o principal vetor da Dengue é a fémea do mosquito Aedeptiaeyy outras
regibes € transmitida tar@im pelas espécies A. albopictus, A polynesiensis e o A saugellzma
vez no hospedeiro mamifero inicia-se o ciclo de replicagdo vimlcellas estriadas, lisas,
fibroblastos e linfonodos locais. Apds um periodo de incubacdo de 2a 10 dias ocorre a viremia,
a disseminacéao do virus no organismo do individuo. A infec¢éo pode ser saladsiitomatica ou
pode se manifestar clinicamente indo desde uma doenca autodiroitathada Febre da Dengue
(DF), ou Dengue Classica, até as formas mais severas, como a Febre daDengueyide i
e a Sindrome de Choque da Dengue (DSS) variando dentro de um espectro corfatmog
determina qudo branda ou qudo sevenma ®s sintomas da infeccdo nos hospedeiros ainde
permanecem obscuros. Apesar de a pessoa adquirir imunidade duradoura pasoeripeleue a
infectoU DE PAULA E FONSECA, 2004)estudos apontam que infeccBes secundarias com sorotipc
distintossdo um fator de risco para o desenvolvimento de formas mais deabengue, a DHF ou
a DSS (RODENHUIS-ZYBERT et. al.,2010).

Apesar destas proporcdes, até o dado momento ndo existem quaisquezntostam
especificos contra o virus, tal como antivirais, e nem uma vadnaercado,apenas medidas
profilaticas para controlar os vetores, as quais ndo tém se mostieefiExperiéncias praticas
apontam quea estratégia para se combater a Dengue passa pelmldesento de ensaios
imunoenzimaticos mais robustos, kits para diagnosticos mais elabaradesvacinas. Estas
tecnologias dependem da obtencao de antigenos da Dengue em grande qecaltalaheilaridade
atualmente os principais centros de pesquisa e diagnéstico do mundo tgemtageedificuldades
na obtencgdo de prepara¢des com conteudo adequado de antigeno, necessitanttarco antigeno
através de centrifugacdo zonal continua de sobrenadantes de culturaglasfeseado que a
producdo € relativamente baixa do virus dengoeculturas celulares. Este quadro ratifica a
existéncia do obstaculo importante, a producéo de antigenos, a sgregalos em ensaios usados
na captura do anticorpo presente no soro do paciente infectado(WHO,2009).



No Brasil, os antigenos usados para diagnostico da dengue sdo protaisa&struturais,
preparados a partir do cérebro de camundongos recém-nascidos infectadossoobtencaocé
extremamente laboriosa e cara. Nesse sentido, 0s sistemas heterdlogossdd@ de proteinas sédo
promissores, portanto este trabalho visou a construcdo de leveduras restanbiagazes de
produzir o antigeno dominio Il da proteina E do virus dengue-1 e dengue-3, comgiagbeate
uma obtencdo menos laboriosa e padronizavel independente da infeccao viral, de foonezerfa
estabelecimento de novas tecnologias no controle, monitoramentobateasta Dengue. (Miller,
2010)

2REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Virus dengue

2.1.1 A familiaFlaviridae

Basicamente a familia Flaviviridae, composta por trés géneros: Flavivirus, Hepacivirus e
Pestivirus, sido virus esféricos e envelopados. O material genético é uma fita simples de Acido
Ribonucléico(RNA) de polaridade positiva, ou seja, o genoma viral tem a mesma polaridade ou
orientacdo do Acido Ribonucléico mensageiro (mRNA) da célula infectada, com isso,o material
genético pode servir como base para a sintese das proteinas virais, por isso ¢ também chamado de
RNA infeccioso. Dentre osFlavivirus, encontra-se um grupo que tem um comportamento muito
especifico em seu ciclo, os virus transmitidos por artropodes ou arbovirus, sendo eles de grande
importancia médica e para o campo da Saude Publica. No quadro atual,as infec¢des causadas pelos
virus da Dengue sdo as que assumem maior importancia no nosso pais (FRANCKI et al., 1991).
EsteFlaviviruspossui 4 sorotipos denominados dengue-1, dengue-2, dengue-3, ¢ dengue-4 ¢ a
imunidade adquirida apds infeccdo com cada um dos sorotipos ¢ duradoura (DE PAULA E

FONSECA, 2004).

2.1.2 Epidemiologia

A dengue ¢ a arbovirose mais importante no quadro mundial. Estima-se que, anualmente, as
infeccdes com o virus dengue ocasionam mais de 100 milhdes de casos de dengue classico e mais de
500 mil de dengue hemorragico. Nos ultimos vinte anos tém sido observados incrementos
significativos na atividade epidémica, expansdo da distribui¢do geografica, transmissao continua de

varios sorotipos e emergéncia da Febre Hemorragica - em areas onde a doenca ndo era prevalente, o

3



meio urbano. A incidéncia de Dengue aumentou 30 vezes nos ultimos 50 anos. Estima-se50 milhdes
de infecgdes foram estimadas para ocorrer anualmente, em mais de 100 paises endémicos e a doenca
continua a se espalhar, sendo que aproximadamente 40% da populagdo mundial, ou seja, 2,5 milhdes
de pessoasestaoem risco (WHO, 2013).

Nos ultimos vinte anostém sido observado um incremento significativo na atividade
epidémica, expansdo da distribuigdo geografica, transmissdo continua de varios sorotipos e
emergéncia da DHF em areas onde a doenga ndo era prevalente. A doenga éendémica em mais de 100
paises na Africa, Américas, Leste Mediterraneo, Sudeste Asiatico, e no Oeste Pacifico (WHO 2013,
HUANG, et al., 2002).Nessas regides, 90% dos casos de DHF acometem criancas com idade inferior
a 15 anos (NORMILE, 2007; EDELMAN, 2005 ¢ 2007), sendo de longe a arbovirosemais comum €
humanos nas regides tropicais e subtropicais (THOMAS E ENDY, 2011). A distribui¢do global da
Dengue (Figura 02) ¢ importante nas areas tropicais e subtropicais, sendo a transmissdo desse virus
feita por mosquitos do género Aedes, principalmente o A. aegypti, caracterizando-se por ser
predominantemente urbano na sua distribuicao (HALSTEAD, 2007).

No Brasil, no ano de 2013, até o dia 19 de novembro foram notificados 1.476.917 casos de
Dengue no pais (Tabela 01), 64% a mais em comparacao ao ultimo grande mapeamento em 2010,
sendo que desses, 6.566 foram casos graves e 573 vieram a 0bito.Os estados com maior nimero
absoluto de casos foram Minas Gerais, com 435.828, seguido de Sao Paulo, com 220.865 e Rio de
Janeiro, com 212.933 casos. A regido sudeste concentra 63,41% dos casos de Dengue de 2013. Minas

Gerais teve 360 casos graves de Dengue registrados e 116mortes .

Figura 02.Sombreamento cinza-escuro indica paises/areas de risco de transmissdo de DENV de 2008. As
linhas de contorno indicam os potenciais limites geograficos dos hemisférios norte e sul para todo o ano de
sobrevivéncia de Aedes aegypti, principal mosquito vetor da DENV.

Fonte: OMS, 2009.

Tabelal Casos de Dengue no Brasil no ano de 2013 de acordo com os dados dodMigs$aude.
Fonte: SES/SINAN

CASOS CASOS

UF | NOTIFICADOS GRAVES OBITOS




RO 9.365 28 3
AC 2.577 4 0
AM 16.858 96 9
RR 849 1 0
PA 8.682 37 10
AP 1.667 7
TO 8.669 17 4
MA 3.586 36 12
Pl 4.664 19 1
CE 32.039 159 54
RN 16.035 102 8
PB 13.050 92 14
PE 8.650 42 19
AL 8.935 16
SE 745 5
BA 61.974 125 21
MG 435.828 360 116
ES 66.874 1.686 23
RJ 212.933 1.207 48
SP 220.865 428 72
PR 69.444 224 24
SC 370 1 0
RS 485 1 0
MS 81.741 695 34
MT 34.012 99 27
GO 140.399 1.063 58
DF 15.621 16 7
BRASIL 1.476.917 6.566 573

Os fatores responsaveis pelo aumento da Dengue como um problema mundial de Satde
Publica nas ultimas décadas estao associados com as mudancas sociais € demograficas dos ultimos
50 anos. Os maiores fatores t€m sido o crescimento populacional sem precedentes e a urbanizagdo
sem planejamento e descontrolada, especialmente nos paises tropicais em desenvolvimento. No

entanto, mudancas epidemioldgicas nas Américas foram as mais drésticas. Nas décadas de 50, 60 e



na maior parte da década de 70, epidemias de dengue nas Américas eram raras devido a erradicacao
do mosquito vetor (DE PAULA e FONSECA, 2004). Entretanto, o programa de erradicacdo do
mosquito foi descontinuado no inicio dos anos 70 e essa espécie, Aedes aegypti, voltou a aparecer,
chegando a reocupar, nos anos 90 a distribui¢do geografica que tinha antes da erradicagdo ter iniciado

(DE PAULA e FONSECA, 2004; TAPIA-CONYER, et al., 2009).

2.1.3 Manifestacoes Clinicas

A Dengue pode passar despercebida muitas vezes devido ao fato que apenas um caso ser
sintomatico em cadaquatro casos de infec¢do, fazendo com que a doenga nao seja detectada pelo
hospedeiro(BHATT, S. et al., 2013). Quando clinicamente detectavel a infec¢ao, com quaisquer dos
quatro sorotipos existentes do virus,apresentasintomas que vao como em um espectro continuo desde
uma doenga auto-limitada, que ¢ a DF,até formas mais severas, como a FHD e a DSS (Figura 03)
(GUZMAN et al., 2010). As manifestacdes clinicas mais severas vém sendo as responsaveis pelos
altos indices de morbidade e mortalidade da Dengue (DE PAULA e FONSECA, 2004). Estudos tém
mostrado que infecgdes secundarias com sorotipos distintos ¢ um fator de risco para o

desenvolvimento de formas mais graves da Dengue, a DHF/DSS (MORENS, D. M..et al, 2013).

Infecgio | = Viremia Inicial — Doenca
Baixa ou neﬂh“m:\‘ Subclinica
|| « Cepas pouco virulentas do virus * Baixa produgdo de citocinas A
» Resisténcia genética do hospedeiro « Fatores nutricionais
» Anticorpos neutralizante + Fatores Genéticos
« Resposta inicial de IFNy * Pouco APL

Moderada Febre da Dengue

/\

Picada do mosquito

+ Cepas muito virulentas do virus '« Alta produgio de citocinas
* Predisposi¢ao genética do hospedeiro « Fatores nutricionais
* Anticorpos nao-neutralizante « Fatores Genéticos
» Resposta demorada de IFNy o Alta APL
Alta Febre Hemorragica da Dengue

Figura 03. Espectro de sintomas da infec¢do por virus Dengue.

2.1.4 Sorotipos e Estruturas

O virus dengue apresenta quatro sorotipos antigenicamente relacionados denominados
dengue-1 (DENV-1), dengue-2 (DENV-2), dengue-3 (DENV-3) e dengue-4 (DENV-4). Suas
particulas virais maduras consistem de um genoma de RNA fita simples polaridade positiva, que
funciona como mRNA apds a entrada do mesmo no citosol. Essa molécula de RNA ¢ circundada por
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um nucleocapsideoicosaédrico de 30 nm de didmetro, recoberto com um envelope lipidico de cerca
de 10 nm de espessura derivado da membrana da célula hospedeira (LINDENBACH e RICE, 2001).

O genoma desses virus, bem como o de todos os Flavivirus, consiste de um RNA de fita
unica de aproximadamente 11 kilobases (Kb) de comprimento de polaridade positiva e com peso
molecular aproximado de 3.3x106 daltons, que expressa as proteinas em uma "long open reading
frame" nas quais as proteinas estruturais encontram-se na por¢ao 5' do genoma e as ndo-estruturais
na por¢ao 3'. A organizagdo do genoma e a ordem de expressdo destas proteinas é C-prM-E-NS1-
NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5 (CHAMBERS, et al., 1990).

O envelope viral apresenta uma bicamada lipidica originada a partir da membrana da célula
hospedeira e possui duas proteinas de superficie: prM/M e E (Figura 4) (FIELDS, et al. , 1999). A
proteina prM (associada a proteina M) forma um heterodimero intracelular, que atua estabilizando a
proteina E (LORENZ et al., 2002). prM sofre clivagem durante a exocitose e liberacdo do virion,
originando a proteina M (LINDENBACH E RICE, 2001), que adquire nova mudanga
conformacional, a qual ¢ necessaria para a correta disposicao de E, fato que sugere uma funcao

“chaperona-like” a proteina M (LORENZ et al., 2002).

I din!u E dimei

_M

Nucleocapsid

Figura 04: Estrutura da particula dos virusdadengue. Com as proteinas M, proteina E ocorrendo sob a forma
de dimérica e uma representacdo da proteina prM que ¢ clivada e se torna M durante marcando o
amadurecimento do virus. Fonte: Fields, et al., 1999.

2.1.5 Proteina E e Dominio I11

A proteina E , uma glicoproteina de 53 a 54 kDa, ¢ o principal componente proteico do
envelope viral. Ela participa do processo biologico da adsor¢do, estando esta proteina relacionada
mais diretamente pelo reconhecimento e consequentemente com a fusdo @ membrana celular durante
a penetragdo viral, por ser uma proteina de superficie ela acaba por estimularo sistema imune, dai
sendo descrita na literatura por possuir a capacidade de induzir a produgdo de anticorpos
neutralizantes e resposta de linfocito T (MANDL, et al., 1987; HEINZ, et al., 1990; HENCHAL e
PUTNAK, et al., 1990). As principais propriedades bioldgicas do virus da dengue estao relacionadas

a proteina E, que recobre totalmente a membrana e o genoma.



A proteina E possibilita otropismo celular e a capacidade de hemaglutinar eritrocitos. Ha
alguma variagdo na composicao da proteina E entre os virus da Dengue, inclusive nos epitopos. Esses
constituem antigenos de superficie que determinam a resposta imune e a prote¢do contra o virus da
Dengue em seres humanos. Os anticorpos dirigidos a proteina E determinam a imunidade protetora
de mais longa duracao (BRICKS, 2004).

Essa proteina apresenta trés dominios estruturais (Figura 05): o dominio I (DI) ou dominio
central, com aproximadamente 120 residuos de aminoacidos que contém predominantemente tipos
especificos de epitopos nio neutralizantes, o que o leva a ser uma regido de “dobradica” molecular
envolvida na mudang¢a conformacional desencadeada por baixo pH; o dominio II (DII), ou dominio
de dimerizagdo da proteina, representando a interface entre os outros dois dominios e esta envolvido
na fusdo da membrana mediada pelo virus, além disso, contém muitos epitopos de reagao cruzada
gerando neutralizacdo e ndo neutralizagdo de anticorpos monoclonais (MAbs); e o dominio IIT (DII),
que ¢ caracterizado por uma estrutura semelhante a uma imunoglobulina que forma a maioria dos
"loops" da superficie viral. Ele contém multiplos tipos e subtipos especificos de epitopos que gera
somente a neutralizacao viral por MAbs e tem sido hipoteticamente aquele que contém o local de

ligagdo da célula hospedeira ao anti-receptor. (ROEHRIG et al., 1998 e 1997 e REY et al., 1995).

Figura 5: Dimero da proteinaDengue E com trés dominios definidos dentro de cada monomero: dominio I em
vermelho, dominio II em amarelo com “loop” de fusdo em verde e dominio III em azul Fonte: MODIS Y,
OGATA S, CLEMENTS D, HARRISON SC,2003.

Uma vez que os epitopos do DIII sdo comprovadamente mais imunogénicos para a produgdo
de anticorpos precoce no hospedeiro definitivo quando comparados aos epitopos dos outros dominios
I e II da proteina E (WAYNE D. CRILL eJOHN T. ROEHRIG, 2001),a proteina E tem sido um dos
principais alvos no estudo de vacinas e no uso como reagente (antigeno) no diagnostico de uma
infeccao por dengue (SUGRUE et al., 1997).

2.2 Diagndéstico e Expresséo Heterdloga
2.2.1 Diagndstico
Ainfeccéo pelos virus Dengue tem sido diagnostiedthvés de técnicas de isolamento desses virus

deteccao de antigenos virais ou RNA em soro oddecbu deteccdo de anticorpos especificos nodsmo
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pacientes (KING, et al., 1991; GUZMAN e KOURI, 1996¢stes sorolégicos basicos tém sido usados para
diagnostico da infeccao por dengue: Inibicdo da &tpuatinacéo (IH), Fixagdo do Complemento (FC), &est
de Neutralizacéo (TN), ELISA (Enzyme-LinkedImmundsentAssay) tipo captura e sanduiche (DE PAULA
e FONSECA, 2004).

O TN ¢ o teste sorologico mais especifico para o virus Dengue, detectando por longos
periodos, praticamente por toda a vida do infectado. Por sua elevada especificidade, o TN pode ser
empregado para identificar o sorotipo infectante em infec¢des primarias por Dengue, isto ¢ devido a
relativa resposta monotipica que ¢ observada no soro de pacientes em fase de convalescéncia
(GUBLER e SATHE, 1988; VORDAM & KUNO; 1997).

Os testes rapidos por imunocromatografiaforam criados devido a necessidade de uma
detecgdo rapida e eficaz. A realizacdo do teste ndo necessita instrumentagdo sofisticada, nem mesmo
treinamento especial para sua realizagdo. Esse tipo de teste ¢ extremamente atrativo para clinicas e
postos de saude (Programa da Satde da Familia), consultérios médicos, salas de emergéncia,
pequenos hospitais, e instalagdes mais isoladas. Esses testes sdo realizados em uma membrana na
qual ¢ fixado um agente marcador utilizado para a identificagdo do complexo antigeno-anticorpo e,
portanto, quantifica ou identifica a presenga de um determinado antigeno na amostra analisada
(Sanchez, 2001).

Os sistemas imunoenzimaticos tém sido considerados de grande utilidade para o diagnostico
da Dengue devido a sua alta sensibilidade e rapidez. A pesquisa de anticorpos distintos, ou seja, de
fase aguda (IgM) e de convalescéncia (IgG), assim como a pesquisa de antigenos (Ag) € possivel pelo
método de ELISA. Por sua simplicidade de execucao e a necessidade de equipamentos nao muito
sofisticados, esses testes t€ém se tornado os métodos sorologicos mais utilizados para o diagndstico da
dengue nos ultimos anos. Além disso, por serem muito sensiveis no diagnostico de anticorpos de fase
aguda dispensam a necessidade de uma amostra pareada no periodo de convalescenca (GUBLER &
SATHE, 1988; VORDAM & KUNO; 1997).

O MAC-ELISA (IgMantibody-capture enzyme-linkedimmunosorbentassay) tem sido uma
valiosa ferramenta na vigilancia dadengue cléassica e dengue hemorragica. Em areas onde a dengue
ndo ¢ endémica, esse método pode ser usado na detec¢do clinica dos casos com sinais de infec¢ao
viral ou até mesmo ao acaso, através de uma soro-inspecao da populacdo, podendo indicar uma
infeccao recente. Durante epidemias, uma vantagem do MAC-ELISA ¢ a determinagdo rapida da
propagacao da transmissdo. Em areas onde a Dengue ¢ endémica, MAC-ELISA pode ser usado como
um valioso meio na avaliagao de um grande numero de amostras laboratoriais com relativa facilidade
(GUBLER & SATHER, 1988).

O IgG-ELISA tem sidoutilizado na diferencia¢do de infec¢cdes primdrias e secundarias por

dengue (CHUMGUIE, et al., 1989). O teste ¢ simples e de facil manipulagdo, podendo ser assim



utilizado na analise de grandes volumes de amostras. O IgG-ELISA ndo ¢ muito especifico dando
reacao cruzada com outros Flavivirus, € nao pode ser utilizado na identificagdo dos sorotipos virais
da dengue (GUBLER, 1998).

Na atualidade, o maior ao desenvolvimento dos ensaios imunoenzimaticos diz respeito a
obtenc¢do dos antigenos. Os principais centros de pesquisa ¢ diagnostico do mundo tém apresentado
grandes dificuldades na obtengdo de preparacdes com contetido adequado de antigeno, necessitando
concentrar o antigeno através de centrifugacdo zonal continua de sobrenadantes de culturas
infectadas, sendo que a producgdo relativamente baixa do virus Dengue nas culturas celulares surge
como um obstaculo importante na produgdo em larga escala dos antigenos empregados em diversos
ensaios usados na captura do anticorpo presente no soro do paciente infectado. No Brasil os antigenos
atualmente usados para diagnodstico da Dengue sdo proteinas virais estruturais, preparados a partir do
cérebro de camundongos recém-nascidos artificialmente infectados, sendo essa obtencdo de
antigenos extremamente laboriosa e cara (MARTINA, et al., 2009).

A realizagdo de testes diagnosticos rapidos e baratos representa uma necessidade crescente
no Brasil viabilizando a realizacdo do diagnostico em larga escala e em todo o Pais, mesmo nas
regides mais afastadas das grandes cidades (PAHO, 2009). Devido a essa demanda, visou-se, nesse
trabalho, obter um antigeno em quantidade e qualidade utilizando um sistema de expressao heter6loga

de proteinas em leveduras.

2.2.2 Sistema de Expressao Heterologa em Pichia pastoris

Dentre os sistemas de expressao heterdlogos descritos naliteratura,o interesse pelas
leveduras do género Pichia, um exemplo ¢ como P. pastorisque sao empregadas para a producao de
diversos metabolitos e proteinas de interesse da industria biotecnoldégica (ROMANOS, et al., 1992).
Quando comparados,os sistemas de expressao desenvolvidos em procariotos e quando desenvolvidos
em alguns eucariotos, estas leveduras, se destacam pela facilidade de cultivo, crescimento,
manutengdo e serem facilmente manipuladas geneticamente. Neste caso em especifico, ¢ de suma
importancia a caracteristica bioquimica deste organismo de ter um padrdo de modificagdes pods-
traducionais especificas de células eucarioticas semelhante a dos mamiferos, muitas vezes essenciais
para obten¢do de produtos biotecnoldgicos ativos ou adequadamente processados. Os sistemas de
expressao em leveduras sdo econdmicos, apresentam em geral melhores rendimentos ¢ demandam
menos tempo e esfor¢os quando comparados a outros sistemas de expressao eucaridticos como os
baculovirus e células de mamiferos (CREGG E HIGGINS, 1995). O sistema eucarioto P. pastoris,
amplamente utilizado na biotecnologia tem a capacidade de produzir a maior parte das proteinas

recombinantes de forma estavel ¢ com modificagdes pds-traducionais caracteristicas de proteinas
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eucarioticas (COLAO et al., 2006).

A escolha deste organismo como sistema de expressdao heterdlogo se justifica, além das
caracteristicas citadas acima, pelo fato dessa levedura apresentar o status GRAS
(“GenerallyRegardedAs Safe”), bem como sua capacidade de converter 30% a 40% do seu peso em
proteinas (RATNER, 1989), e, enfaticamente, ao fato desta levedura glicosilar proteinas de forma

mais proxima aos mamiferos, cerca de 8-14 residuos de manose em cadeias de oligossacarideos

(GRINNA e TSHOOP, 1989).

3OBJETIVO

Construir linhagens recombinantes de Pichia pastoris capazes de expressar o Dominio III da

proteina E do envelope do virus dengue sorotipos 1 e 3.

4 CAPITULO I

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Vetores de clonagem e expressao

Plasmideos de clonagem pTZ57R/T (Figura 01) foram adquiridos junto & Promega
Corporation, Madison, Wisconsin para inser¢ao dos genes otimizados para leveduras do dominio IIT
da Proteina E (Anexo A) e utilizados para transformacao de células de E. coliTOP10F competentes
previamente preparadas (Item 4.3). O plasmideo paraExpressao utilizado foi o pPICzaA (Figura 2)
produzidos pela Invitrogen/USA foram utilizados na transformagdo de Pichia pastoris (The

EasySelect™ Pichia Expression Kit).
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Figura 6 - Mapa do Plasmideo de Clonagem pTZ57R/T

Figura 7— Mapa do Plasmideo de Expressdo pPICza A (Anexo A)

4.1.2 Amplificacio do fragmento de DNA do dominio III da proteina E DENV-1 e DENV-3

Para realizar a amplificacio dos fragmentos de Acido Desoxirribonucléico(DNA)

correspondentes aos dominios III da proteina E de DENV-1 e DENV-3, foram utilizados os

“primers” ACGAATTCTCACAAGAAGGTGCCATGCAC “sense” e
GAGCGGCCGCAGACAACTTCAAAGCCTTTTC C antisense”, para dengue-1 e
ACGAATTCTCTCAAGAAGGTGCCATGCAC “sense”

eGAGCGGCCGCATTAATCTTCAAGGCCTTGTC “antisense” para dengue -3 (sendo GAATTC e
CGGCCGC os sitios de restricao para as enzimas EcoRIeNotlrespectivamente para os “primers” de
ambos os sorotipos) flanqueando a regido responsavel pela codificagdo da regido foram sintetizados
de forma a inserir sitios Unicos de restricdo para as enzimas EcoRI e Notl, que também foram
utilizadas posteriormente para a clonagem dos mesmos no vetor de expressao pPICzaA.A sequéncia
de DNA utilizada como molde para as sucessivas amplificacdes, “DNA template”, que vao constituir
o inserto de DNA correspondente ao dominio III de DENV1 e o correspondente ao dominio III de
DENV3 sao filamentos de cDNA sintético do genoma viral que tivera seus codons selvagens
substituidos por codons correspondentes preferenciais (Anexo B). Os parametros utilizados na PCR

foram 31 ciclos com temperatura de desnaturacdo a 94°C, de anelamento a 55°C e extensdo a 72°C.

4.1.3 Preparacao de bactérias competentes para a transformacao

Bactérias Escherichia coli TOP10F, ja previamente estocadas em nosso laboratoério em meio
LB/DMSO 10% (dimetilsulféxido) foram cultivadas em placas contendo LB/agar 1,5% com
Tetraciclina 10pg/mL, uma vez que a cepa utilizada possui resisténcia gendmica aeste antibidtico, e

incubadas a 37°C por 18 horas, e uma das coldnias fora isolada e inoculada em 5 mL de meio LB
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liquido para crescimento durante 18-20 horas a 37 °C em agitacdo orbital constante de 180 rpm, ¢
entdo 0,5 mL dessa cultura forainoculado em 50 mL de meio LB para novo crescimento a 18°C. As
referidas bactérias entdo foram colhidas em fase exponencial de crescimento, que se da quando os
valores de absorbancia estdo em torno de 0,6(absorbancia a 550 nm em aproximadamente 0,6 —
ODsoo). Uma vez certificado a etapa exponencial do cultivo a cultura foi sedimentada por
centrifugacdo a 4.000 x g por 10 minutos a 4°C, e tao logo suspensas em 0,5 volumes de uma solugao
de CaCl, 50 mM.Em seguida a suspensdo fora submetida a incubagdo em gelo por 2 horas, dai as
bactérias fora novamente centrifugadas e o precipitado resultante fora suspenso em 0,08 volumes de
solucao tampao FSB (Acetato de Potassio 10 mM pH 7,5; MnCl,.4H,0 45 mM; CaCl,.2 H O 10 mM;
KCI 100 mM; glicerol 10%). Por fim a cultura fora divida em aliquotasem volumes de 200 uL, e
congeladas em nitrogénio liquido e seguidamente levadas para seremestocadas a -80°C em meio

DMSO a 10%.(SAMBROOK et al,1989)

4.1.4 Clonagem do dominio III da proteina E no plasmideo de clonagem pTZ57r/t

Os fragmentos de DNA resultantes da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) realizada com os
“primers” supracitados com o inserto de dominiolll de dengue-1einsertos de dominio III de dengue-
3 sintetizados, de aproximadamente 408 pb cada um, foram adicionados a reagdo de ligagao com
plasmideo de clonagem pTZ57r/t com a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen, California,
EUA).Oprodutodessa ligagdo foi totalmente utilizado na transformacdo de bactérias competentes
Escherichia coli TOP10F, tendo em vista a producdo de clones de plasmideos recombinantes
contendo a regido responsavel por codificar o dominio III da proteina E do virus DENV-3. Para
realizar a ligagao T-A, aproximadamente 3uL dos produtos da PCR foram numa reacao de 10 pL que
continha 5 pul. da solug¢do tampao 2X, 1 pL do vetor pTZ57r/t e 1 uL da enzima DNA Ligase. A reacao
foi homogeneizada suavemente e mantida a 4°C por 10 horas. O produto dessa reag¢do foi utilizado
para a transformagdo de células competentes pelo método do choque térmico na presenca de

CaClx(SAMBROOK et al,1989).

4.1.5 Transformacio de células competentes TOP10F com o vetor de clonagem

Para a transformagao de células competentes com cadaproduto da reacdo de ligagdo, as
aliquotas de células foram descongeladas em banho de gelo e Syl das reagdes de ligagao foram
adicionados as aliquotas, que foram mantidas em gelo por 20 minutos. Em seguida, as células foram
levadas ao banho-maria a 42°C por exatamente 60 segundos e depois rapidamente levadas ao gelo.

Adicionou-se 800 pL de meio SOC, previamente estabilizado a 37°C, a cada aliquota de células, que
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entdo foram levadas a agitacdo orbital por 180 rpm por 1 hora a 37°C. Apos agitagao, 50-100 puL de
cada cultura foram semeadoscom auxilio de uma alg¢a de Drigalski em placas contendo LB/agar 1,5%
e antibidtico (Ampicilina 100 pg/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. As coldnias
obtidas nas placas de transformagdo foram processadas para isolamento do DNA plasmidal

(modificado de SAMBROOK et al,1989).

4.1.6 Analise do DNA plasmidial extraido das colonias transformadas com o vetor de clonagem

Os plasmideos com inserto (domIIIDENV1/pTZ57r/t edomIIIDENV3/pTZ57r/t)foram
extraidos por lise alcalina. Para tanto, cada colonia obtida das transformacdes foi cultivada em placas
de pogos e em cada pogo cotinhalmL de meio LB com Ampicilina 100 pg/mL a 37 °C, sob agitacao
constante de 180 rpm, por aproximadamente 18 horas. As suspensdes bacterianas foram entdo
centrifugadas por 10.000 g por 2 minutos. Os sobrenadantes descartados e os precipitados de células
suspensos em 200 puL de tampao de suspensao (glicose 50 mM; Tris-HCI 25 mMpHS8,0; EDTA 10
mM pH 8,0) e seguiram para ser incubados a temperatura ambiente por 5 minutos. A cada amostra
foram adicionados 400 pL de uma solugdo alcalina fresca ou tampao de lise (NaOH 0,2N; SDS 1%),
e essas por conseguinte homogeneizadas e incubadas em gelo por 5 minutos. Em seguida, 300 pL de
solucdo de acetato de potassio 7,5 M foram adicionados a cada amostra, e essas incubadas em gelo
por no minimo, 40 minutos para a precipitagdo de RNA de alto peso molecular e DNA cromossomal.
Em seguida procedeu-se a centrifugagdo dessas amostras a 10.000 x g por 3 minutos. Os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de 1,5 mL, e nesses novos recipientes teve-se a
adicao de 0,6 volumes (aproximadamente 480 pL) de isopropanol, e seguiu-se para a incubagao por
20 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram novamente centrifugadas por 15.000xg por
10 minutos para a sedimentacdo do DNA plasmidial. Os precipitados obtidos foram lavados com
etanol 70%, esuspensosem 50 pL de agua deionizada e armazenados em freezer a -20 °C.

Asconstrugdes domIIIDENV1/pTZ57r/t ¢ domIIIDENV3/pTZ57r/textraidas das colonias
transformantes foram submetidasa reacdo daPCR para a detecg¢do de clones que foram efetivamente
transformados com o vetor pTZ57r/t contendo o segmento de DNA correspondente aos dominios I11
de DENV-1 e DENV-3. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 1,2% submetido
a luz violeta e digitalizado pelo fotodocumentadorVilberLourmat. Os clones positivos para a presenga
dos insertos foram estocados a -70 °C, na propor¢do de 70% de suspensdo bacteriana em LB liquido

para 30% de glicerol estéril.

4.1.7 Ensaios de restricao
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Os plasmideos recombinantes purificados foram submetidos a digestdo enzimatica com as
enzimas EcoRl e Notl (Invitrogen, California, EUA) para a liberagdo dos fragmentos de
aproximadamente 408 pb, correspondentes a regido responsavel por codificar o dominio III da
proteina E de DENV-1 e DENV-3. As reacdes foram realizadas conforme instrug¢des do fabricante,
num volume final de 20 pL contendo 1U da enzima por pg de DNA. Os volumes utilizados foram de
2uL de tampao React 2 plL do plasmideo pTZ57r/t com o inserto de aproximadamente 408 pb e 1 pL.
de Nofl. As reagdes foram levadas ao banho-maria 37 °C por 8 horas e em seguida, mais 2uL de
tampao React 3 e 1 pL de EcoRI serdo adicionados as reagdes, mantendo-as novamente em banho-
maria 3°C por aproximadamente 5 horas. Os fragmentos de tamanho esperado foram evidenciados
em gel de agarose 1,2% visualizado a luz ultravioleta e recuperados do gel pelo “kit” Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, Wisconsin), conforme mencionado
anteriormente.

O vetor de expressaopPICZaA foi linearizado com as mesmas enzimas de restricdo (EcoRI
e Notl) para a formagdao de extremidades coesivas capazes de receber o domlIlIDENVI e
domlIIIDENV3 e liga-los na orientagcdo correta para correta expressao em cada cosntrugdo. Os
plasmideos  digeridos, bem como os insertos liberadosda  digestdodasconstrugdes
domIIIDENV1/pTZ57r/te domIIIDENV3/pTZ57r/t,foram visualizados (Figura 03) também em gel
de agarose 1% submetido a luz ultravioleta e recuperados do gel através do “kit” de purificacdo citado

anteriormente.
4.1.8 Transformacao de células competentes TOP10F com o vetor de expressio

Para astransformagdes de células competentes com o vetor de expressao pPICZaA contendo
osinsertos de interesse, foi utilizada a mesma metodologia para transformacao de células Escherichia

coli TOP10F com o vetor de clonagem (item 4.1.), contudo os vetores utilizadosforamos de expressao

ligado aos insertos, a constru¢do domIIIDENV1/pPICZaA e domIIIDENV3/pPICZaA.
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tcacaagaaggtgccatgcacACTGCTTTGACAGGTGCAACCGAAATACARACATCTGGTAC
TACAARCCATCTTTGCTGGTCATTTGAAGTGTAGATTGAAGATGGATAAGTTGATCTTGAAGG
GTATGAGTTATGTTATGTGCACTGGTTCTTTCAAGTTAGARRAAGAAGTTGCAGARACCCAA
CACGGTACTGTATTGGTCCAGGTTAAGTACGAAGGTACAGATGCCCCATGTAAAATTCCTTT
TTCCAGTCAAGACGAARAAGGGTGTTACTCAAARATGGTAGATTGATCACTGCTAACCCAATTG
TCACAGATAAGGAAAAGCCTGTTAACATCGAAGCAGAACCACCTTTTGGTGAAAGTTATATC
GTCGTTGGTGCCGGTgaaaaggctttgaagttgtet (408 bp)

SQEGAMHTALTGATEIQTSGTTTIFAGHLKCRLKMDKLILKGMSYVMCTGSFKLEKEVAETQ
HGTVLVQVKYEGTDAPCKIPFSSQDEKGVTQNGRLITANPIVIDKEKPVNIEAEPPFGESYI
VVGAGERALKLSWF (14,5 kDa)

Figura 8: (A) gene sintético de EDIII-D1 com os codons otimizados para a expressao. (B) Mapa do plasmideo
pPICZo-EDIII-D1. O gene foi inserido no EDIIID1 nos sitios EcoR I e Notl do pPICZaAvector integrativo,
sob o controlo do promotor de AOX1 induzivel por metanol (AOX1 50) 1. (C) Sequéncia aminoacidicada
proteina recombinante.

4.1.9 Analise do DNA plasmidial extraido das colonias transformadas com o vetor de expressao

Cada coldnia obtida das transformagdes contendo o vetor de clonagemfoi cultivada,em meio
seletivo, da mesma forma realizada com as células Escherichia coli TOP10F transformadas (item
4.1.6). O DNA plasmidial extraido das colonias transformantes foi submetido a reagdo da PCR para
a detecgdo de clones que foram efetivamente transformados com o vetor pPICZaA contendo o inserto
de interesse. Os produtos da PCR foram visualizadosem gel de agarose 1% submetido a luz violeta e
digitalizado pelo fotodocumentadorVilberLourmat. Os clones positivos para a presenca dos insertos
foram estocados a -70 °C, na propor¢ao de 70% de suspensao bacteriana em LB liquido para 30% de

glicerol estéril.

4.1.10 Transformacao em Pichia pastoris

Células da levedura Pichia pastorisGS115foram cultivadas em meio YPD agar até o
crescimento de colonias isoladas. Foi feito um pré-inoculo com 10 ml de YPD em Erlenmeyer de 125
ml utilizando uma colonia isolada e fresca de levedura. O pré-indculoentdo foi incubado a 28°C
durante a noite em shaker a agitagdo de 300 rpm. No dia seguinte, quando a ODeo atingiu 0,2 o pré-
indculofoi adicionado a 100 ml de YPD em Erlenmeyer de 1 L. Quando esteindculo atingiu a ODsoo
de 1,4 fez-se a incubacdo no gelo por 15 minutos para cessar o crescimento. As células entdo foram

centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos a 4°C. O precipitado foi suspenso em 250 ml de 4gua gelada.
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Em seguida foi realizadauma outra centrifugacdo nas mesmas condi¢gdes anteriores € o precipitado
suspenso em 59 ml de 4gua estéril gelada por 2 vezes. Apds mais uma centrifugagdo nas mesmas
condigdes, as células foram suspensas em 10 ml de sorbitol 1M gelado. As células entdo foram
aliquotadas e mantidas no gelo. Misturou-se 80 pL de célula com aproximadamente Sug de DNA
linearizado (previamente submetido a reagdo com enzima de restricao Sal I). A mistura foi colocada
em 4cubetas de 0.2 cm e incubada por 5 minutos no gelo. A eletroporagdo das 4cubetas foi realizada
com os seguitnes parametros: 1.500 v, 25 pF, 400 Q. Imediatamente apos a eletroporagio, adicionou-
se e misturou-se meio YPDS gelado. Seguida de uma incubagdo a 28°C por 4 horas sem agitagao.
Ap0s a incubagdo, foram semeados 120 pLdo contetido incubado em cada placa de meio YPDS agar
com Zeocin™, totalizando 12 placas, que também foram incubadas a 28°C por 7 dias até o
crescimento de colonias. As colonias obtidas nas placas de transformagdo foram processadas para

isolamento do DNA.

4.1.11 Analise do DNA extraido das colonias de Pichiapastoris transformadas com o vetor de

expressao

As coldnias foram crescidas em 10 ml de meio YPD até atingirem uma ODgoodel,5; e
centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds a centrifugagao, as células
sedimentadasforamsuspensascom10 ml de agua estéril e centrifugadasnovamente como no passo
anterior. Em seguidafez-se uma suspensdao em 2 ml de tampao SCED (1 M de sorbitol, 10 mM de
citrato de so6dio — pH 7,5, 10 mM de EDTA e 10 mM de DDT), pH 7,5 eadicionou-se 0,2 mg de
zimoliase, seguindo-se para a incubagao a 37°C por 50 minutos. Passadaa incubagao, fez-se a adi¢ao
de 2 ml de SDS 1%, misturado suavemente, ¢ incubou-se em gelo por 5 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 1,5 ml de acetato de potassio 5 M — pH 8,9, seguido de centrifugagdo a 10.000 x g por 10
minutos a 4°C, onde o sobrenadante foi ser recuperado e adicionado de 2 volumes de etanol e
incubado a temperatura ambiente por 15 minutos.

Apbs a incubagao, fez-se uma centrifugacdo a 10.000 x g por 20 minutos a 4°C. O precipitado
foi suspenso suavemente em 0,7 ml de buffer TE (Tris-EDTA) pH 7,4 e adicionado a um volume
equivalente de fenol:cloroformio (1:1 v/v), seguido da adicdo de um mesmo volume de
cloroférmio:alcoolisoamilico (24:1). A fase aquosa foi recuperada e dividida em 2 tubos e adicionado
de meio volume de acetato de aménio 7,5 M - pH 7,5, e dois volumes de etanol em cada tubo, sendo
encubado por 10 minutos em gelo. Posteriormente, o material foi centrifugado a 10.000 x g por 20
minutos a 4°C e os precipitados lavados com 1 ml de etanol 70% e logo apos suspenso em 50 pl de
agua miliQ.

O DNA extraido das colonias transformantes foi submetido a reagdo da PCR para a detecgao
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de clones que foram efetivamente transformados com o vetor pPICZaA contendo o inserto de
interesse, ¢ os promotores AOX1 (“primers” do fabricante). Os produtos da PCR foram visualizados
(Figura 06) em gel de agarose 1% submetido a Iluz ultravioleta e digitalizado pelo
fotodocumentadorVilberLourmat. Os clones positivos para a presenga dos insertos foram estocados
a -70°C, na proporcao de 50% de suspensado da cultura em YPD liquido para 50% de glicerol estéril.
4.1.12 Producéo do dominio Ill da proteina E de dengue-1

Uma colonia transformante confirmada (item 4.1.10) foi inoculada em SmL de meio YPD, e
mantida por 24 horas a 30 ° C, 200 rpm de agitacdo orbital . Estepré-indculo foi inoculado em 1L de
meio BMGY (1 % de extrato de levedura ; 2 % de peptona ; 1,34 % de base nitrogenada de levedura;
0,002 % de biotina; fosfato de so6dio 100 mM; 1 % de glicerol e 0,004 % de histidina )com pH 6,0.
Esta cultura foi deixada sob250 rpmde agitacdo, a 30 ° C durante aproximadamente 3 dias, até atingir
um ODsoo de aproximadamente 20. Crescida até esteestado,a cultura foi submetida a centrifugagado
de baixa velocidade para as células serem sedimentadas sem romperem-se, em seguida lavadas com
agua peptonadaestéril ( 1 % de extrato de levedura , 2 % de peptona ). Feito isso as células
sedimentadas foram mais uma vez suspensas, diferentemente da etapa anterior, em 100 mL de meio
BMMY a pH 6,0 ( 1 % de extrato de levedura; 2 % de peptona; 1,34 % de base nitrogenada de
levedura; 0,002 % de biotina; 100 mM fosfato de sodio; 1 % de metanol e 0,004 % de histidina ) para
se induzir a expressao da proteina com metanol. A indugao foi mantida durante 72 h sob as condigdes
de250 rpm e 30 ° C.O metanol foi adicionado a culturapara uma concentragao final de 1% ( v/v ) em
intervalos de 12 h. Terminado o periodo de indu¢do a cultura foi submetida a centrifugacdo e o

sobrenadante foirecolhido eprocessadopara a purificagdo do dominio III da proteina E de dengue-1.

4.1.13 Purificacdo e caracterizacio do dominio III da proteina E de dengue-1

O sobrenadante da cultura contendo o dominio III da proteina E de dengue-1 foi diluido na
propor¢ao de 1/1 comtampao de ligagao a pH 8,0 ( fosfato de sodio 20 mM , NaCl 500 mM ). Esta
nova solugdo foi entdo submetida afiltracdo através de membrana de 0,45 um , e submetido a
cromatografia em coluna de afinidade. A coluna de niquel del ml, ¢ ligante a cauda de poli-histidina
presente no dominio III heter6logo, a coluna fora previamente equilibrada com tampao de ligagado
supracitado.Todo.processo de cromatografia foi realizado no sistema purificador AKTA (GE
Healthcare Life Sciences , Uppsala , Suécia ). Uma vez passado pela coluna toda a solucao contendo
dominio IIT um volume de tampao de ligacdo de dez vezes da coluna foi passado através dela para
remover quaisquer outras proteinas diferentes que eventualmente teriam se ligado de forma nao

especifica 4 coluna e manterligadaa coluna apenas a proteina que interage especificamente.Uma vez
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fixado o dominio III da proteina E de dengue-1 foirecuperado a partir da utilizagdo do tampao de
eluicao( Fosfato de Sodio 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 300 mM ). As fragdes foram recolhidas
em tubos de ensaio a partir da fragdo que apresentou o maior valor de absorbancia. E em seguidaas
fragdes foram reunidas e dialisadas utilizando dispositivos de filtragdo centrifuga em membranas de
dialise para moléculas compeso de 10.000kDa ( Millipore ) com tampao PBS, pH 8,0. Aquantificagdo
dodominiofoi determinado com um kit BCA ( Pierce ChemicalCo. , Rockford , EUA ) . Para a
caracterizagao , as proteinas purificadas foram submetidas a SDS-PAGE 15 %. As proteinas separadas
foram eletro-transferidas para uma membrana de nitrocelulose e processados para andlise de
imunotransferéncia usando anticorpos anti- HisTagmAb ( Sigma , EUA ) e anticorpos capazes de
reconhecer proteinas de virus dengue presente nas amostras de soro de pacientes que foraminfectados

com dengue .

4.1.1£nzyme-LinkedimmunosorbentAssayELISA) para a deteccéo de IgM e IgG

SFeita a Purificado¢dodo dominiolll da proteina E de dengue -1, ele foi usadocomo antigeno de
revestimento , para a sensibilizagdo ( 1,0 pg/poco ) de placas de poliestireno de 96 pogos
( Maxisorp ; Nunc , Roskilde , Dinamarca ) comtampao de carbonato-bicarbonato (pH 9,6 ) e
incubado a 4 ° C pernoite . As placas foram bloqueadas com BSA durante 30 min(solugdo de
bloqueio composta por PBS/5 % de soro fetal bovino ) . As amostras de soro de pacientes
dengue positivo foram diluidas 1/100 em solucao de bloqueio; 100 pL de cada diluicdo do soro
foi testada em duplicata. As placas foram incubadas a 37 ° C durante 2 h e lavadas quatro vezes
com uma solu¢do de PBS/1 % de Tween 20.Foram utilizados anticorpos IgMelgG anti-
humanoconjugados com peroxidase( Sigma , EUA )como anticorpo secundario
Estesforamdiluidos 1/2500 em solucao de bloqueio, e foram acrescentados as placas, as quais
foram incubadas a 37 ° C durante 2 h , em seguida foram feitas cinco lavagens com PBS. Em
seguidal00 pL de solugao de TMB ( Sigma , EUA) ( 1 comprimido de TMB , 10 mL de 0,05
M de tampao citrato-fosfato / pH 5,0;2 pL de peréxido de hidrogénio ) foi adicionado ao
sistema em placa . Estas foram entdo incubadas a temperatura ambiente durante 20 min,
decorrido o tempo a reagdo foi parada com 50 pL deuma solugdo 2M H>SOg4. Finalizando foram
feitas as leituras de absorbancia das placas foi realizada em espectrofotometro multicanal
( Multiskan , ThermoScientific , EUA) com um filtro de 450 nm. RESULTADOS E
DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo a constru¢cdo de um sistema de expressao heteréloga em

Pichia pastoris para obtencdo do dominio III da proteina estrutural E dos virus dengue-1e dengue-
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3em larga escala visando abrir caminhos para producao de testes diagnosticos menos onerosos. O
sistema de expressdao utilizado neste trabalho é deuso frequente, ¢ muito citado na literatura
construcdes de sistemas heter6logos. Sistemas esses com as mesmas linhagensde P pastoris, ¢
mesmos plasmideos para construcao de vetores de clonagem e expressdo, além de, consequentemente,
os mesmos promotores (GONCALES e BRUM, 2009).Até o presente momento este modelo tem sido
descrito como um modelo promissor de sucesso para producao industrial, principalmente na induastria
farmaco-biolégica. Um exemplo é seu uso na produgio de vacina para hepatite B (Shanvac™),
registrado em mais de 30 paises.

A glicoproteina E esté presente na superficie do DENV, e € responsavel pela ligacdo viral ao
receptor celular, sendo responsavel pela fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo e
montagem de particulas virais. A referidaglicoproteina representa o antigeno dominante do virus
sendo o principal alvo de anticorpos neutralizantes. Dentre os outros dois dominios, odominio III
desta proteina ¢, neste contexto, o mais relevantepois contém o sitiode ligagdo a célula hospedeira
atravésdo anti-receptor. Isso, juntamente com o fato de ser o dominio mais imunogénico, justifica a
sua utilizagao neste trabalho como antigeno para producao de kits de diagnostico rapido.

Os resultados apresentados nesse trabalho demonstraram a clonagem da sequéncia de DNA
correspondentes aodominio III da proteina E de DENV-1 e DENV-3 ao confirmar a presenca desses
nos plasmidiospTZ57r/e pPICZuA, e por confirmar que estes vetores foram devidamente
incorporados aos organismos transformadoBNA extraido dos transformantes foram ampliados
pela PCR eapresentaram 408pb quando utilizadosprimers especificos, que flanqueiam a regido
codificante correspondente ao DIII da proteina. A PCR foia andlisadaem gel de agarose. Esta
demonstrou que os produtos da PCR apresentavam bandas de tamanho préximo a 400 pb quando
comparado aos marcadores moleculares. Esta similaridade de tamanho comprova que que as
sequencias obtidas correspondem aos DNA correspondente aos dominios DIII da proteina E de

DENV-1 e 3 (Figura 9).
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Figura 9.PCRde colonia do inserto de DNA correspondente do domlll de DENV1 e 3 embactérias
transformadas com pTZ57r/t (com resisténcia a Ampicila):.1- Marcadores; 2 e 4- fragmento ampliado de 408
pb correspondente ao domlll da proteina E de DENV1; 3 e 5- fragmento ampliado de 408 pb correspondente
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ao dom Il de DENV3, 6 - controle positivo, C- controle negativo.

Na primeira etapa deste trabalho o vetor de clonagem foi construido,
domIIIDENV1/pTZ57r/t que contem a sequéncia do DIII de dengue-1 ¢ domIIIDENV3/pTZ57r/t
que contem a sequéncia do dominio III de dengue-3. Estes plasmideos recombinantesforamutilizados
para transformarcélulas de E. coliTOP10F, originando bactérias recombinantes que foram utilizadas
para produzir multiplas copias do genoma plasmidial de interesse. Na etapa seguinte, os fragmentos
de DNAcorrespondentes aos insertos de 408pb foramliberados por reagdo com as enzimas de
restricdoNotl e EcoRI (Figura 10). E em seguida esses insertos de interesse foram ligadosno vetor de
expressdao, PPICZ0A, construindo assim os veiculos de expressio domlIIIDENV1/pPICZA e
domIIIDENV1/pPICZuA.

3000pb

1000pb

C- D1 D3

Figura 10. Dupla digestdo com enzimas de restricdo Notl e EcoRI da construgdo 3 -domIIIDENV1/pTZ571/t;
4 - domlIlIDENV3/pTZ57t/t . Em ambos ocorreuliberacdo do fragmento de 408pb correspondente ao inserto
de DNA correspondente o domlIl de DENV1 (pogo 3) e DENV3 (pogo 4).

Esses plasmideos recombinantesforam utilizados para transformar Escherichia coliTOP10F,
originando bactérias recombinantes que, bem como no passo anterior, foram cultivadas e tiveram o
genoma plasmidial extraido por hidrélise acida. Em seguida oDNA plamidial, que ¢ circular, foi
submetido a reagdo de linearizacdo com a enzima de restri¢ao Sacl. Feita a linearizacao a amostra
foram concentradas até a concentracao de 2pug/puL.

Para confirmagao plena da transformacgaok. coli TOP10F, tanto do vetor de clonagem quanto
no de expressao, foi feita analise por gel de agarose do produto da PCRdos plasmideos com “primers”
especificos para dominio Il e para o promotor AOX1. Esta demonstrou bandas de e 408pb,
confirmando a presenca do inserto do DIII das duas cepas virais e bandas de 941 correspondente ao

promotor AOX1 do plasmideo (Figura 11) .
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AOX1 D1 AOX1 D3

Figura 11.Confirmacao da transformagdo por PCR de colonia das bactérias transformadas com resisténcia a
Zeocin®. Respectivamente da esquerda para direita:marcador; ampliagdo do promotor AOX1 (941 pb) e
oinserto de DNA correspondente do domlll de DENV1 (408 pb); ampliacdo do promotor AOX1 (941 pb) e o
inserto de DNA correspondente do domlIIl de DENV3(408 pb).

Células de Pichia pastoris foram transformadas,com os plasmideos extraidos e linearizados
das E. coliTOP10F transformantes, através de eletroporagao.

Os vetores de expressaopara Pichia pastoris como PPICZaA sdointegrativospossuindopelo
menos uma sequéncia de DNA homoéloga a uma sequéncia de DNA do genoma da P. pastoris A
digestao através de enzimas de restri¢ao (linearizacdo) do vetor pode direciond-lo de duas formas:
por crossover simples (integracdo de todo o vetor — integracdo por adi¢do); ou por crossover duplo
entre as regides homologas provocando a dele¢dao da regido homdloga da levedura (integracao por
delecao). Independente do tipo de integracdo ocorrida, os transformantes podem ndo conter o vetor
de expressdo por causa de eventos de conversdo génica. Isso ocorre quando ha recombinagao somente
entre as regides homologas, ndo ocorrendo qualquer adiciao da sequéncia exdgena do vetor.

Portanto, para confirmagdo da efetiva transformacdo das colonias de P pastoris
transformantes que cresceram em meio seletivo YPDS com Zeocin™foi realizado PCR seguida de
analise em gel de agarose, onde se pode constatar a presenca da banda de 408pb, e a banda de

aproximadamente 900 pb correspondente ao promotor AOX1, que ratifica a transformagdo (Figura
12).

D1 D3 D1 D3 -
AOX1 AOX1 domlll domlll

Figura 12.Confirmagdo da transformac¢ao por eletroporagdo das leveduras. PCR da extracdo do genoma das
coldnias cultivadas em meio com Zeocin™, respectivamente da esquerda para direita: ampliagdo do inserto de
DNA correspondente ao promotor AOX1 (941pb) para DENV1 (D1) e DENV3 (D3), e ampliacdo do DNA
correspondente aodomlIl (408pb) de DENV1 e DENV3.
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Uma vez concretizadas as criagdo das P. pastoris transformadas, na etapa de expressao do
dominio heterdlogo, apenas foi possivel expressar em niveis detectaveis o dominio III da proteina E
de dengue-1. Para isso foram testados e padronizados os meios de cultivo (0 meio minimo, no qual
nao houve expressdo, e o meio enriquecido, no qual houve expressao),diferentes concentragdes do
indutor Metanol. O pH final do meio precisou ser modificado para 8, pois 0 meio de cultivo tendeu
sempre a atingir o pH 6,5 — 7, e o pl tedrico do dominio IIT ¢ 6,41 (http://web.expasy.org/cgi-
bin/protparam/protparam). Os resultados (Figura 13 e 14) demonstraram que as melhores condi¢des

de cultivo foram as supracitadas (item 4.1.11).
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MW BC  Ind-  Ind+ Mw 1 2 3
Figura 13. (A) A andlise de SDS-PAGE da expressdo da proteina (17 kD) no sobrenadante (BC) de controle
em branco (G-S115), (Ind) sobrenadante sem inducdo, e (Ind +) sobrenadante apds a indugdo com metanol.
(B) A analise da expressdo da proteina recombinante SDS-PAGE apo6s 1, 2, e 3 dias de indugdo com metanol
1% de 12/12h. (MW) Marcadores de peso molecular (kDa).

Feita a caracterizacdo por massa, as técnicas soroldgicas (imunoblotting) confirmaram , por
interacao antigeno-anticorpo (Figura 7), que a banda encontrada entre 15 e 20kD ¢ de fato o dominio
IIT da proteina E de dengue-1. A diferenca entre os valores teodricos de 14,65 kD

(http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam) e o encontrados certamente se devem a

possiveis modificacdes pos-traducionais, tais como O-glicosilagdes, uma vez que andlises de
bioinformatica predizem trés sitios de possiveis (http://www.cbs.dtu.dk/cgi-
bin/webface2.fcgi?jobid=537D6FEE00007314B33A4B2A&wait=20). Ja as N-glicosilagdes sdo
menos provaveis pois ndo foi detectado nenhum sitio possivel (http://genome.cbs.dtu.dk/cgi-

bin/webface?jobid=netNglyc,537D6FAF00666E33&opt=none).
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Figura 14. Purificacdo e caracteriza¢do da proteina sEDIII-D1. (A) Comassie blue-stained 15%
SDS-PAGE reduzida de amostras obtidas a partir de cada um dos passos de purificagdo de proteinas
recombinantes. (1) sobrenadante total ap6s a indugdo de metanol; (2) da amostra que ndo interagem com o
meio de afinidade; (3) recombinante purificada sEDIII-D1; (PM) de proteinas marcadores de peso molecular
(kDa). (B) O imunoblot da sEDIII-D1 apds a purificacdo. Aliquotas de material purificado (3), foram
transferidas para nitrocelulose e sondadas com anticorpos anti-HisTag e soro positivo de dengue. (M)
marcadores pré-corados de peso molecular (kDa). As setas indicam as posi¢des de electroforese da proteina
sEDIII-D1.

Este trabalho abre caminho para a constru¢do de poderosas ferramentas para o
desenvolvimento do combate a Dengue a través do desenvolvimento de kits de diagndstico.
Aumentando a eficiéncia do processo de diagnodstico da Dengue sera possivel construir agdes de
vigilancia epidemiologica imediata, o que tem como consequéncia um maior controle da
dissemina¢do da doenga evitando o surgimento de novos casos.

Experiéncias praticas tém mostrado que, apesar da facilidade de se criar, cultivar e manipular
procariotos transformados para a expressao de proteinas recombinantes de DENV, e subsequente
usode técnicas para “refolding”, ndo tem sido satisfatéria pelo fato da tradugdo da proteina quase
sempre resultar na formagao de corpos de inclusdo citoplasmatico, além do baixo rendimento quando
comparado a modelos eucariotos de expressao. Os sistemas de expressao heterologa em eucariotos
tém sido bem sucedidos devido a relativa facilidade de construcao de linhagens recombinantes,
quando comparados a constru¢do de linhagens recombinantes de bactérias. No cultivo do virus bem
como na producdo de proteinas virais recombinantes se tem registros do uso predominantemente de
cultura de células de Albopictus C6/36 e in vivo utilizando fungos geneticamente modificados par
expressdo heteréloga. Os modelos de expressdo em leveduras apresepsatréorde folding e
modificacdes poés traducionais, como a glicosilacdo, por exemplo, muilarsam padrdo dos
mamiferosalém de uma outra caracteristica de interesse que é a grarideadmpaconverter sua
biomassa em proteina recombinante (BATRA et al., 2010).

A expressao heteréloga em leveduras demonstra ser econdémica, apregendh meihores
rendimentos e demanda menos tempo e esforcos quando comparados a outros sistemas de exf
eucarioticos como os baculovirus e células de mamiferos(PHAM NGQé&tL.Tdl., 2013). O sistema
emP. pastoris € amplamente utilizado na industria biotecnoldgica, tepaaidade de produzir a
maior parte das proteinas de forma estavel e com modificacOesgdsidnais caracteristicas de
proteinas eucarioticas (COLAO et al., 2006), pois como foi demonstracermd Heste trabalho, as
proteinas recombinantes expressadas foram reconhecidas em testescesyal@égnonstrando a
grande similaridade com a proteina nativa.

Entretanto a experiéncia pratica demonstra que apesar da facpai@da construcdo da

linhagem de P. pastoris GS 115 para a expressdo da proteina domllIDENV-3teve-se
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diferentemente do sorotipo 1, um pequeno rendimento na producdo da biomasseaida, pi®t
causas da pouca producdo ainda permanecem n&o solucionadas. Quanto issalgiabam
hipoteses: i) Em nivel de DNA , a sequéncia pode ter sofrido recombipagda incapacitando a
leitura em fase, ou paralisando a transcricdo. ii) Em nivel nucleass@nmievedura pode ter
silenciado esta mutacédo através de modificacdes no codigo de hiianasdeossomao. iii) Em nivel
de mRNA através do silenciamento com iRNAs e microRNAs. iv) Enl diveéraducéo, alguma
delecdo pode estar provocar uma mudanca da fase de leitura e ediaarsilsteuma proteina
totalmente diferente do dominio Ill da proteina E de dengue-3.0 que demanda mais estudos.
Por fim,a otimizacdo das condicfes de cultivo tem apontado um caminhogmopasa

uma producéo heteréloga em escala um pouco maiores das DENV proteinas em leveémer® do g
Pichia.
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6 CONCLUSAO

Obtiveram-se as linhagens recombinantes de Pichia pa&86145 com os vetores de
expressdo devidamente integrados ao genoma da levedura. As proteinas expressadaagehss li
recombinantes com domIlIDENV1 foram purificadas através de Cromatogratialena de Ni, e
reconhecidas em todos os testes sorologicos do tipo ELISA com anticogaxsatges soropositivos
para Dengue, IgM e IgG, demonstrando o alto grau de analogia entre as sstentigdas existe
entre as proteinas nativas e as heterdlogas deste sistema construido.

Linhagens de leveduras recombinantes contendo a construgdo domllIGEPNZIA de

formas estaveis em seu genoma foram obtidas e confirmadas por técnicas derbaltmyiar.

7 PERSPECTIVAS

A partir das linhagens recombinantes obtidas faz-se necessaricstudizsena otimizacéo
da producédo das proteinas heterélogas, sobretudo para se estabelecer scakaéndestrial para a
construgao dos “kits diagndsticos” e avangos experimentais no campo da vacinologia.

Estudos de condi¢des de cultivo com produtos menos onerosos certamemé® tarna
tecnologia mais acessivel e praticavel em regidées que ndo pogsaraas centros de pesquisa e

medicina.
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ANEXO - A

Mapa do Plasmideo de Expressao pPICZ

5" end of AQXT mRNA 5" AOX1 priming site

| T
811 AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGCGACTGE TTCCAATTGA

—
B71 CAAGCTTTTG ATTTTRACGA CTTTTAACGA CAARCTTGAGA AGATCAARARARR ACAARCTAATT

Sful EcoR | Pmi | Shil BsmB | AspT18 | Kpn | Xhol
1 U 1 ] 1 1 1 1
931 ATTCGARRCG AGGAATTCAC GTGECCCAGC CGGCCGTCTC GGATCGGTAC CTCGAGCCGC

Sﬂlc i !:I'Di‘ I Apa |I myc epitope :
991 GGCGGCCGCC AGCTT |GGGECCC| GAR CAA ARAM CTC ATC TCA GAR GAG GAT CTG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu

Polyhistidine tag
r 1
1042 BAAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTTAGCCT TAGACATGAC
Asn Ser Ala Val Asp His His His His His Hig ***

1098 TGTTCCTCAG TTCAAGTTGE GCACTTACGA GAARGACCGGT CTTGCTAGAT TCTAATCAARG

37 AOX1 priming site
T 1
1158 AGGATGTCAG AATGCCATTT GCCTGAGAGA TGCAGGCTTC ATTTTTGATA CTTTTTTATT

3 polyadenylation site
1
1218 TGTARCCTAT ATRETATAGG ATTTTTTTTG TCATTTTGTT

5 and of ACXT mMRNA 5 ADXT priming site

| I
811 AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGCGACTGG TTCCAATTGA

- I
871 CRAGCTTTTGC ATTTTAACGA CTTTTAACGA CRACTTGAGA AGATCAAARA ACAACTAATT

T
931 ATTCGAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

983 TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAR GAT GAAR ACG GCA
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

a-factor signal sequence

1034 CAR ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAR GGG GAT TTC
Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe

1085 GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe
a-factor priming site Xho |I*

[ | ;
1136 ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Len

Kex2 signal cleavage EcoRl  Pmil shil BsmB | AspT18 |
L ! | 1 ]
1187 GAG AAR AGA GAG GCT GAA GC‘E GAATTCAC GTGGECCCAG CCGGECCETC TCGEATCGET
Glu Lys Arg Glu AlajGlu 1&1&1‘I
Ste13 signal cleavage
Kpn | Xhol Sac Il Nat | Xba | ; c-myc epilope
L — I L} L}
1244 ACCTCGRGCC GCGGCGGCC GCCAGCTTTC TA GAA CAA AARM CTC ATC TCA GAA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
paolyhistidine tag
[ 1
129% GAT CTG ARAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC
Asp Len Asn Ser Ala Val Asp Hig Hig Hig Hig Hig Hig Wwww

1351 TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA
3" ADX1 priming site
1411 TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT TGCCTGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT
3" palyadanylation site
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT GTCATTTTGT TTCTTCTCGT

Anexo- B
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Data of domlll DENV1 and domllIDENV3 DNA sequence from GenBank

Dominio Envelope DENV1

408 base pairs

Graphic map | Table by enzyme name

AccBlI

Eco64I
tcacaagaaggtgccatgcacactgctttgacaggtgcaaccgaaatacaaacatctggtactacaaccatcttt base
pairs
agtgttcttccacggtacgtgtgacgaaactgtccacgttggctttatgtttgtagaccatgatgttggtagaaa 1 to
75

BanI
BshNI
Bbv12I
Alw44r
VneIAspHI

gctggtcatttgaagtgtagattgaagatggataagttgatcttgaagggtatgagttatgttatgtgcactggt base
pairs
cgaccagtaaacttcacatctaacttctacctattcaactagaacttcccatactcaatacaatacacgtgacca 76
to 150
ApalLlT

Alw21T
BsiHKAT

tctttcaagttagaaaaagaagttgcagaaacccaacacggtactgtattggtccaggttaagtacgaaggtaca base
pairs
agaaagttcaatctttttcttcaacgtctttgggttgtgccatgacataaccaggtccaattcatgecttccatgt 151
to 225

Ksp221
AcsIFbal
gatgccccatgtaaaattcctttttccagtcaagacgaaaagggtgttactcaaaatggtagattgatcactgect base
pairs

ctacggggtacattttaaggaaaaaggtcagttctgcttttcccacaatgagttttaccatctaactagtgacga 226
to 300

ApoIBclI

HincII Van91lI

MfeIHindII Espl3961
aacccaattgtcacagataaggaaaagcctgttaacatcgaagcagaaccaccttttggtgaaagttatatcecgte base
pairs

ttgggttaacagtgtctattccttttcggacaattgtagecttecgtcttggtggaaaaccactttcaatatagcag 301
to 375
MunIHpaIPf1MI

AccB7I

BsrFI

AccBlI

Eco64T
gttggtgccggtgaaaaggctttgaagttgtct base pairs
caaccacggccacttttccgaaacttcaacaga 376 to 408
BanI Bsell8I
BshNI Cfrl10I
BssAI

Table by Enzyme Name
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Enzyme
name
AccB1I
AccB71
AcsI
Alw21I
Alwd4d1l
ApalLlI
Apol
AspHI
BanI
Bbv12I
BclI
Bsell8I
BshNI
BsiHKAI
BsrFI
BssAI
Cfrl0I
Eco641
Espl3961
Fbal
HincII
HindII
Hpal
Ksp22I
Mfel
MunI
Pf1MI
Van9lI
Vnel

No.
cuts
2

PR RPRPRPRPRPRPRRPRRPNNRRRRNNRRRNRRRRRRR

Positions
of sites
10 379
355
239
145
141
141
239
145

10 379
145
290
382

10 379
145
382
382
382

10 379
355
290
333
333
333
290
305
305
355
355
141

Recognition
sequence

g/gyrccMore info

ccannnn/ntggMore

r/aattyMore info

gwgcw/c

g/tgcacMore info
g/tgcacMore info
r/aattyMore info

gwgcw/c

g/gyrccMore info

gwgcw/c

t/gatcaMore info
r/ccggyMore info
g/gyrccMore info

gwgcw/c

r/ccggyMore info
r/ccggyMore info
r/ccggyMore info
g/gyrccMore info

ccannnn/ntggMore

t/gatcaMore info
gty/racMore info
gty/racMore info
gtt/aacMore info
t/gatcaMore info
c/aattgMore info
c/aattgMore info

ccannnn/ntggMore
ccannnn/ntggMore

g/tgcacMore info

info

More info

More info

More info

More info

info

info
info

The following endonucleases were selected but don't cut this sequence:

AatI, AatII,
AfelI, AflII,
AselI, AsnT,
BamHI, BanlII,
BfrI, BglI,
BsaAI, BsaBT,
BseCI, BsePI,
BsmBI, BsmI,
Bspl7201,
BspTI, BspXI,
BstBI,
BstX21,
Cfr91, CfriI,
Dsal, EaelIl,

Bst98I,
BstSNI,

Ecol301I,
Eco721,

MspAlI,

Pspb5II,

Sfr3031,

S5se83871,

Vhad64r1,

Accll3I,

Af1III, Agel,

Asp700TI,

BanIII, BbelI,

BglII,

BlnI, BlpI,

BsaHI, Bsal,
BseRI, BsgI,

BsoBI,
Bspl9T,
BsrBI,
BstD102T,
BstXI,
Clal,
EagI,
Ecol4d71,
Eco811,
EcoRV, EcoTl4I,
Gsul, HaelT,
LspI, MamI,
MspCI,
NruI, NsilI,
PmaCI, Pmeb551,
PspAI,
Rcal, RsrlI,
Sful,
SseBI,
VspI,

HinlI,
Mf1T,

SacI,

Eco881,
EcoT221I,
HindIII,
M1uNI,
NaeT,

Mlurl,
Mval2691,
NspBII, NspI, NspV,
PmeI, PmlI,
PspAlLI,

Eaml110471,

AccleI,

Asp718I,

Bsh128571,
Bspl06I,
Bsp68I, BspCI,
BsrBRI,
BstDSI,
BstYI,
CpoI, Csp45I,
Eaml11051,
Eco241I, Eco255I,
Eco911,
EheI,

Bsh13651,

Mphl11031I,

PspEI,
SacII, Salil,
SgfI, SgrArl,
SspBI,
Xbal, XcmI,

SspI,

AccIII, AclNI,

AcylI,
AocI, Aor51HI, Apal,
Aval, AvilII, AvrII,
BbuI, Bbvl16II, BcglI,
Bpull02I, Bpuld4I, BpuAI,
BscI, Bse2l1I, Bse8I,
BsiEI, BsilI, BsiMI,
Bspl3I, Bspl407I, Bspl43II,
BspHI, BspLUllI, BspMI,

AscI,
Ball,
BcoI,

Bsa291,

BseAI,

BsiWI,

BssSI, BssTl1I, Bstll1l07I,

BstI, BstMCI, BstPI, BstSFI,

Bsu36I, CciNI, CelII, Cfr4271,

DralII, DralIII, DrdI,

Ecl136II, EclHKI, EclXI,
Eco47I1I1I, Ecob52I,
Eco0109I, Eco0O65I,

Ecol0571,
Ecob71,

EcoRTI,

FriOI, Fsel, FspI,

Pf123II, PinAI,

KpnI, Ksp632I, KspI,
MroNI, MscI, MslI, Mspl7I,

NgoAIV, NgoMI, NheI, NotI,

Plel9I,

PshBI, Pspl24BI, Pspl4061,

PstNHI, Pvul, Pvull,

SexAI, SfcI, SfiI,
Spel, SphI, SplI, SrfI,
StyI, SunI, Swal,
XmalII, XmnI, Zsp2I

Sfr2741,

TthlllI,
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ProteinPreM/E Dengue 1 NC 923865 Optimizado Levedura

HMFHLTTRGGEPHMIVSKQERGKSLLFKTSAGVNMCTLIAMDLGELCEDTMTYKCPRITETEPDDVDCWCNATETWVTYG
TCSQTGEHRRDKRSVALAPHVGLGLETRTETWMS SEGAWKQIQKVETWALRHPGFTVIALFLAHAIGTSITQKGIIFILL
MLVTPSMAMRCVGIGNRDFVEGLSGATWVDVVLEHGSCVTTMAKDKPTLDIELLKTEVTNPAVLRKLCIEAKISNTTTDS
RCPTOGEATLVEEQDTNEFVCRRTEFVDRGWGNGCGLEFGKGSLITCAKFKCVTKLEGKIVQYENLKYSVIVTVHTGDQHQVG
NETTEHGTTATITPQAPTSEIQLTDYGALTLDCSPRTGLDENEMVLLTMKKKSWLVHKOWEFLDLPLPWTSGASTSQETWN
RODLLVTFKTAHAKKQEVVVLGSQEGAMHTALTGATEIQTSGTTTIFAGHLKCRLKMDKLILKGMSYVMCTGSFKLEKEV
AETQHGTVLVQVKYEGTDAPCKIPEFSSODEKGVTONGRLITANPIVTDKEKPVNIEAEPPFGESYIVVGAGEKALKLSWE
KKGSSIGKMFEATARGARRMAILGDTAWDFGSIGGVEFTSVGKLIHQIFGTAYGVLEFSGVSWIMKIGIGILLTWLGLNSRS
TSLSMTCIAVGMVTLYLGVMVQAEF

PreM/Envelope Dengue 3 AY923865 - Optimizado Levedura

CATATGTTCCACTTGACATCCAGAGACGGTGAACCTAGAATGATAGTTGGTAAAAATGAAAGAGGTAAAAGTTTGTTGTT
TAAGACTGCTTCCGGTATAAATATGTGTACATTGATCGCTATGGATTTGGGTGAAATGTGTGATGACACTGTAACATACA
AGTGCCCATTGATTGCAGAAGTCGAACCTGAAGATATAGACTGTTGGTGCAATTTGACCTCTACTTGGGTTACTTACGGT
ACATGTAACCAAGCAGGTGAACATAGAAGAGATAAAAGATCAGTAGCTTTGGCACCACACGTCGGTATGGGTTTAGACAC
AAGAACCCAAACTTGGATGTCCGCTGAAGGTGCATGGAGACAAGTTGAAAAAGTAGAAACATGGGCTTTGAGACATCCAG
GTTTTACCATATTGGCATTATTCTTGGCCCACTATATCGGTACCTCTTTGACTCAAAAGGTTGTAATCTTTATTTTGTTG
ATGTTGGTTACACCTTCAATGACCATGAGATGTGTCGGTGTTGGTAATAGAGATTTCGTCGAAGGTTTGTCAGGTGCCAC
TTGGGTTGACGTCGTTTTAGAACATGGTGGTTGCGTTACTACAATGGCTAAAAACAAGCCAACCTTGGATATTGAATTAC
AAAAGACTGAAGCTACCCAATTGGCAACTTTGAGAAAGTTGTGTATCGAAGGTAAAATCACAAATATTACCACTGGTTCT
AGATGCCCAACCCAAGGTGAAGCAATATTGCCTGAAGAACAAGATCAAAACTACGTTTGTAAGCATACATACGTAGACAG
AGGTTGGGGTAACGGTTGCGGTTTGTTTGGTAAAGGTTCTTTAGTTACTTGTGCTAAGTTCCAATGCTTGGAACCAATAG
AGGGTAAAGTAGTCCAATACGAAAATTTGAAGTACACAGTTATTATAACTGTACACACAGGTGACCAACCACAAGTTGGT
AACGACACTCAAGGTGTAACAGTCGAAATTACCCCTCAAGCATCCACTGTCGAAGCCGTTTTGTTAGAATACGGTACATT
AGGTTTGAAATGTAGTCCAAGAACAGGTTTGGATTTCAACGAAATGATATTGTTGACCATGAAAACTAAGGCCTGGATGG
TTCATAGACAATGGTTTTTCGATTTGCCATTGCCTTGGACAAGTGGTGCTACAACCGAAACACCTACCTGGAACAGAAAG
GAATTGTTGGTTACTTTTAAGAACGCCCATGCTAAAAAGCAAGAAGTTGTAGTCTTGGGTTCTCAAGAAGGTGCCATGCA
CACAGCTTTAACCGGTGCAACTGAAATCCAAAATTCTGGTGGTACATCAATTTTTGCAGGTCACTTGAAGTGTAGATTGA
AGATGGATAAGTTGGAATTGAAGGGCATGTCCTATGCTATGTGCTTGAACACTTTCGTCTTGAAGAAAGAAGTTAGTGAA
ACTCAACATGGTACAATCTTGATCAAAGTTGAATACAAGGGTGAAGATGCTCCATGTAAAATTCCTTTTTCAACAGAAGA
CGGTCAGGGTAAAGCTCACAATGGTAGATTAATAACCGCAAACCCAGTTGTAACTAAAAAGGAAGAACCTGTTAACATCG
AAGCAGAACCACCTTTCGGTGAATCCAACATTGTTATAGGTATCGGTGACAAGGCCTTGAAGATTAATTGGTACAAAAAG
GGTTCTTCAATCGGTAAAATGTTTGAAGCAACTGCCAGAGGTGCCAGAAGAATGGCTATTTTAGGTGACACAGCTTGGGA
CTTCGGTTCTGTAGGTGGTGTCTTGAACTCATTGGGTAAAATGGTTCATCAAATATTCGGTTCTGCCTACACTGCTTTGT
TCTCCGGTGTTAGTTGGATCATGAAGATAGGTATCGGTGTATTGTTGACCTGGATTGGTTTAAATTCCAAGAACACTAGT
ATGTCCTTTTCCTGTATCGTTATCGGTATTATCACTTTGTATTTGGGTGCTGTTGTTCAAGCCGAATTC

Dominio Envelope DENV3

408 basepairs

Graphicmap | Tablebyenzymename

Bsell8I
AccBlIPinAIBstXI
Eco641 AgeI Cfrl0I AcsI
tctcaagaaggtgccatgcacacagctttaaccggtgcaactgaaatccaaaattctggtggtacatcaattttt base
pairs

agagttcttccacggtacgtgtgtcgaaattggccacgttgactttaggttttaagaccaccatgtagttaaaaa 1 to
75

BanIBsrFIApoI

BshNIBssAIXcmI

BsaWI
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BspMINspI
gcaggtcacttgaagtgtagattgaagatggataagttggaattgaagggcatgtcctatgctatgtgcttgaac base
pairs
cgtccagtgaacttcacatctaacttctacctattcaaccttaacttcccgtacaggatacgatacacgaacttg 76
to 150

Ksp221
Asp7001I Fbal
actttcgtcttgaagaaagaagttagtgaaactcaacatggtacaatcttgatcaaagttgaatacaagggtgaa base

pairs
tgaaagcagaacttctttcttcaatcactttgagttgtaccatgttagaactagtttcaacttatgttcccactt 151
to 225

XmnIBclI

BbsIAsel

AcsI Bbv16II Vspl
gatgctccatgtaaaattcctttttcaacagaagacggtcagggtaaagctcacaatggtagattaataaccgca base
pairs
ctacgaggtacattttaaggaaaaagttgtcttctgccagtcccatttcgagtgttaccatctaattattggegt 226
to 300

ApoIBpuAIPshBI

BpiIAsnI

HincII

HindITI
aacccagttgtaactaaaaaggaagaacctgttaacatcgaagcagaaccacctttcggtgaatccaacattgtt base
pairs
ttgggtcaacattgatttttccttcttggacaattgtagecttecgtcttggtggaaagccacttaggttgtaacaa 301
to 375

Hpal

Ecol47I

Pme551 Asel
AatIVspl
ataggtatcggtgacaaggccttgaagattaat base pairs
tatccatagccactgttccggaacttctaatta 376 to 408
StulPshBI
SseBIAsnI

The following endonucleases were selected but don't cut this sequence:

AatII, Accll3I, AccleI, Acc65I, AccB7I, AccBSI, AccI, AccIII, AclNI, AcyI,
AfeI, Af1II, Af1III, AhdI, Alw2lI, Alw44I, AlwNI, Ama87I, RAocI, Aor51HI,

Apal, ApalI, AscI, Asp718I, AspEI, AspHI, AspIl, AtsI, Aval, AviII, AvrII,

Ball, BamHI, BanII, BanIII, BbeI, BbiII, BbrPI, BbuIl, Bbv1l2I, BcgI, BcoI,

BfrI, BglI, BglII, BlnI, BlpI, BpmI, Bpull02I, Bpuld4I, Bsa29I, BsaAI, BsaBI,
BsaHI, BsalI, BsaMI, BsaOI, BscI, Bse2l1I, Bse8I, BseAI, BseCI, BsePI, BseRI,
BsgI, Bsh1285I, Bshl1365I, BsiEI, BsiHKAI, BsiI, BsiMI, BsiWI, BsmBI, BsmI,
BsoBI, Bspl06I, Bspll9I, Bspl20I, Bspl3I, Bspl407I, Bspl43II, Bspl720I,

Bspl9I, Bsp68I, BspCI, BspDI, BspEI, BspHI, BspLUllI, BspTI, BspXI, BsrBI,
BsrBRI, BsrDI, BsrGI, BssHII, BssSI, BssTlI, Bstl1l107I, Bst98I, BstBI, BstD102I,
BstDSI, BstEII, BstH2I, BstI, BstMCI, BstPI, BstSFI, BstSNI, BstX2I, BstYI,
BstZI, Bsulb5I, Bsu36I, CciNI, CelII, Cfr421, Cfr91, CfrI, ClaI, CpoI, Csp45I,
CspI, CvnIl, Dral, DralIl, DralIII, DrdI, Dsal, Eael, EagIl, Eamll04I, EamllO05I,
EarI, Ecll1l36II, EclHKI, EclXI, Ecol05I, Ecol30I, Eco24I, Eco255I, Eco31lI,
Eco32I, Eco47I1II, Ecob52I, Eco57I, Eco72I, Eco8l1lI, Eco88I, Eco91I, EcoICRI,
EcoNI, Eco0l1l09I, Eco065I, EcoRI, EcoRV, EcoTl4I, EcoT22I, EheI, ErhI, Espl396I,
Esp3I, FauNDI, FriOI, Fsel, Fspl, Gsul, HaeII, HinlI, HindIII, Hsp92I,

KasI, Kpn2I, KpnI, Ksp632I, Kspl, LspIl, MamI, MfeI, Mf1I, MluI, MIuNI,
Mphl1103I, MroI, MroNI, MscI, MslI, Mspl7I, MspAlI, MspCI, MunI, Mval26971,
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NaeI, NarI, NcoI, NdeI, NgoAIV, NgoMI, NheI, NotI, NruI, NsiI, NspBIT,

NspV, PacI, Pael, PaeR7I, Pf123II, Pf1IMI, Plel9I, PmaCI, PmelI, PmlI, PpulOI,
PpuMI, PshAI, Pspl24BI, Pspl406I, PspbII, PspAI, PspALI, PspEI, PsplLI,
PspOMI, PstI, PstNHI, Pvul, PvulIl, Rcal, RsrII, SacI, SacII, SalIl, SapI,
SbfI, Scal, SexAI, SfcI, SfiIl, Sfr2741, Sfr303I, Sful, SgfI, SgrAIl,
SmiI, SnaBI, Spel, SphI, SplI, SrfI, Sse8387I, SspBI, Sspl, SstI, SstII,
StyI, SunI, SwaI, Tthl1l1lI, Van91I, Vha464I, Vnel, Xbal, XhoI, XhoII, Xmal,
XmaIIIl, Zsp2I

4

PreM/Envelope Dengue 3 AY923865 - Optimizado Levedura - Dominio III Envelope

tctcaagaaggtgccatgcacACAGCTTTAACCGGTGCAACTGAAATCCAAAATTCTGGTGGTACATCAATTTTTGCAGG
TCACTTGAAGTGTAGATTGAAGATGGATAAGTTGGAATTGAAGGGCATGTCCTATGCTATGTGCTTGAACACTTTCGTCT
TGAAGAAAGAAGTTAGTGAAACTCAACATGGTACAATCTTGATCAAAGTTGAATACAAGGGTGAAGATGCTCCATGTAAA
ATTCCTTTTTCAACAGAAGACGGTCAGGGTAAAGCTCACAATGGTAGATTAATAACCGCAAACCCAGTTGTAACTAAAAA
GGAAGAACCTGTTAACATCGAAGCAGAACCACCTTTCGGTGAATCCAACATTGTTATAGGTATCGGTgacaaggeccttga
A

gattaat (408 pb)

SQEGAMHTALTGATEIQNSGGTSIFAGHLKCRLKMDKLELKGMSYAMCLNTEFVLKKEVSETQHGTILIKVEYKGEDAPCK
IPFSTEDGQGKAHNGRLITANPVVTKKEEPVNIEAEPPFGESNIVIGIGDKALKIN (14,6 kDa)

DENV3 Senseb5’- tctcaagaaggtgccatgcac-3’ Colocar Sitio Eco RI
DENV3 Ante Sense 5’- attaatcttcaaggccttgtc-3’ ColocarSitio Not I
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Protein Expression and Punfication

Dengue-1 envelope protein domain Il produced in Pichia pastonis:

Potential use for serological diagnosis

'@ Lk
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Artcis istony
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Dengue s 3 maor Infematonal public heaith concemn. There |5 No Oneg b0 Teal dengue wings nfectons and 3
vaccing [ yet o be Boensed. The |aorabony diagnosis of dengue vinis Infection has been greaily mproved during
the |3st decade; thersfore, the main Lmiting Tactor ks the production of recombinant virs antigens on 3 lame scale,

PriE: EE MO AT Domaln il of dengue vins enveiope protein contalns muTiplex comonma-on-dapendent newiraizhng sofiopes,

making It an atraciive Sagnostc candidale. In this work, we have demonstralad e expression of Jengue vins
Keyannds. type 1 envelope domaln Ill protel (EDIB-DH) i methylo-rophic yaast, Pichia pasions GS115. The recomiinant
mm secreted probsin {SEDHRDT) was purified by ity chromatography and charscherized by SDS—PAGE. Purfied
Expression protein was recognized In ImTUnabiol anak-ysls and enzyme-linked IMMUNosOrbant assay (ELISA) win dangua-
Diagnosks ifected human serm sampes. In conCkison; secreted expressions of domain [ protein can be obtakned In 2,
ELIEA pastons by methanal indug-ticn. This product has the potentla 10 be used for the dEgRoels of tengus Ifestions,
Piofia pastons

2013 Elseviss Inc. All nights reserved.
Imfrod uction [M]} and RNA codes for seven nonstructural proteins. The envelope of

Dengue is one of the most sermws mosquitc-bome fiavivis
diseases. Dengue fever (OF]" can be caused by any of four serotypes,
dengue wirus type 1, 2, 3. and 4 {DEMV-1. DENV-2. DENV-2 and
CENV-4) [1]. People living in tropical and subtropical areas are at risk
of dengue wirus infection. The Word Health COrganzabon esti-mates
that there may be _ 100 million cases of dengue infections wordwide
ewery year. which result in 250,000-500.000 sewvers cases {dengue
hemorrhagic fewer [DHFYdengue shock syndrome [DSS]) and
approximately 25,000 fatafties [2_3]. There s no specific treat-ment for
OF. Diagnosis of acute dengue wines infection on the basis of clinical
syndrames is not reliable and, therefore. l@boratory stud-ies are
nomally relied upon 1o confimy dagnoses becavse more than half of
infected  individuals  either are  asymplomatic or hawe mild
undifferentiated fewsrs [4]

DEMV is a single-stranced RMA virus. The dengue winon has three
structural proteins (capsid [C], envelope [E)], and membrans

¢ CoTecpondng aUfhor Agdrassc Ad. PH Rofs, &n Campus Unhessiang, CEP
3ESTOHO00 Wicoea |MG), Bradl Fax 255031 33092540,
E-mail address: depadaguly o (5.0, De Paua).
" These ashors comitited squally o s work.
? apbredations usad OF, dengus faver; DHF. dengue hemarmagic fewar; 0SS,

fengue shock SYoromer 40001, cohal ourese 1 gens: YPDS, yoast extract perdme
OMETES SODODN ELISA. engyme-inksd IMMUnoeomeant 83y, ROC, Mosver opa-

ating characterisne,

1045-585515 - se= Tront manar 2013 Bisader Inc. All nghts resenied
hitpcfdcdol o 101016 pap 2013:08.014

the DENV consists of a lipid bilayer containng two envelope-
associated proteins: the E and M proteins; the giycoprotzin E has
three domains {1, I and ) [5]. Domain 1 (EDI) contains appno-
imately 100 amino acsd {2a) residees, which are stabfized by a sin-gle
5-5; it thersfore, lacks ghycosylation sites. EDIN can  fold
independently into an mmunoglobulin-like modus which under-goes
the most significant displacement in fusion transition [3.8, 7] Structural
studies of intact wirons hawe shown that EDI is ex-posed and
accessible on the vinon surface (5] This demain, which is responsible
for recepior binding, contams multple thype and sub-type specific
neutralizing eptopes [3.8, 10 Furthermore, recombi-nant EDIN protein
[11,12] and EDII-specific mAbs [13] can block vires infectvity. EDIH is,
therefore, an mmportant candidate a5 a re-agent for sapid wwal
diagnosis because nowadays the greatest cas-rent difficulty
conducting immunoenzymatic assays is obtaining suitable antigens. In
Brazil, the antgens curmently used for dengue diagnosis ane structural
viral proteins faken frem the brains of arti-ficially infected new-bomn
rmice, whach is an ardwous and expensae method. This is an important
obstacle in the large-scale production of antigens vsed in dagnostic
assays of infected patients. Commer-cially available kits using
recombmant prateins or vruses hawe been used & roatine dengue
laboratony diagnosis, bt are expen-sive. Wordwide, conducting rapid
and inexpensive diagnostic tests is increasingly necessary to allow
diagnoses on 3 larger scale, even in the remote outskits of lange
cities. Dwe to this demand
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attempis to obtain better qualty and higher guanfites of antigens ans
being made using a heterclogous system of protein expression o
Eukaryotes.

In the iast several years, the methylotrophic yeast Pichia pastoris
has emerged as a powsrul and mexpensive heterologous system for
the production of high lewels of functionally active recombinant proteins
[14,15]. As a eukaryote, P. pastoris provides the potential for
producing soluble correctly folded recombinant proteins that hawe
undergone all of the post-translational modfications required for
functicnaity [15]. Seweral 5-5dinked protens such as recombi-nant
hepatitic B surface antigen and inselin have been successiully
prodiuced in P. pastons [17-18]

In this study, we expressed the optmized gene encoding pro-tein E
domain Il of DEMNV-1 in P. pastonis G5115. This system per-mits
secretion of the recombinant proten (sEDIFD1) into the culbure
supematant, free of toxins/pyrogens (unlke Escherichia coli derived
proteins ). The purified protein has shown immunogenic potential

Materials and methods
Microbial host strans and plasmid vector

The host strain used in this study was P, pastons 5115, This
sirain is defectve in the histdine dehydrogenasegene (hist ) and has a
functicnal copy of the alkcohol oxidase 1 gens (ADX1). For secretory
expresson in this yeast we used the integrative plasmid pPICZab
which contains an AQX1 promoter fused to the Saccharo-miyces
cereyisaes pre-pro 4 fachor secretory signal-encoding se-guence and a
zepcm-resisiance marker for selkecton of yeast transformants. P
pastoris G5115 stain, plasmid pPICZaA. and E. coli DH5a used for
cloning and rephcation of the constructon were purchased from
Inwirogen, Carisbad, CA.

Creation of recombinant P. pastons clone carmpng ECHI-D T gene

A& 408 base-pair (bp) EDIi-dengus 1 gens (GenBank accession
number MZ_823885), codon optmized for expression in P pastors,
was obtained by chemical synthesis (Genscript. NJ, USA) This gene
was insefed info the EcoR | and Mot | restriction sites of pPICZaA,
The resultant construct, pPICZEDNI-D1, was fnearzed wih Sac | and
glectroporated into P. pastons 5115, In parallel, we also gen-erated
a blank controd clone, harboring the emply parent vector. Zeocin-
resistant high-copy transformants were selected on yeasi esiract
pepione dextrose sorbitol (YPDS) plates containing zeocin (100, 200,
and 500 lg'ml), as descnbed m the Invirogen Easy selsct TMPicha
expresson kit manual. (fnvirogen's Easy Select Pichia Expression kit
rmanual}. The presence of the EDII-O1 gens insert was analyzed by
direct colony POR using a domain [ll-spe-cific primer par (Sense 50

tmaagaamlgcmgcmaﬂ; Antisense 5D-aga:aa-ﬁmaagmtﬂ1-}3|:fl.

Production of sEDI-0N recombinant protein

A verfied transformant was moculaied in 5 mL YPD medium fo a
starter culture and maintained for 24 h at 30 LC in 3 shaker. This pre-
culbers was inoculated inbe 1L BMGY pH 0.0 {1% yeast extract, 2%
pepione, 1.34% yeast nitrogen base. 0.002% bictin, 100 ml sodium
phosphate, 1% glycercd and D.0M% hesbdine], The culture was
afiowed to shake at 250 rpm at 30 LC for spproomately 3 days, wntil it
reached an ODO00 of approximately 20. At this point cells were
pelieted by low-speed centrifugation, washed with stenle peptoned
water {1% yeast extract, 2% pepione), and re-suspended in 100 mL
BMMY pH 6.0 (1% weast extract 2% peptons, 1.34% yeas! nitregen
base, 0.002% biotin, 100 mM sodurm phosphate. 19%

methanod and 0,004% histdme) to induce protein  expression
Induction was mamtained for 72 h at 250 pmd30 LC,; methanol was
added 1o a fina? concentration of 1% (W) at 12 h intervais. After the
induction. the supematants were collected by centrifga-tion and
processed for the sSEDIN-D1 puriicaton.

Pwrification and chamcterzation of recombnant protein sEDHI-D

The culfture supematant contaming sEDIA-D protein was freshiy
diluted with an egual volume of bindng buffer pH 8.0 (20 mM sodium
phosphate, 500 mM NaCl) and clarfied by filtra-tion through a 0.45 Im
membrans, and then subjected to affinity chromatography. The
clarified supematant was loaded nica 1 mi HisTrap FF crude column,
previously equElibrated with bind-ing buffer, and attached fo an AKTA
purifier systermn (GE Heabhcare Life Sciences, Uppsala, Sweden). A
ten-column wolume of binding buffer was passed through the column
to remove non-specifically bound proteins and the specifically bound
protein was retrieved from the cohemn using an elution buffer (20 mM
sodium phos-phate, 500 mM MaCl, 300 mM midazole}. Feak fractons.
were pooled together and dialyzed against PBS pH ED using
centrifugal filtration dewvices with a 10,000-mofecular weight cut-off
{Millipore); the protein estimation was determimed wih a BCA ki
{Pierce Chemical Co., Rockford, USAY For charactenzaton, the puri-
fied proteins were subjected to 15% SDS-FPAGE. Separated proteins
were eleciro-tansferred onto a nitrocellulose membrane and pro-
cessed for immunobiot analysis usmg anti-HisTag mAb {Sigma, USA)
and dengue-infected human serum sampliss.

Serum samples

Sera from 171 patients were poovided by the Central Public
Heakhcare Laboratory m the State of Ronddnia (LACEM/RO) and the
Central Blood Bank of Rondonia State, Brazd (FHEMERONROL Al
sera were fested in accordance with protocodés approved by the Central
Blood Bank of Rondona State, Brazil Institutional Human/Animal Care
and Use Commitee, and all sampies were anonymous.

The samples had previousiy been confimed as M or g5 posi-
tiwe for dengus by MAC-ELISA IgM (Pan-Bio, Australia) and Dengus
Duc igM and gz ELISA Caphure Kis (Sanofi, MJ, USA). Of the 171
samples, 60 were [g5 positive and 32 were IgG nepative using Den-
gue Duo Igh and igs ELISA Capture Kits; 50 were IgM positive and
28 were igM negative wsing both kits MAC-ELISA IgM (Pan-Bio,
Australia) and Dengue Duos IgM and Iglc ELISA Capiure Kits {Sanofi,
MJ, USA) The totals were 110 positive and §1 negative samples.

Indirect enzyme-inked mmunosorbent assay (ELISA] for detection of
Ighd and IgG

Purified sEDIERD1 were used a5 3 coating antigen for sensiiza-tion
{1.0 Igiwell) of 25-well podystyrene plates (Maxisorp, Munc, Roskilde.
Denmark ) in 3 carbonate—bicarbonate buffer (pH 2.6} and incubated at
4 LC owernight. The plates were biocked for 30 min with block solution
{PES/5% fetal bovine serum). Serum samples were diluted 1100 in
block solution; 100 IL of each ser-um dilution was assayed in
duplizate. The plates were incubated at 37 LC for 2 h and washed four
times with PBS/1% Tween 20. Sec-ondary anti-human IgM or IgiG
antibedies peroidase-conjugated (Sigma, USA) was diluted 152500 in
block solufion added to the plaies, which were incubated at 37 LT for 2
h, folowed by fwe washes;100 IL of TMB (Sigma, USA) subsirate
solution {1 tablet TMB, 10 mL of 0.05 M phosphate—cirate bufferpH
5.0 2 IL of hydrogen peroxide) was then added. Plates wene then
incubated at room temperature for 20 min and the reaction was
stopped with 50 IL of 2 M H2504 The plates were read with a
multichannel
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specrophotometer (Multiskan, Thermo Scientfic, USA) with 3 450 nm
Tater.

Stafistical analysis

Recsiver operating characteristic (ROC) curves were analyzed to
esfimate the diagnostic cut off, sensitiviy, and specificity (INSTAT
software, GraphPad. San Diego, CA, USA).

Results
Creation of @ recombinant P. pastoris clone expressing ECHII-D1

To create an EDMI-D1 secretory P. pastoris clone, we constructed
an expression vector pPICZEDIN-D1 (Fig. 1B} by mserting a codon-
optimized synthetic gene (Fig. 1A) into the plasmid pPICZaA. In this
system, protem expression is under the control of the ADX 1 promaoter
in response to methano! indwction. The ERI-D se-gquence was fused
in frame to the 5. cerswsiae pre-proa-factor secretory signal and
integrated into the genome of the P. pastoris host strain 55115 using
the single cross-over strategy.

The recombinant protein EDII of DEMV-1 encoded n this system is
composed of 138 amino acid resdues; these domains possess the
singhe 5-5 bond that is crtical for sfructural and anti-genic integrity
[20]. The EDIN-D1 = predicted to be 145 kDa in sze and was
expressed as fusions to a C-teminal polyhistdine (SxHis] tag to aid in
detection and purification.

Transformants harboring the EDIN-0 expression cassette were
selected in the presence of 500 Ig/mL zeocin, and then the pres-ence
of the stegrated EDIN-01 gene was further confirmed by di-rect colony
PCR [Fig. 24). A DNA fragment of about 400 bp was ampified from
transformed 55115 cells, using specfic an EDINI-D1 primer par. The
amgplification with A0¥1 primers confirned that the domain gene had
been integrated into the ADX1T locus on the genome of the P. pastons
G5115 host.

MTCOTTHOTERCI0T A RATTUL ECQaaEt BTt (408 DR

SYEOAMETAL TEATETTHITTTIFACHL AL RIFHNELT LR MY HIT 1 FRLEREVAETY
ITTANFIVIGEERFVH IEAEPFTGESYT

FCELITY T

EGTVLNGVEY
TYERTERALRETET (14,3 XPal

Fig. 1. The ameiops doman 11 from gengue-1 ansgen qrsssion. (4) Codon-
ogtmized synihetic gene of EDNHFDY. (B) Map of piasmid pPICZ-EDN-D1. The EDII-
T gens was Inserted imo the EcoR | and Mot | sfiss of Sie IREgraiive vechor pRICZas

inger the control Of the methanoHnduchlz ACKY promober (57 ADKIL (C)
Recombinant prodsin sequence.

A PCR-confimed clone was assayed for the expression of EDIE-
D1 gene product in smal-scale testing with methanod induction for 3
days. Secreted expression of the recombinant protein is indicated by a
15 kDa protein band comesponding to the expected molecular weight
of EDIE-D1 i the supernatant fraction (Fig. 2B). Mo similar band
appeared m the blank controd or in the supematant without methancl
induction. After confrmation of the secretion, this pro-tein was caled
sEDIE-DY. Espression of the sEDNI-D1 proten was obtaned during
;e first 24 ke thersfore, induction with meth-anol for 3 days resulted in
fve maximal sEDIN-DY expression (Fig. 2C). A nonspecfic band of
approximatefy 70 kCa, can also be observed n the materal after
methanol induction, but this band was not reveaked in Western blot
anakysis {Fig. 2B and C).

Expression and purification of recombinant sEDI-O

The expression of recombinant sEDII-01 was done n condi-tions
developed by Barr and collaborators that closely resembled the
requraments of fermentor systems [21]. Therefore, the culture was
conducted @ two stages, first wia the genesation of biomass in a
repressive buffered media. and then by the production phase, where
the cells were re-suspended in small volurves of methanaol induction-
buffered media. The use of a buffered medwem (pH 3.0-8.0) is known
significantly reduce the proteclysis of the secreted recombinant protein
[22.33]

Since the recombnant sEDIN-D protein contains a polyhisti-dine
tag, it was recoversd from the clarfied methanol-induced supematant
by Mi-affinity chromatography. The entire process of purification was
controfied and monitored by conmecting the col-umn to an AKTA
systermn. Aliquots of fractons collected during the purification were
analyzed by SD5-PAGE (Fig. 3A) It &5 ewident that the bound fraction
contains a major band of 15 kDia which is consistent with the predicted
sze of the sEDII-D1 protein. An immunoblot analysis of the purfied
protein usmg anti-HisTag mAb and dengue posities serem appeared o
confimm its identty (Fig. 38 and C). These data were confimed by high
sensiivity and specificity of IghM anti-dengue using sEDII-D1 {Tabis 1).

Indirect ELISA for the detection of IgM and igl anti-dengue

A panel of the 160 serum samples was evaluated with the puri-fied
and characterized sEDNI-D1 with an  indirect enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA); they were used fc evaluate Ighl and
kgz ant-dengue. These samplies had previously been charac-terized
by commercially ava¥able serclogical tests (114 positive and 48
negative]. For the Igh anb-dengue, the cut-off was defined at the point
at which 0204 nm, 99.12% specficity, and BE.95% sen-sitivity were
cbhserved. Themfore, the cut-off for igh ang-dengue was 0.300 nm,
0%5.25% specificity, and 85.67% sensitiviy (Fig. 4. Table 1}

Diiscussion

The global prevalence of dengue has grown dramatically in re-cent
decades. This wiral disease affects people in tropscal and sub-tropical
regiens around the world, predominantly in wban and semi-urban
areas, threatening more tham 2.5 bilion 24]. In ende-mic arsas,
secondary infections are most common and more highly associated
with mortalty [25,28]. Thersfore, there is genuine de-mand for the
rapid detection and differentiation of dengue wirus infection diagnostic
3TEIYE.

The dengue wiral envelope protein is responsibée for wiral
attachment by binding to cellular receptors [27 28 Hence, the Ig-like
enwelope domain Il proten, an independently folding do-main that
plays an important rede i host receptor interactions,
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