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Resumo

Puglia, ALP. Expressdo de proteinas estruturais de Alphavirus em células S2 (D
melanogaster). [tese (Doutorado em Programa de Interunidades em Biotecnologia)]
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo; 2018.

No grupo das doencas infecciosas emergentes e reemergentes, 0s arbovirus transmitidos
por mosquitos, sdo considerados importantes desafios para a saude publica. O
alastramento mundial do virus Chikungunya (CHIKV, Togaviridae, Alphavirus), acabou
resultando na introdugdo do CHIKV no Brasil, através da transmissdo zoonotica por
mosquitos do género Aedes spp, particularmente Ae. aegypti e Ae. albopictus, duas
espécies invasoras e cosmopolitas. Outro Alphavirus, o virus Mayaro (MAYYV) presente
na regido amazonica da América do Sul, vem apresentando indicios de uma real
urbanizacdo, elevando a preocupacdo sobre sua possivel transmissdao por mosquitos
urbanos. Diante desse cenario, fica clara a necessidade da realizacdo de estudos sobre
estratégias de controle e prevencédo da infeccdo por MAYV e CHIKV, uma vez que ndo
ha vacinas ou terapia antiviral especifica para a infeccdo por esses arbovirus. Este projeto
descreve pela primeira vez a eficiente expressao, purificacdo e analise de particulas
semelhantes a virus (VLP, “virus-like particles”) dos Alphavirus CHIKV e MAYYV em
células de inseto S2 (Drosophila melanogaster). Para esse fim, clonamos os genes das
proteinas estruturais dos virus MAYV e CHIKV em vetores para a expressao
recombinante em células S2. Essa plataforma de expressdo de proteinas provou ser
adequada para o processamento de glicoproteinas do CHIKV e MAYYV para producdo de
VLP, uma vez que detectamos a presenca de particulas no sobrenadante do cultivo
por Western blotting e Microscopia eletronica de transmissdao (TEM). Ainda, foi possivel
selecionar células para uma maior producdo de VLP e estabelecer um método de

purificacdo das particulas.

Palavras chave: Alphavirus, Mayaro, Chikungunya, células S2.



Abstract

Puglia, ALP. Expression of Alphavirus structural proteins in the Drosophila
Schneider 2 cell system [Ph.D thesis (Doutorado em Programa de Interunidades em
Biotecnologia)]lInstituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo
; 2018.

In the group of emerging and reemerging infectious diseases, mosquito-borne arboviruses
are considered major public health challenges. The transmission of Chikungunya
(CHIKV, Togaviridae, Alphavirus) in America continent was first reported in Central
America and Caribbean region The CHIKV epidemics reached Brazil through zoonotic
transmission by Aedes spp mosquitoes, particularly Ae. Aegypti and Ae. albopictus, two
invasive and cosmopolitan species. Another Alphavirus, the Mayaro virus (MAYV)
present mainly in the Amazon region has been showing evidence of a real urbanization,
increasing concerns about its transmission by urban mosquitoes. Therefore, it is clear that
studies on strategies for the control and prevention of MAYV and CHIKYV infection are
needed. Currently no vaccines or antiviral therapy specific for CHIKV and MAYV
infection are available. This work describes for the first time an efficient expression,
purification and analysis of virus-like particles (VLP) of CHIKV and MAYV
Alphaviruses in S2 (Drosophila melanogaster) insect cells. The genes coding for the
structural proteins of the MAYV and CHIKV viruses were cloned into vectors for
recombinant expression in S2 cells. This platform proved to be suitable for the processing
of CHIKV and MAYV glycoproteins and to produce VLP, since we detected the presence
of particles in the culture supernatant by Western blotting and Transmission Electron
Microscopy (TEM). Furthermore, it was possible to select cells for greater production of

VLP and to establish a method for particle purification.

Key words: Alphavirus, Mayaro, Chikungunya, VLP, S2 cells.
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1 INTRODUCAO

A introducdo do virus Chikungunya (CHIKV) no Brasil aconteceu na sequéncia
de uma série de alertas epidemioldgicos realizados anteriormente. Esse virus tem se
espalhado pelas regides tropicais e causado surtos em diversos paises da Africa, Asia,
Europa e América. A transmissdo entre humanos € promovida pelos mosquitos do género
Aedes, abundantemente encontrados em nosso pais. O virus se espalhou por diversas

regides do pais, conforme o previsto por especialistas (Figueiredo e Figueiredo, 2014).

O CHIKYV pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus, que concentra
alguns virus patogénicos aos seres humanos. A patogenia causada pela infec¢do por
CHIKV manifesta-se primeiro como um estagio agudo de inflamacéo articular grave e
doenca febril, que depois evolui para um estagio crénico, durante o qual os pacientes
podem experimentar dores articulares debilitantes e persistentes por periodos
prolongados. A gravidade da artrite causada pelo CHIKV chama a atengdo das
autoridades de salde publica dos paises afetados, visto que metade dos casos tem

evoluido para forma crénica da doenca (Runowska et al., 2018).

O virus Mayaro, assim como o CHIKV e um arbovirus da familia Togaviridae e
género Alphavirus. E transmitido aos humanos pela picada da fémea do mosquito do
género Haemagogus, tendo sido detectado na natureza em varios hospedeiros vertebrados
como primatas ndo humanos, roedores, passaros, preguicas e outros pequenos mamiferos.
Experimentalmente o mosquito urbano Aedes aegypti ja mostrou capacidade de se tornar
um vetor para o virus Mayaro, gerando a preocupacao de que, assim como o virus da
febre amarela, poderia ser transmitido em areas urbanizadas (Mackay e Arden, 2016). Os
sintomas da doenca sdo semelhantes a outras arboviroses, entretanto a infeccdo por
MAYYV pode persistir por meses, tornando-se mais incapacitante que a dengue. Nos
ultimos anos, o nimero de casos de febre Mayaro vem aumentado em varios estados
brasileiros. Com a circulacdo simultinea de MAYV e CHIKV, em muitos locais é
possivel questionar se os sintomas apresentados por um paciente sdo provocados por uma
infeccdo por MAYV ou CHIKV (Hotez e Murray, 2017).

Tendo em vista esse cenario, é fundamental que sejam propostas alternativas para

0 combate a esses virus emergentes. Neste trabalho buscamos a expressao recombinante
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das proteinas estruturais e imunogénicas desses Alphavirus, de maneira a possibilitar
futuros estudos da utilizagdo dessas preparagdes para fins de imunizacgdo. Desenvolvemos
uma metodologia de obtencdo das proteinas imunogénicas do CHIKV e/ou MAYYV,
visando sua apresentacdo como particulas semelhantes a virus (VLP), consideradas uma
das formas mais promissoras para a imunizacao contra Alphavirus. As VLP apresentam
diversas vantagens frente a outras formas de apresentacéo de antigenos vacinais: sdo mais
seguras que as vacinas virais inativadas ou atenuadas e por serem essencialmente

desprovidas de material genético infeccioso ndo séo infectivas ou replicativas.

A abordagem utilizada para a obtencdo das VLP envolveu a utilizacdo de células
de inseto S2 (Drosophila melanogaster). Essa estratégia é inicialmente atrativa, pois além
de permitir a expressdo estavel das proteinas recombinantes, envolve um sistema de inseto
em que nao deve haver modificacBes importantes nas caracteristicas estruturais das
proteinas, dado que em seu ciclo zoondtico, ambos os virus realizam passagem em insetos
da mesma ordem Diptera das células S2. Dessa forma espera-se que as proteinas
produzidas pelas células de inseto tenham as caracteristicas de modificacdes pds-

traducionais e imunogenicidade desejadas.

Os trabalhos realizados envolveram a amplificacdo e clonagem dos genes das
proteinas estruturais a partir do proprio virus (Mayaro) ou de genes sintéticos
(Chikungunya) em vetores de expressdo em ceélulas S2; a avaliacdo das melhores
condicGes de expressdo das proteinas recombinantes e VLP; o estabelecimento de
métodos analiticos adequados e de purificacdo das VLP até entdo inexistentes no
laboratdrio e a analise das estruturas geradas utilizando métodos especificos para a analise

de particulas.

Os resultados apresentados nesta tese permitem concluir que as células S2
recombinantes obtidas produzem proteinas estruturais de CHIKV ou MAY'V em estrutura

compativel com o esperado para a forma de VLP.

18



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arbovirus

Arbovirus sdo virus transmitidos por artropodes (Arthropod-borne virus) e séo
assim designados ndo somente pela sua veiculacdo através de artropodes, mas
principalmente pelo fato de parte de seu ciclo replicativo ocorrer nos insetos. Sao
transmitidos aos seres humanos e outros animais pela picada de artrépodes hematéfagos.
Os arbovirus que causam doencas em humanos e outros animais de sangue quente sdo
membros de cinco familias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae. Estima-se que haja mais de 545 espécies de arbovirus, dentre as quais,
mais de 150 relacionadas com doencas em seres humanos, sendo a maioria zoonotica.
Sdo0 mantidos em ciclo de transmissdo entre artrépodes (vetores) e reservatorios
vertebrados como principais hospedeiros amplificadores (Azevedo et al., 2009;
Vasconcelos e Calisher, 2016).

A infeccdo pela maioria destes virus em geral ndo causa nenhuma doencga. Em
alguns casos pode ocorrer uma doenca branda caracterizada por febre, dor de cabeca e
mal-estar. Outros virus podem causar uma doenca severa em casos individuais ou mesmo
em conjunto de casos ou epidemias. Os arbovirus mais conhecidos incluem os virus da
encefalite equina da Venezuela (VEEV), Oropouche, Mayaro virus, Caraparu,
Chikungunya, Dengue, Zika entre outros da Ameérica do Sul (Vasconcelos e Calisher,
2016).

2.1.1 Virus Chikungunya

O virus chikungunya (CHIKV), primeiramente isolado em Newala distrito de
Tanzénia em 1952-1953, é um virus RNA que pertence ao género Alphavirus da familia
Togaviridae e é transmitido para 0s humanos através da picada do mosquito Aedes spp .
(i.e. Aedes aegypti e Aedes albopictus), possuindo taxa de letalidade de 1/1000 (Powers
e Logue, 2007). Como diversos Alphavirus transmitidos por mosquitos, o CHIKV causa
em humanos febre, artralgia ¢ “rash” cutaneo (erupcdes discretas). O nome Chikungunya
deriva de uma palavra do idioma Makonde que é entendida como “aqueles que se

dobram”, descrevendo a aparéncia encurvada de pacientes que sofrem de artralgia intensa
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(Lumsden, 1955; Robinson, 1955). A artralgia pode persistir por meses ou alguns anos
podendo progredir para artrite cronica. Os sintomas da doenca ocorrem tipicamente em
72 a 97 % dos infectados (Thiberville et al., 2013).

A patologia da infeccdo, por desenvolver sintomas semelhantes aos de outras
arboviroses, faz com que a doenca seja facilmente confundida com a dengue, sendo
anteriormente descrita como “uma variante clinica da dengue classica diferindo na
auséncia de dor de cabeca, pressdo do globo ocular e dores nos movimentos oculares”
(Ross, 1956).

S&@o reconhecidos 3 genotipos virais do CHIKV, os quais historicamente
circularam em areas geogréaficas distintas, sendo as cepas nomeadas: Oeste Africano,
Leste Central Sul Africano (East Central South African - ECSA), e Asiatico. A andlise
filogenética sugere que o genotipo Asiatico derivou do gen6tipo ECSA entre os anos 1879
e 1927. Na Africa, o virus é mantido no ciclo silvestre envolvendo primatas ndo-humanos
e mosquitos silvestres do género Aedes spp. Nas regifes rurais, 0s surtos humanos
tendem a ser baixos e dependentes de condi¢cbes ambientais (como aumento das chuvas)
que aumentam a quantidade de mosquitos silvestres, particularmente do Aedes furcifer-
tayleri. O ciclo de transmissdo silvestre ndo foi identificado na Asia, mas é provavel que

ocorra devido a atividade humana em zonas de mata (Petersen e Powers, 2016).

Embora os gendtipos de CHIKV variem, as cepas individuais sdo antigenicamente
relacionadas, sendo possivel que o desenvolvimento de uma vacina funcione contra as 3
cepas heterdlogas (Harrison et al., 1967). Um estudo recente, realizado com voluntarios
de fase clinica 1 de vacina de VLP de CHIKYV, sugere que a vacinagdo com uma unica
cepa de CHIKV pode gerar anticorpos neutralizantes contra todos os trés genotipos,
confirmando a proposta de que a vacina baseada em uma cepa seja efetiva contra as outras

cepas heterélogas (Goo et al., 2016).

Na Ultima década o CHIKV reemergiu causando uma série de grandes surtos,
comecando no Quénia em 2004, devastando as ilhas Comoros e ilha de La Reunion, e
outras ilhas do sudeste do Oceano Indico em 2005, seguindo para uma epidemia no
subcontinente Indiano em 2005/2006 (Kariuki Njenga et al., 2008). Da primavera de 2004

ao verdo de 2006, ocorreu um numero estimado em 500 mil casos.

A epidemia propagou-se do Oceano Indico a India, onde grandes eventos

emergiram em 2006. Uma vez introduzido, o CHIKYV alastrou-se em 17 dos 28 estados
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da India e infectou mais de 1,39 milhGes de pessoas antes do final do ano. O surto da
india continuou em 2010 com novos casos aparecendo em areas nio envolvidas no inicio
da fase epidémica. Os casos também tém sido propagados da india para as llhas de
Andaman e Nicobar, Sri Lanka, Ilhas Maldivas, Singapura, Maléasia, Indonésia e
NUMerosos outros paises por meio de viajantes virémicos. A preocupacdo com a
propagacdo do CHIKV atingiu um pico em 2007, quando o virus foi encontrado em
transmissdo autoctone no norte da Italia apds ser introduzido por um viajante com o virus
advindo da India. As taxas de ataque em comunidades afetadas em recentes epidemias
variaram de 38% a 63% e, embora em niveis reduzidos, muitos casos continuam sendo
relatados nesses paises. Em 2010 o virus continuou a causar doenca na india, na
Indonésia, em Myanmar, na Tailandia, nas Maldivas e reapareceu na llha Réunion. Casos
importados também foram identificados no ano de 2010 em Taiwan, na Franca, nos
Estados Unidos e no Brasil, trazidos por viajantes advindos, respectivamente, da
Indonésia, da llha Réunion, da india e do sudoeste asiatico. A transmiss&o do CHIKYV foi
reportada pela primeira vez nas Américas em 2013. Individuos virémicos com CHIKV
foram encontrados no Caribe (Martinica), nos Estados Unidos (EUA) e na Guiana
Francesa (Leparc-Goffart et al., 2014).

Em 2014, nos EUA houve 11 casos de infeccdo autdctone confirmada e 1606
casos de infeccBes importadas de paises endémicos (Handler et al., 2016). Acredita-se
que houve duas introduc¢des separadas do CHIKV no Brasil, pois 0 geno6tipo isolado no
Oiapoque (Amapd) e Caribe, ndo é igual aquele isolado na Bahia (Donalisio e Freitas,
2015).

Segundo o Boletim Epidemioldgico 16, volume 49, publicado em abril de 2018
pelo Ministério de Salde, nos anos de 2016 e 2017 foram registrados 277.882 e 185.854
casos provaveis de febre chikungunya, respectivamente. Em 2018, até a semana
epidemioldgica 12 (31/12/2017 a 24/03/2018), foram registrados 18.800 casos provaveis
de febre de chikungunya no pais, com uma incidéncia de 9,1 casos/100 mil habitantes,
destes, 11.447 (60,9%) foram confirmados e outros 3202 casos suspeitos foram
descartados. Ainda em 2018, a regido Centro-Oeste apresentou 0 maior nimero de casos
provaveis de febre de chikungunya (9.011 casos; 47,9 %) em relagdo ao total do pais. Em
seguida aparecem as regides Sudeste (4.861 casos; 25,9%), Nordeste (2.731 casos; 14,5
%), Norte (2.040 casos; 10,9%) e Sul (157 casos; 0,8%). Quanto aos obitos, em 2018 até
a SE 12, foram confirmados laboratorialmente trés oObitos por febre chikungunya e
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existem ainda 15 em investigacdo. Em relacdo ao mesmo periodo do ano de 2017, foram

confirmados 44 dbitos e 19 existiam em investigacéo.

Ao se comparar com a dengue, a epidemiologia da Chikungunya apresenta
caracteristicas que amplificam a disseminacéo da doenga e aumentam a possibilidade de
grandes e explosivas epidemias. Entre elas estdo a maior proporc¢ao de casos sintomaticos
(> 90%), menor tempo de incubacéo intrinseca (de 2 a 7 dias), maior periodo de viremia
(2 dias antes e 10 depois da febre) e menor periodo de incubacdo extrinseca (no
mosquito). A replicacdo viral no mosquito Aedes albopictus aumenta a extensao
geogréfica das regiGes com potencial de circulacdo viral. Existe, ainda, o risco de
estabelecimento de um ciclo enzodtico do Chikungunya macaco-mosquito no Brasil,
dificultando a erradicacao da doenca no pais (Figueiredo, 2007; Figueiredo e Figueiredo,
2014).

2.1.2 O Virus Mayaro

O MAYYV foi isolado em 1954 em Trinidad-Tobago e desde entdo tem sido
encontrado em florestas tropicais e equatoriais da América do Sul. A infecgdo pelo
MAYYV é responsavel por uma alta debilidade clinica que inclui febre, cefaleia, exantema,
mialgias, artralgias, fotofobia, edema articular e manifestagdes gastrointestinais, que
podem levar ao diagnostico errado de febre causado pelo virus da dengue. Além disso, a
infeccdo pelo MAYV pode persistir por meses, tornando-se mais incapacitante que a
dengue. O tratamento é sintomatico, ja que ndo existe uma terapia especifica contra o
MAYYV (Tesh et al., 1999; Coimbra et al., 2007).

O MAYV ¢ transmitido tipicamente pela picada do mosquito Haemagogus
janthinomysk, porém outros géneros de mosquitos, como o Aedes sp também podem
transmitir o MAY'V, o que o torna um potencial virus urbano, assim como ocorre com a
febre amarela, cujo ciclo de transmissdo silvestre € muito semelhante ao do MAYV
(Mufioz e Navarro, 2012).

O MAYYV é considerado um virus emergente em diversos paises, como Brasil,
Venezuela, Equador e Peru (lzurieta et al., 2011). Existem varios fatores associados a
urbanizacdo dos arbovirus que podem estar relacionados a mudangas ecoldgicas
produzidas pelo homem no habitat do vetor, criando novos reservatorios ou induzindo

adaptacGes nos arbovirus para a manutencao do seu ciclo replicativo (Lorenz et al., 2017).
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Ha também a alta taxa de desflorestamento, as invasées humanas para comercio ou
turismo, além da globalizacdo que facilitam o espalhamento dos mosquitos a longas
distancias, podendo percorrer até 5 km, atingindo novos continentes e paises (Figueiredo,
2007).

O virus é considerado endémico em alguns locais do Brasil, como na regido norte,
central e oeste. O primeiro caso no pais foi reportado em 1955, em uma cidade do Par4,
e neste estado, proximo ao rio Guama, ocorreu o primeiro surto epidémico registrado no
Brasil. Quase duas décadas depois, em 1978 em Belterra no Para, outro surto foi
confirmado com 55 casos de um total de 72 individuos suspeitos (43 por isolamento viral
e 12 por testes sorologicos). Tempos depois, outros dois surtos foram relatados em
Conceicdo do Araguaia e Benevides. Em 2008, um surto aconteceu nas redondezas de
Santa Barbara do Para. Nos ultimos 30 anos, 36 pacientes foram confirmados com IgM
anti-MAYYV de um total de 105 individuos que relataram uma condi¢do febril sugestiva
de febre Mayaro (Esposito e Fonseca, 2017). Além disso, 15 de 604 pacientes foram
diagnosticados como positivos para Mayaro durante um surto de dengue no Mato Grosso
(Zuchi et al., 2014). Recentemente, outro surto aconteceu no estado do Goias e foram
notificados 183 casos da doenca. No periodo de dezembro de 2014 a janeiro de 2016, um
total de 343 casos suspeitos foram notificados. Entre esses casos, alguns inicialmente
foram relatados como febre chikungunya, uma vez que o teste diagnostico apresenta

reacao cruzada entre esses virus (Brunini et al., 2017).

O aumento da incidéncia dos casos de febre Mayaro em outras regides nédo
endémicas do Brasil sugere que o virus tem se espalhado para outras partes do pais e que
futuros surtos epidémicos podem ocorrer em areas onde os profissionais de saude nédo
estdo familiarizados com a apresentacdo clinica da febre Mayaro (Esposito e Fonseca,
2017).

2.2 Sinais e sintomas de infec¢éo por CHIKV ou MAYV

A partir da picada de um mosquito infectado com CHIKV ou MAYYV, a maioria
dos individuos apresenta a doenca sintomatica ap6s um periodo de incubacédo de dez dias.
Porém nem todos os individuos infectados com o virus desenvolvem sintomas. Alguns
estudos indicam que aproximadamente 90% apresentam sinais clinicos da infeccdo

(Thiberville et al., 2013), entretanto analises sorologicas indicam que aproximadamente
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18% das pessoas com anticorpos anti-CHIKV apresentaram infeccdo assintomatica
(Assuncao-Miranda et al., 2013). Individuos agudamente infectados por CHIKV, sejam
clinicamente aparentes ou assintomaticos, podem contribuir para a propagac¢édo da doenca
se 0s vetores que transmitem o virus estiverem presentes e ativos na mesma localidade.
A maioria dos pacientes se recupera totalmente, mas em alguns casos as dores nas

articulacdes podem persistir por varios meses, ou mesmo anos.

No caso de CHIKYV, ap0s os primeiros dez dias de fase subaguda e crénica, a
maioria dos pacientes sente uma melhora na sadde geral e na dor articular. Porém, ap0s
este periodo, o reaparecimento dos sinais pode ocorrer com alguns pacientes alegando
sintomas reumaticos, incluindo poliartrite distal, exacerbacdo da dor em articulacGes e
0ssos previamente afetados e tenossinovite hipertrofica subaguda nos punhos e
tornozelos. 1sso é muito comum entre dois e trés meses ap6s o inicio da doenca. Alguns
pacientes também podem desenvolver disturbios vasculares periféricos, como a sindrome
de Raynaud. A doenca crénica é definida por sintomas que persistem por mais de trés

meses, com casos de dor persistente por 18 meses a 3 anos (Ministério da Saude, 2014).

O sintoma persistente mais comum € a artralgia inflamatéria nas mesmas
articulacbes afetadas durante os estagios agudos. Geralmente, ndo ha mudanca
significante em testes laboratoriais e nas radiografias das areas afetadas. Porém, alguns
individuos desenvolvem artropatia/artrite semelhante a artrite reumatdide ou artrite
psoriatica (Roosenhoff et al., 2016). Outros sintomas da fase cronica da doenca podem
incluir cansaco e depressdo. Casos ocasionais de complicagdes oculares, neuroldgicas e
cardiacas tém sido relatados, bem como queixas gastrointestinais, porém nao sdo comuns.
Esses casos mais graves ocorrem frequentemente em recém-nascidos e pacientes acima
de 65 anos de idade. Além disso, ha relatos de transmissdo de CHIKV da mée para o bebé
com alta taxa de morbidade (Morrison, 2014).

No caso do MAYV, as manifestagdes clinicas sdo semelhantes as da dengue, tendo
relatos de uma febre branda e a sindrome febril auto-limitada. A fase aguda apresenta
uma viremia curta transiente (3 a 7 dias), e o periodo de incubacdo viral varia de 7 a 12
dias. Apos o periodo de incubagdo, ocorre um subito aparecimento de febre (39 a 40 °C),
dor de cabeca frontal, artralgia, mialgia, edemas articulares, arrepios, dor retro-orbital,
rash cutaneo, vomito e diarreia. Aproximadamente 20% dos casos apresentam inchago

nas juntas (dedos, tornozelos e pulsos). Apos a fase aguda, se inicia a fase convalescente
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em que podem permanecer os sintomas de artralgia, esta € a manifestacdo clinica menos

comum, porém pode persistir por meses (Mota et al., 2015)

2.3 Diagnostico e tratamento de MAYV e CHIKV

Métodos laboratoriais rapidos, sensiveis e confiaveis devem ser usados para o
diagnédstico da infeccdo para ambos CHIKV e MAYYV. Essas técnicas devem ser
empregadas a fim de fornecer uma melhor conduta ao paciente, assim como a deteccéo e
controle de surtos. Técnicas moleculares sdo ferramentas rapidas e sensiveis para o
diagndstico da infeccdo por qualquer destes virus em estagios inicias de viremia. A
técnica de PCR em tempo real vem sendo empregada com o uso de primers genéricos
especificos para Alphavirus ou primers especificos para regides dos genes nsP1, nsP2 ou
E1 de cada virus MAYYV ou CHIKV. O isolamento viral pode ser realizado a partir do
soro do paciente coletado no primeiro ou segundo dia da infec¢do, este soro virémico é
inoculado em células C636 ou Vero, ou também pode ser feita uma inoculacdo intra-
cerebral em camundongos recém-nascidos. A deteccdo dos primeiros anticorpos pode ser
feita no soro do paciente a partir de cinco dias ap6s o desaparecimento dos sintomas.
Estes anticorpos neutralizam o virus prevenindo seu isolamento, o isolamento desses
virus requer ao menos trés dias e é fundamental para investigacdo da epidemiologia e
patogénese viral. O isolamento de CHIKV e MAYV também permite sua caracterizacao
molecular (Zuchi et al., 2014; Sam et al., 2015).

A resposta as infec¢des por CHIKV e MAYV pode ser detectada no soro por
ELISA, IFI, ensaio de hemaglutinacdo e ensaio de neutralizacdo. O teste ELISA é uma
técnica rapida e sensivel para deteccdo de anticorpos especificos e pode distinguir entre
IgG e IgM. A IgM para CHIKYV ¢ tipicamente detectada 3 dias ap6s o desaparecimento
dos sintomas e pode persistir por até 3 meses. A 1gG para ambos 0s virus surge apds o
aparecimento dos anticorpos IgM e persiste por anos. Algumas técnicas usam como
antigenos células infectadas por virus, virus integros, envelopes virais recombinantes ou
proteinas ndo estruturais. Também estdo disponiveis analises sorologicas comerciais,
incluindo métodos rapidos, entretanto a sensibilidade para deteccéo de anticorpos antes
do quinto dia apds o desaparecimento dos sintomas depende da estirpe viral ou da origem

do antigeno usado para o0 ensaio. Ensaios baseados em antigenos recombinantes podem
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ser mais especificos dependendo do genotipo viral e suas mutagGes (Figueiredo e
Figueiredo, 2014).

Um par de soros (fase aguda e convalescente), que sdo positivos ou que
apresentam aumento do titulo de anticorpos na segunda amostra de soro, pode ser
necessario para confirmar o diagnostico de virus com base em ensaios de hemaglutinagédo
ou neutralizacdo. Para serem mais precisos, 0s diagnosticos de infec¢do pautados
exclusivamente em um teste soroldgico especifico para cada virus ndo podem ser usados
separadamente. No entanto, essas técnicas soroldgicas sdo Uteis no diagnostico de
viajantes que regressam de areas geogréaficas endémicas em MAYV e CHIKV. Além
disso, o diagndstico de infeccdo por CHIKV e MAY'V pode apresentar rea¢fes cruzadas.
Como esses virus circulam na mesma regido, € necessario realizar a diferenciacdo por
técnicas capazes de detectar o genoma viral (RT-PCR) ou ensaio de neutralizacéo
altamente especifico para cada espécie (PRNT). Adicionalmente, sera necessario
desenvolver melhores testes diagndsticos que sejam simples, rapidos, especificos e
confiaveis para o diagnostico de CHIKV e MAYYV (Figueiredo e Figueiredo, 2014).

N&o existem medicamentos especificos para o tratamento de infecces causadas
por CHIKV ou MAYYV. Pacientes sdo mantidos em repouso e sdo submetidos a
tratamento sintomatico com analgésicos simples (paracetamol) e também com drogas
antiinflamatdrias ndo-esteroidais (ibuprofeno e naproxeno), os quais podem aliviar a dor
e a febre. O uso de corticosterdides foi empregado em casos pontuais de CHIKV. O
Arbidol é um antiviral licenciado na Russia e um de seus analogos tem apresentado
atividade anti-CHIKYV (Krutikov e Manson, 2016). A Ribavirina, tradicionalmente usada
no tratamento do virus sincicial respiratorio em criancas e também para o virus da hepatite
C, foi administrada a pacientes com CHIKYV duas vezes ao dia por um periodo de 7 dias,
demonstrando eficécia no alivio das dores que incapacitavam o movimento dos membros
inferiores, melhorando a resolucdo dessas manifestacdes (Ravichandran e Manian, 2008).
A combinacéo de INF-a2b e ribavirina produz um efeito de sinergia anti-CHIKV como

foi demonstrado em alguns estudos in vivo (Cunha e Trinta, 2017).

A imunizacdo passiva pode ser uma terapia preventiva apropriada bem como uma
opcdo para as manifestagoes causadas pela infecgdo de CHIKV e MAYYV, uma vez que
ndo existem terapias alternativas disponiveis. Em modelo animal de camundongo foi
administrada 1gG purificada de plasma de um doador CHIKV+ convalescente,
demonstrando alta atividade neutralizante, assim como um poder terapéutico e acéo
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profilatica anti-CHIKV. Portanto, a imunizacdo passiva poderia ser usada para o
tratamento da febre Chikungunya e para a prevencdo em pacientes com grave risco de
manifestar a doenca, bem como em adultos em condigdes subjacentes (Tharmarajah et
al., 2017).

2.4 Genoma, Estrutura e Replicacao dos virus CHIKV e MAYV

Os Alphavirus, como o0 CHIKV e 0 MAYV, possuem aproximadamente 70 nm de
diametro e contém um RNA positivo, simples fita, de aproximadamente 11.8 kb que
funciona como RNA mensageiro (Figura 1). O genoma viral é dividido em duas ORFs
(Open Read frames). A regido ORF 5" compreende aproximadamente dois ter¢os do
genoma e codifica as proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) que participam
da replicacdo do genoma, RNA capping, quebra da poliproteina e outras funcdes
necessarias a replicacdo viral. As proteinas estruturais sdo codificadas pelo RNA
subgendmico, correspondendo a um ter¢co do genoma viral localizado na segunda ORF
na porcdo 3". Essa regido codifica para cinco proteinas estruturais (Capside, E3, E2, 6k e
E1), que sdo formadas apds atividade proteolitica. As sequéncias nas extremidades 5' e
3', bem como na regido intergénica, possuem elementos repetidos conservados que
desempenham papéis importantes na regulacdo da sintese viral de RNA (Jose et al.,
2009).

Figura 1- Figura representativa do genoma dos Alphavirus
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Na replicagdo viral (Figura 2), o virus entra nas células alvo por endocitose
mediada por clatrina, em que a proteina E2 possui papel de interagdo com os receptores
celulares. Apos esse evento, a conformagdo do envelope viral se transforma devido & agéo
do pH &cido do endossoma. Com essa mudanca conformacional, a proteina E1 é exposta

e media a fusdo da membrana viral com a membrana endossomal do hospedeiro. Ocorre
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entdo a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma e o RNA agora livre é diretamente

traduzido em sua 5> ORF em uma poliproteina que se cliva em nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4.

Figura 2- Esquema representativo da replicacdo viral de Alphavirus

2
H ; Virion &g e
9 : o 90 0oe © °
Q 2 Golgi
r / T‘lm
He/ e
S"{ 3 C |
4 (e 15 S
[PE2-E1], ©°
— © © 12
So / 14¢
Endoplasmic
49S genomic \ P —

RNA (+) i Intermediary RNA (-) reticulum A5
5 MGl t =A 3=+ 34 U5\ 7 »
| PE2-E1 4
sal lsb 8 l ; | )7, -
265 MANA (+) f Y
[ Pi23a___| S A 3 / y o
<
l [ ¥ l10 ¥
BEFEEE nsP4 § Replication Yo ‘
@ complex cofilileEl - 1 | PE2 6K E1| LI ¥ ° Nucleus
7 l Capsid Vi
f , QU ©
nsP1 nsP2|;" s IS 0 Replication 0%
® complex b

O ciclo replicativo dos Alphavirus. (1) Ligacao ao receptor; (2) Endocitose mediada por receptor;
(3) Acidificagdo do vacuolo; (4) Fusdo com a membrana; (5) Separagéo do core; (6a) Tradugao;
(6b) Traducéo da poliproteina; (7) Processamento; (8) Transcricdo RNA intermediario; (9)
Transcricdo RNA+ (10) Traducdo; (11) Processamento; (12) Processamento e maturacdo de
glicoproteinas; (13a) Transporte das glicoproteinas processadas a membrana plasmatica; (13b)
Ativacdo por clivagem mediada por Furina; (14) Empacotamento RNA genbémico; (15)
Montagem do nucleocapsideo; (16) Brotamento das particulas virais (adaptado de Mota et al.,
2015).

As proteinas ndo estruturais se associam formando o complexo de replicacgéo viral,
originando uma fita de RNA intermediario negativa. Este RNA intermediario é entdo
usado como molde para sintese do mRNA subgenémico 26S e do RNA viral. O mRNA
subgendmico 26S é traduzido e forma a poliproteina estrutural (C-p62- 6K-E1). Essa
poliproteina é processada por autoclivagem pela atividade serino-protease presente na
proteina C, levando a sua liberacdo no citoplasma. As outras proteinas restantes sdo
direcionadas ao reticulo endoplasmético onde sofrem modifica¢fes pos-traducionais. A
proteina p62 (ou pE2) é clivada no golgi e forma entdo as glicoproteinas E2 e E3. As
glicoproteinas E1 e E2 se associam formando um heterodimero que é entéo transportado
para a membrana plasmatica da célula hospedeira. Na fase de brotamento esse

heterodimero é incorporado a superficie viral na forma de espiculas triméricas.,
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totalizando 80 espiculas triméricas presentes na superficie do virus maduro (Weaver et
al., 2012).

Por fim, o virus maduro se forma na membrana plasmatica, em que ocorre o
brotamento viral, neste processo o nucleocapisideo icosaédrico, que consiste no RNA
gendmico associado a proteina C, adquire uma bi-camada lipidica derivada da celula,

contendo as espiculas triméricas (Figura 3).

Figura 3- Esquema representativo da estrutura dos Alphavirus
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O papel das proteinas estruturais se relaciona a formacdo do virus e as suas
propriedades de infeccdo. A proteina 6k, por exemplo, esta associada a formacao do virus
e ao brotamento viral. Também existem relatados de sua associa¢do com parte dos canais
ibnicos, afetando a permeabilidade da membrana. A proteina E3 tem a funcdo de
direcionar as proteinas estruturais ao reticulo endoplasmatico apds a sua sintese nos
ribossomos, para que estas sejam processadas adequadamente e adquiram a conformacao
adequada (Jose et al., 2009).

2.5 Vacinas virais

A grande maioria das vacinas preventivas para virus consiste em um virion
atenuado ou inativado que € administrado ao individuo, sendo capaz de gerar uma
resposta imune protetora (Figura 5). Esses tipos de vacinas sdo altamente efetivos e
algumas ndo requerem a administracdo de uma segunda dose ou uso de adjuvantes.
Entretanto, particularmente as vacinas atenuadas apresentam riscos operacionais de
producéo ou administracdo, uma vez que podem reverter em forma patogénica (Makelg,
2000). As vacinas de nova geracdo apresentam uma maior seguranga por ndo utilizar o

virion completo em sua formulacao, entre elas podemos utilizar as vacinas de subunidades
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proteicas, vacinas de DNA/RNA ou as virus-like particles (VLP). As vacinas de
subunidades sdo compostas por proteinas virais recombinantes ou proteinas purificadas
do virus selvagem que agem como antigenos. A vacina¢do com DNA consiste em uma
técnica direta de administracdo de um plasmideo de DNA que codifica uma proteina
antigénica, essas proteinas sdo apresentadas por receptores celulares e subsequentemente

séo capazes de gerar uma resposta imune (Mékel&, 2000; Fuenmayor et al., 2017).

O desenho racional de vacinas envolve o uso de ferramentas interdisciplinares que
conduzem a producao do que se € esperado para uma vacina ser mais eficiente e segura.
Essa nova abordagem conta com tecnologias recombinantes para entrega de vacinas ou
DNA recombinante que resultard em uma ou mais proteinas recombinantes, das quais
podem ou ndo resultar uma particula como, por exemplo, uma VLP. Essas novas vacinas
recombinantes, como no caso de subunidades Prevnar (Wyeth) e, ttm demonstrado um
mercado com potencial de inovacdo no desenvolvimento de vacinas biotecnoldgicas
(Fernandes et al., 2013).

As VLP consistem em uma nanoestrutura artificial que se assemelha aos virus.
Estas sdo basicamente compostas por algumas ou todas as proteinas que formam a
estrutura viral, porém o material genético se encontra ausente, impedindo assim qualquer
possibilidade de mutacdo reversiva ou infeccdo patogénica. Apesar de serem incapazes
de se replicarem no individuo, as VLP estimulam o sistema imune através do
reconhecimento repetitivo de subunidades, sendo capazes de gerar uma alta resposta
imune celular e humoral. Por essa vantagem em relacdo as outras vacinas disponiveis, o

interesse na tecnologia de VLP tem aumentado nos ultimos anos (Makeld, 2000).
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Figura 4- Tipos de vacinas virais
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Adaptado de: (Fuenmayor et al., 2017)

2.5.1 Tipos de VLP

As VLP sdo compostas por uma ou mais proteinas estruturais, sendo capazes de
se auto-formar quando sdo expressas de forma recombinante. As proteinas podem se
arranjar em camada Unica, dupla ou tripla, como no caso do HPV (virus do papiloma
humano), em que as VLP sdo formadas por uma Unica proteina estrutural que forma o
capsideo da particula. J& as VLP mais complexas possuem varias proteinas estruturais,
como exemplo, temos as VLP da familia de Reoviridae, estas sdo formadas de 2 a 4
diferentes proteinas que séo dispostas em varias camadas. Diversas vacinas baseadas em
VLP ja estdo disponiveis comercialmente, como exemplo temos vacinas contra 0 HPV
(Papiloma virus humano), Cervarix®, Gardasil® & Gardasil9®, para Hepatite B temos a
Sci-B-Vac™, e recentemente a primeira vacina licenciada para Malaria a Mosquirix"™
(Mohsen et al., 2017) .

As VLP podem também possuir um envelope lipidico externo, sendo também
conhecidas como eVLP. Neste caso, o core da proteina estrutural sai da célula através de
um processo de brotamento, de forma que o envelope viral carrega uma parte da
membrana celular. Este ¢ o caso das VLP de HIV-1, as quais sdo formadas pela
poliproteina Gag e carregam parte da membrana da célula hospedeira como envelope
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viral. Consequentemente, a escolha da linhagem celular produtora é muito importante

uma vez que as eVLP irdo conter parte da membrana.

Recentemente, foi desenvolvido um novo tipo de VLP, nomeada como VLP
quimérica. Sua estrutura é composta pelas proteinas de um virus enquanto as proteinas
do envelope sdo derivadas de um segundo virus. Como exemplo temos o
desenvolvimento da VLP quimérica do circovirus suino tipo 2 com o epitopo B do virus
da Sindrome Respiratoria e Reprodutiva dos Suinos GP5. A forma de VLP quimérica
possibilita 0 uso de VLP como sistema de entrega, em virtude de que as proteinas de
envelope podem agir como sinais para receptores especificos em células. Assim, as VLP
podem ser direcionadas para um determinado tecido, contendo proteinas de céapside
especificas para entrega a célula alvo tendo uma nova aplicacdo na administracdo de

medicamentos, terapia genética e tratamento de cancer (Fuenmayor et al., 2017).

2.5.2 Métodos de producéo de VLP

Para a escolha de um sistema de expressdo para a producao de VLP deve ser
levada em consideracdo a capacidade desse sistema em realizar o dobramento e
modifica¢bes pds-traducionais adequados para o produto que se pretende (Lua et al.,
2014). Para esse fim, diversos sistemas de expressao possuem vantagens e desvantagens
(Tabela 1).
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Tabela 1- Plataformas de expressado de VLP e suas vantagens e desvantagens

alta densidade celular
Possibilidade de escalonamento
Baixo risco de cultivo de
patégenos quando comparado a

cultura de células de mamiferos

Componentes do hospedeiro
podem atuar como adjuvantes

vacinais

Plataforma Vantagens Desvantagens
de
producio
E.coli Féacil expressdo Presenca de
Possibilidade de escalonamento endotoxinas
Baixo custo Naéo faz glicosilagao
Levedura Facil expressdo N&o apropriado para
Possibilidade de escalonamento glicosicdo de proteinas
Baixo custo (ex: alta modificacdo
de manose)
Risco de formacéo e
folding incorreto.
Células de Producéo semelhante ao Baixa produtividade
mamifero hospedeiro natural Alto custo
Realiza MPT adequadas e
formagc&o correta de VLP
Plantas Facil expressédo Baixo nivel de
Possibilidade de escalonamento expressao
N&o possui contaminaco derivada Baixa estabilidade
de virus humanos
Células de Pode produzir grandes quantidades Limitado para
insetos de VLP formada corretamente em modificagdes

traducionais de alta
manose
Dificil a remocéo de

baculovirus

Adaptado de: (Fuenmayor et al., 2017)
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2.5.2.1 Bactérias e leveduras

Bactérias e leveduras representam um sistema de facil escalonamento e uma
producdo de bom custo-efetivo. Bactérias sdo mais utilizadas como sistema de expressao
de VLP ndo envelopadas formadas com uma ou duas proteinas estruturais. A sua principal
vantagem esté relacionada ao alto rendimento de proteina de interesse; porém nao sao
capazes de realizar modificacGes pds-traducionais complexas, que sdo de extrema
importancia para imunogenicidade das VLP (Tan et al., 2004). A habilidade de leveduras
realizarem modificacdes pos-traducionais (MPT), representa uma vantagem na producao
de VLP. E de fato, diversas VLP produzidas em leveduras obtiveram a aprovacao de
agéncias reguladoras, como as VLP de papiloma virus mesmo néo apresentando o mesmo

perfil de MPT como de humanos (Saraswat et al., 2016).

2.5.2.2 Células de Mamiferos

Varios tipos de células de mamiferos estdo disponiveis para producédo de VLP. Ao
ser comparado com outros sistemas, essas células apresentam um menor rendimento de
producdo de proteina, entretanto possuem a capacidade de formar proteinas mais
complexas e realizar MPT. Por esta razdo, células de mamiferos sdo utilizadas na
producdo de VLP envelopadas, mais complexas, compostas por multiplas proteinas
estruturais. Uma ampla variedade de células de mamiferos esta disponivel para a
producdo de proteinas recombinantes sendo capazes de crescer em suspensdo utilizando
meios quimicamente definidos e livres de soro fetal bovino (Zhu, 2012). Uma das células
mais utilizadas é a célula CHO (Chinese Hamster Ovary), que apresenta a vantagem de
ndo ser uma célula derivada de humano tendo assim baixo risco de contaminacéo por
virus humanos. Esté célula ja foi utilizada na producdo de VLP de hantavirus que foi
capaz de induzir uma resposta imune em camundongos (Li et al., 2010). Outras células
utilizadas com a finalidade de produzir VLP sdo HEK?293 e células derivadas de fluido

amnidtico (Lua et al., 2014) .
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2.5.2.3 Plantas

As plantas podem produzir compostos terapéuticos em diversas formas, sendo
utilizadas como biofébricas e também vem sendo usadas para producdo de VLP. Como
exemplo, temos a producéo de VLP de HPV 16 e influenza. O Agrobacterium tumefaciens
é comumente utilizado para infecgdo e transformacao dessas células, de forma que o gene
especifico de interesse é introduzido no genoma do hospedeiro. As plantas mais comuns
utilizadas para producéo de proteinas sdo Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana (Van
Zyl e Hitzeroth, 2016).

2.2.2.4 Células de insetos

H& diversos exemplos na literatura cientifica da aplicacdo de sistemas de
expressao em células de insetos com alta producéo de proteinas heterdlogas, tipicamente
para producao de biofarmacos para uso veterinario, como Porcilis®, Bayovac e Vibragen.
Entretanto, é recente a producdo de biofarmacos comerciais para uso humano. Células de
inseto sdo ferramentas promissoras para a expressao de proteinas complexas, fornecendo
um ambiente eucariotico propicio para a realizacdo das modificacdes pds-traducionais
necessarias para a atividade bioldgica da proteina.

Os sistemas de expressdo baseados em células de insetos possuem numerosas
vantagens frente a outros sistemas de expressdo de proteinas recombinantes. Entre as
vantagens temos o fato de em geral ndo possuirem agentes adventicios que podem infectar
e replicar em células de mamiferos. Entretanto, esses sistemas apresentam um baixo
histérico de regulamentacdo quando comparados a outros sistemas de expressao, sendo
essa uma das razdes do seu curto historico comercial.

A expressdo baseada em células de insetos pode ser dividida em dois diferentes
modos de expressao:

e Expressao litica: com uso do sistema de Baculovirus (BEVS). As células de
insetos utilizadas por esse sistema sdo derivadas de mariposa (Spodoptera
frugiperda: Sf9 e Sf21 e Trichioplusiani: Hi-5). Entre as vantagens desse sistema
de expressdo, ha o fato de que os Baculovirus séo inofensivos aos humanos e
permitem um acesso relativamente rapido a atividade biol6gica da proteina.

Entretanto, ha algumas desvantagens relacionadas ao uso do BEVS e a expressao
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litica que devem ser destacadas como: a proteina pode ser proteolizada; a infeccao

por baculovirus é uma etapa extra no processo; apresenta um padrdo de

glicosilagdo heterogéneo; apresenta dificuldade de reprodutibilidade e coeréncia
nos ciclos de producdo; além de ndo permitir a producdo em modo de perfuséo.

e Linhagens estaveis e expressdo ndo-litica: se baseia em mecanismos diferentes de
expressdao. Nesse modelo, o vetor de expressdo e estavel e se integra ao
cromossomo da célula de inseto. A proteina recombinante entdo é expressa de
forma que n&o ocorra a lise celular. As células utilizadas neste sistema sdo Sf9,
Sf21, Hi-5 e D. melanogaster tal como a S2. A desvantagem mais relevante ao
comparar com sistema de BEVS é a necessidade de se estabelecer uma linhagem
estavel de expressdo, o que acaba consumindo tempo (Jongh et al., 2012; John e
Salgueiro, 2013).

Baseado no sistema de expressao de baculovirus, ja foram produzidas VLP nédo
envelopadas como de Parvovirus, Poliovirus, Enterovirus, Virus da doenca da infec¢édo
bursal, virus “Bluetongue” e Rotavirus. Em relagdo a VLP envelopadas (eVVLP), j& foram
descritas para o virus da Hepatite C, SARS, Ebola e Influenza A (Zeltins, 2013), dentre

outras.

O sistema de expressdo baseado em S2 foi desenvolvido no comego dos anos 70
por Schneider e vem sendo usado na pesquisa hd mais de 40 anos. As células de
Drosophila melanogaster S2 s&o células derivadas de uma cultura priméria de embrides
em estagio tardio de desenvolvimento. S&o relativamente pequenas (8-10 um), sdo muito
robustas, de facil cultivo, crescem rapidamente em meio livre de soro sem necessidade de
longa adaptacdo e podem ser cultivadas em monocamadas e suspensdo. Essas celulas
geralmente podem alcancar densidades de até 70 milhdes de células/ mL, de maior
magnitude quando comparadas com outras células de insetos e mamiferos em batelada.
Outro aspecto vantajoso é a facilidade e rapidez com que uma linhagem estavel é obtida.
Em duas a trés semanas ap0s a transfeccdo, populacGes celulares altamente produtoras
sdo estabelecidas, enquanto que para o estabelecimento de uma linhagem CHO estavel
altamente produtora, podem ser necessarios alguns meses e um processo de amplificacéo

génica (Johansson et al., 2007).

Os sistemas de expressdo em celulas de drosofilas, utilizando eficientes
promotores génicos e elevado nimero de copias de plasmideos por célula transfectada,

tém obtido sucesso em relagdo as demais estratégias, produzindo um elevado nivel de
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expressao de proteinas heterdlogas (Mccarroll e King, 1997). Os promotores mais

utilizados para a expressao em células S2 sdo os promotores da actina e da metalotioneina.

O promotor da actina de drosofila € constitutivo, o que equivale a dizer que seu
funcionamento estd ligado ao funcionamento fisiolégico normal das células, sendo
regulado por mecanismos de regulacdo génica da prépria célula e que esta utiliza para a
regulacao de seu proprio promotor. O promotor da metalotoneina é um promotor forte,
que é induzido pela exposicédo da célula a um meio contendo metais pesados (Chung e
Keller, 1990).

Normalmente, a obtencéo de linhagens estavelmente transfectadas é feita pela co-
transfeccdo dos vetores contendo o gene da proteina de interesse e um vetor auxiliar, que
codifica para um gene de resisténcia. Os vetores de resisténcia mais utilizados sdo os que
carregam 0 gene da resisténcia a higromicina ou a puromicina. Nessas condicfes €
possivel estabelecer uma populacédo de células transfectadas e produtoras em apenas trés
semanas (lwaki et al., 2003; Iwaki e Castellino, 2008). O emprego das células S2 no
desenvolvimento de vacinas foi relatado para expressdo de proteinas virais como Virus
da Dengue (DENV), Virus da Encefalite Japonesa, Virus Oeste do Nilo e Glicoproteina
de Virus Rabico (RVGP).

A RVGP é amplamente estudada pelo grupo de nosso laboratério e seus
colaboradores, havendo diversas publicacdes nesta area. Sua expressdo utilizando a
plataforma de células S2 atinge a concentracdo de 705 pg/mL, sendo a sintese de RVGP
otimizada pelo desenho do vetor para selecdo/expressdo, selecdo de subpolulacdes
celulares, exposic¢ao da cromatina e emprego de meios de cultura. A RVGP expressa, foi
utilizada na imunizacao de camundongos e apresentou protecdo contra o virus rabico no
teste experimental de desafio (Ventini et al., 2010; Moraes et al., 2012; Astray et al.,
2013; Santos et al., 2016).

A producdo de HIV-1 VLP em células S2 foi descrita e apresenta maior
rendimento frente a outros sistemas, como o sistema de células de mamiferos e levedura.
A expressao de proteinas do HIV-1 pelo sistema de baculovirus também apresentou uma
alta quantidade de VLP, no entanto, ha o desafio deste sistema de expressdo em separar
as VLP dos BEVs recombinantes. Outro aspecto ressaltado é quanto a natureza litica dos

BEVs, 0 que torna necessaria a producdo de novos lotes de BEVSs, tornando a produgéo
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de VLP mais complexa. Assim, o sistema de S2 é uma alternativa atraente para producéo
de HIV-1 VLP (Yang et al., 2012).

2.6 Vacinas contra CHIKV

Atualmente ndo existe uma vacina contra CHIKV licenciada e disponivel no
mercado. Diversas tecnologias podem ser usadas para o desenvolvimento de vacinas
contra o CHIKV, como: virus inativados, virus atenuados, quimeras de Alphavirus, virus
recombinantes, vacinas de DNA, subunidades de proteina recombinante e, finalmente,

vacinas utilizando virus-like particle (VLP) (Wang et al., 2011).

A primeira vacina descrita para CHIKV foi preparada a partir de virus inativado
com formalina. As vacinas preparadas dessa forma, obtendo o virus a partir do cultivo em
celulas de embrido de galinha, ndo induziram uma resposta imune protetora e potente.
Entretanto, virus obtidos em células VERO induziram anticorpos neutralizantes e
protecdo no modelo de desafio intra-cerebral. Quando administradas a humanos,
induziram anticorpos neutralizantes contra CHIKV sem o aparecimento de eventos
adversos (White et al., 1972).

A vacina de virus vivo atenuado (chamado de cepa 181/ clone 25) foi desenvolvida
pelo instituto americano “US Army Medical Research Institute of Infectious Diseases
(USAMRIID). O virus progenitor, cepa 15561, foi isolado de um paciente virémico
durante um surto de CHIKV na Tailandia em 1962. A cepa 181/25 foi derivada de 15561
por 18 passagens seriadas em células MRC-5. Essa cepa exibiu diversas caracteristicas
de atenuacdo como: fendtipo de placas pequenas, sensibilidade a temperatura, diminui¢do
de neuroviruléncia em camundongos recém-nascidos, e reduzidos niveis de viremia em
macacos. CHIKV 181/25 também demonstrou protecdo em macacos Rhesus. Essa vacina
foi testada em estudos de Fase | e em um estudo randomizado, controlado por placebo em
estudo de Fase Il (Edelman et al., 2000). Em todos os estudos a vacina demonstrou ser
segura e bem tolerada. No estudo de Fase Il, 59 individuos foram vacinados com uma
tnica administracdo subcutinea de aproximadamente 10° PFU da cepa 181/25 e 14
individuos receberam o placebo. Apenas um individuo vacinado desenvolveu reacdo no
local da injecdo e nenhum voluntario apresentou febre. Entretanto, cinco individuos
vacinados desenvolveram artralgia leve durante os 14 primeiros dias ap0s a vacinagao.

Todavia, estudos recentes levantaram desconfianca sobre a vacina, uma vez que a cepa
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181/25 é atenuada somente devido a substituicdo de dois aminoécidos, e que em uma
ocasido foi descrita uma reversdo a forma patogénica em camundongos (Gorchakov et
al., 2012).

A vacina de DNA foi desenvolvida com base na sequéncia das proteinas de
envelope viral (E1, E2 e E3), otimizada para expressdo em células de mamifero. Quando
utilizada para a imunizagdo de camundongos, a vacina foi capaz de induzir a formacéo de

anticorpos neutralizantes (Mallilankaraman et al., 2011).

As vacinas mais promissoras aparentemente séo as baseadas em VLP. As VLP de
CHIKYV séo constituidas de proteinas do envelope viral. Quando testadas em macacos,
essas vacinas produziram altos niveis de anticorpos neutralizantes apds administracédo de
trés doses, e protegeram o0s animais apds o ensaio de desafio (Akahataet al, 2010).
Proteinas estruturais do CHIKYV foram expressas ap6s a transfeccdo do cDNA em células
HEK293 dando origem as VLP. As VLP foram purificadas do sobrenadante celular por
gradiente de densidade. Posteriormente foi feita a caracterizacdo in vitro mediante ensaio
de infeccéo e foi avaliada a capacidade de neutralizagao dos anticorpos gerados. O estudo
clinico de fase I (ClinicalTrials.gov identifier: NCT01489358) foi realizado em 25
individuos adultos saudaveis, sendo administradas 3 doses (10, 20 e 30 pg) nas semanas
0, 4 e 24 pela via intramuscular. Esta vacina se mostrou bem tolerada, e gerou altos titulos
de anticorpos contra as trés cepas de CHIKV. Um ensaio multicéntrico de fase II
(Clinicaltrials.gov NCT02562482) foi iniciado em dezembro de 2015 (Weaver et al.,
2012; Dezure et al., 2016).

A expressdo de VLP in vitro por meio do sistema lentivirus também deu origem a
uma preparacao que demonstrou ser capaz de proteger camundongos deficientes em IFN
tipo I contra o desafio letal com virus CHIKV (Akahata et al., 2010).

Recentemente, vacinas baseadas na mutagdo-atenuacao viral vém sendo o foco de
ensaios pré-clinicos. Nesse caso a mutacao sitio-dirigida em NoLS (nuclear localisation
sequence) na regido N-Terminal da proteina do capsideo viral de CHIKV prejudicou a
replicacéo viral in vitro e protegeu camundongos adultos ap0s o ensaio de desafio (Taylor
et al., 2017). Ainda, uma vacina quimérica viral que combina o virus Eliat (um virus
especifico de insetos) e as proteinas estruturais de CHIKV, foi capaz de gerar anticorpos

neutralizantes ap6s uma unica dose em modelo animal C57BL/6 (Erasmus et al., 2017).
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2.7 Vacinas contra MAYV

Até 0 momento, ndo ha nenhuma vacina licenciada disponivel para MAY'V, sendo
a estratégia de prevencdo o controle do vetor e principalmente o uso de repelentes para
evitar a exposicdo. Na literatura foram encontrados alguns candidatos vacinais contra a
infeccdo por MAYV. Um deles consiste na inativagdo viral (cepa TRVL15537) por
formalina. Tal vacina foi testada em camundongos CD-1 em uma Unica imunizacdo. Essa
vacina foi imunogénica e demonstrou ser eficaz na transferéncia passiva de imunidade de

mée para prole, durante o ensaio de desafio (Robinson et al., 1976).

Outro candidato vacinal descrito envolve uma estratégia que teve sucesso na
atenuacdo viral de outros Alphavirus. Em tal estratégia, € inserida a sequéncia do virus da
encefalite cardiaca (EMCV) e um sitio de entrada interno ribossomal (IRES) diretamente
ap6s o promotor subgendmico. Essa alteracdo do promotor subgendmico reduz a
expressao das proteinas estruturais, que entdo sdo traduzidas via IRES do RNA genémico.
Ocorre ainda um ineficiente reconhecimento da IRES pelos ribossomos do inseto, o que
resulta em um fendtipo que também se torna incapaz de replicar em células de inseto.
Testes realizados em camundongos demonstraram uma alta atenuagdo e a inducdo de

anticorpos neutralizantes (Weise et al., 2014).
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3.0BJETIVOS

Este trabalho teve como principal objetivo desenvolver um sistema de expresséo

de proteinas estruturais de Alphavirus, em forma de VLP, utilizando células de inseto.
O trabalho envolveu algumas etapas:

e Construcdo de diferentes vetores plasmidiais utilizando os genes das proteinas

estruturais de Alphavirus;

e Obtencdo de um sistema S2 de expressao heter6loga capaz de sintetizar as
proteinas estruturais de Alphavirus;

e Obtencdo e deteccdo de VLP de MAYYV e/ou CHIKV em células S2;

e Desenvolvimento de protocolos de analise adequados para a identificacdo da

expressao recombinante das proteinas em estudo;

e Melhoramento da expressao inicial das proteinas recombinantes ou VVLP por meio

de selecdo imunomagnética;

e Teste de imunogenicidade das proteinas estruturais de MAYV e CHIKV.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura de células S2 (Drosophila melanogaster Schneider 2)

As células de Drosophila melanogaster Schneider 2 (células S2) foram utilizadas
para a transfeccédo e obtencdo das linhagens recombinantes para expressdao de proteinas
estruturais de CHIKV e MAYV. As células S2 foram cultivadas em meio de cultura
SF900™-[11 SFM (Gibco™) sem ou com adicdo de CDLipid (Chemically Defined Lipid
Concentrate- ThermoFisher) na concentracdo de 1:100 e incubadas na temperatura

de28°C, sendo mantidas em cultivo estatico ou em suspensao.

As células transfectadas ou ndo, foram subcultivadas quando a densidade atingiu
cerca de 2-4 x 10° cels/mL. A manutencao do cultivo foi realizada a cada 3 ou 4 dias. As
células S2, como outras células de insetos, tem a capacidade de serem cultivadas de forma
estatica, por serem células semiaderentes e também podem ser cultivadas em suspensao.

Para os cultivos estaticos se empregou:

e Frasco T (T-flasks, TPP®) de 25 cm?e 75 cm? de superficie, utilizando um
volume de 5 mL e 10 mL de meio de cultura respectivamente.

e Placas de poliestireno para cultivo de células de 12 e 6 pogos (TPP®) com
uma superficie de 3,8 e 9,5 cm? utilizando 2 mL e 3 mL de meio de cultura

respectivamente.

Todas as vezes em que foi feita a mudanca das células de cultivo estatico para
cultivo em suspensdo, uma etapa intermediara de adaptacdo de células foi realizada antes
de iniciar um experimento. Essa adaptacgéo foi realizada com uma simples diluicdo (1:4)
do inoculo de um frasco de T 25 cm 2 com 80-90% de confluéncia em 15 mL de meio de
cultura fresco e transferidos para frasco tipo Schott de 100 mL e mantidos em agitacédo
por 2 dias. ApoOs esse periodo, as células estdo adaptadas para iniciar um novo

experimento sob agitagéo.
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4.1.1 Congelamento e Descongelamento

A conservacao de célula por congelamento ou criopreservacao é um metodo que
permite manter intactas as propriedades metabolicas da célula no momento em que séo

congeladas.

As células em fase exponencial, com alta viabilidade (> 95 %) foram
centrifugadas a 300g por 5 minutos. As células foram entéo ressuspendidas em meio de
congelamento (50% de SFB- Soro Fetal Bovino, 40% de SF900™-I11 SFM (Gibco™) e
10 % de DMSO (Dimetilsulféxido) com uma concentragdo de 10’cels/mL e distribuidas
em aliquotas de 1 mL por criotubo. Os criotubos foram transferidos para o container de
congelamento (Mr. Frosty™ Freezing Container - ThermoFisher) e resfriados 1 °C/
minuto a -80°C.No dia seguinte, os criotubos foram transferidos para o nitrogénio liquido
para a conservacao das células. Desta forma, foi estabelecido um banco de células de cada

subpopulacéo.

Para o descongelamento das células, um criotubo foi retirado do nitrogénio
liquido, descongelado parcialmente a 37 °C, transferido para um frasco T 25 cm?
contendo 4 mL de meio de cultura SFO00™-[11 SFM (Gibco™ ). Apds 24 horas ocorreu a
adesdo celular no frasco de cultivo e o meio de cultura foi totalmente trocado adicionando
meio de cultura fresco, desta forma é retirado do meio de congelamento contendo DMSO.

Em seguida, as células foram mantidas a 28 °C.

4.1.2 Determinacao da concentracao e viabilidadede celular

Neste trabalho, os parametros de cultivo de concentracdo e viabilidade foram
determinados mediante a contagem de células em camara de Neubauer. Uma diluicédo
apropriada da suspensdo celular com o corante azul de Tripan (0,2 %) foi aplicado na
camara e foi realizada a contagem de células vidveis e ndo vidveis (azuis) em um
microscopio invertido. Para determinacdo da viabilidade celular foi empregada a técnica
de excluséo por corante. Essa técnica se baseia em que certos corantes, como o0 azul de
Tripan, ndo sao capazes de penetrar nas membranas intactas, e somente naquelas que tem

sua permeabilidade aumentada, um efeito associado com a perda da viabilidade.
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A viabilidade celular foi determinada pela razo entre o nimero de células viaveis
e 0 nimero de células total no meio (células viaveis e invidveis), multiplicados por 100,
e a concentracdo celular determinada apds a correcdo dos calculos de diluicdo e a
multiplicacdo por 10.000, obtendo-se assim o numero de células por mililitro de

suspensdo (cels/mL).

4.1.3 Determinacéo da taxa especifica de crescimento

A taxa especifica de crescimento (u) € determinada pelo balango de massa de

células em um cultivo em batelada com a equacéo

axv_
?— },l Xv
Onde, dXv/dt é uma variacao de células, p a taxa especifica de crescimento celular
e Xv a concentracdo de células. Por meio da integracdo do balango descrito, temos a

equacao:
In(Xv) = ut

Plotando os pontos do logaritmo neperiano de Xv contra o tempo, temos uma
curva de crescimento celular (In(Xv)=f(t)) que ao ser linearizado (In(Xv)=f(t)), representa
uma reta durante a fase exponencial de crescimento. A taxa especifica maxima de
crescimento (umax) foi obtida através da derivacdo dessa reta para a obtencdo do

coeficiente angular correspondente a pmax.

4.2 Obtencao dos vetores de expressao

Trés construcdes distintas foram obtidas para a analise da expressao das proteinas
estruturais do CHIKV e MAYV em células S2. Substancialmente, além da diferenca da
sequéncia génica entre as proteinas estruturais dos virus, o vetor pode possuir ou ndo o
gene de resisténcia a higromicina. Para aquele vetor que nao possui esse gene foi realizada
a co-transfecgdo do vetor de interesse com o vetor de selecdo comercial pCOHygro -

Thermo Fisher Scientific™.,
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4.2.1 Obtencéo do vetor pMT-CHIKV

O cDNA das proteinas estruturais de CHIKV linhagem 37997 (GenBank:
AY726732.1) do Oeste da Africa foi sintetizado pela empresa GeneCust (pUC-CHIKYV).
Apos verificagdo de homologia superior a 95% para a regido das proteinas estruturais em
relacdo aos sequenciamentos publicados dos virus circulantes no Brasil (Belém
KP164572.1; Recife KP164571.1; Feira de Santana KP164570.1; Oiapoque
KP164567.1) a sequéncia do virus do Senegal foi escolhida com base em outros trabalhos

que também utilizaram essa sequéncia para producao de VLP.

Para a construcdo do vetor de expressdo foi utilizado o vetor pMT/V5-His (3.5
kb) (Thermo Fisher Scientific™). Tal vetor possui o promotor indutivel da metalotioneina
(pMT) que é induzido com a adi¢do de metais pesados, como o sulfato de cobre, gene de
resisténcia a ampicilina para selecdo em bactérias, possui ainda a sequéncia de poli-
adenilacdo do virus SV40, origem de replicacdo em bactérias (Ori), epitopo de deteccédo
V5 para uma rapida deteccdo com anticorpo anti-V5 e uma His-tag, para uma purificacéo

através de proteinas de fusdo utilizando resinas de niquel (Figura 5, A).
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Figura 5. Vetor comercial pMT/V5His do sistema de expressdo em células S2-

Invitrogen:
bla Promoter
A
AmpR A ri__Motzllomlonein promoter
MT
PMT/VSB —_:-—- RI(874)
3538bp ~
>~ Notl(g01)
‘u\\r\\vs epitope tag
\\ \His Tag
. 'BGHRv
W - \svw polyA
puc orl"_’x\”'_':*""?
Metal regulatory region
471 CTCTGGTTCC GATAAGA AAC ccecea CACCCCCATA B

Pme | BGH Reverse priming site

A) Mapa do vetor pMT/V5-His (3.5 kb) . B) Regido de policlonagem do vetor pMT/V5-His (3.5
kb).

Primeiramente, foi obtida a construcdo do pMT-CHIKV por técnicas de
clonagem. Para tanto, ambos vetores (pUC-CHIKV e pMT/V5-His) foram digeridos com
as enzimas EcoRI e Notl por 4 horas a 37 °C. A seguir, a digestdo foi confirmada por
eletroforese em gel de 0,8% de agarose. O vetor pMT/V5-His e o fragmento de 3790 pb
referente a regido codificante das proteinas estruturais do CHIKV foram recuperados do
gel de agarose com o kit Wizard ® SV Gel e PCRclean-Up System seguindo as
recomendacdes do fabricante. A insercdo do fragmento contendo as proteinas estruturais
do CHIKYV dentro da regido do policlonagem do vetor (Figura 5 B) foi realizada com o

kit T4 ligase (Promega) overnight a 4 °C na proporgéo de 1:1 (vetor: inserto).

O produto da ligacdo foi utilizado para transformacdo de bactérias DH5a para
analise da obtencdo do vetor pMT-CHIKV. Para isso, as bactérias DH50 foram

transformadas por choque térmico na propor¢cdo de 5:50 (ligagdo:bactérias), foi
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adicionado 200 pL de meio SOC, incubados a 200 rpm a 37 °C, plagueadas em meio LB
(Luria Bertani) sélido contendo ampicilina (100 pg/mL) e incubadas overnight a 37 °C.

As coldnias resistentes a ampicilina foram submetidas a uma extragcdo de DNA
plasmidial e foi analisado o padrdo de digestdo de enzimas de restricdio e o0

sequenciamento génico para a confirmacgéo da construcéo.

4.2.2 Obtencéo do vetor pMT-CHIKVHy

O vetor pMT-CHIKYV foi empregado para a obtencdo do vetor pMT-CHIKV-Hy
pela insercdo do gene de resisténcia a higromicina. Tal etapa foi realizada durante um
periodo de estagio no exterior, no iBET- Portugal. A insercdo do gene de resisténcia a
higromicina no pMT-CHIKYV foi feito com o kit in-fusion HD cloning Plus (Takara), que
contém o0s reagentes necessarios para clonagem, a enzima para PCR, bactérias
competentes e kit de purificacdo do gel, sendo um sistema alternativo de clonagem mais
simples e réapido apresentando uma eficiéncia de 95%. Com esse método, 2 ug do vetor
PMT-CHIKYV foram linearizados com enzima Sall (Thermo Fisher®) por 2 horas a 37 °C
e 0 inserto contendo o gene da higromicinina (pCOHygro®) foi amplificado por PCR por
18 ciclos utilizando DNA polimerase de alta fidelidade e os primers especificos descritos

na tabela 2.

Tabela 2- Caracteristicas dos primers desenhados para amplificacdo do gene da

higromicina

Primers desenhados para construcdo do pMT- TM
CHIKYV -Hy

Primer forward Hygro  5"ATTATGATCAGTCGAGCTTCTGGGAACGG 56,9
CAAATG 3

Primer reverse Hygro 5 ATGCCTGCAGGTCGAGCGGATAACAATTT 53,8
CACACAGG 3

Os primers foram desenhados com auxilio de uma plataforma on-line disponivel
no site da Clontech “Online In-Fusion Tools - Clontech”, de forma que cada primer

continha duas caracteristicas: a regido 5° do primer com 15 bases homdlogas a 15 bases
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da regido final do fragmento do vetor pMT-CHIKVlinear (Sal 1), e a regido 3" do primer

contendo a sequéncia especifica ao gene alvo — pCOHygro. A porcéo 3" de cada primer

foi desenhada de forma que o contetido de GC ficou entre 50%, temperatura de melting

(Tm) média de 58°C, conforme as instrucdes do Kit de clonagem, com base no esquema

da figura 6.

Figura 6. Desenho dos primers para amplificacdo do gene da Higromicina a partir

do pCOHygro

GTCGAC...3
CAGCTG...5

MMM
5001 ACCTCTACAA ATGTGGTATG GCTGATTATG ATCAGTCGAC CTGCAGGCAT GCAAGCTTGG
TGGAGATGTT TACACCATAC CGACTAATAC TAGTCAGCTG GACGTCCGTA CGTTCGAACC

Regiio de imsergio do gene da Higromicna no pMTCHIKV digerido com Sal I

Primer forward 57
5 attatgatcagtepplzCTTCTGGGAACGHUAAATG 3
5’...GCTTCTGGGAACGGCAAATGGGTITAGGAT...3> "¢

bla Promoter
\

AmpR . Pcopia

O

pCOHygro

@ 4526 bp

“HygroR

3’...CGAAGACCCTTGCCGTTTACCCAAATCCTA...5’ \\,,

Sequénda pCOHygro (pCopia)

\
SV40 PolyA

Primer reverse 3"

5" atgectgeagslepaGOGGATAACAATTTCACACAGG 3
5’... CATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCC...3

3°...GTATCGACAAAGGACACACTITTAACAATAGG... 5’

Sequéndia pCOHygro (Sv40)

O produto da PCR foi separado por eletroforese em gel de agarose 1% com corante

GelRed, purificado do gel e submetido a ligagdo conforme as instru¢des do fabricante. Os

produtos das ligacdes foram inseridos em bactérias Stellar por choque térmico como

previamente ja descrito para DH50. As colbnias resistentes a ampicilina foram

submetidas a uma extracdo de DNA plasmidial para analise da construcdo obtida através

do padréo de digestdo das enzimas de restricdo e o sequenciamento génico.
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4.2.3 Obtencéo do vetor pMT-MAYV-Hy

O cDNA das proteinas estruturais do virus Mayaro foi obtido do isolado de virus
selvagem BeAr20290 (GenBank: KT754168.1), o virus foi gentilmente cedido pelo
professor Mauricio Nogueira da Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto -
UMERP. Primordialmente, o RNA viral foi extraido utilizando o kit QlAamp Viral RNA
Mini, e o cDNA foi sintetizado utilizando um primer especifico (descrito na tabela 3) para
a regido das proteinas estruturais(C-E3-E2-6k-E1) e uma enzima de alta fidelidade
(MML-V).

Tabela 3- Caracteristicas dos primers desenhados para obtencdo do pMT-MAYV-
Hy

Primers desenhados para construcdo do TM

pMT-MAYV-Hy
Primer para transcricao 5"ttaccttctcaaagtcacacaagt 3
reversa:
Primer forward vetor: 5"TGGCGGCCGCTCGAGTCTAG 3 68,8
Primer reverse vetor: 5'CATGGTGGCTCCGCAGAATTC 3 64,5
Primer forward inserto: 5" TGCGGAGCCACCATGGACTTCCTA 581
CCAACTCAAGTG 3
Primer reverse inserto: 5"CTCGAGCGGCCGCCATTACCTTCT 58,4

CAAAGTCACACAAG 3

A obtencdo do pMT-MAYV-Hy foi originaria do vetor pMT-CHIKV-Hy através
do kit Infusion. A amplificagdo do fragmento pMT-Hygro (vetor) e a regido codificante
das proteinas estruturais do MAYV (inserto) foi realizada com pares de primers
especificos e homologos (tabela 3), estes foram desenhados conforme foi descrito para a

insercdo do gene da higromicina no vetor pMT-CHIKV-Hy.

O produto do PCR foi analisado conforme ja foi descrito para obtencéo do vetor
pMT-CHIKV-Hy.
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Figura 7- Esquema de obtencéo do vetor pMT-MAYV-Hy

1) PCR inserto:
~ 3700pb
Primer Forward:
5 TGCGGAGCCACCATGGACTTCCTACCAACTCAAGTG3’ > €
Primer Reverse: C E3 E2 6k El
S CTCGAGCGGCCGCCATTACCTTCTCAAAGTCACACAAG 37— || [ | —
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SV40 ponI-\,//J

BG!
Polyhistidine tag
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4.3 Obtencao das células S2 recombinantes

Com os diferentes vetores obtidos, foi realizada a transfeccdo em células S2
utilizando o lipossoma Cellfectin Reagent (Life Technologies). Um total de 5x108 células
S2 foram inoculadas em frasco T 25 cm? um dia antes da transfeccdo. A solugdo de
transfeccdo foi preparada em duas etapas, conforme as instrucdes do fabricante. Para a
co-transfeccgéo, foi utilizado 10 pg do pMT-CHIKV (vetor de expressao) e 1 pg do vetor
de selecdo (pCOHygro) em 500 pL de meio de cultura SF900™-|II SFM. Para a
transfeccdo do pMTCHIKV-Hy e pMT-MAYV-Hy, foi diluido 4 ug do vetor em 500 pL
de meio. Em seguida, cada solucédo foi misturada gentilmente com a solucdo previamente
preparada contendo 20 pL de Cellfectin e 480 pL de SF900™-III SFM (Gibco™) a
solucéo final foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubacao,
0 meio de cultura das células foi substituido por 1 mL da solu¢éo de transfecgéo e a cultura

foi incubada a 28 °C por 5 horas. Em seguida, foram adicionados 4 mL de meio de cultura
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SF900™-111 SFM (Gibco™) ao frasco e as células transfectadas foram incubadas por 48

horas a 28 °C e apds esse periodo iniciou-se a selecao.

A selecdo da populacdo transfectada foi feita pela adicdo de 300 pg/mL de
higromicina ao meio de cultura. A cada passagem de célula foi adicionada a mesma
concentracdo de higromicina, assim como ao controle da transfeccdo (células S2

selvagens).

As células foram consideradas selecionadas no momento em que todas as células
da cultura selvagem estavam mortas e neste momento retiramos a pressao seletiva das
culturas transfectadas e seguimos para analise de expressao das proteinas estruturais de
CHIKV e MAYYV e preparamos um banco de células. As populacdes foram nomeadas da

seguinte forma:

e S2MT-CHIKYV: populacdo de células obtida da co-transfeccdo dos vetores
PMTCHIKYV e pCOHygro

e S2MT-CHIKV-Hy: populacdo de células obtida da transfeccdo do vetor
pMTCHIKV-Hy.

e S2MT-MAYV-Hy: populacdo de células obtida da transfeccdo do vetor
PMTMAYV-Hy

4.3.1 Enriguecimento populacional das linhagens S2MT-MAYV-Hy e S2ZMT-CHIKV-
Hy por selecdo imunomagnética - iIMAC

A estratégia de selecdo positiva através de colunas Miltenyi consiste na separacao
magnética de células alvo e a sua coleta para posterior cultivo. Esta técnica oferece a
vantagem de alta especificidade de anticorpos monoclonais para o isolamento de células
de alta pureza quanto a expressdo do antigeno pesquisado e permite o cultivo, entre outras
aplicacdes, das células marcadas logo apds o procedimento de separacdo iMACs. Além
disso, ndo ha a necessidade de remocé&o das microbeads das células devido ao tamanho
(aproximadamente 50nm de didametro, comparavel ao tamanho de uma particula viral) e
composicao das mesmas (polissacarideo e 6xido de ferro), que as tornam biodegradaveis.

Fator relevante que precisa ser levado em consideragdo € que a utilizacdo das microbeads

51



ndo ativam ou influenciam na funcdo ou viabilidade celular, tampouco na aparéncia

microscopica.

A técnica MACs, atraves de selecao positiva, pode ser aplicada para a maioria das
marcagdes especificas, permitindo pureza, excelente recuperagdo das células marcadas e

isolamento de células raras quando nenhuma etapa de separacgéo subsequente € necesséria.

O procedimento a seguir foi realizado conforme o protocolo descrito por MAC
Miltenyi Biotec, com algumas modific¢Oes (Santos, N.G.L. et al., 2016). Para a realizacdo
da técnica, as linhagens celulares S2MTMAYV-Hy e S2MTCHIKV-Hy foram induzidas
com 1 mM de CuSO4 em frascos T75 cm? de cultivo para a expressdo das proteinas
estruturais. Apos 5 dias, foram separadas 3,4 x 107 células totais, centrifugadas a 300 g
por 5 minutos a 7 °C para eliminar o meio de cultura e lavadas com PEB (PBS EDTA, 2
mM BSA 0,5 %). Em seguida, o precipitado celular foi ressuspendido em 340 uL de PEB,
onde foram adicionados 15uL do anticorpo primario soro hiperimune de camundongo
anti-MAYYV e anti-CHIKV, ¢ incubado a 4°C por 10 minutos, sendo posteriormente
lavado por duas vezes adicionando 3,4 mL de PEB. Foi novamente centrifugado, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular ressuspendido em 272 uL de PEB e
68 pL de microbeads e incubado por 15 minutos a 4°C, seguido de uma lavagem com 3,4
mL de PEB.

O sobrenadante foi descartado e 500 uL de PEB foram adicionados ao pellet. A
coluna para separacéo das células foi preparada com 500 uL de PEB e a suspensé&o celular
aplicada, descartando o que passava diretamente pela coluna. Esta foi lavada por trés
vezes com PEB, removida do separador magnético e posicionada em tubo coletor estéril.
Foi adicionado 1 mL de meio de cultura SF900™-11 SFM (Gibco™) e as células eluidas

com o auxilio de um émbolo. O principio da técnica segue conforme a ilustracdo abaixo.
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Figura 8 - Representacdo da selecdo imunomagnética

Marcagao Magnética Separagao Magnética Elui¢ao de células Marcadas
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O conteudo celular marcado e coletado foi cultivado em placa de 12 pogos até
atingir a confluéncia de 100% para a transferéncia a placa de 6 pocos e frascos T25.
Posteriormente, foi feito o congelamento das linhagens selecionadas, sendo entdo
nomeadas como:

e S2MT-MAYV-Hy-M1: populacdo de células obtida da transfeccdo do vetor
pPMTMAY V-Hy selecionadas por iMAC.

e S2MT-CHIKV-Hy-M1: populacdo de células obtida da transfeccdo do vetor
pMTCHIKV-Hy selecionadas por iMAC.

4.4 Deteccdo de proteinas estruturais de CHIKV e MAYV

4.4.1. Imunofluorescéncia indireta-1FI

Para o ensaio de IFI, as células em camadas confluentes foram coletadas, lavadas
com PBS 1x, gotejadas na lamina, fixadas com metanol-acetona (1:1), incubadas 20
minutos a temperatura ambiente, lavadas novamente com PBS 1x. E em seguida
incubadas com anticorpo primario anti-CHIKV e anti-MAYYV (descri¢do na tabela 4) e
posteriormente incubadas a 37 °C por 1 hora. A lamina foi lavada 3 vezes com PBS 1x e
adicionado o anticorpo secundario anti-mouse IgG conjugado a FITC e incubado a
temperatura ambiente por 1 hora ao abrigo da luz e lavadas novamente. As amostras
foram mantidas protegidas da luz até o momento da visualizagdo em microscopio de
fluorescéncia Olympus BX21. As imagens foram adquiridas por meio do aplicativo

CellSens (Olympus).
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Tabela 4- Caracteristicas dos Anticorpos utilizados no ensaio de IFI

Anticorpos Breve descrigdo Diluicéo
Anticorpo  Policlonal  anti- (ATCC® VR-1241AF™) 1:250
CHIKV Hyperimmune ascitic fluid

(Mouse) — N.I.H. Research
Referecence Reagent - produzido

em camundongo.

Anticorpo  Policlonal anti- (ATCC® VR-1277AF™) 1:250
MAYV Hyperimmune ascitic fluid

(Mouse) — N.I.H. Research

Referecence Reagent - produzido

em camundongo.

Anticorpo IgG-FITC FITC-Goat Anti-mouse 1:250
Invitrogen ® Ref:626511

4.4.2. Citometria de Fluxo (FACS)

Para avaliar quantitativamente a porcentagem de células que expressam as
proteinas estruturais de CHIKV e MAYV foi realizado um ensaio por Citometria de fluxo
(FACS).

Neste ensaio, cada amostra contendo 10° células foi centrifugada (750g/5min), e
0 sobrenadante descartado. Os precipitados celulares foram incubados com 50 uL de
anticorpo primario policlonal anti-CHIKV (descri¢do na Tabela 5) e incubados por 1 hora
a temperatura de 4 °C. Apos a ligacao do anticorpo primario, as células foram novamente
centrifugadas e em seguida ressuspendidas com anticorpo secundario IgG FITC anti-
mouse e incubados a 4 °C por 1 hora. Novamente as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em solugdo de PBS e armazenadas ao abrigo da luz. A anélise da
proporcdo de células fluorescentes e da mediana de fluorescéncia foram realizadas no

aparelho FACSCanto (Becton Dickinson), a partir da contagem de 10.000 eventos para
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cada amostra. A o anticorpo conjugado ao FITC é detectado pelo filtro de 530nm (FL1)

sendo capaz de detectar a proteina marcada pela fluorescéncia.

Tabela 5- Caracteristicas dos Anticorpos utilizados no ensaio Citometria de fluxo

Anticorpos Breve descrigdo Diluicao
Anticorpo Policlonal anti- (ATCC® VR-1241AF™) 1:250
CHIKV Hyperimmune ascitic fluid (Mouse) —

N.I.H. Research Referecence Reagent

- produzido em camundongo.

Anticorpo Policlonal anti- (ATCC® VR-1277AF™) 1:250
MAYV Hyperimmune ascitic fluid (Mouse) —
N.I.H. Research Referecence Reagent

- produzido em camundongo.

Anticorpo IgG-FITC FITC-Goat Anti-mouse — Invitrogen 1:250
®Ref:626511

4.5 Producdo de VLP (particulas virais semelhantes a virus)

Para a producdo de VLP de MAYV e CHIKYV, células S2MTCHIKYV,
S2MTCHIKV-HY e S2MTMAYV-HY foram inoculada na concentracio de 1,5x10°
cels/mL e cultivadas por 5 dias a 28°C em frasco tipo Schott contendo 20 mL de meio de
cultura SF900™-[11 SFM (Gibco™), sob agitacdo de 100 rpm. As células foram induzidas
apos 24 horas por adicdo de 1 mM de CuSOs, e a andlise da expressao de proteina foi

feita apds 96 horas de inducdo por Western blotting (Figura 9).

Para andlise, foram retiradas amostras de cada subpopulagdo contendo 3 x10°
ceélulas e o sobrenadante do cultivo foi coletado por ultracentrifugagdo (procedimento

descrito a seguir) e armazenado a —20 °C até o momento da analise.

Este método de producéo de VLP foi utilizado para os experimentos preliminares
de deteccdo de VLP no sobrenadante, para os ensaios de comparacdo de expressdo das
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proteinas de CHIKV (item 5.5), para a comparacdo da expressao em meio de cultivo

suplementado (item 5.6), e também para os ensaios de formacdo de VLP (item 4.9).

Figura 9- Esquema representativo do método de producéao de VLPs

1,5 x10° célula/mL
S2MTCHIKYV, 24h: TmM CuSO,
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20 mL meio SF-900 3x10°
5 dias de cultivo células e

sobrenadante

4.6 Andlise da expressao recombinante

4.6.1 Deteccdo de proteinas em células

Para andlise de expressdo em amostra de célula é necessaria uma etapa de lise e
obtencgdo de extratos celular. A lise celular foi feita com agente quimico RIPA (50 mM
Tris, 150 mM NaCl, 1% NP40 e pH 7,4). Esse tampao foi definido com base em trabalhos
cientificos publicados para extracdo protéica de células de inseto. Para a lise, pellets
contendo 3x10° células foram descongelados e foi adicionado 200 uL do tampao de lise,
homogeneizados por vortex por 10 segundos e incubados no gelo por 15 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 8000 g por 15 minutos a 4 ° C. O sobrenadante

foi entdo separado para analise por Western blotting.

4.7 Concentracdo de VLP para deteccéo de proteinas no sobrenadante

4.7.1 Colchéo de sacarose

Para analisar a presenca de proteinas estruturais de MAYV e CHIKV no
sobrenadante do cultivo, uma etapa de concentragdo foi necessaria. O sobrenadante dos
cultivos de células S2MT-CHIKV, S2MT-CHIKV-HY e S2MT-MAYV-HY foi
coletado, clarificado por centrifugacdo a 8000 g por 15 minutos para remocao de células
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e debris e por filtracdo a 0,45 um e a seguir, foi realizada a concentragdo por
ultracentrifugacdo a 149000 g por 1,5 horas a 4 °C hora utilizando o rotor MLA-50. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1,5 mL de tamp&o TNE (0,01 M
Tris-HCI, pH 7,2, 0,1 M NaCl, 0,001 M EDTA).

Para obter uma amostra purificada, uma segunda ultracentrifugacéo foi feita a
188.000 g em 7 mL de sacarose a 20 %, por 2 horas a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em
tampdo TNE de forma que obtivemos uma amostra 100x concentrada e armazenado a -

20 °C até a analise.

4.7.2 Gradiente de iodixanol

Uma alternativa aos gradientes de sacarose, o Opti-prep (lodixanol) foi utilizado
para a separacdo da proteina soltvel das VLP. Existem muitos artigos que relatam o uso
de gradientes de iodixanol ndo sé para purificar virus, mas também para investigar a
montagem viral. O protocolo utilizado foi descrito para purificacdo de virus de RNA do

Grupo IV conforme orientacdo do fornecedor.
Primordialmente foram preparadas as seguintes soluces:

e Solucéo diluente (EDTA 3 mM, Tris-HCL 0,3 M em pH 7,4).

e Solucédo de suspensdo (NaCl 0,1 M, EDTA 0,5 mM e Tris-HCL 50 mM em pH
7.4).

e Solucdo trabalho- lodixanol (lodixanol 50%, 0,5 mM EDTA, Tris-HCL 50 mM
em pH 7,4).

e lodixanol 30% e 5%: partindo da solucdo de trabalho foram preparadas as
solucdes de concentracdo de 30 e 5% de iodixanol diluindo com a solugédo
diluente. Obs: A concentragdo de cada solucdo foi aferida com o uso de

refratbmetro.

Para a separacdo das particulas do sobrenadante, primeiramente uma etapa de
clarificacdo foi realizada por centrifugacdo a 7000 g por 15 minutos na temperatura de 4°
C. A seguir, 0 sobrenadante foi filtrado a 0,45 um e a suspensao com VLP foi concentrada
por ultracentrifugacdo a 149000 g por 1 hora utilizando o rotor MLA-50. O pellet obtido
foi resuspendido por 12 horas em solugéo de suspensdao no volume de 1,5 mL mantidos

na temperatura de 4 C. Seguidamente, a suspenséo de particulas foi centrifugada com uma
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solucéo de lodixanol- 5% (7 mL) através da ultracentrifugacéo a 149000 g por 1 hora na
temperatura de 4° C no mesmo rotor. Mais uma vez, o pellet obtido foi deixado por 12
horas em solucédo de suspenséo no volume de 0,5 mL mantidos na temperaturade 4 C. O
passo de formacéao do gradiente foi realizado em tubos de 6 mL sendo utilizado 2 mL da
solucéo iodixanol 30 % ao fundo do tubo e 2 mL da solugédo a 5% na parte superior, ao
topo do gradiente foi colocada com cautela uma camada de 0,5 mL da suspenséo viral e
a seguir foi submetido a ultracentrifugagéo a 160000 g por 1,5 horas na temperatura de
4T utilizando o rotor MLS-50. O volume aproximado de 1mL foi coletado,
correspondente ao anel formando contendo as VLPs, foi verificada a concentracdo desta
fracdo coletada com a utilizacdo do refratdmetro e feita uma andlise por Western blotting
(como descrito abaixo).

4.8 Western blotting, deteccdo das proteinas estruturais de CHIKV e MAYV

Para identificar a expressdo das proteinas, o sobrenadante celular concentrado e

as células S2 recombinantes lisadas foram analisadas por Western blotting.

Para a marcacdo com os anticorpos policlonais da ATCC anti-CHIKV e anti-
MAYYV (Tabela 6) foi necessario tratar a amostra com tampéao redutor 4x (Tris 0,5 M, pH
6,8 glicerol SDS 10%, azul de bromofenol 1% e betamercaptoetanol 1% em agua miliQ)

e uma incubacdo a 70 °C por 10 min.
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Tabela 6- Caracteristicas dos Anticorpos utilizados no ensaio de Western blotting

Anticorpos Breve descricdo Diluicéo
Anticorpo  Policlonal anti- (ATCC® VR-1241AF™) 1:250
CHIKV Hyperimmune ascitic fluid (Mouse)
— N.ILH. Research Referecence
Reagent - produzido em
camundongo.
Anticorpo  Policlonal  anti- (ATCC® VR-1277AF™) 1:250
MAYV Hyperimmune ascitic fluid (Mouse)
— N.LLH. Research Referecence
Reagent - produzido em
camundongo.
Anticorpo Monoclonal CHIKV (HM337) - EastCoast Bio - 1:2000
(CHIKV-Env) produzido em camundongo.
Anticorpo IgG anti-camondongo Anti- mouse 1gG, conjugado HRP- 1:5000

-HRP horseradishperoxidase - Invitrogen.

O fracionamento das proteinas de sobrenadante ou provenientes da lise celular
foram realizados em gel SDS-PSGE 12% por 2 horas a 100 V, sendo que um volume de
amostra de 25 uL foi aplicado e usado o padrdo de peso molecular Page Ruler Plus
Prestained Protein ladder. As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Amersham Protran®) por um sistema semi-Dry (Bio-Rad, Hercules, CA)
através de um protocolo adaptado do método descrito por Sambroock, et al., 1989. As
membranas foram blogueadas com 5% de leite em pd desnatado em tampédo PBS por 1
hora a temperatura ambiente. Em seguida, foi feita uma lavagem com PBS 1x por 5
minutos.

Os anticorpos primarios anti-CHIKV, anti-CHIKV-E2 monoclonal ou anti-
MAYYV (tabela 6) foram diluidos em PBS 1x com 1 % de BSA sendo a membrana
incubada por 12 horas (overnight) a 4 °C. Apo0s realizadas 3 lavagens de 10 minutos com
PBS 1x, em seguida foi adicionado o anticorpo anti-IgG secundario conjugado a

peroxidase por 2 horas a temperatura ambiente e lavadas novamente nas condi¢des acima
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descritas. A revelacgéo foi realizada pela metodologia de ECL (Cyanagen) e a captura da
imagem realizada em sistema automatizado (Uvitec- Alliance) com auxilio do software

Alliance.

4.9 Avaliacéo de formacéo de VLP

Para avaliar a formacdo das VLP produzidas por células S2, foram utilizados
equipamentos e técnicas que tinhamos disponiveis e em colaboracdo com outros

laboratérios de pesquisa. Tais técnicas sao:

Nanosight: iBET, Oeiras — Portugal. Foi avaliada a formacéo de VLP por analise em
microscopia Nanosight. A técnica detecta e visualiza popula¢Bes de nanoparticulas em
meio liquido, sendo capaz de mensurar seu tamanho, concentracdo e agregacao. Para tal
andlise, 20 mL de sobrenadante de cultivo de células SZMTCHIKYV induzidas com CuSOg4
e ndo induzidas (controle) foram coletados apds 96 horas, concentrados por
ultracentrifugacdo com sacarose 20% (etapa previamente ja descrita) e ressuspendidos
em tampé&o PBS 1X de forma que a amostra final estivesse concentrada cem vezes.

Zetasizer: Laboratério de Vacinas Aerobicas, Instituto Butantan. Esse equipamento
permite analisar tamanho de particulas com melhor detec¢do de agregados, podendo
efetuar a medicdo de amostras pequenas ou diluidas ou amostras com concentracdo
elevada. Da mesma forma, 20 mL de sobrenadante de cultivo de células SZMTCHIKV-
Hy induzidos com CuSOs foram coletados ap6s 96 horas do tempo de inducéo,
concentrados por ultracentrifugagdo com sacarose 20% (etapa previamente ja descrita) e
ressuspendidos em tampé&o PBS 1X de forma que a amostra final estivesse concentrada

cem vezes. As amostras foram lidas em triplicatas pelo equipamento.

Microscopia Eletronica de transmissdo: Laboratério de Biologia Celular, Instituto
Butantan. Para avaliacdo do brotamento de particulas das células S2, as células S2MT-
CHIKV-HY E S2MT-MAYV-HY foram cultivadas em frasco tipo Schott no volume de
trabalho de 20 mL, induzidas com CuSQgs e coletadas por centrifugacdo apos 72 horas de

inducéo.

Para avaliar a presenca de VLPs presentes no sobrenadante do cultivo, o
sobrenadante foi coletado apds 96 horas de inducéo e ultraconcentrado por sacarose e/ou

lodixanol.

60



O preparo da amostra para microscopia eletronica de transmisséo e as fotos foram
feitas no laboratdrio de Biologia Celular do Instituto Butantan pela técnica Simone
Gongcalves Jared.

Para analisar o brotamento de VLP em células, um total de 107 células foi separado
por centrifugagdo, o meio de cultura retirado, e as células foram lavadas com uma solucéo
de tampéo cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 e fixados com solucdo de aldeido glutarico
2,5% com formaldeido 2%. Apds 2 horas de incubacéo, o fixador foi retirado e o material
passou por trés banhos de 5 minutos em tampao cacodilato de sddio 0,1M. Apds este
processo iniciou-se a pés-fixacdo com uma solucdo de tetréxido de 6smio a 1% em
tampdo cacodilato de sodio 0,1M por 1 hora a temperatura ambiente. As células foram
lavadas em agua destilada e seguiram para uma gradual desidratacao etilica de 15 minutos
cada banho (70, 80, 90 e 2x 100% etanol).

Na etapa final de desidratacdo, o material ficou imerso em Oxido de propileno +
resina Epon® (Electron Microscopy Science, PA, EUA) (1:1) durante 4 horas. A mistura
foi substituida por resina Epon® pura, permanecendo as células nesta solugdo por 12
horas. A inclusdo das células foi feita em formas de silicone preenchidas com a mesma

resina, sendo esta polimerizada apds 72 horas em estufa a 65 °C.

Ap6s o debaste dos blocos de resina, foram feitos cortes semifinos em
ultramicrotomo Leica EM UC7 com espessura de 1 um. Estes cortes foram montados em
lamina de vidro, corados com azul de toluidina e visualizados ao microscopio de luz.
Escolhida a regido de interesse do bloco, foram feitos cortes na espessura de 60 nm no
mesmo aparelho, utilizando dessa vez navalha de diamante. Posteriormente, os cortes
foram colocados em telas de cobre, que foram contrastadas em uma solucao de acetato de
uranila 4% por 30 minutos, posteriormente lavados em agua e colocados em uma solucao
de citrato de chumbo a 10%. Apds serem novamente lavados, retirou-se o excesso de dgua
destilada e as telas de cobre foram acondicionadas e mantidas em ambiente resfriado. O
material foi analisado e fotografado em microscopio eletrénico de transmissao Zeiss (Leo
906 E).
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4.10 Avaliacdo da expressao em diferentes linhagens de células

4.10.1 Avaliacdo da concentracdo ideal do indutorCuSO4 em células S2MT-CHIKYV por
IFI
Preliminarmente, um ensaio para avaliar a concentracdo ideal de uso do indutor

CuSOy para expressdo da proteina de interesse foi realizado. Neste ensaio, 10° células
S2MT-CHIKV foram inoculadas em cada poco da placa de 6 pogos em meio de
culturaSF900™-[11 SFM (Gibco™) em seguida induzidas pela adicdo de diferentes
concentragdes de CuSOs, e incubadas a 28°C. Apoés 48 horas de indugdo, as células foram
coletadas e analisadas por IFI.

4.10.2 Avaliacdo do tempo de expressao das proteinas em células S2MT-CHIKYV por
IFI

Ap0s determinar a concentracdo ideal do indutor, foi necessario avaliar o tempo
de expressdao a nivel celular das proteinas estruturais do CHIKV e MAYV por
microscopia de fluorescéncia, para isto10°® células S2MT-CHIKV foram inoculadas em
cada poco da placa de 6 pogos em meio de cultura SFO00™-11I SFM (Gibco™) em dias
consecutivos (1-5 dias), em seguida induzidas com adicdo de 1 mM de CuSOg, e
incubadas a 28°C.As células foram coletadas ap6s 5 dias.

4.10.3 Comparacao da expressdo de proteinas entre os vetores pMT-CHIKV e pMT-
CHIKV-Hy por IFI

Apos a insercdo do gene da Higromicina no vetor de expressdo, foi necessario
avaliar se a presenca do gene de selecdo a no vetor faria a diferenca nos niveis de
expressio da proteina de interesse. Para tal, 10° células S2MT-CHIKV, S2MT-CHIK-Hy
e S2 selvagem (controle negativo) foram cultivadas em duplicata, em placa de 6 pocos
com meio de cultura SF900™-III SFM (Gibco™) induzidas com 1 mM de CuSO4 e
coletadas apds 4 dias de inducao.

4.10.4 Comparacao da expressao de proteinas entre os vetores pMT-CHIKV e pMT-
CHIKV-Hy por citometria de fluxo
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Paralelamente ao ensaio anteriormente descrito, foi determinada a quantidade de
celulas CHIKYV positivas por citometria de fluxo com a finalidade de avaliar se a presencga
do gene da higromicina no vetor faria a diferenga nos niveis de expressao da proteina de
interesse. Da mesma forma, 10 células S2MT-CHIKV, S2MT-CHIK-Hy e S2 selvagem
(controle negativo) foram cultivadas em duplicata, em placa de 6 pocos com meio de
cultura SF900™-[11 SFM (Gibco™) induzidas com 1 mM de CuSOs e coletadas apos 4
dias de inducéo e seguiu-se com o protocolo de marcagdo de anticorpos previamente ja

descrito.

4.10.5 Comparacdo da expressdo de proteinas em células S2ZMT-CHIKV e S2MT-
CHIKV-Hy cultivadas em meio de culturaSF900™-111 SFM (Gibco™) suplementado

A producéo de eVLP (core, membrana lipidica e camada de glicoproteinas) é de
maior complexidade que de VLP ndo envelopadas, das quais sdo estruturalmente mais
simples pois no processo de brotamento uma parte da membrana celular é carregada
juntamente com a particula. Esse processo, acaba danificando a integridade da membrana
celular, podendo levar a morte celular. Afim de manter e prolongar o crescimento celular,
a adicdo de uma emulsdo de concentrado lipidico (CDlipid Concentrate- Gibco™) foi
adicionado no meio de cultura SF900-111, sendo esta emulsdo normalmente usada para
reduzir o uso de soro fetal bovino (SFB) em meios de cultura.

Assim, neste ensaio a avaliacdo de expressdo de VLP em células S2ZMT-CHIKV
e S2MT-CHIKV-Hy foram cultivadas em meio SF900™-IIT SFM e SFO00™-|I1 SFM
suplementado, em frasco tipo Schott, com 20 mL de meio de trabalho. As células foram
induzidas com 24 horas de cultivo e o sobrenadante contendo as VLP foi coletado
separadamente apds 96 horas de induc¢éo e concentrado conforme o protocolo descrito do
colchdo de sacarose (item 4.7.1). Apds a concentracgdo, a expressao de VLP foi avaliada
por Western blotting.

4.10.6 Comparacdo da expressao de proteinas de MAYV em células S2MT-MAYV-Hy
apos a selecdo imunomagnética por citometria de fluxo

O objetivo deste ensaio foi de avaliar a sele¢cdo imunomagnética (iMAC ou MAC)
de células S2MT-MAYV-Hy. Para tal, 10° células S2MT-MAYV-Hy, S2MT-MAYV-

Hy.M1 e S2 selvagem (controle negativo) foram cultivadas em duplicata, em placa de 6
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pocos com meio de cultura SFO00™-111 SFM (Gibco™) induzidas com 1 mM de CuSO4
e coletadas apos 4 dias de inducéo.

4.11 Cinética de crescimento e expressdo de proteinas estruturais de CHIKV e
MAYV

Esse ensaio foi realizado no intuito de obter uma curva de crescimento celular em
conjunto com a cinética de expressdo de proteinas do CHIKV e MAYYV para elucidar a

questdo do melhor tempo de coleta de VLP.

Células S2 selvagens, S2MT-CHIKV-Hy-M1 e S2MT-MAYV-Hy-M1 foram
cultivadas em frasco tipo Schott de 500 mL, com volume de trabalho de 100 mL de meio
SF900™-|I1 SFM (Gibco™) modificado sob uma agitacdo constante de 130 rpm e
mantidos a temperatura de 28 C por um periodo de 166 horas. O indculo inicial foi de 1,5
x 108 células/mL e, 24 horas ap6s o inicio do cultivo, as células recombinantes foram
induzidas com 1 mM de CuSOa.

Diariamente foram retiradas amostras para determinacdo da concentracdo de
células, viabilidade e determinacdo da taxa especifica de crescimento. Um volume de 6
mL do sobrenadante do cultivo de células recombinantes foi aliquotado para concentracao

de VLP e anélise por Western blotting.

4.12 Ensaios preliminares de imunogenicidade

As células S2MT-MAYV-Hy e S2-MT-CHIKV-Hy foram cultivadas e a
expressao foi induzida em 24 horas com 1 mM de CuSOas. Com 144 h apo6s a inducao,
uma quantidade de 10° células foi aliquotada e congelada em PBS, correspondendo a uma
dose de imunizacdo. O ensaio in vivo foi realizado em camundongos Balb/c (n = 3/
grupo), com imunizacdo intra-peritonial, realizando dose de reforco apos sete dias. Sete
dias apds o reforco uma amostra de sangue foi retirada via retro-orbital e o soro analisado
por ELISA (ensaio estabelecido em nosso laboratorio). Em seguida os animais, inclusive
0s controles previamente imunizados com salina, receberam um refor¢o contendo virus
inativado (MAYYV ou CHIKYV). Sete dias apds o reforco final (virus inativado) foram

feitas novas amostragens de sangue e 0s animais foram eutanasiados.
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A resposta de anticorpos especificos no soro dos animais imunizados foi
determinada por ELISA. Uma placa de 96 pocos foi sensibilizada a 4 C por 12 horas com
100 pL virus inativados (MAYYV ou CHIKYV) correspondentes a cada grupo em estudo.
A sequir, a placa foi incubada com 200 pL de solucdo de albumina bovina a 3% por 1
hora. Apds a incubacdo por 1 hora das amostras de soro diluidas 1:100, em PBS 1x as
placas foram lavadas e foram adicionados anticorpos anti-camundongo HRP (Sigma). As
placas foram reveladas com solugdo de OPD em tampéo citrato. A leitura da absorbancia

foi realizada a 492 nm. Para a analise estatistica foi utilizado o Teste T bicaudal.
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5. RESULTADOS OBTIDOS

5.1. Construcéo do vetor pMT-CHIKYV e obtencéo da linhagem S2MT-CHIKV

O cDNA que codifica para as proteinas estruturais do CHIKV (C, E3, E2, 6k, E1)
foi recebido em vetor puc57 (6500 pb). Os vetores pMT/V5-His (3.5 kb) e pUC57-
CHIKYV foram obtidos conforme o descrito em Materiais e Métodos.

A confirmacdo da construcdo do vetor pMT-CHIKYV foi verificada através da
andlise do padrdo de restricdo das digestdes com as enzimas Dral, Ncol e Notl e
sequenciamento génico. O padrdo de restricdo observado (Figura 10) e a analise do
sequenciamento confirmaram a obtencdo da construcdo desejada no plasmideo pMT-
CHIKV (7291 pb).

Figura 10- Gel de agarose para confirmacéo da construcdo pMT-CHIKV
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Gel de agarose 1% representando a confirmacdo dos padrdes de restricdo do vetor pMT-CHIKV
com base no Marcador de peso molecular HindlIl. (1) pMT-CHIKYV circular (7291 pb); (2) pMT-
CHIKYV digerido com Not I (7291pb); (3) pMT-CHIKYV digerido com Nco | (6028/1263 pb); (4)
pMT-CHIKV digerido com Dra 1(5167/1183/692/230/19).

Ap0s a confirmacéo da clonagem, uma preparacédo de plasmideo pMT-CHIKYV foi
misturada com plasmideo de resisténcia a higromicina pCoHygro. Essa mistura foi
utilizada para transfectar celulas S2 entre as passagens 10 e 14 utilizando o reagente

Celfectin (Thermo Scientific). Em seguida, foi adicionada Higromicina ao meio de
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cultivo para exercer pressao seletiva sobre a populagéo de células mista. Dessa forma, as
células ndo transfectadas morreram apo6s 3-4 semanas, restando em cultura a populagéo

selecionada transfectada de forma estavel, S2-MT-CHIKV.

5.2 Determinacdo das condi¢bes padréo para avaliacdo da expressao das proteinas
estruturais de Alphavirus em células S2 recombinantes

De maneira geral, a anélise da expressdo de uma proteina recombinante deve ser
realizada em diversos momentos da cultura, visando definir os melhores momentos para
a coleta da proteina de interesse. Como a detec¢do de VLP no sobrenadante de cultivo
geralmente necessita da concentracdo prévia do material, devido as baixas concentracoes
alcancadas, sendo necessario um processo mais longo e custoso, primeiramente foi
avaliada a expressdo das proteinas estruturais de CHIKV na fracdo celular. Por se tratar
de um promotor de expressdo induzivel, foi avaliada igualmente a concentracdo ideal de
indutor para a expressao das proteinas de interesse. As condi¢Ges padronizadas nessa
etapa foram utilizadas posteriormente para a avaliacdo de outras linhagens celulares

estabelecidas, tanto para a expressdo das proteinas de CHIKV quanto de MAYV.

5.2.1 Determinacao da melhor concentragdo do indutor CuSO4

Anteriormente ao ensaio para determinar a cinética de expressao das proteinas de
CHIKV em células S2, foi realizado um ensaio para avaliar a melhor concentracéo de
agente indutor CuSQO4 para a expressao das proteinas estruturais de CHIKV. A avaliacdo
foi realizada por ensaio de Imunofluorescéncia indireta (IFI) apds a inducdo da expressao
em células S2-MT-CHIKYV por 48 h, utilizando CuSO4 nas concentragdes de 250 uM,
500 puM, 750 uM, 1 mM ou 1,5 mM.

A determinacdo da melhor concentracdo foi realizada por microscopia de
fluorescéncia (Figura 11). Como podemos observar nas imagens obtidas, quando
induzidas com 1 mM de CuSOg (Figura 11- E) as células S2-MT-CHIKYV apresentaram
visivelmente uma maior proporc¢édo de células fluorescentes, quando comparada com as
populacdes na presenca de concentracGes mais baixas de indutor. Foi observado também
que a utilizacdo de 1,5 mM de indutor apresentou um impacto negativo sobre o

crescimento celular, ndo sendo apropriada.
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Figura 11- Teste de imunofluorescéncia indireta (IFIl) para a avaliacdo da melhor concentracéo de agente indutor (CuSOa).

O teste de IFI foi realizado com anticorpo policlonal anti-CHIKV (ATCC VR-1241AF) seguido de anticorpos anti-camundongo conjugados com FITC. As
imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia (Olympus, BX21). Aumento 200X. S2 selvagem (A); S2-MTCHIKYV induzida com 250 uM (B); 500
uM (C); 750 uM (D); 1 mM (E).
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5.2.2 Determinacé@o do melhor tempo apds a indugdo para a anélise da expressédo das
proteinas recombinantes

A expressdo das proteinas de CHIKYV foi monitorada por IFI a partir de 24 h de
inducdo com 1 mM para a definicdo dos melhores tempos de analise. A quantidade de
células marcadas pelo anticorpo anti-CHIKV aumentou visivelmente a partir do tempo
48 h (~80%), permanecendo no mesmo patamar até 72 h (~80%). A partir de 96 h foi
observado um decréscimo na quantidade de células positivas (~30%) (figura 12). Como
ndo foi realizada permeabilizacdo das células, os resultados mostram que a as proteinas

estruturais de CHIKV foram reconhecidas na superficie das células.

Esses dados sugerem que o tempo de 96 horas p6s inducéo seria um bom momento
para avaliar as proteinas de CHIKV no sobrenadante das células S2ZMT-CHIKV, uma vez

que os niveis de expressdo diminuem na membrana celular.

Figura 12- Imunofuorescéncia para avaliacdo da expressao pelo tempo

Resultado de IFI realizado com anticorpo policlonal anti-CHIKV (ATCC VR-1241AF) seguido
de anticorpos anti-camundongo conjugados com FITC. Representando a marcacao de células S2-
MT-CHIKYV de 24h a 96 h pés-indu¢do com CuSOs.

Embora os resultados tenham demonstrado a producéo de proteinas de CHIKV na
superficie das células S2MT-CHIKV, anélises preliminares (Dot e Western blotting) do
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sobrenadante dessas células resultaram em fraca deteccao das proteinas. Dessa maneira,
baseado em estudos anteriores do grupo (Lemos et al., 2008; Santos et al., 2013), foi
realizada nova construcdo para a expressdo das proteinas estruturais de CHIKV,
adicionando o cassete que confere resisténcia a Higromicina (gene de resisténcia e

promotor pCopia) ao vetor pMT-CHIKV.

5.3 Obtengdo do vetor de expressdao pMT-CHIKV-Hy e da populagdo S2MT-
CHIKV-Hy

A clonagem do gene de resisténcia a Higromicina juntamente com o promotor
pCopia no vetor de expressdo pMT-CHIKYV foi realizada em colaboracdo com o grupo de
pesquisa do iBET durante periodo de estagio em Portugal.

Os plasmideos foram extraidos das coldnias positivas e a construcdo do vetor
pMT-CHIKV-Hy foi verificada através da analise do padréo de restricdo da digestdo com
a enzima EcoRI e sequenciamento génico. O padréo de restricdo observado (Figura 13) e
a analise do sequenciamento confirmaram a obtencdo do plasmideo pMT-CHIKV-Hy
(9182 ph).

Figura 13- Gel de agarose para confirmacao da construcdo do pMTCHIKV-Hy

NzyDNA
III (pb)

200

Gel de agarose 1% representando a confirmagéo dos padrdes de restricdo do vetor pMT-CHIKV-
Hy com base no Marcador de peso molecular NzyDNAIII (adicionado a foto do gel em
substituicdo a linha original de dificil visualiza¢do). (1) pMT-CHIKV-Hy (9182 pb); (2) digestdo
com EcoRI (4762/3177/1243 pb)

70



O plasmideo foi entdo utilizado para a transfeccdo de células S2 utilizando
cellfectin (ThermoScientific). Apos a selecdo com higromicina, conforme anteriormente
descrito (item 4.1), a populagdo S2ZMT-CHIKV-Hy foi obtida.

5.4 Analise comparativa da expressdo de proteinas recombinantes pelas linhagens
S2MT-CHIKYV e S2MT-CHIKV-Hy.

As populagbes de células S2ZMT-CHIKV-Hy e S2MT-CHKYV foram avaliadas

comparativamente por IFI nas condi¢des anteriormente padronizadas (Figura 14).

Figura 14- Imunofluorescéncia para avaliacdo da expressdo de proteinas estruturais
de CHIKYV nas populagtes S2ZMT-CHIKV e S2MT-CHIKV-Hy

Anadlise de IFI realizada com anticorpo policlonal anti-CHIKV (ATCC VR-1241AF) seguido de
anticorpos anti-camundongo conjugados com FITC. (A) células S2 selvagens. (B) células S2MT-
CHIKV ap06s 96 horas de inducdo, (C) células S2MT-CHIKV-Hy ap6s 96 horas de indugéo.

Ao comparar a expressao entre as duas populacdes recombinantes, foi concluido
com base na observacdo da quantidade de células fluorescentes, que as células S2MT-
CHIKV-Hy apresentaram um maior nimero de células expressando a proteina. Para fins
de uma diferenciacdo quantitativa mais precisa, as linhagens celulares foram analisadas
por citometria de fluxo (Tabela 6). Ao comparar as linhagens obtidas, foi observado que
as células transfectadas com o vetor contendo o gene de resisténcia a Higromicina
incorporado (S2MT-CHIKV-Hy) apresentaram quase o dobro da porcentagem de células
fluorescentes (FITC +) e maior mediana de fluorescéncia em relagdo as SMT-CHIKV
(Tabela 6).
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Tabela 6- Comparacédo da expressdo de proteinas de CHIKV em células S2MT-
CHIKYV e S2MT-CHIKV-Hy por citometria de fluxo

Porcentagem de Mediana de
Células Células Fluorescentes Fluorescéncia
(FITC)
Controle (células selvagens) 9 32
S2MTCHIKYV 36,1 68
S2MTCHIKV-Hy 69,9 172

Com o propdsito de enriquecer a populacdo para obter uma quantidade ainda
maior de células expressando as proteinas do CHIKV, as células S2ZMT-CHIKV-Hy
foram mantidas sob pressao seletiva adicional com 300 pg/mL de Higromicina por 4
semanas (dados ndo apresentados). Em seguida foi realizada uma selegéo

imunomagnética dessa populagdo de células.

5.5 Caracterizacao das proteinas de CHIKYV expressas e avaliacdo da producéo de
VLP de CHIKYV a partir de células S2 recombinantes

A expressdo das proteinas estruturais de CHIKV a nivel celular e no sobrenadante
das populacbes selecionadas S2MT-CHIKV e S2MT-CHIKV-Hy, foi realizada
primeiramente em ensaios de Western Blotting. Para a avaliacdo da presenca de proteinas
de CHIKV no sobrenadante, indicativo da presenca de VLP, o sobrenadante foi coletado
apos 96 horas de inducdo, concentrado por ultracentrifugacdo e analisado em paralelo aos

extratos celulares (Figura 15).
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Figura 15- Expressdo de proteinas estruturais do CHIKV detectada por Western

blotting

Western blotting para comparacdo de expressao de proteinas de CHIKV apds a indugdo com 1
mM de CuSO, em diferentes tempos: 1) Células S2 selvagens (controle negativo); 2) Células
S2MT-CHIKV [/ 72 h; 3) Células S2MT-CHIKV-Hy / 72 h; 4) Células S2MT-CHIKV / 96 h; 5)
Células S2MT-CHIKV-Hy / 96 h; 6) Sobrenadante concentrado de S2MT-CHIKV / 96 h; 7)
Sobrenadante concentrado de S2MT-CHIKV-Hy / 96 h; 8) Controle positivo (CHIKYV inativado).

O peso molecular previsto para as proteinas estruturais do CHIKV ¢é de 138 kDa
para a poliproteina precursora C-E3-E2-6k-E1; 62 kDa para P62 (complexo E3/E2 antes
da clivagem final por furina membranéria); 47 kDa para ambas E2 e E1; 29 kDa para
capsideo (C); e 6 kDa para proteina 6K.

A analise mostrou uma marcacdo intensa da proteina C no lisado celular e no
controle positivo (CHIKV- inativado). Uma marcagdo mais fraca, de mesmo tamanho
pode ser vista para as amostras de sobrenadante concentrado. Esse primeiro resultado

apontou a possivel formacao do nucleocapsideo nas VLP.

A deteccdo de apenas uma proteina tanto nas amostras como no controle positivo,
sugere que o anticorpo utilizado, embora policlonal e descrito como anti-CHIKV

(produzido pela injecdo de um virus integro) detecta eficazmente apenas essa proteina

(©).

Este resultado mostra que foi possivel padronizar um procedimento de Western
blotting para a detec¢do de proteina estrutural de CHIKV referente a proteina da capside
(29 kDa), viabilizando a analise da expresséo recombinante, bem como detectar sinal no

sobrenadante do cultivo, sugerindo a formagéo de VLP.
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5.6 Comparacédo da expressdo de proteinas de CHIKV no sobrenadante de células
S2MT-CHIKV e S2MT-CHIKV-Hy cultivadas em meio de cultura SF900™-]11
SFM (Gibco™) suplementado

Tendo em vista que a deteccdo das proteinas de CHIKV no sobrenadante se deu
de forma limitada nos primeiros ensaios, com bandas aparecendo em uma intensidade
muito baixa quando comparadas as bandas obtidas a partir de amostras de lisados
celulares, foi realizado um ensaio para a deteccdo em amostras de sobrenadante mais
concentrado. Além disso, as populacdes celulares foram cultivadas em meio SF900 Il
enriquecido com lipideos, buscando enriquecer o meio de cultura em componentes

importantes para o brotamento das VLP e manutenc¢éo da viabilidade celular.

O sobrenadante de duas populagdes celulares S2MT-CHIKV e S2ZMT-CHIKV-
Hy cultivadas em meio de cultura SF900™-]1I SFM, suplementado ou n&o, foram

concentrados e comparados por Western blotting (Figura 16).

Foi observado que em todas as condicOes testadas houve marcagdo positiva
correspondente ao tamanho esperado para a proteina de capsideo viral (proteina C, 30
kDa), indicando a presenca da expressdo no sobrenadante das células recombinantes
(Figura 16 B). Contudo, quando a deteccéo foi realizada com anticorpo monoclonal anti-
E2 de CHIKV (anti-ENV-CHIKYV), somente a populagdo S2MT-CHIKV-Hy apresentou
marcacdo positiva para a proteina de envelope (E2 ~ 45 kDa), igualmente ao controle
positivo (Figura 16 A). Ao comparar a marcacdo com anti-E2, constatou-se que o
sobrenadante de células cultivadas em meio de cultura SF900™-III SFM (Gibco™)
suplementado mostrou uma banda mais intensa, sendo um indicativo de que a
suplementacdo do meio de cultura com a adicdo de uma emulsdo lipidica favoreceu a

expressao de VLP.
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Figura 16- Comparacdo da expressdo de proteinas em células S2ZMT-CHIKV e
S2MT-CHIKV-Hy cultivadas em meio de cultura SF900™-I11 SFM (Gibco™) com
ou sem suplementacéo de lipideos

E2

Western blotting para comparagdo de expressdo de proteinas de CHIKV no sobrenadante de
celulas recombinantes em meio SF900 Il convencional ou suplementado. A) Marcagdo com
anticorpo Monoclonal anti-E2 de CHIKV e B) Marcacéo com anticorpo Policlonal anti-CHIKV.
Amostras de sobrenadante concentrado: 1) S2 selvagem (controle negativo); 2) S2MT-CHIKV
em SF900™-II SFM; 3) S2MT-CHIKV-Hy em SF900™-[II SFM; 4) S2MT-CHIKV em
SF900™-111 SFM suplementado; 5) S2MT-CHIKV-Hy em SF900™-I1I SFM suplementado; 6)
controle positivo (CHIKYV inativado).

O sinal obtido para a proteina C (Figura 16B) apresentou-se homogéneo entre
todas as amostras. A deteccdo de uma proteina adicional na membrana marcada com 0s
anticorpos policlonais ainda é uma incdgnita. De fato, dois trabalhos anteriores em que
esses mesmos anticorpos foram utilizados (Tretyakova et al., 2014; Hidajat et al., 2016),
mostraram um perfil de marcacdo semelhante. No primeiro € argumentado que o soro foi
desenvolvido a uma cepa de CHIKYV especifica (S27) e por isso ndo sdo vistas as demais
estruturais além da proteina C no virus em estudo (181/25). No segundo, utilizando o
mesmo virus 181/25 sdo vistas todas as proteinas estruturais, porém a quantidade de
material inserida é bem maior. Em ambos existe a marcacdo de uma proteina ao redor de

28 kDa a partir de amostras de virus, tal qual ocorre com nossas preparacoes.

A partir deste resultado, a expressdo de VLP foi realizada utilizando meio de
cultura suplementado e a populacdo S2MT-CHIK-Hy foi definida para expressao de VLP
de CHIKV.
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5.7 Construcao do vetor de expressdao pMT-MAYV-Hy

O cDNA das proteinas estruturais do MAYV (C, E3, E2, 6k, E1), obtido a partir
da transcricéo reversa do RNA de MAYYV selvagem, foi clonado no vetor pMT-CHIKV-
Hy ap0s a retirada das sequéncias correspondentes ao CHIKV, conforme descrito em

materiais e métodos.

A confirmacdo da construcdo do vetor pMT-MAY V-Hy foi verificada através dos
padrGes de restricdo apoOs digestdo com as enzimas EcoRI, Kpnl e Scal e pelo
sequenciamento génico. O padrdo de restricdo observado (Figura 17) e a analise do
sequenciamento confirmaram a obtencao do plasmideo pMT-MAYV-Hy (9100 pb). Para
uma visualizacdo mais clara dos padrdes de restricdo, o desenho do marcador foi inserido

ao lado da imagem do gel de agarose 1%.

Figura 17-Gel de agarose para confirmacao da construcdo do pMT-MAYV-Hy
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Gel de agarose 1% representando a confirmacao dos padrdes de restri¢do do vetor pMT-MAYV-
Hy com base no marcador de peso molecular Lambda Hindlll. 1) pMT-MAYV-Hy circular (9152
pb); 2) pMT-MAYV-Hy digerido com Scal (6838/2314 pb); 3) pMT-MAYV-Hy digerido com
EcoRI (4732/3177/1243pb); 4) pMT-MAYV-Hy digerido com Kpnl (4017/3165/1235/735 pb).

Apos a confirmacdo da correta clonagem do cDNA das proteinas estruturais do
MAYYV foi realizada a transfecgéo de células S2, obtendo a populagdo S2MT-MAYV-Hy

apos a selecdo com higromicina.
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5.8 Andlise comparativa da expressdo de proteinas recombinantes pelas linhagens
S2MT-MAYV-Hy apos selecdo imunomagnética (iMAC)

Com o proposito de enriquecer a populacéo de células expressando as proteinas
de MAYYV foi realizado um protocolo anteriormente estabelecido no laboratério para
células S2 recombinantes (Santos et al., 2013). Para isso, as células S2ZMT-MAYV-Hy
foram mantidas sob presséo seletiva adicional com 300 ug/mL de higromicina por 4
semanas. Em seguida foi realizada uma selecdo imunomagnética, utilizando “beads”
conjugadas com anticorpos anti-anticorpos de camundongo. As células foi adicionado
anticorpo de camundongo anti-MAYYV, de forma que as células apresentando grande
quantidade de proteina expressa na superficie foram marcadas com as “beads”
magnéticas, sendo selecionadas positivamente em um campo magnético. Apos o
procedimento de selecdo, as células foram expandidas e induzidas para a andlise da

expressdo das proteinas de MAYV por citometria de fluxo (Tabela 7).

Tabela 7- Comparacdo da expressao de proteinas de MAYV ap0s enriquecimento

por selecdo imunomagnética

Porcentagem de Mediana de
Células Células Fluorescentes Fluorescéncia
(FITC)
Controle (células selvagens) 9 32
S2MTMAYV-Hy 73 110
S2MTMAYV-Hy selecionado 67,8 244

A partir dos dados apresentados, podemos observar que, embora a populacao de
células positivas para a expressao das proteinas nao tenha sido alterada significativamente
(de 73 % para 67,8 %) a selecdo imunomagnética resultou na selecdo de células com
maior intensidade de fluorescéncia (mediana de fluorescéncia passou de 110 unidades de
fluorescéncia para 244). O valor mais elevado da mediana de fluorescéncia significa que
uma maior quantidade de anticorpos (primarios e consequentemente secundarios) se ligou
as celulas recombinantes, provavelmente em consequéncia da maior expressao das

proteinas recombinantes na superficie dessas celulas.
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Para os ensaios seguintes de avaliacdo da expressdo de VLP foi utilizada a

populacdo enriquecida por sele¢do imunomagnética.

5.9 Avaliacao da expressdo das proteinas de Alphavirus no formato de VLP

Os ensaios realizados para a avaliacdo da expressao das proteinas de Alphavirus
no formato de VLP compdem uma das etapas fundamentais deste trabalho. Para essa
avaliacdo, o sobrenadante de células S2ZMT-CHIKV-Hy e de S2MT-MAYV-Hy foram
concentrados em gradiente de sacarose e/ou iodixanol. O produto desse processo de
concentracdo e purificacdo parcial foi analisado por trés diferentes técnicas, segundo a
disponibilidade no momento em que as células recombinantes estiveram estabelecidas:
Nanosight e Zetasizer (VLP de CHIKV) e microscopio eletronico de transmissdo (VLP
de MAYYV e CHIKV).

Primeiramente foi realizada uma anéalise para a verificacdo da presenca de VLP
de CHIKV no sobrenadante de células S2MT-CHIKV (Figura 18). Esta analise foi
realizada no IBET (Portugal), porém no momento ndo havia células S2 selvagens
disponiveis para serem utilizadas como controle negativo, neste caso, foi selecionado o
sobrenadante de células SZMTCHIKYV sem inducdo para ser utilizado como controle.
Com base no resultado da analise por Nanosight foi possivel detectar particulas esféricas
com tamanho médio de 100nm e concentracdo de 1,14 x 10% particulas/mL, sugerindo
assim a formacdo e concentracdo por gradiente de sacarose das CHIKV-VLP. Os
controles (PBS e células ndo induzidas) apresentaram particulas de tamanhos

heterogéneos variando de 40 nm a 270 nm (dados ndo apresentados).
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Figura 18- Andlise de formacéo de VLP por Nanosight

® Controle negativo

Sobrenadante S2MTCHIKV
. ndo induzido (100x)

= Sobrenadante S2MTCHIKV
induzido (100x)

H 100

Concentragao de VLP (E08)/mL

0,49

Anélise por Nanosight da concentracdo de particulas apés ultracentrifugacdo do sobrenadante de
cultivo. Controle negativo consistiu em PBS utilizado para ressuspender as células apds
ultracentrifugacdo; O sobrenadante das células S2MTCHIKYV néo induzidas foi utilizado como
um segundo controle negativo (concentrado 100 vezes); Amostra do sobrenadante de
S2MTCHIKV apds indugdo com 1 mM de CuSOs concentrado cem vezes. A imagem é
representativa de uma analise em duplicata.

Quando analisadas no equipamento Zetasizer, as amostras de sobrenadante de
cultura de células S2MT-CHIKV-Hy apresentaram particulas com tamanho médio de 70

nm (Figura 19).

Figura 19- Determinacao do tamanho das VLP por Zetasizer

Volume (% da amostra)

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
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Determinacdo do tamanho de particulas ressuspendidas em PBS mensurado por Zetasizer. O
sobrenadante do cultivo de células S2MT-CHIKV-Hy contendo as VLP foi ultracentrifugado e

79



resuspendido em tampdo PBS. A leitura foi feita em triplicata: VLP1, VLP2 e VLP3. As VLP
apresentaram um tamanho médio de 70 nm (eixo X).

Como forma de obter uma evidéncia mais segura da formacdo das VLP, foi

realizada a analise por microscopia eletronica de transmisséo (Figura 20).

A microscopia realizada a partir de cortes de células apos a inducéo da expresséo,
mostra que em ambas as populacdes SZMT-CHIKV-Hy e S2MT-MAY V-Hy foi possivel
observar o momento em que algumas particulas esféricas sdo formadas (Figura 20, Ae B
respectivamente). Finalmente, quando analisadas as VLP obtidas por purificagéo-
concentracdo em colch&o de sacarose ou gradiente de iodixanol, constatou-se que neste
ultimo foi obtida uma amostra mais limpida e aparentemente mais concentrada, enquanto
que as amostras resultantes da purificacdo em colchdo de sacarose apresentaram um
depdsito e a presenca de artefatos. Quanto a andlise das VLP, as imagens obtidas por
TEM mostram particulas esféricas, semelhantes ao virus selvagem, com tamanho

variando de 60nm a 90nm.
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Figura 20- VLP de Alphavirus obtidos a partir de células S2 analisadas por TEM

Micrografias obtidas por TEM mostrando VLP produzidas por células S2. A) brotamento de
VLP-CHIKYV a partir de célula S2MT-CHIKV-Hy (70000x); B) brotamento de VLP-MAYYV a
partir de célula S2ZMT-MAYV-Hy (75000x); C) VLP-CHIKV purificadas em gradiente de
lodixanol (70000x); D) VLP-CHIKV purificadas em colchdo de sacarose 20% (70000x)
Descri¢do: (=) Marcacéo de VLP e (*) Marcacdo de vesiculas. .

Com base nas imagens obtidas, foi adotada a metodologia de purificagéo das VLP
por ultracentrifugacdo em gradiente de densidade de iodixanol. Dessa forma, ap6s a
purificagdo e concentragdo das amostras, as fragdes positivas foram coletadas de um “anel
visivel” formado apos a ultracentrifugagdo e foram analisadas por Western blotting nas
fracBes com densidade 17-30 %, no tamanho correspondente a proteina C para VLP de
CHIKYV e ao tamanho correspondente a proteina E2 para VLP de MAYV (Figura 21). A
formacdo do anel no gradiente e a correspondente presenca das proteinas virais em uma

81



pequena faixa do gradiente sdo um indicativo da formacéo de VLP estaveis e com certa

homogeneidade.

Figura 21- Andlise da purificacdo por gradiente de densidade lodixanol
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Western blotting representando as fracbes positivas de MAYV -VLP (marcadas com anticorpo
policlonal anti-MAYV) e CHIKV -VLP (marcadas com anticorpo policlonal anti-CHIKV)
coletadas apds a concentracao utilizando o gradiente de densidade iodixanol, tendo a densidade
de fracBes mensuradas por densitometria, sendo detectadas entre 17% a 30%.
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5.10 Cinética de crescimento celular e expressao de VLP

O crescimento celular apresentado pelas linhagens S2 selvagens, S2ZMT-MAYV-
Hy e S2MT-CHIKV-Hy em meio de cultura suplementado foi semelhante ao crescimento
de outras linhagens celulares provenientes de células S2 transfectadas e ja caracterizadas
no laboratério (Figuras 22, 23 e 24). Tipicamente, a concentracdo celular pode atingir de
1 a2 x 107células/mL (Ventini et al., 2010).

Figura 22- Cinética de crescimento de células S2 selvagens
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Gréfico representativo da cinética de crescimento de células S2 selvagens em meio de cultura
SF900 + CD Lipid, incubadas a 28 °C a 100 rpm. Concentracdo celular Xv (triangulos);
Viabilidade celular (tragos).

Figura 23- Cinética de células S2ZMT-CHIKV-Hy e expressao de VLP
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Gréfico representativo da cinética de crescimento de células S2MT-CHIKV-Hy em meio de
cultura SF900 + CD Lipid, incubadas a 28 °C a 100 rpm. Cinética de crescimento celular (A):
Concentragdo celular Xv (tridngulos); Viabilidade celular (tragcos); Inducdo da expressdo em 24
h de cultivo pela adicdo de CuSQOs (seta). Western blotting para a avaliagdo da presenca de VLP
no sobrenadante concentrado a partir de diferentes tempos de cultivo (B). A marcagéo das VLP
foi realizada com anticorpo policlonal anti-CHIKYV (ATCC).
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Figura 24- Cinética de células S2MT-MAYV-HyML1 e expressdo de VLP
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Dado representativo da cinética de crescimento de células S2MT-MAYV-HyM1 em meio de
cultura SF900 + CD Lipid, incubadas a 28 °C a 100 rpm. Cinética de crescimento celular (A):
Concentragdo celular Xv (triangulos); Viabilidade celular (tragos); Indugdo da expressdo em 24
h de cultivo pela adicdo de CuSO, (seta). Western blotting para a avaliagdo da presenca de VLP
no sobrenadante concentrado a partir de diferentes tempos de cultivo (B). A marcagéo das VLP
foi realizada com anticorpo policlonal anti-MAYV (ATCC).

As células S2 recombinantes induzidas em 24 horas de cultivo com 1 mM CuSO4
para producgéo de VLP apresentaram a mesma taxa de crescimento que as S2 selvagens
(uméx de 0,0011) até 24 horas pés-inducdo e apOs esse momento apresentaram uma
reducdo nesta taxa (periodo de 72 a 120 horas) tendo uméx de 0,0085 para células S2
selvagens de 0,0012 para células S2MT-CHIKV-Hy e de 0,0015.para células S2MT-
MAYV-Hy.

Ao analisar a producdo de VLP pelas células S2 transfectadas, foi possivel
detectar a producdo de proteinas a partir de 24 horas de inducdo com um aparente aumento
no decorrer do tempo de cultivo, sugerindo que as VLP estejam se acumulando no
sobrenadante com o decorrer do cultivo. Esse fato é importante, pois € um primeiro
indicativo de que o sistema de expressao possa estar gerando estruturas com estabilidade
adequada. E importante ressaltar que o anticorpo anti-MAYV utilizado nesse estudo n&o
possui a mesma afinidade e performance que o anticorpo anti-CHIKV. Apesar de

amplamente testado e de varias tentativas de padronizacdo, constatou-se que sua ligagédo
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até mesmo ao virus obtido de cultura de células ndo permite a obtencdo de bons

resultados, seja pela utilizacao de técnicas de fluorescéncia ou de blotting.

5.11 Avaliacéo preliminar da imunogenicidade in vivo

Para verificar preliminarmente o potencial imunogénico das preparacées obtidas
a partir das células de inseto, foi realizado um experimento de imunizacdo de
camundongos. Ap6s duas imunizacGes, 0s animais ndo apresentavam quantidades
detectaveis de anticorpos anti-Alphavirus, por esse motivo receberam uma dose de
reforco contendo MAYV ou CHIKV inativados com betapropiolactona, enquanto 0s
controles receberam apenas uma dose da mesma preparacao de virus inativados. Os soros
foram coletados e analisados por ELISA, em placas sensibilizadas com o0s virus

inativados (Figura 25).

Figura 25 - Resposta de anticorpos anti-Alphavirus em animais imunizados.
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Resultado de ELISA de soros diluidos 1:100 dos animais imunizados com células S2. Como
controle foi utilizado o soro de animais imunizados somente uma vez com o virus inativado. A
leitura da absorbancia foi realizada a 492 nm. Para a analise estatistica foi utilizado o Teste T
bicaudal.

Os resultados do ensaio de imunizacdo mostram que as células S2 recombinantes
foram capazes de sensibilizar o sistema imune dos animais contra 0s antigenos presentes
nos virus. Isso ficou comprovado especialmente com a preparacdo em que foi avaliado o
efeito para MAYV, em que a diferenca entre os animais sensibilizados previamente com
as celulas S2ZMTMAYV-Hy e o0s que apenas receberam o virus inativado foi

estatisticamente significativa (p < 0,05). Para as amostras de CHIKV néo houve diferenca
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estatistica devido ao baixo numero de animais e uma variancia maior, porém o resultado
indica um efeito de reforgo apds a imunizagdo com CHIKYV inativado.

Como as preparagOes de VLP ainda estavam sendo feitas de forma limitada, e
destinadas a andlise estrutural e dos passos de purificacdo, nesses ensaios foram usados

lisados celulares contendo as proteinas estruturais de Alphavirus
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6. DISCUSSAO

No processo de selecdo do hospedeiro apropriado para expressdo funcional de
uma proteina, as ceélulas S2 sdo uma alternativa as células de mamiferos ou a outros
sistemas de células de insetos utilizando infec¢do viral .Este sistema néo litico e baseado
em plasmides, de fato, combina varias vantahens fisioldgicas e de bioprocessos que to
tornam uma ferramenta altamente potente e escalonavel para producdo de proteinas de
membrana com uma gama de aplicacOes, entre essas temos: a caraterizagdo funcional,
determinacéo do perfil farmacoldgico, caracterizacdo estrutural e producdo de vacinas
(Brillet et al., 2010).

H& mais de 10 anos o uso do sistema de expressao de proteinas baseado em células
S2 vem sendo estudado por nosso grupo de pesquisa. Um dos primeiros trabalhos
publicados envolve 0 emprego desse sistema para expressao da glicoproteina do virus da
raiva (Yokomizo et al., 2007). Em vista dos resultados promissores que obtivemos na
expressdo desta proteina, escolhemos esse sistema para a expressdo de proteinas

estruturais de arbovirus.

O uso de VLP em vacinacdo é uma abordagem relativamente nova. Seu uso
combina a eficacia das vacinas inativadas com o perfil de seguranca das vacinas de
subunidades. Na maioria das vezes, as VLP possuem a mesma morfologia de seus virus
homologos, com excecdo do &cido nucléico que ndo esta presente, o que as torna seguras
por ndo serem infeciosas e, portanto, incapazes de se espalhar ou causar doenca. Por outro
lado, sua semelhanca as estruturas virais relacionadas é uma caracteristica capaz de
potencializar a resposta imune, quando comparadas as vacinas de subunidade. Além
disso, as VLP podem ser produzidas sob condi¢cdes padrdo de laboratério, em contraste
com a maioria dos virus patogénicos que sao utilizados nas vacinas inativadas e com isso

necessitam de laboratérios de nivel de seguranga elevados.

Uma consulta sobre “VLP” e “vacinas” na plataforma do NIH no website do
“clinicaltrials.gov” retornou 118 estudos sobre “virus like particles”. Alguns desses
estudos encontram-se em fase de recrutamento (Fase |) e outros ensaios ja estdo
completos. Entre os estudos de VLP e vacinas, grande parte estdo relacionados a
Influenza, Papilomavirus (HPV) e Norovirus. Na mesma plataforma estdo cadastrados 26
ensaios relacionados a vacinas de CHIKV, entre as Fase | a IV, relacionados a
imunogenecidade, seguranca e tolerancia em sujeitos de pesquisa saudaveis. Ndo foram
encontrados ensaios clinicos envolvendo vacinas para MAYV.
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Existem diversos atrativos para o uso de células de insetos na producédo de VLP
de arbovirus. Dentre eles, o fato de que os insetos sdo hospedeiros naturais de arbovirus,
o0 que significa que o folding das proteinas virais e modificacdes pos-traducionais tendem
a ser bem processadas em células de inseto, sendo uma excelente escolha para producgéo
de VLP de alta qualidade. Algumas células de insetos, como de lepidopteros ja
apresentam um perfil de seguranca e s@o utilizadas na produgdo de algumas vacinas

humanas e veterinarias (Pijlman, 2015).

O uso de VLP no desenvolvimento de vacinas como ja foi demonstrado
anteriormente, vem sendo uma estratégia promissora em termos de imunogenicidade e
seguranga. Com isso, este trabalho teve como foco a expressdo de CHIKV-VLP e
MAYV-VLP em células de insetos, utilizando um sistema de expressdo recombinante

baseado em células S2 (Drosophila Expression System -DES).

Embora o desenvolvimento de uma vacina contra o CHIKV tem sido citado por
muitos estudos, até 0 momento ndo ha uma vacina disponivel comercialmente (Akahata
etal., 2010; Mallilankaraman et al., 2011; Akahata e Nabel, 2012; Gorchakov et al., 2012;
Weaver et al., 2012; Metz et al., 2013; Plante et al., 2015; Dezure et al., 2016; Metz e
Pijlman, 2016; Erasmus et al., 2017; Tharmarajah et al., 2017). No caso do virus
Mayaro, além de ndo haver uma vacina disponivel comercialmente, ha pouca quantidade
de estudos realizados sobre a imunidade a esse virus. Pelo menos dois estudos relataram

candidatos com um potencial vacinal (Robinson et al., 1976; Weise et al., 2014).

Como descrito anteriormente, para a obtencdo dos clones produtores de VLP de
CHIKYV, os genes das proteinas estruturais de CHIKV (E3-E2-C-6k- -E1) foram inseridos
no vetor de expressdo comercial indutivel pMT/V5-His. Com a confirmacdo da
construcdo, seguimos com a transfeccdo e pressao seletiva com higromicina, obtendo

assim os clones produtores.

Este sistema de expressdo quando utilizado o promotor indutivel pMT
(metalotioneina), requer a adi¢do de um metal pesado a cultura celular para que as células
iniciem o processo de producdo de proteina heter6loga. A concentracdo de CuSO4
sugerida pelo sistema de expressao de células S2 e de 500 uM. Entretanto, como descrito
pelas especificacbes do protocolo do sistema de expressao em células S2, concentragdes
mais altas de indutor podem ser necessarias para algumas proteinas (Millar et al., 1994),

fazendo-se necessario um ensaio de determinacdo da concentracdo do indutor. As
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diferentes concentracdes do indutor sobre a expressdo das proteinas do CHIKV foram
avaliadas por IFI ap6s 48 horas, nas concentragdes de 250 uM, 500 uM, 750uM, 1 mM e
1,5 mM. Com isso, determinamos a concentragdo de 1 mM de CuSO4 como ideal, pois
foi observada uma marcacdo celular mais intensa e mais células fluorescentes ao
comparar com as concentragdes mais baixas. Além disso, concentrac@es mais altas que 1

mM aparentaram ser toxicas ao cultivo pois inibiram o crescimento celular.

Ap0s determinada a concentracdo de uso do indutor, seguimos com a avaliagédo
do melhor tempo de expressédo de proteinas estruturais de CHIKV apos a inducao. Nossos
resultados de IFI indicaram que ap6s 96 horas de indugdo ocorria a perda da marcacgao
das proteinas recombinantes, o que poderia ser um indicativo de queda na producéo de
VLP. Com isso, determinamos de forma preliminar que o melhor tempo de analise/coleta
de proteinas estruturais de CHIKV € de 96 horas po6s-inducdo (5° dia de cultivo).
Posteriormente esses resultados foram confirmados pela realizacdo de um ensaio de

cinética de crescimento celular e expresséo de VLP.

A co-transfeccdo de vetores de expressdo e selecdo é vista como uma desvantagem
uma vez que na entrega do vetor algumas células podem receber somente o vetor de
selegdo e com isso, apos a pressao seletiva essas células sdo resistentes porem “vazias”
por ndo conter o vetor de expressdo. A insercao do gene de selecdo da Higromocina no
vetor de expressdao pMT, ja havia sido avaliada anteriormente em nosso laboratorio,
levando a uma maior quantidade de células contendo o vetor de interesse (Dos Santos et
al., 2009). A mesma abordagem ja descrita foi empregada neste trabalho com a finalidade

de aumentar a expressao heterdloga.

Quando comparamos a expressao de proteinas estruturais de CHIKV entre as
populacdes SZMT-CHIKYV e S2ZMT-CHIKV-Hy por IF1 e citometria de fluxo observamos
que as células S2MT-CHIKV-Hy possuiam praticamente o dobro de células CHIKV
positivas que as células S2MT-CHIKV. Esses dados corroboram os estudos anteriores do
grupo e apontam definitivamente para a necessidade de utilizar vetores plasmidiais
contendo o gene de selecdo ao invés de recorrer ao método de co-transfeccdo, no

estabelecimento de populagdes de células S2 recombinantes.

Os dados do Western blotting (Figura 14), nos mostram que foi possivel detectar
proteinas estruturais do CHIKV em ambas as populacbes (lisados celulares e

sobrenadante) com marcacdo igual ao controle positivo (CHIKV inativado). Resultados
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similares foram relatados por outros autores ao expressar CHIKV VLP (C, E3, E2, 6K,
E1) por outros sistemas de expressdo (Noranate et al., 2014; Metz e Pijiman, 2016).
Comparando as populagdes, foi verificado que a intensidade da marcagéo foi maior nas
amostras de lisado celular e sobrenadante de cultivo da populacdo S2-MTCHIKV-Hy.
Neste momento, com base nos dados apresentados, o uso de células S2-MTCHIKV-Hy

foi definido como a melhor escolha para producéo de CHIKV-VLP.

A obtencéo dos clones produtores de MAYV-VLP foi realizada apds a obtencédo
dos clones produtores de CHIKV-VLP. Desta forma, alguns parametros como a utilizacéo
de vetor de expressdo contendo o gene da higromicina incorporado; a analise de expressao
com 96 horas pés-inducdo; e a indugdo com 1 mM de CuSOs, que foram definidos
anteriormente para as células produtoras de CHIKV-VLP, apds a analise dos resultados
de IFI, citometria de fluxo e Western blotting , foram aplicados na obtencédo das células
S2MT-MYAV-Hy e para a analise das MAYV VLP.

Logo apos a obtencdo dos clones produtores de VLP de CHIKV e MAYYV, foi
realizada uma selecdo imunomagnética das células S2-MTMAYV-Hy e S2-MTCHIKV-
Hy, obtendo um enriquecimento populacional das células apresentando boa expressao.

A analise comparativa da expressao de MAYYV entre as linhagens S2-MTMAY V-
Hy selecionadas e ndo selecionadas deixou claro que ap6s a selecdo imunomagnética foi
obtida uma populacdo mais produtiva, apresentando um aumento no nivel de expressao.
Em estudos anteriores, tal tratamento também apresentou resultados promissores em

célula S2 expressando a glicoproteina do virus da raiva (Santos et al., 2016).

A suplementacdo de meios de cultura de células com soro animal é uma pratica
comum em pesquisa biotecnoldgica, uma vez que esta suplementacdo fornece nutrientes
e fatores que sdo essenciais para o crescimento e proliferacdo celular. Porém, a
composigdo pouco definida do soro e a variagdo de lote a lote, bem como o potencial risco
de contaminacdo com agentes adventicios dificultam a seguranca e a padronizagdo dos
cultivos celulares, fazendo do soro animal um suplemento pouco desejavel para a
producdo de biofarmacos (Usta et al., 2014). Além disso, a maioria das proteinas animais
presentes no soro € imunogénica, aumentando a complexidade do processo de purificacao
pela necessidade de eliminar essas proteinas indesejadas, o que implica no aumento do

custo do processo. Assim, o uso de meios livres de soro e meios quimicamente definidos
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representa uma alternativa ao uso de meios com soro animal para o cultivo de células
(Rodrigues et al., 2009; Rodrigues et al., 2012).

No entanto, em um cultivo celular utilizando meio de cultura livre de soro fetal, a
falta da fraco lipidica normalmente suprida pelo soro foi descrita como uma das maiores
causas na diminui¢do de produtividade da formacéo de particulas virais. Ainda, os lipidios
sdo relacionados como componentes fundamentais para a producao de vetores retrovirais
infectivos (Rodrigues et al., 2012) e também na producéo de lentivirus (Gélinas et al.,
2017).

Os lipidios desempenham vérias funcdes para as células: atuam como fonte de
energia, estdo envolvidos no processo de sinaliza¢do celular e compdem a membrana
celular. Muitas vezes sao criticos para a producdo de biofarmacos, por estarem envolvidos
na sintese de proteinas, modificacBes pds-traducionais e ainda na secrecdo de proteinas
que ocorre através de membrana lipidica. Embora as células possam sintetizar o colesterol
e alguns acidos graxos, a adicdo de lipidios as células pode aumentar o crescimento e o
metabolismo celular. A partir disso, estudos relatam que a suplementacdo de meios de
cultura com lipidios resultam no aumento dos niveis de expressédo de proteinas por célula
(Van Der Valk et al., 2010).

Em vista dos pontos apresentados sobre as vantagens de suplementacao lipidica
do meio de cultura, o meio SF900-111 comumente utilizado em nosso laboratério para o
cultivo de células S2 foi suplementado com CDLipid (Chemically Defined Lipid
Concentrate- ThermoFisher) (1:100). Com base na figura 16, nossos resultados mostram
que a adicdo de uma emulsdo lipidica efetivamente levou a uma maior producao relativa
de VLP. Esse resultado levou a adocao da suplementagdo do meio de cultivo com lipideos
para a realizacdo da producao de maiores quantidades de VLP, visando sua purificacdo e

caracterizacdo.

No entanto, a deteccdo de proteinas estruturais dos Alphavirus no sobrenadante
das células transfectadas ndo configura dado suficiente para afirmar que essas proteinas
estdo associadas no formato de VLP. Para isso sdo necessarios procedimentos analiticos

especificos efetuados sobre amostras concentradas e ao menos parcialmente purificadas.

O procedimento de separagdo das VLP de outras proteinas e estruturas celulares
tem sido um dos principais gargalos ao desenvolvimento dessa tecnologia. O processo

completo de recuperacdo de VLP pode ser divido em 3 fases: 1) clarificacdo, 2)
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concentracdo/ purificacdo intermediaria e 3) polimento. Neste trabalho o processo de
clarificacdo consistiu em uma centrifugacdo em alta velocidade (~8000 g) por 15 min
com refrigeragéo (4 °C), seguida de uma filtracdo a 0,45 um. Na fase de concentragéo e
purificacdo intermediaria, duas etapas foram necessarias: primeiro foi realizada uma ultra
centrifugacdo de todo material clarificado para concentracdo das VLP, que foram
recuperadas em um pellet formado no fundo do tubo. Esse material foi ressuspendido
cuidadosamente em tampdo TNE e submetido ao passo seguinte de purificagdo

intermediaria.

Algumas VLP podem ser purificadas por ultracentrifugacdo utilizando CsCl,
sacarose ou gradiente de iodixanol. Durante meu periodo de estagio no iBET, padronizei
técnicas de concentracdo de VLP e tal conhecimento estd sendo empregado na
concentracdo de outras VLP produzidas no laboratério. A utilizacdo de sacarose na
purificacdo de CHIKV-VLP ¢ aplicada em alguns trabalhos, entretanto é conveniente para
producdo em pequena escala, sendo pouco escalonavel e laboriosa (Peixoto et al., 2007;
Sahaet al., 1994).

O reagente iodixanol (OptiPrep™) vem sendo empregado na purificagdo de
diversos virus como HIV-1, HTLV-1, Adenovirus associado recombinante (rAAV), HCV
entre outros virus (Gias et al., 2008; Guo et al., 2012). O iodixanol oferece grandes
vantagens ao ser comparado a sacarose para a purificacdo em gradiente. O meio é menos
Vviscoso, apresentando também menor toxicidade, permitindo um subsequente ensaio de
infeccdo viral sem a necessidade de sua remocdo. Além disso, ele possui uma
osmolalidade mais baixa e pode ser diluido em tamp®es iso-osmoticos, permitindo que as
particulas possam ser purificadas em condi¢fes em que sua integridade e funcionalidade

estejam preservadas (Graham, 2002).

Obtivemos um maior sucesso com a separacdo feita com gradiente de iodixanol,
uma vez que foi possivel observar um “anel” contendo as particulas, e a detec¢ao de VLP
de CHIKV e MAYYV nas fragdes de densidade de 17 a 30 %. Em outro estudo em que foi
utilizado iodixanol para separacdo de CHIKV VLP, obtidas por outros sistemas de
expressdo, também foram detectadas particulas positivas por um protoloco de separacéo
com iodixanol semelhante (Akahata W., 2010), o que corrobora nossos resultados e

ressalta que este seria um método conveniente para a separacdo de VLP desses arbovirus.
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A fase de polimento de recuperacdo de VLP néo foi realizada neste trabalho, uma
vez que os métodos de purificacdo parcial se mostraram suficientes para possibilitar as
analises estruturais das VLP. Portanto, as andlises foram efetuadas em amostras
purificadas em colchdo de sacarose ou gradiente de iodixanol. Vale ressaltar a importante
contribuicdo deste trabalho para o estabelecimento das duas metodologias no laboratorio,
possibilitando o desenvolvimento de outros trabalhos, envolvendo a separacdo de outras
VLP ou mesmo de particulas virais.

As analises estruturais, efetuadas em amostras de sobrenadante das células, apos
as etapas de purificagdo, revelaram a existéncia das VLP. As imagens obtidas por TEM
indicaram que essas VLP sdo morfologicamente semelhantes as particulas de virus nativo
e outros Alphavirus, sendo possivel a visualizacdo de seu brotamento a partir de células

S2 recombinantes.

Em relacdo ao tamanho das particulas, mensuradas por Zetasizer, Nanosight e
TEM, foi encontrada uma variacéo de 65 — 100 nm, sendo semelhante ao tamanho natural
do CHIKYV e provavelmente MAYV (Akahata et al., 2010; Metz e Pijiman, 2016). Assim,
as proteinas expressas demonstraram a capacidade de auto-combinacdo e formacao de

VLP, sendo liberadas no sobrenadante do cultivo.

O estudo cinético de células S2MT-CHIKV-Hy e S2ZMT-MAYV-Hy e a expressao
de VLP foram realizados visando a determinagdo do melhor tempo de coleta dessas

particulas no sobrenadante.

Através da taxa especifica de crescimento e cinética de crescimento celular
apresentada nas figuras 22, 23 e 24, observamos diferenca entre as velocidades de
crescimento de células ndo induzidas (células S2 selvagens) e induzidas (células S2
produtoras de VLP de MAYYV e CHIKV). Entretanto, a adicdo de sulfato de cobre ao
meio de cultura ndo afetou o crescimento final e nem a viabilidade celular, uma vez que
as concentragdes celulares atingiram em torno de ~8x10°céls/mL com 72 horas de cultivo

e a viabilidade celular se manteve superior a 80% até o fim dos cultivos.

Em relacdo a expressdo de VLP de MAYYV e CHIKV neste ensaio, observamos
que em ambas linhagens foi possivel detectar VLP no sobrenadante do cultivo a partir de
24 horas de inducdo. A maior marcagdo relativa a VLP no sobrenadante ocorreu apds 144

horas de induc&o. Isso indica um acumulo de VLP no sobrenadante, fornece informagéo
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sobre sua estabilidade e aponta uma possibilidade de prolongamento do cultivo em

relacdo ao que vinha sendo praticado nos experimentos anteriores (96 h apds a indugéo).

Para analises mais precisas do processo produtivo das VLP e sua melhoria,
buscando obter altas quantidades em cultivos padronizados, € fundamental desenvolver
um método analitico quantitativo, capaz de determinar a concentragdo das VLP, sem a
necessidade de etapas de purificacdo prévias. Para isso utilizamos os protocolos de
purificacdo das VLP para realizar duas preparagdes virais, uma de CHIKV e outra de
MAYYV. Esses virus foram inativados quimicamente e utilizados para a imunizacao de
coelhos. O soro policlonal foi submetido a uma coluna de proteina A, sendo obtido um
soro policlonal purificado e dialisado, contra cada um dos virus. Esse material estd sendo
utilizado para o desenvolvimento de um teste do tipo ELISA que sera utilizado para a
quantificacdo de VLP de MAYV e CHIKYV, incluindo algumas das amostras geradas

neste trabalho.

Em resumo, este trabalho descreve pela primeira vez o desenvolvimento de uma
plataforma de producdo de proteinas estruturais de arbovirus (MAYV e CHIKV) com a
capacidade de formar VLP utilizando o sistema de celulas de Drosophila melanogaster
(Células S2). Ensaios consistentes permitem concluir que as proteinas estruturais dos
Aphavirus expressas nesse sistema se associaram em estruturas de VLP. Isso também
mostra a aplicabilidade de vetores pMT-V5 para o processamento funcional e correto das
proteinas estruturais em S2, uma vez que foram formadas particulas virais semelhantes
aos virus selvagens. Ensaios preliminares mostraram que as proteinas estruturais foram
capazes de sensibilizar o sistema imune de camundongos, que produziram anticorpos
guando expostos aos virus MAYV e CHIKYV inativados, na auséncia de adjuvantes.
Ensaios de imunogenicidade utilizando amostras de VLP purificadas poderdo resultar em
uma avaliacdo mais completa sobre a capacidade do desenvolvimento de uma resposta
imune protetora e com isso determinar se essas VLP podem ser consideradas para a

constituicdo de uma vacina no futuro.
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7. CONCLUSAO

1. Células S2 transfectadas estavelmente com vetores indutiveis para a expressao de

proteinas de Alphavirus foram estabelecidas com sucesso.

2. As populacbes demonstram melhor expressao das proteinas de CHIKV quando
foram obtidas a partir da transfeccdo com o vetor modificado para conter o gene

de selecdo, evitando a necessidade da realizagéo de co-transfeccao.

3. O procedimento de enriquecimento populacional por técnica imunomagnética

demonstrou melhorar a expressao das proteinas recombinantes.

4. Com base na utilizacdo de anticorpos especificos, foi possivel observar a presenca
das proteinas C e E2 de Chikungunya, e da proteina C de Mayaro, tanto em
amostras de células integras (Imunofluorescéncia) como em lisados celulares e

sobrenadante de cultivo (Western blotting).

5. Com base em analises de cultivos em diferentes meios de cultura, contendo ou
ndo suplementacao, foi verificada uma maior presenca de proteinas recombinantes
no sobrenadante celular quando o meio SF900 I11 foi suplementado com emulséo
lipidica.

6. Cinéticas de cultivo celular demonstraram uma presenca das proteinas

recombinantes com aumento gradual de quantidade no decorrer do tempo de

cultivo ap6s a inducéo.

7. Lisados celulares de células S2MT-MAYV-Hy e S2MT-CHIKV-Hy foram
capazes de estimular camundongos contra os antigenos virais, sendo observado
aumento no titulo de anticorpos especificos quando os animais foram expostos

aos respectivos virus inativados.

8. Os dados obtidos utilizando técnicas de anélise de estruturas e particulas (TEM,
Zetasizer e Nanosight) indicam claramente a formacé&o de estruturas VLP a partir
dos cultivos de S2ZMT-MAYV-Hy e S2ZMT-CHIKV-Hy.
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