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RESUMO

MELLO, Iago Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2022.
Expressao heterdloga de proteinas do virus dengue em Komagataella phaffii para
padronizagao de Kits de diagnosticos. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientador:
Roberto Sousa Dias

O diagnostico preciso, confidvel e diferencial na fase inicial da infecg¢@o pelo Virus da Dengue
(DENV) ¢ fundamental diante do risco de agravamentos da doencga. Os sintomas de cada
paciente podem variar muito, indo desde uma doenca autolimitada chamada Febre da Dengue
(FD) ou Dengue Classica (DC), até as formas mais severas, como a Febre da Dengue
Hemorragica (FDH) e a Sindrome de Choque da Dengue (SCD), variando dentro de um
espectro continuo onde muitos pacientes apresentam sintomas leves acabam nao recebendo
tratamento adequado e, muitas vezes, ndo recebem o diagnostico de infec¢gdo. Com o objetivo
de padronizar e formular um diagnostico preciso e confidvel, através da expressdo de proteina
em K.Phaffi para obten¢ao do dominio III da proteina estrutural E dos DENV-1 ¢ DENV-4,
em larga escala, capaz de identificar a fase inicial da infec¢do pelo virus, sendo fundamental
diante do risco de agravamentos da doenca, com potencial risco de morte. Utilizamos um
sistema de expressdo heterdloga de proteinas, para expressdo do dominio III da proteina
estrutural E do DENV-2 e -4. Onde atualmente, os principais centros de pesquisa e
diagnostico do mundo tém apresentado dificuldades na obtengdo de preparacdes com
conteudo adequado de antigeno, necessitando concentrar o antigeno através de centrifugacao
zonal continua de sobrenadantes de culturas infectadas, uma vez que a produ¢do do DENV
em culturas celulares ¢ relativamente baixa. Este quadro ratifica a existéncia do obstaculo
importante, a producdo de antigenos, a serem empregados em ensaios usados na captura do
anticorpo presente no soro do paciente infectado. Nesse sentido, concluimos que o sistema
heterdlogos de expressdo de proteinas mostrou-se promissores devido ao alto rendimento,
integridade antigénica e custo reduzido para produg¢do em escala e abrir caminhos para

producao de testes diagnosticos menos onerosos.

Palavras-chave: Antigenos. Dominio III. Estrutural. Envelope.



ABSTRACT

MELLO, Iago Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2022. Heterology
expression of dengue virus proteins in Komagataella phaffii for standardization of
diagnostic kits. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula. Co-advisor: Roberto Sousa Dias

Accurate, reliable and differential diagnosis in the initial phase of Dengue Virus (DENV)
infection is essential given the risk of disease worsening. The symptoms of each patient can
vary greatly, ranging from a self-limited illness called Dengue Fever (DF) or Classic Dengue
(CD), to more severe forms such as Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) and Dengue Shock
Syndrome (SCD), ranging within a continuous spectrum where many patients have mild
symptoms end up not receiving adequate treatment and often do not receive the diagnosis of
infection. With the objective of standardizing and formulating an accurate and reliable
diagnosis, through the expression of protein in K.Phaffi to obtain domain III of the structural
protein E of DENV-1 and DENV-4, on a large scale, capable of identifying the initial phase
infection by the virus, which is essential given the risk of worsening the disease, with a
potential risk of death. We used a heterologous protein expression system to express domain
II of structural protein E of DENV-2 and -4. Where, currently, the main research and
diagnostic centers in the world have had difficulties in obtaining preparations with adequate
antigen content, requiring concentration of the antigen through continuous zonal
centrifugation of infected culture supernatants, since the production of DENV in cell cultures
is relatively low. This picture confirms the existence of an important obstacle to the
production of antigens to be used in assays used to capture the antibody present in the serum
of an infected patient. In this sense, we conclude that the heterologous protein expression
system has shown to be promising due to the high yield, antigenic integrity and reduced cost

for scale production and open ways for the production of less expensive diagnostic tests.

Keywords: Antigens. Domain III. Structural. Envelope.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que mais de 4 bilhdes de pessoas estejam vivendo em areas com risco de
infeccdo do virus da dengue, que circula em mais de 128 paises. Atualmente, ocorrem cerca
de 400 milhdes de infeccdes e 20 mil mortes causadas por este agente infeccioso (OMS,
2022). O 52° boletim epidemiologico de 2021 publicado pela Secretaria de Vigilancia em
Satde do Ministério da Satde (MS) mostra que, no Brasil, no periodo de 3/1/2021 a
25/12/2021, foram registrados 534.743 casos, com uma incidéncia de 250,7 casos/100 mil
habitantes. Destes casos, 370 foram de dengue grave (DG), 4.341 casos de dengue com sinais
de alarme (DSA) e 241 o6bitos confirmados. No atual ano, no periodo de 2/1/2022 a
7/05/2022, ja foram registrados 757.068 casos provaveis de dengue, um aumento significativo
de 151,4% de casos registrados no mesmo periodo analisado em 2021.

O vetor responsavel pela transmissdo do Dengue virus (DENV) é o mosquito Aedes
aegypti. Apesar de originalmente silvicola, 0 mosquito se adaptou aos ambientes urbanos a tal
ponto de hoje ser este seu habitat. Entre os principais locais caracterizados como “criadouros”
do mosquito destacam-se os recipientes e pontos de represamento de dgua. Ao contrario de
outras espécies, o A. aegypti possui hdbitos alimentares diurnos, com o periodo de maior
chance das picadas ocorrendo especificamente no inicio da manha e ao entardecer. A fémea
do A. aegypti pode picar varias pessoas durante um mesmo periodo de alimentag¢do. Ja o
Aedes albopictus é um vetor secundario da dengue na Asia, que se espalhou para a América
do Norte e Europa. Assim como o 4. aegypti, o A. albopictus ¢é altamente adaptével, podendo,
porém, sobreviver em regides temperadas mais frias (BACK E LUNDKVIST, 2013).

No Brasil, o principal vetor da dengue ¢ a fémea do mosquito A. aegypti. Em outras
regides, o DENV ¢ transmitido também pelas espécies A. albopictus, A. polynesiensis e A.
scutellaris. Uma vez no hospedeiro mamifero, inicia-se o ciclo de replicagdo viral nas células
estriadas, lisas, fibroblastos e linfonodos locais. Ap6s um periodo de incubagdo de 2 a 10 dias,
ocorre a viremia, com a disseminagdo do virus no organismo do individuo. A infec¢dao pode
ser subclinica assintomatica ou se manifestar clinicamente, indo desde uma doenga
autolimitada chamada Febre da Dengue (DF) ou Dengue Cléssica, até as formas mais severas,
como a Febre da Dengue Hemorragica (DHF) ¢ a Sindrome de Choque da Dengue (DSYS),
variando dentro de um espectro continuo. Os fatores que determinam o quao brando ou severo
serdo os sintomas da infeccdo nos hospedeiros ainda permanecem obscuros. Apesar de a
pessoa adquirir imunidade duradoura para aquele sorotipo que a infectou (DE PAULA E

FONSECA, 2004), estudos apontam que infec¢des secundarias com sorotipos distintos sao
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um fator de risco para o desenvolvimento de formas mais graves da dengue, a DHF ou a DSS
(RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010), aumentando ainda mais as complicagdes e riscos de
morte (PATTERSON et al., 2016).

O diagnostico preciso, confidvel, diferencial e na fase inicial (fase aguda) da infeccao
pelo DENV ¢é fundamental diante do risco de agravamentos da doenca, com potencial risco de
morte. Os sintomas de cada paciente podem variar muito, indo de uma febre leve at¢ uma
febre hemorragica. Muitos pacientes que apresentam sintomas leves acabam ndo recebendo
tratamento adequado e, muitas vezes, ndo recebem o diagnostico de infeccao pelo DENV. Os
antigenos usados para diagnostico da dengue sdo proteinas virais estruturais, preparados a
partir do cérebro de camundongos recém-nascidos infectados. Porém esta obtencdo ¢
extremamente laboriosa e cara (MARTINA et al., 2009; MILLER, 2019). Nesse sentido, os
sistemas heterdlogos de expressdo de proteinas sdo promissores para formulagdo de kit
diagnostico e testes de detecgdo rapida, devido ao alto rendimento, integridade antigénica e
custo reduzido para producao em escala industrial (XISTO, 2020).

O desenvolvimento de uma vacina contra a dengue, que seja segura, eficaz e bem
balanceada, tem se tornado uma propensa realidade e as futuras estratégias de vacinagdo
devem se concentrar em obter imunidade protetora contra os quatro sorotipos. Essas vacinas
estao sendo avaliadas quanto a efic4cia clinica, uma vez que, a longo prazo, a sua seguranga €
eficicia podem mudar a medida que os niveis de anticorpos diminuem no
organismo (MARTINEZ et al., 2020). Assim, ainda sdo recomendadas medidas profilaticas
para controlar os vetores, as quais ndo tém se mostrado eficazes. Experiéncias praticas
apontam que a estratégia para se combater a dengue passa pelo desenvolvimento de ensaios
imunoenzimaticos mais robustos e elaboracdo de vacinas. Estas tecnologias dependem da
obtencdo de antigenos da dengue em grande quantidade e alta especificidade. Atualmente, os
principais centros de pesquisa e diagndstico do mundo tém apresentado dificuldades na
obtencdo de preparagdes com conteido adequado de antigeno, necessitando concentrar o
antigeno através de centrifugacdo zonal continua de sobrenadantes de culturas infectadas, uma
vez que a producdo do DENV em culturas celulares ¢ relativamente baixa. Este quadro ratifica
a existéncia do obstiaculo importante, a producdo de antigenos, a serem empregados em
ensaios usados na captura do anticorpo presente no soro do paciente infectado (WHO, 2022).

Com base no acima exposto, este trabalho visou a constru¢cdo de leveduras
recombinantes capazes de produzir antigenos em quantidade e qualidade, utilizando um
sistema de expressdo heterdloga de proteinas, para expressdo do dominio IIl da proteina

estrutural E do DENV-2 e -4, como estratégia para uma obtencdo menos laboriosa e
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padronizavel independente da infecgdo viral, de forma a favorecer o estabelecimento de novas

tecnologias no controle, monitoramento e combate da dengue.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Dengue virus

2.1.1 Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae é composta por quatro géneros: Flavivirus, Hepacivirus,
Pegivirus e Pestivirus, que sdo virus esféricos e envelopados. Espécies importantes incluem:
Virus da Febre Amarela, Virus da Dengue, Virus Zika, Virus da Encefalite Japonesa e Virus
do Nilo Ocidental. O material genético ¢ uma fita simples de acido ribonucleico (RNA) de
polaridade positiva, ou seja, o genoma viral tem a mesma orientagdo do RNA mensageiro
(mRNA) da célula infectada (SIMMONDS,2017). Com isso, o material genético pode servir
como base para a sintese das proteinas virais, também chamado de RNA infeccioso. Dentre os
Flavivirus, 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 (FRANCKI et al., 1991). No quadro atual, as infecgdes
causadas pelo DENV sao as que assumem maior importancia no nosso pais. O DENV possui
quatro sorotipos denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3, e DENV-4 e, ap6s infeccdo, a
imunidade adquirida de cada um dos sorotipos ¢ duradoura (DE PAULA E FONSECA,
2004).

2.1.2 Epidemiologia

Durante os anos de 1960 e 1970, houve uma queda significativa dos casos de dengue
nas Américas, devido a erradicacdo do mosquito A. aegypti, consequéncia das campanhas
realizadas para prevenir a transmissao da febre amarela (GUBLER, 1989). Como as medidas
utilizadas para o controle do vetor tiveram sucesso por pouco tempo, 0 mosquito transmissor
foi reintroduzido nessas regides, levando a circulagao dos sorotipos do virus, principalmente o
DENV-2, seguido do DENV-1 ¢ DENV-4 em paises da América Latina e Caribe, no final da
década de 70 e inicio dos anos 80 (ISTURIZ; GUBLER; BREA DEL CASTILLO, 2000). No
Brasil, entre 1986 e 1987, surtos da doenca foram relatados (FIGUEIREDO;
CAVALCANTE; SIMOES, 1990). A ultima epidemia grave relatada no Brasil consta no ano
de 2015, quando houve 1,6 milhdes de casos € 972 mortes.

O numero de casos de dengue notificados a OMS aumentou mais de 8 vezes nas
ultimas duas décadas, passando de 505.430 casos em 2000 para mais de 2,4 milhdes em 2010

e 5,2 milhdes em 2019. O niimero de mortes registradas entre 2000 e 2015 aumentou de 960
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para 4.032, que atinge principalmente a faixa etaria mais jovem. O nimero total de casos
aparentemente caiu durante 2020 e 2021, assim como o numero de mortes relatadas. No
entanto, os dados ainda ndo estdo completos e a pandemia de COVID-19 também pode ter
dificultado a notificagdo de casos em varios paises. O alarmante aumento global no nimero de
casos nas ultimas duas décadas pode ser parcialmente explicado por mudangas na notificacao
nacional da dengue e nos procedimentos de notificagdo aos ministérios da satide e a OMS

(OMS, 2022).

2.1.3 Manifestacoes clinicas

Embora a maioria dos casos de dengue seja assintomatica, as manifestagdes clinicas
podem variar desde um quadro simples na DF, como uma doenga autolimitada, com sintomas
leves, até um quadro grave e fatal como DHF e a DSS (GUZMAN; HARRIS, 2015). Os
sintomas geralmente duram de 2 a 7 dias, seguindo um periodo de incubacdo de 4 a 10 dias
apods a picada de um mosquito infectado (BASURKO et al., 2018). Apds a infecgdo primaria
com um sorotipo do DENV, o risco de desenvolver as formas graves da doenga ¢ maior.

(KIRKPATRICK et al., 2016; SCHERWITZL; MONGKOLSAPAJA; SCREATON, 2017).

2.1.4 Estrutura viral

E um virus envelopado, sua particula viral (Figura 1) apresenta uma forma icosaédrica,
variando sua medida entre 40 e 60 nm de didmetro. Ela ¢ composta por um acido nucleico e

pelas proteinas estruturais (C, prM/M e E) (CABEZAS et al., 2005).
FIGURA 1 — Particula viral do virus dengue

FONTE: VIRALZONE, 2019.
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O genoma viral é composto por uma molécula de RNA fita simples senso positivo, com cerca
de 11kb, contendo uma unica janela aberta de leitura (ORF), e ¢ flanqueado por duas regioes
nado traduzidas 5° UTR e 3'UTR. A ORF codifica uma tnica poliproteina, sintetizada a partir
do mRNA e clivada por enzimas celulares e virais para dar origem as trés proteinas estruturais
(C, ptM, M ¢ E) (Figura 2), que formam o capsideo viral, e sete proteinas ndo estruturais

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)(Figura 2) (LEITMEYER et al., 1999).

i Genomic polyprotein ™
4 | R _
Cp E NST [Ns2a NS3 NS5
£ =4
*Signal peplidase +Galgi protease 77 NS3 protease

(rjm staqwsza

/

N53
Protease

FIGURA 2 — Organizagao do genoma dos Flavivirus - C, prM, M e E - proteinas estruturais; NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 - proteinas ndo estruturais. FONTE: VIRALZONE, 2019

A particula viral ¢ montada utilizando as proteinas estruturais, enquanto as proteinas
ndo estruturais sao usadas nos processos de sintese do RNA genomico viral e na traducao
proteica que ocorre durante o ciclo de multiplicacdo viral (LINDENBACH; RICE, 2003)
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Proteinas estruturais e ndo estruturais do virus dengue

Proteina Tamanho Subunidades Funcoes
¢ . 10,0. - Facilita a montagem do capsideo
aminoacidos
prM/M 21 kDa/8 kDa - prM interage e estabiliza a proteina E.
E 53 kDa - Capacidade de ligag@o ao receptor celular
NS1 Cliva a jungdo NS1-NS2A
48 kDa - . S P
envolvida nas etapas iniciais da replicagdo viral
NS2 NS2A desempenha um papel na sintese de RNA e
maturagdo de virion e como um ativador do processamento
NS2A,
22 kDa NS2B correto de NS1
NS2B atua como um ativador de NS3, permitindo seu
funcionamento adequado
NS3 618 i Atua como uma protease quando combinado com NS2B.
aminodcidos Funciona como uma RNA helicase e RTPase / NTPase
NS4 NS4A, Desempenha um papel na curvatura da membrana e facilita
16 kDa : ~ . .
NS4B as 1nteragdes proteina-proteina
NS5 104 kDa Essencial para a replicagdo e transcri¢do do genoma viral

Fonte: IDRIS; MUHARRAM; DIAH, -2016
2.1.5 Proteina E e Dominio 11T

A proteina ¢ composta por trés ecto-dominios, uma haste proximal a membrana e uma
ancora transmembrana (KLEIN et al., 2013; RATHORE, et al., 2020). Varias estruturas
cristalinas mostraram que os ecto-dominios sdo arranjados em trés dimeros antiparalelos,
onde o ecto-dominio I (EI) est4 localizado no dominio central 11 (EDII) e III (EDIII), em dois
sitios opostos em cada um dos mondmeros de uma unidade dimérica (KUHN et al., 2002;
MODIS et al., 2004; FIBRIANSAH et al., 2015; RATHORE, et al., 2020). As principais
propriedades bioldgicas do DENV estdo relacionadas a proteina E, que recobre totalmente a
membrana e o genoma. A proteina E define o tropismo celular e a capacidade de hemaglutinar
eritrocitos. Ha alguma variacdo na composicao da proteina E entre os DENV, inclusive nos
epitopos. Esses constituem antigenos de superficie que determinam a resposta imune e a

protecdo contra o DENV em seres humanos.

Os anticorpos direcionados a proteina E, determinam a imunidade protetora mais
longa. (BRICKS, 2004). Essa proteina apresenta trés dominios estruturais (Figura 3): o
dominio I (DI) ou dominio central, possui aproximadamente 120 residuos de aminoécidos e
contém principalmente um tipo especifico de epitopo ndo neutralizante, o que o torna uma
regido de "dobradica" molecular envolvida em alteracdes conformacionais desencadeadas
pelo baixo pH; dominio II (DII), ou dominio de dimerizagdo de proteinas, representa a
interface entre os outros dois dominios e esta envolvido na fusdo de membrana mediada por
virus, além disso, contém muitos epitopos de reagdo cruzada, gerando neutralizacdo e nao

neutralizacdo de anticorpos monoclonais (MAbs); e o dominio III (DIII), que ¢ caracterizado
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por uma estrutura semelhante a uma imunoglobulina que forma a maioria dos "loops" da

superficie viral.

A proteina E contém multiplos tipos e subtipos especificos de epitopos que geram
somente a neutralizacao viral por MAbs e tém sido hipoteticamente aquele que contém o local
de ligagdo da célula hospedeira ao receptor (REY et al., 1995; ROEHRIG et al., 1998), uma
vez que os epitopos do DIII sdo comprovadamente mais imunogénicos para a produgdo de
anticorpos (WAYNE D. CRILL, JOHN T. ROEHRIG, 2001). A proteina E tem sido um dos
principais alvos no estudo de vacinas e no uso como antigeno no diagnostico de uma infec¢ao

por DENV (SUGRUE et al., 1997).

FIGURA 3 — Estrutura da proteina do envelope do DENV.

A - Ectodominio do virus da dengue: dominio I (vermelho), dominio II (amarelo) ¢ dominio III (azul). B —
Estrutura dimérica da proteina E. Essa conformagao da proteina E soluvel estd presente na particula viral
madura. C - Proteina E na superficie do virus, organizada em 90 dimeros de forma icosaédrica.

FONTE: Figura adaptada de Modis et. al., 2004.

Desta forma, essa proteina estrutural, presente na superficie do virus, ¢ utilizada para
desenvolver respostas imunes devido a produgdo de anticorpos, sendo assim uma possivel

proteina para uso diagndstico.

2.1.6 Sistema de Expressao Heterdologa em Komagataella phaffii

A Komagataella phaffii uma levedura haploide e metilotrofica, apresenta vantagens

em relacdo ao sistema de expressdo, em relacdo ao seu sistema genético de facil manipulagao
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e ao seu crescimento rapido em meios de cultivo relativamente simples, que permite sua
expansao para a produgdo de proteinas em escalas industriais, capazes de usar compostos
redutores de um carbono, como metanol ou metano, como fonte de carbono para seu
crescimento, onde a primeira cepa ja atribuida a espécie P. pastoris foi isolada por Alexandre
Guilliermond do exsudato de uma castanheira francesa em 1919 e foi originalmente chamada
de Zygosaccharomyces pastori (GUILLIERMOND, 1920). Na década de 1950, Herman Phaff
isolou outras cepas de arvores de carvalho preto na California, Estados Unidos, e renomeou a
espécie para Pichia pastoris (PHAFF et al., 1956). No entanto, em 1995, novos estudos
gerados pelo sequenciamento do RNA ribossdmico fizeram com que todas as cepas de P.
pastoris fossem movidas para um novo género, Komagataella (YAMADA et al., 1995), e
posteriormente separadas em duas espécies (KURTZMAN, 2009) Komagataella pastoris (que

inclui a cepa francesa) e K. phaffii.

Nos sistemas de expressao heter6logos descritos na literatura em detrimento de outros
sistemas de expressao devido a sua facilidade de manipulagdo genética, expressdo de alto
nivel de proteinas heter6logas, promoc¢do de O- e N-glicosilagdo e processamento de sinal
répido, facil e economico (CREGG et al., 20005 AHMAD et al., 2014; RODRIGUES et al,
2020), uma das leveduras mais utilizadas ¢ do género Komagataella. Por exemplo, espécies
de K. phaffii para a produgdo de diversos metabdlitos e proteinas de interesse biotecnologico
(ROMANOS et al, 2013). Ao comparar sistemas de expressdo desenvolvidos em
procariontes e eucariotos, essas leveduras se destacam pela facilidade de cultivo, crescimento,
manutencdo e facilidade de manipulagdo genética. Neste caso em particular, ¢ fundamental
que o perfil bioquimico deste organismo tenha um padriao especifico de modificagdes pos-
traducionais semelhantes aos mamiferos, muitas vezes necessario para obter produtos
biotecnoldgicos ativos ou adequadamente processados. Os sistemas de expressao de levedura
sao econdmicos, geralmente t€ém melhores rendimentos e requerem menos tempo e esforco
em comparagdo com outros sistemas de expressdo eucariotica, como Baculovirus e células de

mamiferos (CREGG, HIGGINS, 1995).

O sistema eucarioto K. phaffii, amplamente utilizado na biotecnologia, tem a
capacidade de produzir a maior parte das proteinas recombinantes de forma estavel e com
modificagdes pos-traducionais caracteristicas de proteinas eucaridticas (COLAO et al., 2006).
A escolha deste organismo como sistema de expressao heterdloga se justifica, além das
caracteristicas citadas acima, pelo fato dessa levedura apresentar o status GRAS (“Generally

Recognized As Safe’), bem como sua capacidade de converter entre 30% e 40% do seu peso
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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, TSHOOP, 1989).

2.1.7 Sistema de expressao pPICZaA

Os plasmideos de expressdes pPICZoA (Figura 4), para transformar K. phaffii, que ¢
capaz de crescer através da utilizagdo de metanol como fonte unica de carbono, sendo que
esta rota metabdlica € totalmente reprimida na presenga de outra fonte, como glicerol.
Enzimas que participam desta rota estdo presentes em altos niveis nessa célula, como a
enzima Alcool Oxidase (AOX), podendo chegar a niveis acima de 30% de toda proteina
celular, mas, por outro lado, essas enzimas ndo sdo detectdveis quando alimentadas por outra
fonte de carbono (CEREGUINO, CREGG, 2000; GELLISSEN, 2000; TEIXEIRA et al, 2020;
XISTO et al, 2020).

FIGURA 4 — Mapa do vetor de expressao pPICZaA

EXM) I

FONTE: Invitrogen,EUA

Logo, esses vetores utilizados para a transformagao da K. phaffii sao beneficiados com
a repressao exercida sobre os genes AOX e na facilidade de induzi-los, com metanol. Desta
forma, permitem que altas densidades celulares sejam obtidas e, assim, altas concentracdes de
proteinas heterdlogas produzidas, sem que niveis toxicos sejam expressos (GELLISEN,

2000). Sendo esses vetores utilizados para a geragdo de recombinantes, integrados no genoma,
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de forma randomica ou recombinagdo homodloga, garantem maior estabilidade do inserto
(GEREGHINO, GREGG, 2000).

Esse sistema de expressao heterdloga, em K. phaffii, € utilizado em diversas areas de
interesse médico ou veterinario, ja descritos na literatura, inclusive em proteinas estruturais ou
ndo- estruturais do virus da Dengue (SUGRUE et al, 1997; BISHT et al, 2001; WEI et al,
2003; VALDES et al, 2007; OLIVEIRA, 2011; PAIXAO, 2014; PRATES, 2017; TEIXEIRA
et al, 2020) demostrando que essa levedura pode ser um recurso para expressao de proteinas

de forma segura, barata e de larga escala, possibilitando o uso em kits diagnosticos.

2.1.8 Diagnéstico

A infecgdo pelo DENV tem sido diagnosticada pela deteccdo de antigenos virais ou
RNA em soro ou tecidos, ou detec¢do de anticorpos especificos no soro dos pacientes (KING,
et al, 1991; GUZMAN, KOURI, 1996). Testes sorologicos basicos tém sido usados para
diagnostico da infeccdo por dengue: Inibigdo da Hemaglutinacdo (IH), Fixacdo do
Complemento (FC), Teste de Neutralizacdo (TN), ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) tipo captura e sanduiche (DE PAULA, FONSECA, 2004).

Os testes rapidos por imunocromatografia foram criados devido a necessidade de uma
deteccao rapida e eficaz. A realizagdo do teste ndo necessita instrumentacao sofisticada, nem
mesmo treinamento especial para sua realizagdo. Esse tipo de ensaio ¢ extremamente atrativo
para clinicas e unidades bésicas de saude (Estratégia de Satde da Familia), consultdrios
médicos, salas de emergéncia, pequenos hospitais e instalagdes mais isoladas. Sao realizados
em uma membrana na qual ¢ fixado um agente marcador utilizado para a identificagdo do
complexo antigeno-anticorpo e, portanto, quantifica ou identifica a presenca de um
determinado antigeno na amostra analisada (SANCHEZ, 2001).

O teste soroldgico TN ¢ o teste mais especifico para o DENV e pode ser detectado por
um longo periodo, de fato, durante toda a vida de uma pessoa infectada. Devido a sua alta
especificidade, a TN pode ser usada para identificar sorotipos infecciosos em infecgoes
primarias por dengue, ou seja, devido as respostas monotipicas relativas observadas em soros
de pacientes em fase de convalescéncia (GUBLER, SATHE, 1988; VORDAM, KUNO,
1997).

Os métodos ELISA baseados em sistemas imunoenzimaticos sdo considerados muito
liteis para o diagnostico da dengue devido a sua alta sensibilidade e rapidez. E derivado da
investigacdo de diferentes anticorpos, nomeadamente a investigacao da fase aguda (IgM) e da

fase convalescente (IgGG), e a investigagdo do antigénio (Ag). Esses testes tornaram-se os
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métodos sorologicos mais utilizados para o diagndstico da dengue nos ultimos anos, devido a
sua simplicidade de execu¢do e nao exigir equipamentos muito complexos. Além disso, por
serem muito sensiveis para o 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 (IgM antibody-capture enzyme-linked immunosorbent assay) tem sido
uma ferramenta inestimavel para o monitoramento da dengue cldssica e da dengue
hemorragica. Em 4areas onde a dengue ndo ¢ endémica, esse método pode ser usado para
detectar clinicamente até mesmo casos aleatdrios com sinais de infec¢@o viral. Uma vantagem
do MAC-ELISA durante epidemias ¢ a rapida determinacao da propagacao da transmissdo. O
MAC-ELISA, em areas onde a dengue ¢ endémica, pode ser usado como um importante meio
na avaliacdo de muitas amostras laboratoriais com relativa facilidade (GUBLER, SATHER,
1988).

O IgG-ELISA tem sido usado para diferenciar entre infeccdo primaria e secundaria por
dengue (CHUNG et al., 1989). O teste ¢ simples e facil de realizar e pode ser utilizado para a
analise de muitas amostras. O IgG-ELISA ndo ¢ muito especifico, reage de forma cruzada
com outros Flavivirus e ndo pode ser usado para identificar sorotipos do virus da dengue
(GUBLER, 1998). Atualmente, o maior desafio para o desenvolvimento de imunoensaios
enzimaticos envolve a aquisi¢do de antigenos. Centros de pesquisa e diagnostico em todo o
mundo tém apontado um importante obstaculo para a producdo em larga escala de antigenos.
Uma delas é a concentragdo, que ¢ utilizada em diversos testes para capturar anticorpos
presentes no soro de pacientes infectados. No Brasil, os antigenos atualmente utilizados para
diagnosticar a dengue sdo proteinas virais estruturais preparadas a partir de cérebros de
camundongos neonatais infectados artificialmente, cuja obtenc¢ao ¢ extremamente trabalhosa e

cara. (MARTINA et al., 2009; MILLER, 2019).

A obtencdo de testes diagndsticos rapidos e baratos representa uma necessidade
crescente no Brasil, possibilitando a realizagdo de diagnosticos em larga escala em todo o
pais, mesmo em areas mais distantes das grandes cidades. (PAHO, 2019).

Neste trabalho, utilizou-se o sistema PichiaPink TM (Invitrogen, USA), que ¢ baseado
nos sistemas de expressdo em uma cepa mutante de K. phaffii, de forma a obter um antigeno
em quantidade e qualidade para a expressdo do dominio III da proteina estrutural E do DENV-

2 e -4, através de um sistema de expressao heterdloga de proteinas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Construgdo de linhagens recombinantes em K. phaffii capazes de fornecer antigeno do

Dominio III da proteina do envelope (E) do DENV -2 e -4, para potencial teste diagnostico

3.2 Objetivos especificos
e Obter o gene do dominio III;
o Transformar Escherichia Coli TOP10F;
e Clonar o gene no vetor de expressao;
e Transformar da levedura K. phaffii KM71;
e Confirmacao da presenga do genoma da levedura;
e Expressar a proteina do dominio III;

e Analisar antigenicidade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do gene otimizado do DIII da proteina E

A sequéncia do DIII do gene da proteina E do DENV no vetor de clonagem pUC57 foi

sintetizada pela empresa GenScript, originando o plasmideo pUCS57/DIIIDENV?2 (Figura 5) e
pUCS57/DIIIDENV4 (Figura 6) para respectivo sorotipo de DENV-2 e -4.

FIGURA 5 — Vetor de clonagem PUC57/DIIIDENV2
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FIGURA 6 — Vetor de clonagem PUC57/DIIIDENV4

(3145) EcoO1091

Pfol (46)
(3091) Aatll | / NdeI (184)
ta0gs) Zral | | | BStAPI (135)
\ \ | | /7 KasI t23s)
(2373) Sspl_ SN \ | | / Narl (236)
\ | { |/ _sfol (237)
(2768) anl\ \ A \

BbelI (239)

_Apol - EcoRI (396)

\\ Xeml (459)

(2649) Seal N _Dralll (526)

" harl - BfuAI - BspMI (600}
~ _Bsgl {(628)

(2566) Tsol BmgBI (847}

Mfel (s14)
Eagl - Notl (841}
/" EcoS3KI (8s50)
_Sacl (852)
Acch5I (854)
“_Kpnl (8s8)
| b y
(2317) NmeAIll — \

(2249) BSPFI—
(2239) BpmI ~
(2230) Bsal

- BamHI (351)
 Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (g85)
_ BmeT110I (s8s)
. Smal (887)
PspOMI (588)
« Apal (892)
sall (394)
Hincll (596)
Pstl (903)
|\ StuI (s07)
| SphI (915)
HindIII ({917}

| BspQI - Sapl (1160}

iz169) AhdI

(1692) AlWNI

(1584) PspFI BseYI (150

FONTE: GenScript



29

4.2 Transformacao da E. coli TOP10F competente com plasmideo pUCS7

Foram transformadas por choque térmico as células de E. coli TOP 10F competentes
com o plasmideo pUCS57/EDIIIDENV-2 e -4, com o objetivo de aumentar o numero de copias
dos plasmideos recombinantes e formar um estoque dos mesmos. Desta forma, foram
adicionados 2 pL da solugdo de plasmideo recombinante ao tubo contendo 200 pL das
bactérias E. coli TOP10F competentes, e incubado por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, foi
incubada a mistura a 42°C por 1 minuto e, apds esse tempo, transferido para 4°C, quando
permaneceu incubado por 15 minutos, obtendo o choque térmico. Em seguida, foram
adicionados 110 pLL de meio SOC (20 g/L de bacto triptose, 5 g/L de extrato de levedura e 0,5
g/L de NaCl e 20mM de glicose) e incubados a 37°C por 30 minutos, sob agitacdo de 150
rpm. Finalizando, foi realizado o plaqueamento das bactérias transformadas em meio LB
solido contendo o antibidtico ampicilina (100 pg/mL) a 37°C, até o aparecimento das
colonias. As colonias foram transferidas, para 5 mL de meio LB liquido com ampicilina (100
ug/mL), foi incubado a 37°C, por aproximadamente 12 horas, sob agitagao de 180 rpm. Apds

esse procedimento, as bactérias foram estocadas a -80°C, com 50% de glicerol.

4.3 Extracio de DNA plasmidial

Foram submetidas a uma extragdo de DNA plasmidial as bactérias E. coli TOP10F
transformadas com o plasmideo pUCS7/EDIIIDENV-2 e -4, pelo método de lise alcalina.
Desta forma, foram inoculadas 100 pL das bactérias em 10 mL de meio LB liquido com o
antibidtico ampicilina (100 pug/mL). Essas bactérias foram incubadas a 37°C, por 18 horas,
sob agitacdo de 180 rpm. Foi realizada uma centrifugacdo da cultura a 10.000 xg por 2 min, e
o sobrenadante foi descartado. Logo apos, o sedimento obtido foi suspenso em 200 pL de
tampao TE (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1 mM), e adicionado 360 pL de solucdo alcalina fresca
(NaOH 0,2 M, SDS 1%). A solugao foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e, em
seguida, foram adicionados 300 puL de solug¢do de acetato de potéssio e acido acético glacial
(Acetato de potassio 5 M, Acido acético glacial 100%). Apds esse procedimento, a solugio foi
centrifugada a 10.000 xg por 5 minutos, e transferido o sobrenadante para um novo tubo.
Foram adicionados 750 pL de isopropanol a esse sobrenadante e realizada uma nova
centrifugacdo a 10.000 xg por 5 minutos. O sobrenadante obtido foi descartado e o
precipitado suspenso em 200 pL de tampao TE + RNAse (100 pg/mL). Foi incubado por 30
minutos a 37°C e, apos, foram adicionados 110 pL de acetato de amonia 7,5 M, misturado
vigorosamente. A solucdo foi centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos e o sobrenadante

transferido para um novo tubo, onde foram adicionados 750 pL de etanol 100% e
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centrifugado a 10.00 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido
foi lavado com etanol 70%. Por fim, foi realizada uma centrifugacdo final a 10.00 x g, por 2
minutos, descartando o sobrenadante e o precipitado seco e suspenso em 30 pL de agua pura

estéril.

4.4 Clonagem do gene do DIII da proteina E de DENV no vetor de expressio pPICZaA
A transferéncia das regides codificadoras do DIII da proteina E para o vetor de
expressao pPICZaA foi realizada pela clivagem dos plasmideos pUCS7/EDIIIDENV-2 ¢ -4
com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl (Promega), conforme instrugdes do fabricante. O
fragmento contendo a regido de interesse foi purificado utilizando o kit QIAquick Gel
Extraction (Qiagen) e clonado no vetor de expressdo pPICZaA, previamente linearizado
também com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl (Promega). A reacdo de ligagdo entre o
inserto e o vetor foi realizada pela enzima T4 ligase (Sigma), e o produto da ligacao utilizado
para transformar bactérias E. coli TOP10F competentes, por choque térmico. Apods a
transformacao, as bactérias foram plaqueadas pela técnica de "spread plate" em meio LB com
baixa concentracdo de sal (0,5 % NaCl), contendo 25 pug/mL do antibidtico zeocin, e
incubadas a 37°C por cerca de 18 horas. Para a confirmagao da ligagdao entre o inserto € o
vetor, foi realizada PCR de colonia, seguida da extragdo de DNA plasmidial e reacdo de

digestao dupla com as enzimas de restri¢do EcoRI e Notl (Promega).

4.5 Confirmacio de clonagem por PCR

As colonias das bactérias transformadas que cresceram no meio LB solido foram
transferidas, uma a uma, para 5 mL de meio LB liquido com antibiotico zeocin (25 pg/mL),
incubadas a 37°C por cerca de 12 horas, sob agitagdo de 180 rpm. Para a reacdo de PCR,
utilizaram-se 3 pL da cultura, 0,4 mM de cada primers AOX! (IDT) (Sense: 5'-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC e Antisense (AS) 5'-GGCAATGGCATTCTGACATCC),
para a regido AOXI do plasmideo pPICZaA (Invitrogen), tampao da enzima 1X, 1,5 mM de
MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, e 2,5 unidades de Tag DNA polimerase (Promega). Em seguida,
realizou-se um ciclo de aquecimento inicial a 94°C, seguido de 25 ciclos a 94°C para
desnaturagdo da fita de DNA, 55°C para o anelamento dos primes, 72°C para a extensdo da

fita, e um ciclo final de 7 minutos também a 72°C.
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4.6 Transformacio por eletroporaciao da levedura Komagataella phaffii KM71

Foram submetidos a uma reagdo de restri¢do com a enzima Sac I (Promega), o vetor
de expressao pPICZaA clonado com o gene EDIIIDENV-2 ¢ -4, precipitado com NaCl 5 M, e
utilizado para transformar leveduras K. phaffii KM71 pelo método de eletroporagdo, seguindo

os parametros descritos para Saccharomyces cerevisiae (2500V, 25 uF, 200 Q).

4.7 Cultivo da Komagataella phaffii para transformacao

Foram cultivados 100 pL da levedura Komagataella phaffii KM71 eletrocompetente
em 5 mL de meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), por 24
horas, a 30°C, sob agitagdo de 200 rpm. Posteriormente, foram transferidos 500 puL do pré-
in6culo para 500 mL de meio YPD, e incubado novamente a 30°C, por cerca de 19 horas (DO
1,3-1,5). Quando a DO apropriada foi atingida, a cultura foi centrifugada a 1500 xg, 4°C, por
5 minutos. Foi descartado o sobrenadante e as células obtidas foram suspensas em 300 mL de
agua gelada estéril, novamente submetidas a centrifugagdo. Foi descartado o sobrenadante e
as cé¢lulas foram suspensas em 150 mL de agua estéril gelada. Uma nova centrifugagao foi
realizada nas mesmas condi¢des anteriores, descartado o sobrenadante, e as células foram
suspensas em 12 mL de 4gua com Sorbitol 1 M gelada. Por fim, foi efetuada uma nova
centrifugacdo das células a 1500 xg, 4°C, por 5 minutos. Descartado o sobrenadante, as

células foram suspensas em 700 uLL de 4gua com sorbitol 1 M e mantidas no gelo.

4.8 Transformacao por eletroporacio

Foram  misturadas  separadamente cerca de 10 pg do plasmideo
pPICZoA/EDIIIDENV-2 e -4 linearizado, 80 pL das células de K. phaffii KM71
eletrocompetentes para a transformacdo. Foi transferida a mistura para a cubeta de
eletroporacdo e incubada no gelo por 5 minutos. Em seguida, as células foram pulsadas
seguindo os parametros descritos para Saccharomyces cerevisiae. Imediatamente, foi
adicionado 1 mL de dgua com Sorbitol (IM) na cubeta, homogeneizado levemente e
transferido todo o volume para um novo tubo. O volume foi incubado a 30°C, durante 2 horas,
sem agitacdo. As leveduras foram plaqueadas em meio YPDS soélido (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona, 2% de glicose, sorbitol (1M), 2% de agar), contendo o antibiotico
zeocin (100 pg/mL). Cerca de 5 dias depois, as colonias obtidas foram transferidas, uma a

uma, para o meio YPD liquido com 50 % de glicerol e estocadas a 80°C.
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4.9 Extracio do DNA genémico das leveduras transformadas

Foi cultivado, em meio YPD liquido, um dos clones das leveduras transformadas e
estocadas, com o objetivo de extrair o DNA gendmico, o qual posteriormente foi submetido a
reacdo de PCR para a confirmacdo da transformacio da levedura com o plasmideo pPICZaA/
EDIIIDENV-2 e -4. Para a extracdo do DNA genomico, foi cultivado 100 uL. de K. phaffii
transformada em 5 mL de meio YPD liquido, por 24 horas, a 30°C sob agitacao de 200 rpm.
Ap0s esse periodo, foi realizada uma centrifugacdo da cultura por 5 minutos, a 6.300 xg. Foi
descartado o sobrenadante e as células obtidas foram suspensas em 400 puL de tampao de
extragdo (Triton 100 X, SDS 10%, NaCl 1 M, Tris-Hcl 1 M pH 8,0, EDTA 0,5 M pH 8,0)
mais 0,3 g de “beads”. Foi agitado vigorosamente por 2 minutos para romper as células, e
centrifugado por 10 minutos, 6.300 xg. Em seguida, foi transferido o sobrenadante para um
novo tubo e adicionado 200 puL de fenol-cloroférmio (100 pL de fenol, 96 puL de cloroférmio
e 4 uL de alcool isopropilico). Foi centrifugado por 10 minutos, 6.300 xg. Foi coletada a fase
superior e transferida para um novo tubo. Realizada, em seguida, uma precipitagdo com 1/10
do volume de acetato de potassio 5 M e 2 volumes de etanol gelado. Foi deixado em
temperatura ambiente por 2 minutos. Logo apo6s, foi centrifugado por 5 minutos a 6.300 xg,
descartou o sobrenadante e lavou as células com etanol 70%. Finalmente, foi centrifugado por
5 minutos a 6.300 xg, descartado o sobrenadante e deixando o DNA secar. O DNA foi entdo

suspenso em 20 pL de tampao TE, mais RNAse, e incubado por 30 minutos a 37°C.

4.10 Confirmacao da transformaciao por PCR do DNA genomico das leveduras

Foram submetidos a uma reacdo de PCR o DNA gendmico das leveduras K. phaffii
KM?71 transformadas, utilizando oligonucleotideos especificos para a regido de AOXI dos
plasmideos pPICZaA/EDIIIDENV-2 e 4. A reagdo foi realizada nas mesmas condic¢oes

descritas em 3.3.5, com exce¢do da quantidade de DNA utilizada, que aqui foi cerca de 1 ug.

4.11 Inducao da expressdo do DIII da proteina E de DENV

Clones das leveduras positivas confirmadas por PCR foram submetidos a
experimentos de indugdo para expressar o DIII da proteina E. Desta forma, foi realizado um
pré-inoculo de 50 pL das leveduras, que foram inoculadas em SmL de meio YPD e mantidas
por 24 horas a 30°C, 270 rpm de agitacdo orbital, até atingir uma DO600nm de
aproximadamente 2 — 2,5. Este pré-indculo foi inoculado em 500 mL de meio BMG (1,34%

de base nitrogenada de levedura; 0,002% de biotina; fosfato de sédio 100 mM; 1% de glicerol
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e 0,004% de histidina) com pH 6,0. Esta cultura foi deixada sob 270 rpm de agitagdo, a 30°C
durante aproximadamente 3 dias, até¢ atingir uma DO600nm de aproximadamente 20.
Crescida até este estado, a cultura foi submetida a centrifuga¢do de 3.000 xg por 5 minutos,
foi descartado o sobrenadante e as células obtidas foram suspensas em 300 mL de dgua gelada
estéril, novamente submetidas a centrifugacdo. Foi descartado o sobrenadante e as células
foram suspensas em 150 mL de dgua estéril gelada. Foi realizada uma nova centrifugagdo nas
mesmas condi¢des anteriores, descartado o sobrenadante e as células foram suspensas em
agua gelada estéril em um volume ideal para uma DO600nm de aproximadamente 120 e
diluido em meio BMM a pH 6,0 (1,34% de base nitrogenada de levedura; 0,002% de biotina;
100 mM fosfato de sddio; 1% de metanol e 0,004% de histidina) para uma DO600nm de
aproximadamente 60, para se induzir a expressdo da proteina com metanol. A indugdo foi
mantida durante 72 horas, sob as condi¢des de 270 rpm e 20°C. O metanol foi adicionado a
cultura para uma concentra¢do final de 2% (v/v) em intervalos de 12 horas, por 3 dias.
Terminado o periodo de inducao, a cultura foi submetida a centrifugacdo e o sobrenadante foi
recolhido e diluido com volume igual de tampao de liga¢do (Fosfato de s6dio 20 mM, NaCl

500 mM), pH 7,4 e clarificado sob filtracdo a vacuo em membrana de 0,45 pm.

4.12 Purificacio das proteinas obtidas por cromatografia de afinidade

Através da cromatografia de afinidade, foram realizadas as purificagdes das proteinas,
utilizando coluna His Trap FF de 5 mL acoplada ao sistema de purificagdo AKTA Prime Plus.
Primeiramente, a coluna foi equilibrada com cerca de 7 mL de tampao de ligagdo e,
posteriormente, as amostras foram submetidas a purificagdo. Um volume do tampao de
ligacdo correspondente a 7 vezes o volume da coluna foi passado através da mesma com o
objetivo de remover proteinas que interagiram de maneira nao especifica com a coluna. As
proteinas ligadas especificamente na coluna foram coletadas por meio da aplicacdo de tampao
de eluicdo (20 mM de fosfato de sddio, 500 mM de NaCl e 300 mM de imidazol) e as fragdes
que apresentaram valores maiores de absorbancia a 280 nm foram precipitadas com TCA
(Acido tricloroacético) 10%, suspensas em Tris-HCL 1,5 M pH 8,8, armazenadas a -80°C até

a realizacao dos testes.

4.13 Analises por SDS-PAGE e Western Blotting do DIII da proteina E purificadas
O DIII da proteina-E purificadas do virus DENV-2 e -4 foram avaliadas inicialmente

por SDS-PAGE 12%. Posteriormente, elas foram submetidas ao teste de Western Blotting
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para confirmagdo. Para esse teste, as proteinas foram separadas eletroforeticamente e
transferidas para a membrana de nitrocelulose. Foi realizado um bloqueio da membrana com
gelatina 3% por 1 hora, a temperatura ambiente. Logo apo6s, lavagens foram realizadas com
tampao PBS-Tween 20 0,5%, e as proteinas adsorvidas a membrana foram incubadas
overnight com anticorpo monoclonal Anti-polyHistidine (Sigma) diluido 1:3000. Foram
realizadas lavagens com tampao PBS-T, e foi feita uma nova incubagdo de 2 horas com
anticorpo secundario anti-IgG Camundongo (Sigma) diluido 1:80000. Esse anticorpo
secundario ¢ conjugado com a enzima peroxidase, a qual possui o p-Nitrophenyl Phosphate

(pNPP)(Sigma) como substrato, adicionado para revelar a reagdo.
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5. RESULTADOS

5.1 Ligacao do gene do dominio III da proteina E do DENV-2 e -4 no vetor de expressao
pPICZoA

Foi possivel verificar, por meio do produto de digestdo e andlise em gel de agarose
1%, a existéncia do vetor PUC57 com, aproximadamente, 3000 pb e a banda do inserto de
interesse na altura de 500 pb (Figura 7). Assim, por digestdo enzimatica, foi possivel

confirmar a ocorréncia da digestao nos sitios de restri¢ao.

FIGURA 7 — Produto da digestdao do PUC57/EDIIIDENV-2 ¢ -4, em gel de agarose 1%. MM-Marcador de peso
molecular de 100 bp (KASVI); 1-Plasmideo PUC57/EDIIID2 e D4 digerido com EcoRI e Notl.

kM D2 D4
3000 ph
— 4 PUCET
500 pb
—e o= Dl

De forma a obter de um controle negativo, o vetor de expressao pPICZaA também foi
submetido a uma reagdo de linearizacdo com as enzimas podendo-se observar no gel de
agarose um fragmento maior que 3000 pb, tamanho esperado para esse vetor, que possui 3600

pb (Figura 8).

FIGURA 8 — Produto da digestao do plasmideo pPICZaA (Ivitrogen) com EcoRI e Nofl. MM- Marcador de peso
molecular de 100 bp (KASVI); 1- Plasmideo pPICZaA digerido.

MM

3000 pb +— pPICzaA
—_—

{controle - }

500 pb
—
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A transformacdo foi confirmada pela amplificacdo do primers AOXI, como ficou
evidenciado na amplificagdo. Podemos observar bandas na altura de cerca de 1000 pb
(Amostras 1-5), resultado compativel com a literatura, e contrastante com o controle negativo

utilizado (Amostra 6).

FIGURA 9 — PCR de colonia de bactérias E.coli TOP10F transformadas com o pPICZoaA/EDIIIDENV-2 e -4.

MM D2 D2 D2 D4 D4

3000 pb
—

1000 pb

4 pPPICzaA

[controle - )

MM- Marcador de peso molecular de 100 bp (KASVI); 1-3 Fragmentos de DNA amplificados das bactérias E.
coli transformadas com EDIIIDENV-2 ;4-5 Fragmentos de DNA amplificados das bactérias E. coli
transformadas com EDIIIDENV-4; 6- pPICZaA nao clonado. Fonte: O autor

O DNA obtido das colonias confirmadas por PCR, digerido com as enzimas de
restrigdo EcoRI e Notl, identificado no gel de agarose 1% como duas bandas em alturas
distintas: uma superior, de mais de 3600 pb referente ao plasmideo pPICZaA, e outra inferior,
cerca de 1000 pb, coerente com o tamanho do gene do dominio III da proteina E de DENV-2 e

4.

5.2 Confirmacao da transformacio de leveduras Komagataella phaffii KM71H com o
plasmideo pPICZoA/EDIIIDENV-2 e -4

A transformacao das leveduras K. phaffii foi confirmada por meio de PCR, utilizando
oligonucleotideos para a regido de A0OX! do pPICZoA/EDIIIDENV-2 e -4. O produto da
reacdo de PCR foi visualizado em gel de agarose 1%, e o controle negativo ndo apresentou
(DNA levedura nao transformada) (Figura 10). A amostra 1 ¢ referente ao DNA gendmico das
leveduras transformadas com o plasmideo pPICZaA/EDIIDENV-2 e -4 e as bandas

apresentadas estdo em torno de 1000 pb.
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FIGURA 10 — Produto da reagdo de PCR do DNA genomico das leveduras K. phaffii transformadas com o vetor
de expressdao pPICZoA/EDIIIDENV-2 ¢ -4,

MM D2 D4 (-)

1500 pb
e

1000 pb
—

MM-Marcador de peso molecular de 100 bp (KASVI); 1-DNA de K. phaffii transformada com o plasmideo
EDIIIDENV-2; 2-DNA de K. phaffii transformada com o plasmideo EDIIIDENV-4; 3- DNA de K. phaffii nao
transformada, utilizado como controle negativo. (O controle negativo ndo apresenta a banda, por ndo possuir o
plasmideo especifico). Fonte: O autor.

5.3 Expressao do dominio III da proteina E de DENV-2 e -4
Em seguida, ensaios preliminares de expressdo foram realizados em cada clone,
seguidos de purificacdo e confirmagdo por SDS-PAGE do DIII da proteina E de DENV-2 e -4.

Estes procedimentos mostraram bandas proximas de 17 kDa (Figura 11).

FIGURA 11 — Gel de SDS-PAGE 12% do dominio III da proteina E.

A MM D2 B MM D4
r' . O

g L
75kDa, 75kDa, B
25 kDa 25 kDa
10kDa, 10kDa

MM- Marcador de peso molecular (SIGMA); A- dominio III da proteina E de DENV-2 (D2) e B- dominio III da
proteina E de DENV-4 (D4). Fonte: O autor.
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Testes mais sensiveis como Werstern Blotting foram realizados para confirmacao,

tornando-se possivel confirmar que essa banda de 17 kDa (Figura 12).

FIGURA 12 — Western Blotting para dominio III da proteina E de DENV-2 ¢ -4.

MM D2 D4
75 kDa

25 kDa
15 kDa <LZkDa

MM- Marcador de peso molecular de proteina (Sinapse); 1 dominio III da proteina E de DENV2(D2) e 2-
dominio III da proteina E de DENV-4 (D4). Banda de 17 kDa coerente com o peso molecular estimado do

dominio III da proteina E. Fonte: O autor.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo a constru¢do de um sistema de expressao heterdloga
em K. phaffii para obtencao do dominio III da proteina estrutural E dos DENV-1 e DENV-4,
em larga escala visando abrir caminhos para produgado de testes diagnosticos menos onerosos.

Desta forma, os resultados obtidos demostram que, na constru¢do dos vetores de
clonagem a partir do gene plasmideano, foram realizadas a partir das digestdes enzimaticas do
gene que codifica a regido do dominio III da proteina E de DENV-2 e DENV-4. Este
procedimento foi feito com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl, ja que, durante a construcao
dos plasmideos, foram inseridas nas extremidades da OREF sitios artificiais de restricao para as
referidas endonucleases. Assim, foi possivel verificar, por meio do produto de digestdo, a
existéncia do vetor PUC57 com, aproximadamente, 3000 pb e a banda do inserto de interesse
na altura de 500 pb como as obtidas em outros trabalhos como Oliveira (2011), Paixao (2014)
e Prates (2017) com a mesma plataforma. Assim, por digestdo enzimatica, foi possivel
confirmar a ocorréncia nos sitios de restri¢do desejado.

Em seguida, foi feita a transformacao entre o inserto EDIII de DENV-2 e -4 e o vetor
pPICZoA e inserido em E.coli TOP10F. Sendo a transformagao confirmada pela amplificagao
do gene AOX, foi possivel observar bandas na altura de cerca de 1000 pb, compativel com a
literatura em Oliveira (2011), Paix@o (2014) e Prates (2017) que utilizam a mesma plataforma.

O gene obtido das colonias confirmadas por PCR, digerido com as enzimas de
restricao EcoRI e Notl, foi identificado em duas bandas em alturas distintas: uma superior, de
mais de 3600 pb referente ao plasmideo pPICZaA, e outra inferior, cerca de 1000 pb, coerente
com o tamanho do gene do dominio Il da proteina E de DENV-2 e -4. Diante desses
resultados, a confirmagdo da ligagdo entre inserto e vetor foi realizada com sucesso, em que
esses plasmideos foram utilizados como sistema de transferéncia de genes para uma cepa
mutante de K. phaffii, similares as produzidas em Oliveira (2011) e Paixado (2014).

A transformacgao das leveduras K. phaffii foi confirmada por meio de PCR, utilizando
oligonucleotideos para a regido de AOX/ do pPICZoA/EDIIDENV-2 e -4. Esta
transformagdo apresentou resultados divergentes do controle negativo, genoma de levedura
ndo transformada, sendo o gendmico das leveduras transformadas com o plasmideo
pPICZaA/EDIIIDENV-2 ¢ -4 ¢ as bandas apresentadas em torno de 1000 pb. Os resultados
obtidos demonstraram que a clonagem dos genes do DIII da proteina E de DENV-2 ¢ -4 ¢
possuiam o vetor pPICZaA, sendo essa confirmacdo da clonagem feita através de PCR e

demonstrando que os produtos da PCR apresentavam tamanho proximo a 1000 pb quando
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comparados aos marcadores moleculares. Assim, por similaridades de tamanho, o resultado
indica que as sequéncias obtidas correspondem aos genes dos DIII da proteina E de DENV-2 e
4.

Em seguida, ensaios preliminares de expressdo foram realizados em cada clone,
seguidos de purificagdo e confirmagdo por SDS-PAGE do DIII da proteina E de DENV-2 ¢ -4.
Estes procedimentos mostraram bandas proximas de 17 kDa, coerente com o tamanho
estimado e sugeridos em Oliveira (2011) e Paixdo (2014), confirmando que a expressdo esta
ocorrendo de forma adequada.

Testes mais sensiveis, como Werstern Blotting, foram realizados para averiguagao,
tornando-se possivel confirmar que essa banda de 17 kDa realmente corresponde ao dominio
da proteina E. Assim, tanto por PCR como SDS-PAGE e Western Blotting, foi possivel
verificar a presenca do plasmideo pPICZaA/EDIIIDENYV e a producao heter6éloga do dominio
IIT da proteina E, de ambos os clones. Tornou-se evidente, portanto, que o sistema eucariotico
K. phaffii ¢ um hospedeiro muito eficaz para a producdo desta proteina, sendo expressas de
forma solivel no sobrenadante das culturas, além de se mostrarem antigénicas quando

utilizadas nos testes de Western Blotting.
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7. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho nos permitem concluir que:

o Leveduras K. phaffii KM71H foram transformadas com o plasmideo
pPICZoA/EDIIIDENV-2 E -4 por eletroporagao.

e O dominio III da proteina E dos DENV-2 e -4 foi produzido de forma eficaz pelas
leveduras K. phaffii KM71H.

e O dominio III da proteina E obtida mostrou-se antigénica quando avaliada por
Western Blotting, sendo Tteis para o desenvolvimento de kits de diagnostico para a

dengue.
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8. PERSPECTIVAS

A partir das linhagens de leveduras recombinantes obtidas neste trabalho, fazem-se
necessarios mais estudos na otimizagao da produgdo das proteinas heterodlogas, sendo possivel
candidato como antigeno vacinal, polo motivo de gerar anticorpos neutralizantes, sobretudo
para se estabelecer uma escala industrial para fornecer proteina para o desenvolvimento de
possiveis “kits diagnosticos” para o desenvolvimento de testes imunocromatograficos, que

auxiliem o diagnoéstico rapido da dengue.
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