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Dra. Alice Freitas Versiani (Coorientadora) @ Dra. Raissa Prado Rocha (Coorientadora), para julgar o
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RESUMO

Por décadas, as infecgdes causadas pelo virus Zika (ZIKV) foram negligenciadas em fun¢ao de
seus sintomas leves e nimero limitado de casos. Nos ultimos anos, a rapida disseminagdo do
ZIKV e sua ligac¢do inesperada com a sindrome congénita do Zika e a sindrome de Guillain-
Barré transformaram o virus em um problema emergente de satide publica de interesse global,
para o qual ndo ha vacina disponivel. Dentre as areas que se apresentam de forma atrativa e
com grande potencial de utilizagcdo no desenvolvimento de plataformas vacinais eficientes, a
nanotecnologia tem ganho destaque, principalmente as nanoparticulas de ouro. Suas
propriedades Opticas € quimicas unicas permitem sua ligacdo a moléculas organicas, como
proteinas, incluindo seu uso como carreadores vacinais. No presente trabalho, mostramos a
expressdo heterdloga e purificagdo da proteina do envelope do ZIKV (ZIKV-E), a
funcionalizacdo de nanobastdes de ouro comerciais (Nanopartz) com a proteina ZIKV-E e a
caracterizacdo da vacina experimental produzida. Finalmente, avaliamos a resposta imune
celular e humoral gerada ap6s a imunizagdo de camundongos BALB/c com a proteina
produzida e com os nanobastdes de ouro ligados a proteina, cada qual combinado com os
adjuvantes vacinais monofosforil A lipidio (andlogo de LPS) e 7DWS8-5 (analogo a-GalCer) e
também com alimen. Para isso, produzimos em E. coli BL21 e purificamos uma versao
recombinante da proteina E de ZIKV (ZIKV-E) truncada em sua por¢do C-terminal. A proteina
purificada foi reconhecida por anticorpos Anti-His e Panflavi 4G2 em ensaios de western-blot.
Na sequéncia, os nanobastdes de ouro foram funcionalizados com a proteina recombinante
produzida e a ferramenta caracterizada por espectroscopia UV/Vis, avaliagdo do potencial zeta,
avalia¢do do raio hidrodinamico e fluorometria, confirmando a ligagdo da proteina a superficie
dos nanobastdes de ouro. Apds a imuniza¢ao dos camundongos com as vacinas experimentais,
foram detectados altos niveis de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV. Além disso, as vacinas
experimentais se mostraram capazes de induzir a ativacdo de células do sistema imune dos
animais imunizados com atividade polifuncional de secrecdo de importantes citocinas em um
contexto de infeccdo viral e ativacdo de células de memoria. Observamos aumento do IFN-y
secretado por linfocitos TCD4+ e TCD8+ no grupo imunizado com a vacina experimental
completa, além disso, avaliamos a presenca do marcador CD127, em populagdes com fenotipos
de memoria efetora (CD44+) e central (CD44+CD62L+). Juntos, nossos resultados sao
significativos e o imundgeno promissor para novos ensaios. Os préximos passos deste trabalho
incluem avaliar a protecdo desta vacina experimental frente a um desafio com ZIKV.

Palavras-chave: virus Zika, vacina de subunidade, nanobiotecnologia, nanobastdes de ouro.



ABSTRACT

For decades, infections caused by the Zika virus (ZIKV) were neglected because of their usual
mild symptoms and limited number of cases. In recent years, however, the rapid spread of ZIKV
and its unexpected link to congenital Zika syndrome and Guillain-Barré syndrome have turned
the virus into an emerging public health problem of global concern, for which no vaccine is
available. Among the areas that present themselves in an attractive way and with great potential
for use in the development of efficient vaccine platforms, nanotechnology has gained
prominence, especially gold nanoparticles, for their unique optical and chemical properties that
allow their binding to organic molecules, such as proteins, including their use as vaccine
carriers. In the present work, we show the heterologous expression and purification of the Zika
virus envelope protein (ZIKV-E), the functionalization of commercial gold nanorods
(Nanopartz) with the produced protein and the characterization of the experimental vaccine
produced. Finally, we evaluated the cellular and humoral immune response generated after
immunization of BALB/c mice with the produced protein and with the protein-bound gold
nanorods, each combined with the vaccine adjuvants monophosphoryl lipid A (LPS analog)
and 7DWS- 5 (a-GalCer analogue) and also with alum. For this, we produced in E. coli BL21
and purified a recombinant version of the ZIKV protein E (ZIKV-E) truncated in its C-terminal
portion. The purified protein was recognized by Anti-His and Panflavi 4G2 antibodies in
western-blot assays. Subsequently, commercial gold nanorods were functionalized with the
recombinant protein produced and the tool characterized by UV/Vis spectroscopy, evaluation
of the zeta potential, evaluation of the hydrodynamic radius and by fluorometry, confirming the
binding of the protein to the surface of gold nanorods. Upon mice immunization with the
experimental vaccines, high levels of anti-ZIK'V neutralizing antibodies were detected. Besides
that, experimental vaccines were able to induce the activation of immune system cells from
immunized animals with polyfunctional activity of secretion of important cytokines in a context
of viral infection and activation of memory cells. We observed an increase in IFN-y secreted
by specific CD4+ and CDS8+ lymphocytes in the group immunized with the complete
experimental vaccine, in addition, we evaluated the presence of the CD127 marker, in
populations with the effector (CD44+) and central (CD44+ CD62L+) memory phenotype.
Together, our results are significant, and the immunogen promising for further trials. The next
steps of this work include evaluating the protection of this experimental vaccine in the face of
a challenge with ZIKV.

Keywords: Zika virus, subunit vaccine, nanobiotechnology, goldnanorods.
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1. Introducao

1.1 Zika Virus

1.1.1 A Febre Zika — Epidemiologia

A febre Zika ¢ uma doenca viral aguda causada pelo Zika virus (ZIKV), geralmente
transmitido por mosquitos do género Aedes. A capacidade de transmissao do ZIKV pelo Aedes
aegypti (Vetor urbano) e pelo Aedes albopictus (Vetor silvestre) impde grande preocupacao
para a saude publica, uma vez que estes artropodes se encontram amplamente distribuidos em
zonas tropicais, subtropicais (dedes aegypti) e temperadas (Aedes albopictus), abrangendo um
enorme contingente de individuos susceptiveis (Chaves et al., 2015, Ferraris et al., 2019, WHO
2019).

Apesar da picada por um mosquito infectado ser a principal via de infecgdo pelo ZIKV,
fluidos corporais vém sendo considerados como rotas infecciosas, uma vez que o virus foi
detectado em fluidos bioldgicos como sangue, urina, sémen, secrecdo vaginal, fluido cerebral,
saliva, leite materno e liquido amnio6tico. Dessa forma, novas rotas transmissionais surgem
como consequéncia da circulagdo do virus entre os seres humanos e das relagdes interpessoais
entre estes estabelecidas, incluindo as relagdes sexuais, o contato materno-fetal e a doagao de
sangue (Besnard et al., 2014, Musso et al., 2014, Musso et al., 2015, Martins et al., 2017).

O ZIKYV foi inicialmente isolado em abril de 1947 em macacos Rhesus febris, na floresta
de Uganda (Africa) (Dick et al., 1952). Casos humanos foram detectados em 1952 na Uganda
e Tanzania, e em 1968 na Nigéria. Até recentemente, apenas casos humanos esporadicos eram
registrados. Em 2007, casos relacionados ao ZIKV foram documentados, com destaque para
uma epidemia na Polinésia Francesa e a circulagdo do virus por varios paises da Oceania. Em
2014 foi detectada a presenca deste virus no continente Americano, dando origem a uma
epidemia (Duffy et al., 2009, Luz et al., 2015).

No Brasil, a entrada do ZIKV foi associada a dois grandes eventos ocorridos em 2014:
a Copa do Mundo de Futebol, trazidos por turistas africanos, € ao Campeonato Mundial de
Canoagem, do qual participaram esportistas de paises do pacifico afetados pelo virus (Zanluca
et al., 2015). Entretanto, em um estudo desenvolvido recentemente, foi descoberto que o virus
em circulagdo chegou no Brasil em 2013, vindo do Haiti através de imigrantes ilegais e militares

em missoes de paz, tendo o virus migrado da Polinésia Francesa para a Oceania, posteriormente
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para a Ilha de Péascoa e, em seguida, para América Central e Caribe, o0 mesmo caminho
percorrido pelos virus da dengue (DENV) e chikungunya (CHIKV) (Campos et al., 2018).

As andlises da sequéncia genética do ZIKV tém sido importantes na elucidagao de
padrdes de disseminacao global. Duas linhagens principais de ZIKV, conhecidas como
linhagem asidtica e linhagem africana foram identificadas, as quais diferem em cerca de 5% no
nivel de aminodcidos, inclusive no gene da proteina do envelope. A linhagem asiatica foi
identificada pela primeira vez na Asia e, posteriormente, se espalhou para as ilhas do Pacifico
e, em seguida, para as Américas (Kuno & Chang, 2007, WHO, 2019).

A epidemia de 2015-2016 nas Américas foi causada pela linhagem asidtica, comumente
referida como linhagem americana. Estima-se que houve cerca de 1,5 milhdes de infecgdes por
ZIKV, refletindo a capacidade do virus de causar surtos em larga escala, onde o principal vetor
bioldgico, o Aedes aegypti, ¢ endémico (Ferraris et al., 2019, WHO, 2019). Entretanto, vale
ressaltar que, como as manifestagdes clinicas da infecgdo pelo ZIKV sdo semelhantes as
causadas por outros flavivirus, € possivel que os numeros relatados sejam menores do que a
incidéncia real de casos (Baud et al., 2017).

Desde sua descoberta até a sua recente disseminagao, nao se sabia que a doenga afetaria
tdo significativamente o hospedeiro humano. O surto de 2015 a 2016 nas Américas resultou em
aumento de casos mundiais associados a viagens. Até julho de 2019, um total de 87 paises e
territorios apresentaram evidéncias de transmissao autdctone do ZIKV por mosquitos,
distribuidos em quatro das seis regides da OMS (Regido Africana, Regido das Américas, Regido
do Sudeste Asiatico e Regido do Pacifico Ocidental) (figura 1) (WHO, 2019).

Juntamente com a Febre Dengue e a Febre Chikungunya, a Febre Zika ¢ uma das
arboviroses de importancia médica mais significativa no mundo, prevalentes nos paises

tropicais e subtropicais e que requerem vigilancia epidemioldgica ativa (Gomez et al., 2022).
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Paises e territérios com transmissdo atual ou anterior do Zika virus

B Paises e territdrios com transmiss&o atual ou anterior
Paises e territérios com vetor competente estabelecido, mas sem casos conhecidosde infecgéo

I Paises e territdrios sem casos conhecidos da infec¢do e sem vetor competente estabelecido
N&o se aplica

Figura 1. Ocorréncia do ZIKV no mundo. Paises e territorios com transmissdo do ZIKV atual ou anterior, paises
com vetor competente estabelecido, mas sem casos conhecidos, e paises sem o vetor competente estabelecido e
sem casos conhecidos (Adaptado de: WHO, 2019).

No Brasil, a primeira transmissao autdctone foi confirmada em abril de 2015 (Zanluca
et al., 2015). Nesse mesmo ano foi identificado no Brasil um aumento da prevaléncia de
microcefalia fetal em vinte vezes. Ainda no Brasil, o ZIKV foi detectado no liquido amnidtico
de gestantes de bebés com microcefalia e no tecido de um recém-nascido com microcefalia que
morreu apds o nascimento, demonstrando a transmissao materno-fetal. Assim, o Ministério da
Saude brasileiro associou essa malformagao a transmissdo vertical do ZIKV (Nunes et al., 2016,
Oliveira & Vasconcelos, 2016, Ventura et al., 2016). Além da transmissdo vertical, a
possibilidade de transmissao sexual e a capacidade de se replicar em células testiculares e dos
olhos sdo propriedades tnicas do ZIKV que complicam o controle e o tratamento da infecgao
(Pierson & Graham, 2016).

Desde 2017, as incidéncias de infec¢ao pelo zika virus diminuiram significativamente e
nenhum outro surto epidémico foi documentado. O numero de casos de ZIKV desde entdo caiu
significativamente, apesar de casos ainda serem relatados (Ferraris et al., 2019, Yeasmin et al.,
2022). Em 2022, dados coletados entre as semanas epidemiologicas 1-40, apontam a ocorréncia
de 9.882 casos provaveis de infec¢do pelo ZIKV, correspondendo a uma taxa de incidéncia de

4,6 casos por 100 mil habitantes no Brasil. Em relagdo a 2019, os dados representam um


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Yeasmin%2C+Mahmuda

22

aumento de 5,9% no niimero de casos do pais. Quando comparado com o ano de 2021, observa-
se um aumento de 66,6% no nimero de casos (Ministério da Saude, 2022).

Estudos recentes de vigilancia apontaram a circulagdo de uma linhagem africana do
ZIKV em duas regioes brasileiras em 2019, alertando sobre um possivel novo surto epidémico
no Brasil (Kasprzykowski et al., 2020). A linhagem africana foi associada a um maior potencial
epidémico, uma vez que sdo mais propensas a causar perda fetal, passando despercebidas pelos
sistemas de vigilancia sanitaria em comparagdo com a linhagem asiatica, que causa defeitos

congénitos (Aubry et al., 2021).

1.1.2 Taxonomia viral

A espécie Zika virus € pertencente ao super reino Riboviria, reino Orthornavirae, filo
Kitrinoviricota, classe Flasuviricetes, ordem Amarillovirales, familia Flaviviridae e género
Flavivirus. A familia Flaviviridae se divide em quatro géneros: Hepacivirus (com 14 espécies),
Pestivirus (com 14 espécies), Pegivirus (com 11 espécies) e Flavivirus, no qual sdo agrupados
53 espécies virais, das quais muitas possuem grande relevancia médica e veterindria, como o
virus da dengue (Dengue virus, DENV), o virus da febre amarela (Yellow fever virus, YFV) o
virus da encefalite japonesa (Japanese encephalitis virus, JEV), o virus do oeste do Nilo (West
nile virus, WNV) e o virus Zika (ICTV, 2022).

Os virus da familia Flaviviridae (do latim Flavus, amarelo) compartilham similaridades
na morfologia da particula viral, organizagdo do genoma e estratégias de multiplicagdo,
entretanto exibem propriedades bioldgicas e espectro de hospedeiros diversos, resultando em
diferentes consequéncias para a populacao (Lindenbach et al., 2007).

Os flavivirus mais conhecidos sdo pertencentes ao grupo dos arbovirus, termo derivado
de “arthropod-borne virus”, caracterizado por agentes virais que se multiplicam e sdo
disseminados por vetores artropodes hematdfagos. Grande parte dos arbovirus possuem
genomas de RNA, exibindo altas frequéncias de mutagdo, podendo causar infecgdes em larga

escala (Weaver et al., 2004, Weaver et al., 2021).

1.1.3 Estrutura e Genoma viral

O ZIKV ¢ um virus de RNA fita simples e polaridade positiva. Assim, o proprio RNA

do virus atua como RNA mensageiro, codificando diretamente uma poliproteina viral que
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posteriormente ¢ clivada em proteinas individuais. As particulas dos Flavivirus possuem
tamanho de aproximadamente 50 nm e um nucleo elétron-denso com 30 nm, circundado por um
envelope lipidico (figura 2) (Lindenbach et al., 2007, Chang et al., 2016, Plourde & Bloch,
2016).

ProteinaE

ProteinaM

Membrana lipidica

RNA genémico

ProteinaC

Figura 2. Representacio esquematica da particula viral dos flavivirus. Representagdo do nucleocapsideo
circundando o RNA viral. Indicagdo das proteinas estruturais na particula (Proteina M: proteina da membrana,
Proteina E: envelope e Proteina C: capsideo) (Adaptado de Abbink et al., 2018).

O genoma do ZIKV possui 10,8 Kb e uma janela aberta de leitura (open reading fame,
ORF) a qual codifica uma poliproteina precursora de 3400 aminoacidos (figura 3A) (Pierson &
Diamond, 2008, Plourde & Bloch, 2016). As proteinas do virus sdo geradas a partir da
poliproteina que, posteriormente, ¢ clivada por proteases em trés proteinas estruturais que
protegem o RNA viral (proteina do Capsideo - C, proteina de Membrana - M e proteina do
Envelope - E) e sete nao estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5), envolvidas
com a replicacdo viral, montagem da particula viral e modulacdo da resposta imune (figura 3B
e 3C) (Lindenbach & Rice, 2003, Lindenbach et al., 2007).

Além disso, a regido codificadora do genoma ¢ flanqueada por regides nao
codificadoras, que contém estruturas secundarias essenciais para a traducao, replicacao do
genoma e montagem da particula viral, e uma estrutura de cap na regido 5°, a qual previne a
degradagdo do RNA e permite sua interacdo com o ribossomo para a traducao (Chambers et al.,

1990, Gebhard et al., 2011, Plourde & Bloch, 2016).
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Figura 3. Estrutura do genoma dos Flavivirus e expressio de proteinas. (A) Estrutura do genoma ¢ elementos
de RNA. O genoma viral é representado com o quadro de leitura aberto (ORF), o limite 5' e as regides ndo
codificantes 5' e 3' (NCR) sdo indicadas (B) Processamento de poliproteinas e produtos de clivagem. As caixas
abaixo do genoma indicam precursores e proteinas maduras geradas apds o processamento proteolitico. (C)
Topologia de membrana da poliproteina (Adaptado de Lindenbach et al., 2007).

Ainda, em relagdo as proteinas estruturais, a proteina C € essencial para a montagem
dos virions, ela interage com o material genético para a montagem do nucleocapsideo que se
dobra em um dimero simétrico, no qual cada monomero ¢ composto de quatro alfa hélices. A
proteina M, associada & membrana, ¢ formada a partir de uma molécula precursora (prM) e
produzida durante a maturagdo viral que ocorre durante a via secretora do virus. A glicoproteina
E ¢ uma potente indutora de anticorpos neutralizantes, € uma estrutura de ligacao dos virus aos
receptores da célula, atuando como principal determinante antigénico das particulas virais

(Gebhard et al., 2011, Tsai et al., 2013).

1.1.4 Ciclo de multiplicaciao

Os flavivirus realizam sua multiplicagdo no citoplasma das células que infectam. O seu
ciclo multiplicativo ¢ iniciado quando um virion infecta uma célula hospedeira permissiva,
ocorrendo a ligagdo dos virus a superficie da célula por multiplas interagdes entre receptores
especificos virais e celulares. No caso do ZIKV, podemos citar macréfagos placentérios, células

progenitoras neurais humanas e células testiculares (Neufeldt et al., 2018).
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As particulas virais sdo internalizadas por endocitose mediada por receptor, através da
interagdo da glicoproteina do envelope (proteina E) aos receptores celulares (Perera et al.,
2008). Uma vez dentro do endossoma, ocorre uma queda de pH resultante da acidificagdo dos
endossomas primarios, gerando um rearranjo conformacional da estrutura das glicoproteinas
virais que atuam na fusdo das membranas virais ¢ endossomais celulares (Bressanelli et al.,
2004, Neufeldt et al., 2018). Sendo assim, ocorre a fusdo da membrana lipidica da particula
viral com a membrana lipidica do endossoma, a desencapsidacdo do genoma viral, com a
consequente liberacdo do RNA viral no citoplasma, onde o nucleocapsideo ¢ desnudado e a
replicagdo do genoma de RNA e a montagem de particulas ¢ iniciada (figura 4) (Lindenbach et

al., 2007).
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Figura 4. Esquema dos estagios propostos para o processo de fusio dos Flavivirus. Codigo de cores:
Membrana viral amarela/azul, Membrana alvo vermelha/cinza, Dominio I da proteina E vermelho, Dominio II da
proteina E amarelo, Dominio III (DIII) da proteina E azul, Peptideo de Fusdo laranja, Por¢@o transmembrana (C-
terminal) verde (a) Dimero da proteina E em um virus maduro (b) Diminui¢do do pH promove uma mudanca
conformacional em E, expondo o peptideo de fusdo, que induz a interagdo com a membrana alvo (¢) Formagao
inicial do hairpin da membrana e trimerizagdo de E, através da relocagao de DIII (d) Fusdo parcial, em que apenas
uma camada de cada membrana ¢ associada (e) Geracdo de uma estrutura pos-fusao final (trimero de E) e a abertura
de um poro de fusdo (Adaptado de Kaufmann & Rossmann, 2011).

Com o genoma dentro do citoplasma, o processo de transcri¢ao se inicia. Para tal, ocorre
a sintese de uma fita de RNA intermediaria de polaridade negativa formando um intermediério
de cadeia dupla (dsRNA) que, por sua vez, serd usado para a sintese de novas moléculas de
RNA de polaridade positiva (+). Estas servirdo quer como RNA gendmico, a ser encapsidado
nas novas particulas virais, quer como mRNA diretamente traduzidas nos ribossomos para
producdo da poliproteina que, apds clivagem e processamento pos-traducional, dd origem as

trés proteinas estruturais e as sete proteinas ndo-estruturais (Lindenbach et al., 2007, Perera et
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al., 2008). As proteinas ndo estruturais atuam replicando ativamente o RNA viral em complexos
de replicagdo associados a membranas celulares (Mackenzie et al., 2001).

Em relagdo a montagem da particula viral, inicialmente, particulas imaturas sao
formadas no Iimen do reticulo endoplasmatico (RE). Essas particulas imaturas, que contém
proteina E, proteina M, membrana lipidica e nucleocapsideo, ndo podem induzir a fusdo das
células hospedeiras, ou seja, neste estagio elas ndo sdo infecciosas (carecem de proteina do
capsideo e RNA gendmico). As particulas ndo infecciosas sao transportadas pelo Complexo de
Golgi e liberados da célula hospedeira por exocitose. Nesta trajetoria de pH baixo do trans-
Golgi, a por¢do pr do complexo prM ¢ clivada por a¢do de furinas celulares, tornando as
particulas imaturas em virions maduros infecciosos (figura 5) (Bressanelli et al., 2004,

Mukhopadhyay et al., 2005).
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Figura 5. Ciclo de multiplicagdo dos Flavivirus. (1) Ligacao do virion aos receptores na superficie da célula (2)
Endocitose mediada por clatrina (3) Acidificagdo dentro dos endossomas, ocorre a fusdo de membranas viral-
celular mediada por proteinas virais, resultando na liberagdo do RNA viral em um processo chamado de
desnudamento (4) Tradugdo do mRNA em uma Unica poliproteina que ¢ processada por proteases do virus e da
célula hospedeira (5) Replicagdo do RNA por proteinas nao-estruturais virais (6) Montagem do nucleocapsideo na
membrana do Reticulo endoplasmatico, com ativag@o de furinas para clivagem da prM (7) Maturagio da particula
viral e brotamento (8) Liberag¢do dos virus maduros por exocitose (Adaptado de Neufeldt et al., 2018).
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1.1.5 Proteina do Envelope (E)

Como mencionado, a proteina E, com aproximadamente 53 kDa, ¢ a principal proteina
estrutural presente na superficie das particulas virais dos flavivirus e desempenha um papel
essencial no ciclo de multiplicagao viral, atuando como mediadora tanto da ligagdo ao receptor
(adsor¢do), quanto da fusdo do envelope viral com as membranas celulares, permitindo assim
a liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula (Lindenbach et al., 2007, Pierson &
Diamond, 2007). Essa proteina também ¢ o principal alvo para anticorpos neutralizantes, sendo
responsavel por induzir uma resposta imune protetora (Heinz & Stiasny, 2012, Stiasny et al.,
2013).

Analises microscopicas da estrutura da proteina do envelope do ZIKV revelam que
algumas regides sdo semelhantes as do virus da Dengue e outras proximas de flavivivirus
neurovirulentos, tais como WNV e JEV. Essas semelhangas sdo importantes, uma vez que
regem o tropismo celular e contribuem para o desfecho da doenca (Sirohi et al., 2016).

A proteina E apresenta trés dominios (DI, DII e DIII) conservados entre os flavivirus,
uma regido membranar (chamada de “haste”) e uma ancora transmembrana na regido carboxi
terminal (figura 6) (Stiasny et al., 2013). Os dominios estdo dispostos como dimeros, com trés
dimeros paralelos entre si, que formam uma espécie de balsa cobrindo a superficie viral (cerca
de 30 balsas). O dominio central (DI) ¢ responsavel pela unido dos dominios II e III, e pelas
mudangas conformacionais durante o processo de fusdo. O dominio II contém o peptideo que
interage com as membranas durante a fusdo, enquanto o dominio III possui conformagdo
semelhante a uma imunoglobulina (/g-like) e contém os sitios de ligagdo aos receptores
celulares, mediando a adsor¢do (figura 6) (Mukhopadhyay et al., 2005, Pierson & Diamond,
2008).

Figura 6. Representacio dos 3 Dominios da glicoproteina do Envelope do ZIKV. Onde t€ém-se o dominio I
em vermelho, dominio II em amarelo e dominio III em azul (Adaptado de Pierson & Diamond, 2008).
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Avangos acerca da determinacao da estrutura dos flavivirus e do desempenho de suas
proteinas estruturais dao especial destaque as mudangas conformacionais sofridas pela proteina
E, como as transicoes realizadas entre as formas imaturas e maturas, e de seu importante papel
durante a montagem do virus. A redug¢do do pH desencadeia rearranjos conformacionais da
proteina E, iguais ou similares aos do contato do virus com o receptor celular, resultando na
formagao de trimeros e expondo o peptideo de fusdo (figura 4) (Hernandez et al., 2014).

Além disso, regides especificas da proteina E sdo descritas como potenciais alvos para
o desenho de farmacos antivirais e estratégias alternativas para a inibicdo viral que sdo
abordadas com base na interacdo da proteina E com moléculas receptoras e anticorpos
neutralizantes, uma vez que epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes foram
identificados nos trés dominios da proteina E. A informagao estrutural adquirida a partir dessas
interacdes pode ser utilizada para conceber novos inibidores de entrada de virus com eficacia

aumentada (Perera et al., 2008).

1.1.6 Manifestacoes clinicas

A apresentacdo clinica da infec¢do por ZIKV ¢ inespecifica e, por essa razdo, pode ser
confundida com outras doencas febris, como as febres dengue e chikungunya, o que contribui
para a subnotificagdo dos casos e desconhecimento da real incidéncia da febre causada pelo
ZIKV (Luzetal., 2015, Chang et al., 2016, Musso et al., 2016). Ha relatos de testes laboratoriais
positivos para infec¢do por ZIKV em pessoas assintomaticas, de modo que menos de 20% dos
individuos infectados apresentam alguma manifestagdo clinicamente evidente (Chang et al.,
2016, Ferraris et al., 2019).

Em humanos, o periodo de incubacdao da picada do mosquito ao aparecimento de
sintomas ¢ de 3 a 12 dias (Plourde & Bloch, 2016). Apds esse periodo, a maioria dos pacientes
sintomadticos apresenta uma doenga branda e autolimitada, com duragdo de até 15 dias (Chang
et al., 2016, Plourde & Bloch, 2016). Os sintomas mais comuns incluem conjuntivite, erupgao
cutanea, mialgia, dor de cabega e garganta, febre, dor e inchaco nas articulagdes. Os sintomas
menos comuns incluem dor abdominal, constipacado, diarreia, tonturas, fotofobia, nduseas e dor
retro-orbital (Zanluca et al., 2015, Chan et al., 2016). Em alguns grupos, a febre causada pelo
ZIKV apresenta quadros atipicos. Em criangas foi relatado quadro cutaneo com lesdes
vesiculares. Em imunosuprimidos ¢ possivel a ocorréncia de quadros com complicagdes

viscerais graves e prolongadas, podendo levar o individuo a 6bito (Luz et al., 2015).
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Embora a doenca geralmente seja benigna e de curta duragao, complicagdes de origem
neuroldgica, como a sindrome de Guillain-Barré (SGB), foram relatadas na epidemia ocorrida
nas Américas (2015) (Uncini et al., 2017). Os sintomas da SGB comegam a surgir entre uma e
quatro semanas apds infecgcdes virais e bacterianas, e incluem fraqueza muscular,
formigamento, dorméncia, diminui¢do dos reflexos e paralisia, a qual pode evoluir para
desordens respiratorias e de degluti¢do, com consequéncias potencialmente fatais (Chang et al.,
2015, Zanluca et al., 2015, Nunes et al., 2016). As evidéncias atuais estimam que a incidéncia
da SGB seja de 24 casos por 100.000 individuos infectados pelo ZIKV (Uncini et al., 2017).

Além disso, sequelas clinicas mais graves tém sido cada vez mais associadas ao ZIKV.
Durante o surto no Brasil, relatos de bebés nascidos com microcefalia aumentaram
acentuadamente em 20 vezes (Chan et al., 2016, Plourde & Bloch, 2016). Desde entdo, estudos
relataram possivel neurotropismo do ZIKV (Costa et al., 2018). Acredita-se que a maior
probabilidade de desenvolver essa malformacdo ocorre quando a infecgdo materna coincide
com o primeiro trimestre da gravidez. Tabata e colaboradores (2016) sugerem em seu estudo
que fetos infectados nos primeiros meses de gestagdo sdo expostos a mais virus por mais tempo
durante a gravidez. Uma vez que, a infec¢do materna no inicio e no meio da gestagao dissemina
o virus para a circulacdo fetal em um estagio critico no desenvolvimento cerebral, quando a alta
carga viral aumenta o risco de malformacdes.

Embora a microcefalia tenha ganho grande atengdo, a infec¢do por ZIKV durante a
gravidez também leva a outras malformagdes, incluindo anormalidades oculares,
musculoesqueléticas, craniofaciais e, em alguns casos, associadas ao aborto espontaneo. Esse
amplo espectro de manifestacdes clinicas fetais resultantes da infec¢do materna pelo ZIKV ¢
chamado de sindrome congénita do Zika (Victora et al., 2016, Polonio et al., 2017, Shirley &
Nataro, 2017, Sanz Cortes et al., 2018). Em adultos, sequelas neuroldgicas graves também
foram associadas a infec¢do por ZIKV, incluindo meningite e meningoencefalite (Plourde &

Bloch, 2016).

1.1.7 Diagnéstico e tratamento

Devido a semelhanga e sobreposi¢cdo dos sintomas com outras arboviroses, o
diagnostico especifico da febre zika representa um desafio, e dificilmente serd corretamente
diagnosticada apenas com descricao dos sintomas clinicos. Assim, ¢ fundamental a realizacdo

de testes laboratoriais de alta sensibilidade e especificidade (Nunes et al., 2015). A importancia
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do diagnoéstico em individuos infectados com ZIKV, mesmo em pacientes assintomaticos, esta
ligada principalmente ao risco das anormalidades congénitas relatadas e a possibilidade de
transmissao sexual (Musso et al., 2015, Meaney-Delman et al., 2016).

Os hemogramas laboratoriais em sua maioria ndo exibem alteragdes em uma infecg¢ao
por ZIKV, embora leucopenia, linfocitose e plaquetopenia sejam possiveis. Sorologias, como
as realizadas por ensaios imunoenzimaticos de captura de anticorpos da classe IgG e IgM
(ELISA), ou o teste de neutralizagdo de reducdo de placa (PRNT, Plaque reduction
neutralization test), podem ser positivas apos a fase sintomatica da doenca, adquirindo
importancia enquanto diagndstico retrospectivo para fins epidemiologicos (Heinz & Stiasny,
2012, Kerkhof et al., 2019). Entretanto, a sorologia pode ter menor especificidade em regides
onde circulam outros flavivirus, devido a reatividade soroldgica cruzada entre eles,
especialmente DENV (Speer & Pierson, 2017, Gullo et al., 2022).

Dessa forma, a transcri¢do reversa seguida da reacdo em cadeia de polimerase
quantitativa (RT-qPCR) com primers especificos para ZIKV ¢ a abordagem diagnéstica mais
indicada durante a fase aguda da doenca (<7 dias ap0s o inicio dos sintomas), uma vez que
possui alta sensibilidade e especificidade (Heinz & Stiasny, 2012, Plourde & Bloch, 2016). A
detecgdo do RNA viral em soro ou urina fornece diagnostico conclusivo de infec¢do, mas o
intervalo para isso € limitado a 1-2 semanas ap0s o inicio dos sintomas devido ao répido declinio
da presenca do virus no soro e na urina (Gorchakov et al., 2019).

Em rela¢do ao diagnostico pré-natal da infec¢do por ZIKV, o padrdo-ouro para o
diagnostico pré-natal da infeccdo € o ensaio da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) sobre
fluido amniotico. Entretanto alguns sinais de ultrassom tipicos da infec¢ao por ZIKV nao sao
encontrados em outras infeccdes congénitas, dentre eles: a desproporcionalidade no
crescimento fetal com uma restri¢do incomum no crescimento do fémur, calcifica¢des cerebrais
e lesdes destrutivas na fossa posterior do cranio (Gullo et al., 2022).

O tratamento da febre Zika inclui basicamente o tratamento sintomatico, aliado ao
repouso e hidratag¢do, ndo existindo uma abordagem especifica contra o virus. O uso de anti-
inflamatorios ndo esteroides devem ser evitados até que a dengue seja excluida, devido ao risco
de hemorragia em pacientes com dengue (Plourde & Bloch, 2016). Os casos de SGB devem ser
tratados em ambiente hospitalar, se necessario com terapia intensiva e, em casos especiais, a
plasmaferese (Luz et al., 2015).

Nenhuma terapia clinicamente aprovada estd disponivel para tratamento de quaisquer

infec¢des por flavivirus (Weaver et al., 2016). Assim como outras arboviroses, a medida mais
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importante para o controle ¢ a profilaxia, especialmente com o controle do vetor, portanto,
medidas de controle de vetores artropodes baseadas em agdes governamentais e privadas sao
fundamentais para bloquear o carater epidémico da doenga. Além disso, conforme mencionado,

ainda ndo hé vacina licenciada ou antivirais disponiveis contra o ZIKV (Luz et al., 2015).

1.1.8 Resposta imune ao Zika virus

A imunidade contra infecgdes virais depende da agdo integrada das respostas
imunologicas inata e adaptativa, cujos objetivos sdo bloquear a infecgdo, eliminar as células
infectadas e produzir memoria imunoldgica de longo prazo (Machado et al., 2004). Ainda sao
necessarios muitos estudos acerca da resposta imune contra o ZIKV, sendo esta inferida a partir
de estudos de flavivirus relacionados (Dai et al., 2016).

A resposta imune do hospedeiro ¢ fundamental para o controle de infec¢des por
flavivirus, come¢ando com a imunidade inata. Assim, na fase inicial das infec¢Oes virais o
controle da infeccdo ¢ realizado por intermédio da imunidade inata, cujos principais
mecanismos consistem na acdo de macréfagos, produgdo dos interferons do tipo I (IFN-a e
IFN-B) e morte das células infectadas mediada pelas células natural killer (NK) que proliferam
robustamente durante infec¢des virais (Dai et al., 2016; Maucourant et al., 2019). A producao
de interferons do tipo I, principais citocinas envolvidas na resposta imune inata antiviral, €
desencadeada por células infectadas por virus e fornecem protecao as células ndo infectadas.
Macrofagos e outras células apresentadoras de antigenos produzem IL-12, capaz de estimular
citotoxicidade por células NK. O acionamento das células NK ¢ responséavel por eliminar alvos
infectados (Machado et al., 2004; French et al., 2006).

Segundo Glasner e colaboradores (2017), a infec¢do por ZIKV induz um aumento na
expressdo de moléculas de MHC de classe I, induzido pelo aumento na produgdo de IFN-f3.
Sabe-se que a expressao aumentada de MHC de classe I ¢ inibidora da agdo de células NK, uma
vez que as moléculas de MHC-I se ligam a receptores inibidores de morte que sdo expressos
nas células NK, inibindo sua ativacdo. Dessa forma, as células NK parecem estar agindo na
infec¢do por ZIKV, mais pela produgdo de citocinas, do que por sua agdo citotoxica. Além
disso, as células NK produzem IFN-y que aumenta o potencial microbicida dos macréfagos
(Raphael et al., 2015).

A resposta imune adaptativa acontece por a¢ao da resposta imune celular, mediada pelos

linfocitos T (LT), bem como por meio da resposta imune humoral, mediada pelos linfocitos B
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(LB) (Abbas et al., 2015). De maneira geral, uma infecc¢ao por Flavivirus ativam tanto a resposta
mediada por linfocitos T CD4+ como a resposta mediada por linfocitos T CD8+ (citotoxicos).
Na presenca de diferentes estimulos, as células T CD4+ se diferenciam em variados subgrupos
de células T auxiliares (Th), Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, Treg 43 (células Th reguladoras) e
células T foliculares (Thf), as quais colaboram para a produgdo de anticorpos pelas células B.
Coletivamente, os estudos desenvolvidos até o momento indicam que a resposta das células T
CD8+ ao ZIKV compartilha muitas semelhangas com a resposta a infecgdes causadas pelo
DENV (Wen & Shresta, 2017).

Os anticorpos por sua vez, atuam nos virus extracelulares por meio de neutralizagdo e
podem ser adjuvantes no processo de citotoxicidade celular dependente de anticorpos pela
atuacdo das células NK. Ainda nessa resposta, os linfocitos T CD8+ quando ativados se
diferenciam em células T citotoxicas, com alto poder de eliminar alvos infectados pelos seus
mecanismos de citotoxicidade (Raphael et al., 2015).

Desde o inicio do surto de ZIKV na América do Sul, pesquisas relevantes tém sido
realizadas para aprofundar nossa compreensao sobre a resposta das células T a infecg¢do pelo
ZIKV. O ZIKV induz ativagdo robusta de células T, o que leva ao estabelecimento de uma
populacao de células T de memodria, sugerindo um papel importante dos LT CD4+ ¢ LT CD8+
na resposta imune ao ZIKV (Pardy & Richer, 2019).

Tappe e colaboradores (2016) avaliaram os niveis de citocinas € quimiocinas em 6
pacientes infectados com o ZIKV em diferentes estagios da infec¢ao, mostrando um perfil misto
de citocinas, incluindo citocinas imunorregulatdrias, interleucinas, proteinas inflamatorias de
macrofagos e do fator de crescimento do endotélio vascular, ndo havendo necessariamente uma
polarizacdo de padrdo de resposta imune mediada por células T auxiliares. Ngono e
colaboradores (2017) relataram que, além do papel protetor das células T CD8+ na infeccao
pelo ZIKV, ha possibilidade destas células também estarem envolvidas na eliminagdo das
particulas virais. Acredita-se que a resposta celular de LT CD4+ e CD8+ ao ZIKV possui como
alvo tanto proteinas estruturais (E, C e prM) quanto proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS3,
NS4B e NS5) (Ngono et al., 2017).

As células T tém um papel essencial na protecao contra uma variedade de infec¢des. De
fato, o desenvolvimento de formulacdes de vacinas bem-sucedidas exigira a geracdo de
respostas de células T potentes e duradouras (Badolato-Corréa et al., 2018). As células T CD8+

especificas da dengue estdo presentes em frequéncias mais altas em comparagdo com suas

contrapartes CD4+ (Rivino et al., 2013).
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Uma comparagdo de sequéncias de aminoacidos de epitopos de células T CD8+ de
DENV e ZIKV apontam uma alta homologia de sequéncia entre os dois virus e sugere que
alguns desses epitopos CD8+ também podem existir no ZIKV (Rivino et al., 2016). Em
pacientes infectados por ZIKV, foram detectadas respostas de células T ao proteoma viral
completo: células T CD8+ se concentram preferencialmente em proteinas estruturais, enquanto
as células T CD4+ tém como alvo as proteinas ndo estruturais, ambos produtores de IFN
(citocina proinflamatéria que inicia sinais e ativa a diferenciagdo das células T). O
direcionamento diferencial semelhante de células T CD4+ e CD8+ também foi observado em
resposta a infec¢ao por JEV e a vacina YFV (Ngono et al. 2017).

Os primeiros estudos relataram que as células T CD8+ e CD4+ humanas especificas
para DENV podem produzir interferon-y (IFN-y), apds estimulagdo de DENV e lisar células-
alvo infectadas por DENV (Kurane et al., 1989). Incentivado por essas observacdes, Yauch e
colaboradores (2009) investigaram o papel protetor das células T usando um modelo de
infeccdo primdria por DENV em camundongos com deficiéncia de receptor de IFN tipo I
(IFNAR-/-). Esses camundongos desenvolvem uma doenga com as principais caracteristicas da
dengue grave em humanos, incluindo tropismo/viremia viral, trombocitopenia, vazamento
vascular e tempestade de citocinas. Os autores descobriram que camundongos IFNAR-/-
depletados de células T CD8+ antes da infecg¢@o tinham carga de DENV significativamente
maior nos tecidos em comparagdo com animais ndo depletados. Além disso, a imunizagdao com
epitopos de peptideo DENV de células T CD8+ imunodominantes aumentou a depuragdo viral
dos camundongos, confirmando um papel protetor para células T CD8+ durante a infecgao
primaria por DENV (Yauch e outros 2009).

IFNs tipo I e tipo III induzem estados antivirais através da inducdo de genes estimulados
por IFN que controlam a replicacao viral (Pierson & Diamond, 2018). A este respeito, o IFN-y
tem um papel critico no reconhecimento e eliminacao de patdgenos infecciosos. O IFN-y, sendo
o efetor central da imunidade mediada por células, pode coordenar uma infinidade de fungdes
antimicrobianas. Servindo para aumentar a apresentacdo de antigenos por meio de células
apresentadoras de antigenos (APCs), potencializa o reconhecimento de antigenos por meio de
interacao de células T cognatas, aumentar a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
intermediarios de nitrogénio reativos (RNIs), além de ser capaz de induzir respostas antivirais
(Colavita et al., 2018; Kak et al., 2018; Van Leur et al., 2021).

Além disso, o IFN-y tem fungdes antivirais contra ZIKV na decidua materna

(endométrio) e placenta durante a gravidez. A secrecdo constitutiva de IFN-y pelos
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sinciciotrofoblastos correlacionou-se com sua capacidade de restringir a infec¢do pelo ZIKV.
A importancia da sinalizagdo do IFN na mediacdo da restricio do hospedeiro do ZIKV foi
demonstrada pela patogenicidade do ZIKV em Ifnar1—/— e Stat2—/—, mas ndo em camundongos
imunocompetentes (Pierson & Diamond, 2018).

Foi visto que a infecgdo por ZIKV também desencadeou a expressdo elevada de
citocinas pré-inflamatorias em tecidos cerebrais fetais humanos. Dentre as quais o Fator de
necrose tumoral alfa (TNF-«), uma citocina pro-inflamatéria produzida durante a inflamagao
aguda e responsavel por uma variedade diversificada de eventos de sinalizacdo dentro das
células (Lin et a., 2017). Ainda em relacdo a resposta de células T, o CD127 possui valor como
marcador de memoria, € receptor de IL-7, uma citocina-chave para avaliar a manutengdo da
memoria de células T CD8 a longo prazo de forma independente de antigenos (Nanjappa et al.,
2008).

No que se refere a resposta imune humoral, anticorpos neutralizantes também
desempenham um papel importante na protecao contra flavivirus. Anticorpos neutralizantes
gerados como consequéncia de infec¢do ou vacinagdo sdo criticos para o desenvolvimento de
imunidade a infec¢des virais. Entre os flavivirus, existem vacinas bem-sucedidas para YFV e
JEV. O desenvolvimento de vacinas contra outros flavivirus, como DENV ¢ ZIKV, foi
parcialmente confundido devido a alta conservacdo de sequéncia e reatividade cruzada
imunologica entre suas glicoproteinas de envelope. As respostas de anticorpos a esses virus sao
principalmente induzidas as proteinas E, prM e NS1 (Van Leur et al., 2021). A proteina E € o
alvo primario dos anticorpos neutralizantes, esta € o antigeno mais abundante na superficie da
particula viral, foi demonstrado que esses anticorpos se ligam a epitopos localizados em todos
os trés dominios estruturais da proteina E (Ngono et al., 2017).

Dowd e colaboradores (2016) mostraram que a infec¢ao por ZIKV induz resposta imune
humoral amplamente neutralizante e protetora contra linhagens africanas e asiaticas, sugerindo
um unico sorotipo de ZIKV. Dessa forma, infec¢des multiplas como aquelas causadas pelo
DENYV ndo s3o provaveis. Entretanto, infec¢des sequenciais por diferentes flavivirus podem
acontecer, especialmente entre 0 DENV e o ZIKV, uma vez que este virus se dissemina em

areas previamente expostas ao DENV e outros flavivirus relacionados (Culshaw et al., 2017).
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1.2 Vacinas experimentais para Zika

Os flavivirus representam alguns dos arbovirus patogénicos humanos mais importantes
em todo o mundo, assim, vacinas ja vem sendo utilizadas para proteger os humanos de virus
pertencentes a essa familia (Heinz e Stiany, 2012). Vacinas clinicamente aprovadas estiao
disponiveis para quatro flavivirus, incluindo o virus da febre amarela (YFV), o virus da
encefalite transmitida por carrapatos (TBEV), o virus da dengue (DENV) e o virus da encefalite
japonesa (JEV) (Weaver et al., 2016). O sucesso observado para as vacinas desenvolvidas
contra esses flavivirus suscita expectativas positivas e vidveis para o surgimento de uma vacina
contra o ZIKV. Embora o objetivo do desenvolvimento da vacina contra ZIKV seja prevenir a
doenca em todos os potenciais pacientes afetados pelo virus, a patogénese e o tropismo
observados no ZIKV destacam um requisito especifico para induzir uma resposta imune capaz
de proteger tanto a mae quanto o feto (Pierson & Graham, 2016, Weaver et al., 2016).

A indugdo de anticorpos neutralizantes correlaciona-se com a prote¢ao pela vacinagao
para a maioria das vacinas existentes de flavivirus. Para o ZIKV, pelo fato de o virus existir
como um unico sorotipo, considera-se que a infec¢do primaria confira imunidade a infecgdes
subsequentes. Além disso, simplifica a selecdo de linhagens para inclusdo em vacinas
candidatas e métodos para avaliar a imunogenicidade do potencial candidato vacinal, o mesmo
nao ocorre para 0 DENV, por exemplo, pela existéncia de multiplos sorotipos virais e pelo
potencial de ADE (Antibody-dependent enhancement) (Pierson & Diamond, 2014, Dowd et al.,
2016).

Acredita-se que uma Unica vacina para ZIKV serd eficaz contra todas as linhagens
circulantes devido a baixa diversidade de linhagens de ZIKV (Ali et al., 2017). O objetivo
imunoloégico primario das abordagens vacinais para ZIKV tem sido o de induzir anticorpos
neutralizantes contra a proteina E, presente na superficie do virus (Pierson & Graham, 2016).
O desenvolvimento de uma vacina contra o ZIKV vem sendo trabalhado sob diferentes
abordagens antigénicas, incluindo vacinas de acido nucleico (mRNA e DNA), vacinas de virus
inativados, vacinas de virus vivo-atenuado e de vetores virais (Richner & Diamond, 2018).

Virios candidatos vacinais foram submetidos ao desenvolvimento pré-clinico bem-
sucedido. Anticorpos neutralizantes foram induzidos por diversas vacinas testadas em
camundongos, as quais também foram capazes de fornecer protecdo de curto prazo em

camundongos contra desafio com ZIKV (Abbink et al., 2018).
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Diferentes ensaios clinicos t€ém sido realizados para avaliar a seguranca e eficacia das
vacinas candidatas anti-Zika. A tabela 1 resume os estudos para ZIKV que se encontram
completos ou em fase clinica de testes registrados na plataforma clinicaltrials.gov. Entretanto,
deve-se notar que cada abordagem vacinal tem seus pros e contras. Assim, ¢ necessario que
abordagens complementares sejam exploradas simultaneamente para que a vacina contra ZIKV
avance (Pierson & Graham, 2016, Weaver et al., 2016).

Uma vez que nao ha surto de ZIKV atualmente em todo o mundo notificado pelas
agéncias de vigilancia e devido ao niimero limitado de casos, a realizagao de testes clinicos de
fase 2 e 3 estd se mostrando problematica com muitos desenvolvedores de vacinas suspendendo

seus testes (Yeasmin et al., 2022).



Tabela 1. Vacinas contra ZIKV em ensaios clinicos.
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Vacina Plataforma Patrocinadores Ensaios clinicos Fase

mRNA-1325 mRNA codificando prM-E Moderna NCT03014089 Fase I
Concluido

mRNA-1893 mRNA Moderna NCT04064905 Fase I
Concluida

mRNA-1893 mRNA Moderna NCTO04917861 Fase II

Recrutamento

VRC5288 DNA codificando NIAID NCT02840487 Fase I
prM-E (ZIKV) Concluida

VRC5283 DNA codificando NIAID NCT02996461 Fase I
PrM-E (ZIKV) Concluida

VRC5283 DNA codificando NIAID NCTO03110770 Fase 11
PrM-E (ZIKV) Concluida

ZPIV Virus inativado purificado NIAID NCT02963909 Fase I
Concluido

ZPIV Virus inativado purificado NIAID NCT02952833 Fase |
Concluida

ZPIV Virus inativado purificado NIAID NCT02937233 Fase I
WRAIR Concluida

ZPIV Virus inativado purificado NIAID NCT03008122 Fase I
Concluida

VLA1601 Virus inativado purificado Biosolugdes NCT03425149 Fase I
emergentes de Concluida

ValNeva

TAK-426 Virus inativado purificado Takeda NCT03343626 Fase I
Concluida

MV-ZIKA Vetor do Sarampo Themis NCT02996890 Fase I
Biosciences Concluida

MV-ZIKA Vetor do Sarampo Themis NCT04033068 Fase I
Biosciences Concluida

rZIKV/D4A30- Virus vivo atenuado NIAID NCT03611946 Fase I
713 Concluida

ChAdOx]1 Zika Vetor viral Universidade de NCT04015648 Fase I
Oxford Concluido

ChAdOx]1 Zika Vetor viral Universidade de NCT04440774 Fase Ib
Oxford Concluido

GLS-5700 DNA codificando GeneOne Life NCT02887482 Fase I
PrM-E (ZIKV) Science Concluido

BARDA - Autoridade de Pesquisa e Desenvolvimento Biomédico Avangado.
NIAID - Instituto Nacional de Alergia e Doengas Infecciosas.
WRAIR - Instituto de Pesquisa do Exército Walter Reed.

1.2.1 Vacinas de virus vivo atenuado

As vacinas de virus vivos atenuados sao conhecidas por desencadearem uma resposta

imune mais robusta, quando comparada a outras estratégias vacinais, desencadeando

consequentemente maior protecdo (Weaver et al., 2016). Além disso, vacinas de virus vivos
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atenuados possuem a vantagem de serem aplicadas em dose Unica, e possuirem indu¢ao
rapida da imunidade. Este ¢ um fato importante a ser observado, uma vez que o ZIKV ¢
endémico principalmente em paises de baixa renda, dessa forma, vacinas de dose Uinica sao
aliados particularmente importantes ao controlar um surto explosivo ou imunizar populagdes
em areas remotas, onde doses multiplas sdo desafiadoras (Shan et al., 2017). Assim, vacinas
de virus vivos atenuados podem ser uteis para imunizar as populagdes que vivem e viajam
para areas endémicas do ZIKV (Who, 2017).

No estudo desenvolvido pelo instituto Evandro Chagas (Rio de Janeiro, Brasil), em
parceria com as Universidades do Texas e de Washington, uma vacina de virus vivo atenuado
contendo dele¢des na regido 3’'UTR do genoma do ZIKV (ZIKV-3’-UTR-LAV) mostrou-se
capaz de proteger contra a transmissdo vertical em um modelo de gravidez de camundongos e
também danos aos testiculos de camundongos e primatas ndo humanos. Ap6s uma vacinagao
de dose unica, fémeas de camundongos C57BL/6 gravidas, infectadas no 6° dia e avaliadas no
13° dia da gesta¢ao, mostraram diminuicao significativa dos niveis de RNA viral nos tecidos
materno, placentéario e fetal. Nos camundongos machos vacinados, a vacina protegeu contra a
infeccdo, lesdo e oligospermia dos testiculos. Apesar de ser composta pelo virus vivo
atenuado, os pesquisadores mostraram um perfil de seguranga para esta vacina, sugerindo
desenvolvimento adicional para humanos (Shan et al., 2017).

Ainda, segundo dados registrados na plataforma clinicaltrials.gov, encerrou-se em julho
de 2022 (dados ndo publicados), ensaios clinicos com a vacina de virus atenuado
rZIKV/D4A30-713 (NCT03611946). O objetivo deste estudo foi avaliar a seguranca, a
reativacdo e a imunogenicidade de uma Unica dose da vacina atenuada in vivo rZIKV/D4A30-

713 em adultos sem historico de infec¢ao por flavivirus.

1.2.2 Vacinas de virus inativado

As vacinas de virus inativado, também chamadas de vacinas de virus inativado
purificado (do inglés, “purified inactivated virus”, PIV), ja estdo licenciadas para vacinagao
contra o virus da encefalite japonesa (JEV) e o virus da encefalite transmitida por carrapatos
(TBEV). Embora essas possuam vantagens sobre as vacinas de virus atenuados, como a
impossibilidade de apresentarem fenotipo patogénico, ndo sdo gerados anticorpos contra as
proteinas nao-estruturais, além de ser necessario o uso de adjuvantes para aumentar a

imunogenicidade, o que aumenta os custos de producdo (Pierson & Graham, 2016).



39

Uma vacina de virus inativado foi desenvolvida pelo Instituto Nacional de Alergia e
Doengas Infecciosas (NIAID), a qual contém uma amostra de ZIKV cultivada em células Vero,
inativada e purificada por cromatografia (PRVABCS59). Para avaliar a eficacia protetora de
ZPIV, macacos Rhesus foram imunizados com ZPIV e, posteriormente, infectados por via
subcutinea com 10° particulas virais. Apés o desafio, as cargas virais foram quantificadas por
RT-qPCR e a infecciosidade viral confirmada pelo crescimento em células Vero. Nos animais
placebo os titulos de ZIKV aumentaram apos o desafio, contudo, os macacos vacinados com
ZPIV mostraram prote¢do completa contra ZIKV, como evidenciado por nenhum virus
detectavel no sangue, urina, secregdes colorretais e secre¢des cervicovaginais em todos os
animais imunizados (Abbink et al., 2016).

Posteriormente  foram relatados trés ensaios clinicos da vacina ZPIV
(NCT02963909, NCT02952833, NCT02937233), os quais incluiram participantes que
receberam duas doses da vacina ZPIV com o adjuvante hidréxido de aluminio, administrada
intramuscularmente no dia 1 e 29. Os eventos adversos relacionados a vacina foram leves a
moderados, sem eventos adversos graves relatados. Apds a dosagem de anticorpos
neutralizantes, observou-se que cerca de 95% dos participantes tiveram pico de anticorpos
neutralizantes ap6s a segunda dose (Modjarrad et al., 2020). Segundo a plataforma
clinicaltrials.gov encerrou-se em abril de 2022, um ensaio clinico da vacina ZPIV
(NCT03008122), o qual avaliou a seguran¢a e imunogenicidade de ZPIV em adultos de uma
area endémica de flavivirus (dados ndo publicados).

Outro ensaio clinico de fase I com uma vacina inativada ZIKV (TAK-426) foi liderado
pela Empresa Farmacéutica Takeda (NCT03343626). Neste estudo, avaliou-se a seguranga,
tolerabilidade e imunogenicidade de duas doses da vacina contra ZIKV, com intervalo de 28
dias em 240 individuos saudéaveis. Foram aplicadas trés dosagens diferentes de vacina contendo
2,5 ou 10 pg cada. Todas as doses TAK-426 foram bem toleradas sem mortes, sem eventos
adversos graves relacionados a vacina e taxas semelhantes de eventos adversos leves a
moderados. A resposta de anticorpos neutralizantes ap6s duas doses no grupo de 10 pg foram
significativamente maiores em relagdo as dosagens mais baixas. Assim, a dose TAK-426 de 10

ng foi selecionada para posterior desenvolvimento clinico (Han et al., 2021).

1.2.3 Vacinas de Vetor viral recombinante


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02963909
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02952833
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02937233
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03343626

40

As vacinas baseadas em vetores virais sdo outra abordagem promissora para imunizar
contra varios patégenos. Os vetores virais sdo constituidos por virus nao patogénicos atenuados,
que sdo capazes de produzir antigenos de outros patogenos quando inoculados em individuos
vacinados. Sendo dessa forma, originadas pela substituicdo de genes que codificam proteinas
estruturais do virus atenuado pelos genes que codificam as proteinas equivalente de outro virus.
A hipdtese € que a atenuagdo caracteristica do virus vetor garantird também a atenuagdo do
virus recombinante, porém mantendo o carater imunogénico da proteina do virus, a qual
apresenta um papel dominante na geragao de anticorpos neutralizantes e indugdo de resposta
imune protetora (Xie et al., 2017, Abbink et al., 2018).

Dentre as vacinas baseadas nessa metodologia, a vacina Dengvaxia produzida pela
Sanofi Pasteur foi licenciada no Brasil e em outros paises da América Latina e Asia no final de
2015. Esta vacina foi gerada a partir da amostra vacinal da febre amarela, porém, substituindo
os genes prM e E de YFV pelos dos 4 sorotipos de DENV, incorporando a antigenicidade de
DENV ao fenétipo bem caracterizado de atenuagdo do YFV 17D, cada um expressando as
proteinas pré membrana “prM” e do envelope dos quatro sorotipos virais (Capeding et al., 2014,
Hadinegoro et al., 2015). Entretanto, observou-se em ensaios clinicos que a vacina¢do com a
Dengvaxia ¢ mais eficaz entre pessoas com mais de 9 anos de idade. A imunidade estimulada
pela vacina dura até 4 anos, e o sorotipo do virus, idade e infec¢do prévia por DENV do
individuo antes da vacinagdo parecem afetar a eficacia da vacina, suscitando discussdes sobre
o uso da mesma (EI Fezzazi et al., 2017, Deng et al., 2020).

Vacinas baseadas em vetores virais recombinantes t€ém mostrado resultados promissores
em modelos pré-clinicos para ZIKV, e certos vetores se beneficiam de experiéncias anteriores
em ensaios clinicos para outros patogenos (Prow et al., 2018). Um exemplo de vacina de vetor
viral recombinante foi proposta por Chattopadhyay e colaboradores (2018), a qual ¢é baseada
no virus da estomatite vesicular quimérica (VSV) que expressa a poliproteina do envelope
CHIKV (E3-E2-6K-E1) no lugar da glicoproteina VSV (G) e também expressa as
glicoproteinas envelope-membranares (M e E) do ZIKV. Esta vacina induziu respostas de
anticorpos neutralizantes tanto ao CHIKV quanto ao ZIKV em camundongos do tipo selvagem
e em camundongos A129. Uma tnica dose foi capaz de proteger estes animais contra ambas as
infec¢des, fornecendo protecao duradoura e de baixo custo. Estes resultados, aliados a estudos
com outros virus, indicam o potencial dos virus quiméricos para o desenvolvimento de vacinas

bivalentes.


https://www-sciencedirect.ez32.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/vesicular-stomatitis-virus
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Prow e colaboradores (2018) também apresentaram resultados satisfatorios em modelo
animal com sua plataforma vacinal bivalente, onde um unico vetor foi capaz de codificar os
genes estruturais da poliproteina dos virus Zika e Chikungunya, gerando anticorpos
neutralizantes contra ambos os virus. Ainda se tratando de vacinas bivalentes para ZIKV e
CHIKYV, atualmente, um estudo da fase I determinou a seguranca ¢ a imunogenicidade da vacina
candidata para ZIKV (ChAdOx1 ZIKV) em voluntarios adultos saudaveis, dado como uma
vacina autonoma ou coadministrado em protocolo heterdlogo com a vacina candidata para
CHIKV (ChAdOx1 CHIKYV), ambas desenvolvidas pela Universidade de Oxford
(NCT04015648 e NCT04440774). Ressalta-se aqui a importancia de estratégias vacinais multi-
patdgenas, uma vez que tais arboviroses sdo transmitidas por vetores em comum e,
frequentemente, co-circulantes.

Também para ZIKV, a vacina MV ZIKV desenvolvida pela Themis Bioscience GmbH
(NCT02996890) foi projetada para expressar as proteinas prM ¢ E do ZIKV (MV-ZIKA) ¢ ja
foi testado a imunogenicidade em camundongos e macacos. Segundo a plataforma
clinicaltrials.gov o ensaio clinico em humanos avaliou a seguranca e a imunogenicidade de uma
dose alta ou baixa quando dada como regimes de dose Unica ou duas doses em individuos
saudaveis.

Além disso, uma vacina patrocinada pela Janssen Vaccines and Prevention B.V. se
encontra em testes clinicos. Este estudo tem como objetivo testar a seguranca € a
imunogenicidade de duas doses diferentes da vacina em um teste clinico duplo-cego e
controlado por placebo em dois locais, no Kansas e Massachusetts, Estados Unidos (Abbink et

al., 2018).

1.2.4 Vacinas de DNA

As vacinas de material genético contra patdogenos infecciosos, incluindo o ZIKV,
constituem uma area ativa de investigacdo que vem crescendo desde a descoberta, na década
de 1990, de que o DNA geneticamente modificado pode ser entregue na forma de vacina e
desencadear uma resposta imune (Danko et al., 2011). Vacinas de DNA s3o plasmideos
codificando um gene de interesse sob o controle de um promotor. As vacinas de DNA podem
ser desenvolvidas e produzidas rapidamente, € vem sendo estudadas devido a sua eficacia em
ativar o sistema imune (celular e humoral) (Abbink et al., 2018, Deng et al., 2020). Acredita-se

que vacinas de DNA sejam mais favoraveis quando comparadas a estratégias de virus vivo
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atenuado por garantirem maior seguranca, uma vez que se trata de uma plataforma ndo
infecciosa onde ndo ha risco potencial de infec¢do ou mutagénese, especialmente ao considerar-
se gestantes e mulheres em idade fértil como populacao alvo (Oliveira e Vasconcelos, 2016,
Pardi et al., 2018).

Além das vantagens anteriormente citadas, as vacinas de DNA possuem relativa
facilidade de producdo quando comparadas a outras vacinas, estabilidade, baixo custo,
capacidade de transporte a temperatura ambiente e adequadas para a produgdo em massa. Em
contrapartida, essas vacinas geralmente nao sao eficazes em doses Unica, necessitam da adi¢ao
de adjuvantes e equipamentos de inje¢ao especializado, o que dificulta a produc¢do e aplicagao
na populagdo em paises de baixa renda e potencialmente endémicos. Portanto, a modificacao
plasmidial com promotores altamente eficientes, estratégias alternativas de entrega, doses
multiplas e a co-imunizacdo com adjuvantes podem ser as formas de lidar com os desafios
enfrentados (Deng et al., 2020).

A eficécia in vivo de uma nova vacina de DNA sintética direcionada as proteinas prM
e do envelope do ZIKV foi avaliada por Muthumani e colaboradores (2016), em que
camundongos e primatas ndo humanos foram imunizados. Nesse estudo foi observado que
os animais vacinados geraram imunidade celular e humoral antigeno-especifica e atividade
de neutralizagdo viral. Também, Abbink e colaboradores (2016) testaram uma vacina de
DNA plasmidial e um vetor de sorotipo 52 de adenovirus de macacos Rhesus recombinante,
expressando a proteina M do ZIKV, que também foi capaz de gerar anticorpos neutralizantes e
proteger completamente os macacos contra a infec¢ao por ZIKV.

A primeira avaliag¢do clinica da seguran¢a e imunogenicidade de uma vacina de DNA
ZIKV, expressando os genes das proteinas prM e E de ZIKV, foi liderada pela GeneOne Life
Science e Inovio Pharmaceuticals (ensaio clinico NCT02887482). Nesse ensaio clinico, 160
participantes foram distribuidos em dois grupos e receberam uma dose de 0 mg ou 2 mg da
vacina de DNA GLS-5700 por injecao intradérmica, com doses de refor¢o na semana4 e 12. A
vacina foi bem tolerada sem reagdes adversas graves relacionadas, e os niveis de anticorpos
especificos do ZIKV na semana 14 foram avaliados por ELISA e ensaio de soroneutralizagao,
os quais mostraram 100% de soroconversdo no grupo vacinal, os titulos de anticorpos
observados foram dependentes da dose (Abbink et al., 2018).

Uma vacina de DNA também foi proposta pelo NIAID. A vacina ¢ composta por um
unico plasmideo de DNA circular fechado que codifica as proteinas transmembrana M (prM) e

do envelope (E) da amostra H/PF/2013 do ZIKV, e ¢ fornecida em dose tnica de 4 mg com
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injecdo intramuscular. A vacina VRC5283 apresentou resultados promissores de anticorpos
detectaveis e avancou para testes de eficacia da fase 2 (NCT03110770). No estudo clinico de
fase 2 avaliou-se a seguranc¢a, imunogenicidade e a eficidcia de um regime de vacinagao de 3
doses com a vacina de DNA do ZIKV ou placebo, a previsdo € que os testes sejam concluidos

em 2022 e os dados serdo informados assim que disponiveis (Gaudinski et al., 2018).

1.2.5 Vacinas de mRNA

Vacinas de mRNA (uma plataforma baseada em genes semelhante as vacinas de DNA),
também foram desenvolvidas para ZIKV. Como para flavivirus, o mRNA ¢ traduzido
diretamente em uma proteina apos entrar no citoplasma celular, as vacinas mRNA contornam
a necessidade de atravessar o envelope nuclear para serem expressas. Esse caminho poderia
potencialmente diminuir as doses necessarias para as vacinas de mRNA, mantendo a
imunogenicidade observada com vacinas de DNA (Pardi et al., 2018).

O uso de mRNA tem vérias caracteristicas benéficas, entre elas a seguranga, assim como
nas plataformas de DNA, uma vez que o mRNA ¢ degradado por processos celulares normais.
Em segundo lugar, a eficacia: varias modificagdes tornam o mRNA mais estavel e altamente
traduzivel. O mRNA € o vetor genético minimo: assim, a imunidade antivetorial ¢ evitada e as
vacinas de mRNA podem ser administradas repetidamente. Em terceiro lugar, a produgdo: as
vacinas de mRNA tém o potencial para uma fabricagdo rapida, barata e escalavel,
principalmente devido aos altos rendimentos das rea¢des de transcri¢ao in vitro (Kariko et al.,
2008, Pardi et al., 2018).

Para avaliar a resposta imune para ZIKV, mRNA contendo a sequéncia das proteinas
prM e E foi encapsulado em uma nanoparticula lipidica para maior estabilidade da sequéncia e
foi feita a imuniza¢do de camundongos e primatas ndo humanos. Reichmuth e colaboradores
(2016) observaram que a vacina proposta induziu altos niveis de anticorpos neutralizantes que
protegiam contra a infec¢do por ZIKV. Nos modelos de gravidez de camundongos, as vacinas
de mRNA previniram a morte fetal, enquanto a reabsor¢ao fetal foi observada em camundongos
infectados nao imunizados. No entanto, os niveis de material genético do virus ainda poderiam
ser detectados no bagco materno e no cérebro, bem como na placenta e cabeca fetal em
camundongos imunizados (Pardi et al., 2017).

Trés ensaios clinicos em humanos, fase I/II liderado pela Moderna Therapeutics, foram
realizados para avaliar a seguranca e a imunogenicidade de duas vacinas baseadas em

plataformas de mRNA: mRNA-1325 (NCT03014089) e mRNA-1893 (NCT04064905 e
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NCT04917861). As estratégias avaliam a seguranca e eficacia das vacinas em participantes
soropositivos e soronegativos para flavivirus. As vacinas de mRNA podem ser econdmicas,
pois um numero alto de doses pode ser produzido de forma eficiente. No entanto, resta
determinar se os dados pré-clinicos promissores se traduzem em humanos. As propriedades
imunoestimulatorias das vacinas de mRNA podem ser aumentadas com a inclusdo de um
adjuvante. Além disso, a estabilidade das vacinas de mRNA precisa ser levada em consideracao
(Abbink et al., 2018, Pardi et al., 2017).

Ainda, recentemente foi realizado um ensaio clinico liderado pelo NIAID avaliando a
eficacia da vacina de mRNA (NCT03008122) em Porto Rico, area endémica de flavivirus

(dados ndo publicados).

1.2.6 Vacinas de subunidades recombinantes

As vacinas de subunidade consistem em proteinas ou peptideos que sdo sabidamente
imunogénicos, podendo-se incluir as proteinas estruturais ou nao-estruturais. Antigenos de
diversos virus, principalmente a proteina E ou seus dominios, tém sido produzidos em sistemas
de expressao para geracao de candidatos vacinais de subunidade, as quais sdo capazes de induzir
de moderados a altos niveis de anticorpos apds imunizacdo em camundongos (Tripathi &
Shrivastava, 2018).

Em compara¢do com as abordagens tradicionais de vacinas atenuadas ou vivas, as
vacinas de proteinas recombinantes oferecem um grande beneficio em fung¢do da maior
seguranca. Por envolverem proteinas de antigeno recombinantes altamente purificadas, essas
vacinas podem fornecer uma vacinagdo mais segura devido a auséncia de impurezas. Além
disso, 0 uso de uma vacina de subunidade proteica pode evitar as preocupagdes que giram em
torno do uso de uma vacina atenuada viva, como uma reversdo complicada a um virus
patogénico em pacientes imunocomprometidos (Kim et al., 2021).

Diversos estudos relatam o papel importante desempenhado por anticorpos
neutralizantes na protecdo contra a infec¢do por muitos flavivirus, esses anticorpos sao
diretamente correlacionados com a robusta protecao de vacinas aprovadas contra virus da febre
amarela (YFV) e o virus da encefalite transmitida por carrapatos (TBEV) (Belmusto-Worn et
al., 2005, Heinz et al., 2007). Nos exemplos bem-sucedidos baseados nesses outros flavivirus,

as vacinas de subunidades recombinantes vém apresentando resultados confirmatdrios
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relacionados ao alto efeito preventivo e ao rapido tempo de desenvolvimento (Ali et al., 2017,
Han et al., 2017).

Para os flavivirus, sabe-se que a Proteina E ¢ responsavel por mediar a montagem viral,
a ligacdo a receptores celulares, essencial para a fusdo de membrana subsequente envolvida na
entrada do virus na célula, determinante do tropismo celular e um antigeno importante na
obtencdo de anticorpos neutralizantes durante a resposta imune, uma vez que ¢ um dos
principais alvos das respostas dos anticorpos do hospedeiro (Ye et al., 2016). Estudos de
mapeamento de anticorpos e epitopos funcionais demonstraram que os trés dominios sao
antigénicos e reconhecidos por anticorpos neutralizantes que inibem o processo de entrada viral
(Heinz & Stiasny, 2012, Stiasny et al., 2013, Han et al., 2017). Particularmente o dominio III
da proteina E dos flavivirus contém os epitopos de ligacdo ao receptor celular. Recentemente,
descobriu-se que esse dominio também ¢ alvo de varios anticorpos especificos contra o ZIKV,
com atividades neutralizantes distintas, mas potentes, sendo, portanto, um alvo légico para
projetar vacinas de subunidades para ZIKV baseadas em proteinas (Yang et al., 2017).

Devido as vantagens citadas, vacinas que induzem titulos elevados de anticorpos
neutralizantes vém se tornando candidatos vacinais eficazes contra o ZIKV. No estudo de Han
e colaboradores (2017), a proteina E de ZIKV com 90% da regido N-terminal preservada foi
clonada e expressa em Escherichia coli (E. coli), purificada, caracterizada e, posteriormente,
utilizada como indutor de resposta humoral especifica para ZIKV em modelos de camundongos
adultos e neonatos. Sendo o recombinante ZIKV E90 descrito, apontado como uma vacina
promissora e indicada para testes clinicos.

Qu e colaboradores (2018) também desenvolveram e avaliaram a resposta imune de
uma vacina para o ZIKV baseada na proteina E recombinante, demonstrando que o Dominio
IIT da proteina E produzido em células de Drosophila S2 induz eficientemente respostas de
anticorpos protetores em camundongos, além de serem facilmente purificados, proporcionando
assim uma vantagem significativa sobre a expressao em E. coli , onde as proteinas se acumulam
como corpos de inclusdo e requerem, portanto, um processo complexo de desnaturagdo/
redobramento para purificagdo. Adicionalmente, proteinas do envelope produzidas em células
de inseto apresentam modificacdes pos-traducionais importantes, como a adi¢ao de acticares ao
esqueleto proteico, o que ndo ocorre em proteinas produzidas por bactérias. Além da capacidade
de induzir resposta de anticorpos neutralizantes, Qu e colaboradores observaram que esse
dominio da proteina E foi capaz de induzir a producdo de células T CD4+, fato que contribui

para a prote¢do induzida pela vacina contra a infecgdo pelo ZIKV.
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A selegdo dos sistemas de expressdo das proteinas recombinantes depende de alguns
fatores principais, como o rendimento da proteina, sua qualidade, capacidade de escalonar,
tempo e custo de produgdo. A maioria das proteinas virais recombinantes para estudos de
desenvolvimento de vacinas sdo produzidas em bactéria (E. coli), leveduras (S. cerevisiae e P.
pastoris), células de mamiferos (HeLa, HEK, Vero e BHK), células de insetos (Sf-9 e S-2), ou
plantas transgénicas (Nicotiana tabacum e N. benthamiana). Os estudos seguem na perspectiva
da producao da proteina E vir a ser otimizada, com eficacia e seguranca aumentada (Tripathi &
Shrivastava, 2018).

Contudo, as vacinas de subunidade apresentam algumas das dificuldades enfrentadas
pelas vacinas de virus inativados, como a necessidade de adjuvantes e de multiplas doses para
uma imunizacdo eficaz, além de desafios na produg¢do dos dominios da proteina utilizada.
Coletivamente, os estudos sugerem que a resposta imunologica neutralizante as vacinas de
flavivirus utilizando proteina E recombinantes sdo vidveis. Além disso, este tipo vacinal pode
ser considerado seguro, pois ndo ¢ necessaria a manutenc¢do de virus em cultura de tecidos e
ndo hé inoculacdo de agentes vidveis nos individuos vacinados (Zlatkovic et al., 2011, Yang et
al., 2017).

A distribuicdo de proteinas/peptideos terapéuticos vem sendo amplamente estudada nos
ultimos anos, embora as perspectivas em sua utilizacdo sejam grandes, existem algumas
limitagdes apds a sua administragdo, uma vez que proteinas exdgenas livres no organismo
podem estar sujeitas a condi¢des de eliminagdo ou degradacdo, baixa biodistribuicdo e
solubilidade ou mudangas conformacionais indesejadas. Para evitar essas limitagdes ¢€
recomendavel a utilizacdo de proteinas acopladas a sistemas de carreadores, responsaveis por
aumentar as propriedades de distribuigdo, o direcionamento e taxa de entrega, as agodes
farmacoldgicas e terapéuticas e consequente acao no sistema imune (Tiwari et al., 2012, Vieira

& Gamarra, 2016).

1.2.7 Adjuvantes vacinais

Cada vez mais, a literatura aborda a necessidade das plataformas vacinais possuirem a
funcdo de prote¢do a longo prazo. Uma estratégia atraente ¢ estudar o desenvolvimento da
memoria em plataformas vacinais ndo vivas, buscando formas sobre como alcancar uma melhor

duragdo de protecdo. O componente-chave da maioria das plataformas vacinais que ¢
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extremamente necessario para estimular uma resposta imune significativa € o adjuvante vacinal
(Lycke et al., 2010).

Adjuvantes vacinais sdo substancias que através da associagao fisica ou quimica com
antigenos ajudam a melhorar e modular a imunogenicidade do mesmo, uma vez que
atuam impulsionando o sistema imunolédgico (Kwissa et al., 2007, Di Pasquale et al., 2015, He
et al., 2015). Os adjuvantes sdo frequentemente usados para vacinas de subunidades porque
essas vacinas nao possuem alguns dos componentes intrinsecos presentes em patdgenos inteiros
que desencadeiam a resposta imune inata, de modo que uma resposta adaptativa a jusante eficaz
seja menos provavel de ser alcancada (Vetter et al., 2018).

Nas ultimas décadas, centenas de materiais foram estudados como potenciais
adjuvantes, exemplos incluem metabdlitos bacterianos, 6leos minerais, surfactante com
estimulante imunologico, microparticulas, dcidos nucleicos, lipossomos e polissacarideos (He
et al., 2015). Em geral, esses adjuvantes funcionam por meio de varios mecanismos de
apresentacao de antigeno, entrega de antigeno para células dendriticas (DC), recrutamento de
células do sistema imunolégico e imunomodulagdo (Wang & Singh, 2011).

Os beneficios na identificagdo de adjuvantes eficazes e seguros englobam o uso de uma
menor dose do antigeno e um meio de deslocar a resposta imune em dire¢cao a um fendtipo de
célula T especifico (Thl, Th2 ou Th17) para montar a resposta apropriada contra o patogeno
em questdo, de forma que esta seja mais robusta (Mbow et al., 2010). A potencializacdo pode
estar relacionada a fatores como a liberagdo vagarosa do antigeno no organismo e ao aumento
de captacdo de células apresentadoras de antigenos (APC) para ativagdo da resposta imune.
(Lycke et al., 2010). Assim, a combinagao certa de antigenos e adjuvantes pode potencializar a
resposta imune, permitindo o desenvolvimento de vacinas mais eficazes (Di Pasquale et al.,
2015).

Devido a capacidade de ativar respostas imunes inatas, os adjuvantes podem ampliar ou
estender as respostas imunes € melhorar as respostas de memoria, permitindo assim reduzir o
numero de doses necessdrias ou a quantidade de antigeno necessaria em cada dose. Os
adjuvantes também podem melhorar as respostas imunes em populagdes com respostas
tipicamente baixas (como bebés, idosos ou individuos imunocomprometidos) (Di Pasquale,
2015). A identificacdo de adjuvantes vacinais que podem ajudar a desencadear uma resposta
imune ampla e sustentada em populagdes imunologicamente hiporresponsivas € extremamente

necessaria. J4 que, na maioria dos casos, as vacinas preventivas sdo administradas a um grande
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numero de criangas sauddveis nos primeiros anos de idade, portanto, devem ser seguras € bem
toleradas (Mbow et al., 2010).

O conhecimento sobre adjuvantes ¢ extremamente importante, especialmente no esfor¢o
para combater patdgenos, uma vez que as caracteristicas citadas podem ter implicag¢des
importantes para melhorar o fornecimento global de vacinas, importante fator a ser observado,

ilustrado atualmente na Pandemia de Covid-19 (Danielsson & Eriksson, 2021).

1.2.7.1 Alimen

Os adjuvantes a base de aluminio t€ém um historico bem estabelecido, foram
introduzidos como adjuvantes em vacinas por Glenny e colaboradores em 1926, quando
demonstraram a adi¢ao de sais de aluminio para aumentar a imunizagao contra a Difteria em
humanos, em comparagao com o uso apenas das toxinas. Hoje, sabe-se que os adjuvantes a base
de aluminio sdo capazes de induzir fortes respostas imunes humorais, mediadas principalmente
por anticorpos especificos para o antigeno secretados, particularmente IgG1 (He et al., 2015,
Danielsson & Eriksson, 2021).

As primeiras vacinas com aluminio foram preparadas pela adicdo de base a uma solucao
de antigeno misturado com sulfato de potéassio de aluminio, resultando em precipitacdo do
antigeno e de um sal de aluminio. O nome comum do sulfato de potassio de aluminio ¢ alimen,
e ¢ o adjuvante mais amplamente usado, com um registro de uso bem-sucedido na vacinagao
humana ha mais de 70 anos (Danielsson & Eriksson, 2021). O alimen ¢ incorporado a uma
variedade de vacinas contra doengas em que anticorpos neutralizantes sdo tidos como
necessarios para a prote¢ao, € € encontrado em varias vacinas em uso, incluindo vacinas para
Hepatite A, Hepatite B, Papilomavirus humano (HPV), Difteria e Tétano (DT), Haemophilus
influenza (Mbow et al., 2010, Oleszycka et al., 2014).

Em geral, a absor¢do do alimen aumenta a captacdo do antigeno e a estabilidade no
local de aplicagdo da vacina. Além disso, o alimen induz uma reagao pro-inflamatdria local
que pode aumentar a imunogenicidade (Mbow et al., 2010). As explicagdes atuais para o modo
de acdo dos adjuvantes a base de hidréxido de aluminio incluem, entre outros, o efeito
repositorio, efeito pro-fagocitico e ativacdo da via NLRP3 pro-inflamatoria. Até recentemente,
os adjuvantes a base de hidroxido de aluminio eram conhecidos por ativar preferencialmente

respostas imunes do tipo Th2. No entanto, os resultados de estudos mais recentes mostram que,
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dependendo da rota de vacinacdo, os adjuvantes a base de hidroxido de aluminio podem

melhorar tanto as respostas celulares Thl quanto Th2 (He et al., 2015).

1.2.7.2 Monofosforil lipidio A (MPLA)

O Lipopoliscarideo bacteriano (LPS) ¢ um componente da parede celular de bactérias
Gram-negativas que possui importantes propriedades imunomodulatorias. O LPS ¢é reconhecido
pelo receptor Toll-Like 4 (TLR4), o qual ¢ expresso em uma variedade de leucocitos e ativa
vias de sinalizacdo. A ativagdo da sinaliza¢do induz a produgdo de numerosos mediadores pro-
inflamatorios, como citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico, que facilitam as caracteristicas da
inflamac¢ao, como aumento da permeabilidade vascular, formagao de edema e recrutamento de
leucocitos. No entanto, a aplicabilidade clinica do LPS como agente terapéutico ou profilatico
¢ impedida pela toxicidade e um indice terapéutico estreito em humanos (Romero et al., 2011).

O Lipidio Monofosforil A (MPLA) ¢ um derivado do lipopolissacarideo que ¢ usado
como adjuvante vacinal (Khoruts et al., 2018). O MPLA ¢ produzido por hidrélise do lipidio
difosforila nativo A, sendo um componente do LPS reconhecido pelo TLR4, resultando na
remocao de todos, exceto um unico grupo fosfato. Tais alteragdes diminuem a toxicidade em
99% em relagdo ao lipidio nativo A, gerando em um agente imunomodulatério com maior
potencial de uso clinico. A toxicidade atenuada do MPLA ¢ associada a redu¢do da indugdo de
citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-
1B) e interferon gama (IFN-y) durante a exposi¢do inicial (Romero et al., 2011).

Semelhante ao LPS, ele exerce sua a¢do por meio do receptor toll-like 4 (Wang & Shing,
2011). O MPLA induz uma forte resposta imune de células auxiliares T CD4 tipo 1 (Thl), que
desempenha um papel critico na maturagdo da afinidade de anticorpos e ¢ licenciado como
adjuvante vacinal na Europa e nos EUA (Chen et al., 2019). A vacina de papilomavirus humano
(HPV) 16/18 (Cervarix®) ¢ uma vacina recombinante ndo infecciosa produzida usando
particulas purificadas semelhantes a virus (VLPs) que induz uma forte resposta imunogénica
com altos niveis de anticorpos anti-L1 VLP. O adjuvante utilizado na vacina (AS04) ¢ composto
por hidréxido de aluminio juntamente com monofosforil lipidio A, os quais sdo responsaveis
por potencializar a resposta imune celular e humoral. A vacina AS04-adjuvante HPV 16/18,
administrada em um cronograma de trés doses ao longo de 6 meses, ¢ capaz de induzir uma alta

resposta imunogénica e ¢ altamente protetora contra a neoplasia intraepitelial cervical e
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infeccdo relacionada a tipos de HPV oncogénicos de alto risco (McKeage & Romanowski,
2011).

Antigenos recombinantes de Leishmania e Toxoplasma ao serem combinados com
adjuvantes derivados de lipidio A apresentaram respostas enviesadas em Thl e Th2 (Wang &
Shing, 2011). Ainda, diversos estudos avaliaram o potencial uso de MPLA com o objetivo de
melhorar a eficiéncia de vacinas contra os virus da raiva (Chen et al., 2016), gripe (Patil et al.,
2014) e HIV (Poiliot et al., 2014).

Diversos grupos de pesquisa tém buscado por novas combinagdes de diferentes
adjuvantes vacinais, a fim de obter novas formulagdes. Coelho-dos-Reis e colaboradores (2016)
demonstraram em seu estudo que o MPLA combinado com 7DW8-5 (um potente analogo de
a-GalCer) exibe um efeito adjuvante robusto e ¢ capaz de promover os niveis de respostas de
células T CD8+ especificas e imunidade protetora contra maldria e cincer. Para tal, a
formulagdo de adjuvantes proposta foi combinada com um antigeno da malaria, uma proteina
circunsporozoita de Plasmodium yoelii, e um antigeno tumoral de Wilms Tumor-1 (WT-1). Os
antigenos foram combinados com 7DW8-5 e MPLA em regimes de imunizag¢do isolados e co-
administrados com resultados satisfatorios, tornando essa combinagdo uma promissora
formulagdo de adjuvante de vacinas.

O a-galactosylceramida (a-GalCer) € um agonista de células NKT dependente de CD1d,
também tem sido usado como adjuvante para aumentar a eficacia de diferentes vacinas
experimentais. O efeito adjuvante do a-GalCer e seus andlogos ¢ mostrado como mediado por
moléculas CDI1d, células NKT e interferon tipo I (Padte et al., 2013). 7DWS8-5, ¢ um
glicolipidio sintético derivado do a-galactosylceramida (a-GalCer), estima-se que o efeito
adjuvante de 7DW8-5 ¢ cerca de 100 vezes o de a-GalCer (Feng et al., 2022). Anteriormente,
o 7DWS8-5 mostrou um efeito adjuvante nas vacinas experimentais contra a maldria (Padte et

al., 2013), influenza (Kopecky-Bromberg et al., 2009) e HIV (Feng et al., 2019).
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1.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia ¢ a ciéncia envolvida na concepcdo, sintese, caracterizagdao e
aplicacdo de materiais e dispositivos com dimensdes entre 1 ¢ 100 nm (onde 1 nm corresponde
a 10°m). Trata-se de uma ciéncia multidisciplinar que envolve engenharia, fisica, quimica,
biologia e medicina (Sahoo et al., 2007). Os nanomateriais sdo encontrados em uma, duas e trés
dimensdes. Materiais na nanoescala apresentam propriedades funcionais Unicas, devido a sua
elevada area superficial que esta diretamente relacionada a grande interagdo existente entre o
nanomaterial e a matriz no qual esta inserido (Chau et al., 2007).

O controle do tamanho fisico dos materiais pode ser usado para ajustar suas
propriedades, as quais existem nesses materiais devido ao efeito de superficie e confinamento.
Sendo assim, as propriedades magnéticas, Opticas, cataliticas e de transporte de cada material
dependem diretamente do tamanho, devido as restricdes de movimentagao dos elétrons e
formato do material (Murray et al., 2000).

A aplicacdo da Nanotecnologia na biologia e medicina ¢ uma area promissora € com
impacto direto na vida dos humanos (Sun et al., 2008, Dykman et al., 2011). A utiliza¢do de
nanomateriais faz com que as instrumentagdes e metodologias tradicionais sejam
potencialmente melhoradas. Entre os nanomateriais mais utilizados estdo as nanoparticulas de
ouro, prata, cobre, albumina, nanotubos de carbono, lipossomos, nanoparticulas de albumina e
oxido de zinco (figura 7) (Sun et al., 2008, Versiani et al., 2017, Ma et al., 2020, Medhi et al.,
2020). Os quais possuem as mais diversas aplicacdes, seja como biosensores de diagndsticos,
carreadores vacinais, terapia de cancer, entrega de farmacos, imagem e estratégia de tratamento
antimicrobiano (Dykman et al., 2011, Tiwari et al., 2012, Patra et al., 2018, Ma et al., 2020,
Medhi et al., 2020).

Devido as suas dimensodes reduzidas, as nanoparticulas podem penetrar em diversas
regides do organismo de um individuo por serem menores que células humanas, utilizadas para
diagnostico ou terapia, oferecem interagdes com biomoléculas, tanto na superficie quanto no
interior das células (Sun et al., 2008). A possibilidade de incorporacdo de diversos tipos de
moléculas na superficie das nanoparticulas permite a adi¢do de propriedades adicionais ao
nanomaterial. A eficiéncia do carreamento ainda pode ser potencializada ao se utilizar sistemas
com poros ou utilizando sistemas com trés dimensdes, como no caso de nanoparticulas

metalicas (Tiwari et al., 2012).
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MNanoesfera Nanocapsula Micela Lipossomo Dendrimero

Nanoparticula Silica Oxido de

- Nanotubo de
de Ouro Mesoporasa Eabong Nanofios Ferro

Figura 7. Representacido de nanoestruturas. As nanoestruturas representadas como exemplos organicos sdo:
nanoesfera, nanocéapsula, micela, lipossomo, dendrimero. J4 as nanoestruturas Inorgéanicas estdo representadas por:
nanoparticula de Ouro, silica mesoporosa, nanotubo de carbono, nanofios e 6xido de Ferro (Adaptado de Aguirre
etal., 2016).

1.3.1 Nanoparticulas de Ouro (GNP)

As nanoparticulas de ouro (GNP) sdo definidas como particulas de 1 a 100 nm de
tamanho, no regime de comprimento de onda da luz visivel (Jeong et al., 2019). As GNP sao
as nanoparticulas metéalicas mais estaveis e versateis relatadas até o momento, e apresentam
aspectos fascinantes, como sua existéncia em varios formatos e tamanhos, o comportamento
das  particulas individuais, alta estabilidade quimica e biocompatibilidade,
disponibilidade através de sintese de fase liquida facil e modificagdo de superficie, além das
propriedades quimicas, eletronicas, magnéticas, mecénicas, térmicas e Opticas Unicas,
tornando-as promissoras para as ciéncias biomédicas (Daniel & Astruc, 2004, Loh et al., 2016,
Xie et al., 2017, Sani et al., 2021).

O ouro foi um dos primeiros metais descobertos pelos humanos, ¢ um metal inerte e
resistente a oxidagcdo que sempre esteve presente na historia da humanidade em seus mais
distintos momentos (Dykman & Khlebtsov, 2011). O exemplo mais antigo conhecido da
utilizacdo de nanomateriais ¢ a Taga de Licurgo exposto no British Museum (figura 8),
proveniente dos tempos Romanos, fabricado no século IV d.C. Analises de sua matriz revelam
coloides de ouro (GNP) e de prata (SNP) que medem aproximadamente 70 nm na proporgao
1:4 (GNP:SNP). Essa composicao, com capacidade eficiente de espalhamento e reflexdo da luz,
faz com que ela possua a propriedade dicroica, mudando sua coloragdo dependendo da luz
incidente, resultando em cores distintas e brilhantes, sendo vermelho a luz transmitida de dentro

da taca e verde a luz refletida (Castro et al., 2019).
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Figura 8. Taca de Licurgo. Feita de vidro com nanoparticulas de ouro e prata, datada do século IV d.C. A taga
exibe cor verde quando a luz incide de fora para dentro e cor vermelha se iluminado de dentro para fora (fonte:
Hypescience, 2014).

Nos séculos V e VI, cientistas chineses, arabes e indianos obtiveram ouro coloidal € o
usaram para fins médicos. Na idade média, ouro nanoparticulado foi utilizado empiricamente
para tratamentos de estética e fins curativos, sendo relatado seu uso combinado a extratos
vegetais no tratamento de males como disenteria, epilepsia, transtornos mentais, sifilis e
problemas cardiacos. Em 1880 foi apresentado um método para tratar o alcoolismo por injecao
intravenosa de uma solucao de ouro coloidal. Mais tarde, em 1927, o uso de ouro coloidal foi
proposto para aliviar o sofrimento de pacientes inoperaveis contra o cancer através da ingestao
de particulas de ouro coloidal, denominado na época por “ouro potavel ou soluvel” (Dykman
& Khlebtsov, 2011).

Apesar do conhecimento historico, somente nas ultimas décadas o uso de GNP em
pesquisas bioldgicas comegou a ser compreendido. Em 1970, os pesquisadores britdnicos W.
P. Faulk e G.M. Taylor descreveram pela primeira vez uma técnica para conjugar anticorpos
com ouro coloidal para visualizagdo microscopica eletronica direta de antigenos da superficie
de Salmonella, representando o marco inicial onde conjugado de ouro coloidal serviu como
marcador imunoquimico (Dykman & Khlebtsov, 2011). Desde entdo, um corpo crescente de
pesquisas ¢ dedicado ao uso potencial dessas nanoparticulas no diagndstico e tratamento de
infec¢des, uma vez que mesmo sendo consideradas biologicamente inertes, tais particulas
podem ser projetadas para possuir funcionalidade, de forma que se tornem atraentes para
diversas aplicacdes (Pissuwan et al., 2010).

As GNP podem apresentar diferentes formatos (figura 9), entre os quais estdo:
nanoesferas (do inglés, “nanospheres”), nanobastdes (do inglés, “nanorods”), nanoconchas (do

inglés, “nanoshells”), nanocaixas (do inglés, “nanocages’) (Cai et al., 2008). As nanoconchas
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de ouro sdo compostas de um nucleo de silicio em torno de 100 nm e uma fina casca de ouro
de cerca de poucos nandmetros. J4 as nanocaixas de ouro sdo nanoestruturas de ouro ocas e
porosas, que sdo formadas por uma reacao de substituicdo galvanica entre nanocubos de prata

e acido aurico em solucao aquosa (Huang et al., 2010).

Figura 9. Micrografias eletronicas de nanoparticulas de ouro em varias formas e tamanhos (a) Nanoesferas
pequenas (b) Nanoesferas grandes (¢) Nanobastdes (d) Nanobastdes com extremidades afiladas (e) Nanoshells (f)
Nanocages (g) Nanosferas ocas (h) tetraedra/octaedra/cubos/ isosaedra (i) dodecaerda rombica (j) octaedra (k)
nanocubos concavos (I) tetrahexaedra (m) dodecaerda rombica (n) bipirdmides triangulares obtusas (o)
trisoctaedra e (p) Nanoprismas (fonte: Versiani, 2014).

1.3.2 Processos de Sintese de GNP

O primeiro pesquisador a descrever a sintese de GNP foi Michael Faraday, em 1857,

quando utilizou fosforo branco como agente redutor e o dissulfeto de carbono como
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estabilizante, resultando em uma soluc¢do de coloragdo Rubi (Dreaden et al, 2012). Desde entao,
grandes esforcos tém sido dedicados a sintese, estabilizacdo e funcionalizagio de GNP com
tamanho e formato controlados, haja visto as propriedades Opticas fascinantes que tais
particulas nanométricas possuem (Brust et al., 1994, Daniel & Astruc, 2004).

Atualmente, os métodos de preparacao dos GNP incluem processos quimicos, fisicos e
bioldgicos (seja por enzimas, microrganismos ou plantas). As diferentes metodologias
empregadas buscam controlar tamanhos e formas das GNP, sua estabilidade em relagao ao ar e
altas temperaturas e eficiéncia da reprodutibilidade do método (Sani et al., 2021).

Os Nanobastdes de Ouro (GNR) sdo geralmente sintetizados pelo método Fisico,
chamado de Método de crescimento por semeadura, onde nanoparticulas com diametros de 5
nm atuam como sitios de nucleacgao e sao adicionadas em uma solu¢ao aquosa contendo sal de
ouro, nitrato de prata, acido ascorbico e CTAB (Brometo de cetiltrimetilamonio), essencial para
a formac¢ao controlada das nanoparticulas de ouro com a morfologia de bastdo. Na solugao
aquosa, o sal de ouro (AuCly’) é suavemente reduzido, enquanto o CTAB direciona a liga¢ao
dos ions Au" reduzidos nas laterais das sementes. Embora a largura dos nanobastdes formados
por este método sejam razoavelmente constantes, o comprimento pode ser prolongado
aumentando a adi¢@o de nitrato de prata ou outros sais sobre o nanobastdo (Huang et al., 2009,
Dreaden et al., 2011).

Uma vez sintetizadas, as solugdes de GNR sao centrifugadas para remog¢ao do excesso
de CTAB, ions metalicos ndo reagidos e acido ascorbico. Este passo ¢ importante pela
toxicidade conhecida do CTAB e também pela falha em remover espécies ndo reagidas resultar
em alteracoes morfologicas dos nanobastdes ao longo do tempo (Stone et al., 2010). Melhorar
o desempenho de sintese exige um profundo conhecimento dos mecanismos pelos quais os
nanobastdes crescem, permitindo que o rendimento das reagdes seja melhorado, formas
anisotropicas sejam manipuladas em detalhes mais requintados e que a dependéncia de grandes
quantidades de surfactantes citotoxicos para alcancar o controle da forma seja reduzida (Lohse

& Murphy, 2013).
1.3.3 Propriedades opticas das Nanoparticulas de Ouro (GNP)
As GNP exibem propriedades opticas fascinantes que podem ser ajustadas em uma

ampla faixa espectral controlando os parametros geométricos das nanoparticulas. O tamanho e

a forma dos nanomateriais t€m um impacto profundo em suas caracteristicas, influenciando a
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estabilidade e mobilidade. Além disso, ¢ importante notar que as caracteristicas fisicas e
quimicas (como fluorescéncia, condutividade elétrica ou reatividade quimica) dos materiais na
escala nanométrica sao significativamente diferentes em comparagdo aos seus andlogos em

escalas maiores (Sztandera et al., 2019).

1.3.3.1 Ressonéncia de Plasmon de superficie

A caracteristica chave que distingue as GNP dos outros nanomateriais € sua propriedade
oOptica unica, resultante de um fenomeno fisico conhecido como ressonancia de plasmon de
superficie localizada (LSPR), o qual est4 presente tipicamente em nanoestruturas de materiais
plasmodnicos, como ouro, prata, cobre e aluminio (Jeong et al., 2019). Essa propriedade resulta
da oscilagdo coletiva dos elétrons (plasmons) excitados por radiagdo eletromagnética (EM),
gerando uma separacgdo de cargas entre os elétrons livres e os nucleos i6nicos do metal (figura
10) (Schmid & Corain, 2003, Willets & Duyne, 2007).

Os termos “localizado” e “superficie” sdo usados para se referir a ressonancia que esta
localizada na superficie e as oscilagdes livres dos elétrons que estdo confinadas em um espago
finito, definido pelas dimensdes das GNP. A LSPR manifesta-se como um efeito combinado
resultante tanto da absor¢ao quanto do espalhamento no espectro das nanoparticulas. Uma das
caracteristicas que advém destas oscilacdes coletivas dos elétrons livres € a cor caracteristicas
de cada GNP (Kumar, 2013).

O modelo atdmico de Bohr ¢é capaz de explicar algumas caracteristicas acerca dos niveis
energéticos dos solidos na escala nanométrica. Cada atomo possui niveis de energia bem
definidos, entretanto, ao serem excitados por luz seus elétrons podem fazer transicao entre
bandas (d para sp), resultando em uma emissdo de luminescéncia de fotons. Assim, os elétrons
se propagam livremente sobre a extensdo metalica da GNP, levando a fenomenos de
ressonancia Optica Unicos e sensiveis a radiacdo eletromagnética. Ainda, as propriedades
radioativas e de campo magnético podem ser aumentadas gragas a capacidade de confinamento
de fotons ressonantes que essas GNP possuem (Fan et al., 2014).

Assim, quando uma nanoestrutura metalica ¢ iluminada por um comprimento de onda
incidente apropriado, os elétrons localizados na nanoestrutura metalica oscilam e criam fortes
ondas de superficie. A superficie curva da particula gera uma forca restauradora eficaz nos
elétrons de condugdo para que a ressonancia possa surgir (Chung et al., 2011). A LSPR ¢

iniciada pela interacdo do campo elétrico da luz visivel com o elétron confinado da particula.
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O comprimento de onda onde a LSPR ¢ observada depende do tamanho e da forma da particula
e das propriedades dielétricas do meio circundante (Schmid & Corain, 2003).

Os nanobastdes de ouro vem chamando a atencao devido a sua ressonancia de plasmon
de superficie Unica e oscilagdes coletivas de elétrons transversais (LSPR-T) e longitudinais
(LSPR-L) (Stone et al., 2010). Assim, os GNR apresentam dois tipos diferentes de oscilagdes
dependente da polarizagdo da luz incidente: um estd associado a oscilagdo em torno do eixo
menor (LSPR-T), que induz uma banda de absorc¢ao similar as nanoesferas (figura 10C), e o
outro em associado a oscilagao dos elétrons em torno do eixo maior (LSPR-L), que induz uma

banda de absor¢ao muito mais forte (figura 10D) (Lohse & Murphy, 2013).
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Figura 10. Esquema de oscilacio de uma nanoparticula apés irradiacio de luz. (A) Movimento ondulatorio é
proveniente da interacdo entre os elétrons livres da superficie e o campo elétrico gerado pela nanoesfera (B)
Movimentos longitudinal e transversal proveniente da interagdo entre os elétrons livres da superficie € o campo
elétrico gerado pelo nanobastdo. Diferenga entre ressonancia (C) das nanoesferas para (D) os nanobastdes. Devido
a forma anisotrépica dos nanobastdes, dois picos de absor¢do podem ser observados (Adaptado: Willets & Duyne,
2007).

1.3.3.2 Cores do Ouro

Para o ouro h4d uma ampla possibilidade relacionada a coloracao refletida, o qual possui
coloragdo amarelada na forma a granel, cor vermelha para particulas menores que 100 nm e
também azul em filmes finos de GNP (figura 11a). Além disso, o ouro coloidal, em comparacao

com o ouro a granel, ¢ considerado altamente reativo, o que amplia consideravelmente seu
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potencial de aplicagdo, fornecendo propriedades eletronicas, cataliticas e antioxidantes, bem
como a possibilidade de modificagdes superficiais (Sztandera et al., 2019).

Além do fator de formato para ajuste de propriedades Opticas, a variagao da estrutura
pode resultar em fendmeno semelhante. Dois exemplos incluem as nanoconchas e as
nanocaixas de ouro. A casca presente nas nanoconchas ¢ formada pelo envelhecimento dos
aglomerados de ouro ligados ao ntcleo de silicio. A mudanca na coloragdo ¢ explicada como
resultado da hibridizag¢ao dos plasmons da esfera interna e da cavidade externa. O comprimento
de onda LSPR de nanoconchas de ouro pode ser controlado alterando a espessura da casca. A
diminui¢ao da espessura da casca de ouro de 20 para 5 nm leva a mudanga LSPR de cerca de
300 nm, o que ¢ atribuido ao aumento do acoplamento entre os plasmons de superficie da
concha interna e externa para particulas de conchas mais finas (figura 11b) (Huang & El-Sayed,
2010).

O tamanho geral das nanocaixas ¢ de cerca de 50 nm de largura e comprimento de onda
LSPR em torno de 800 nm. Controlando a quantidade de solugdo de acido aurico, a LSPR de
nanocaixas de ouro poderia ser ajustada a regido NIR (Espectroscopia de infravermelho
proximo) com comprimento de onda especificado, influenciando diretamente na coloragao

observada das nanocaixas (figura 11C) (Huang & El-Sayed, 2010).
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Figura 11. Nanoparticulas de ouro comumente usadas. Ilustracdes graficas, micrografias eletronicas de
transmissio e espectros de extin¢iio sinteticamente ajustaveis para (a) nanobastées de ouro (b) nanoconchas
de ouro e (c) nanocaixas de ouro. Os desvios espectrais com as setas sdo indicados para aumentar a razdo de
aspecto, diminuir a espessura da casca e aumentar a quantidade de ouro, respectivamente (Adaptado de Huang &
El-Sayed, 2010, Dreaden et al., 2011).
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1.3.4 Toxicidade Celular e Biocompatibilidade

Diante de suas inumeras propriedades, as GNP encontraram aceitagdo em seu uso
devido a sua estabilidade, baixa toxicidade e tamanho controlavel pela sintese. Aliadas a sua
capacidade de conjugacdao com DNA e proteinas, sendo incorporadas em uma infinidade de
novos produtos de aplicagdes biomédicas (Astruc et al., 2014). E a medida que os potenciais de
utilizagao aumentam, a preocupacao quanto ao impacto de sua interagao com tecidos bioldgicos
e moléculas, com a possibilidade de toxicidade na saide humana e ambiental também aumenta
(Alkilany & Murphy, 2010, Barreto et al., 2011).

Devido ao grande nimero de varidveis, como diferentes linhagens celulares e materiais
com propriedades fisico-quimicas distintas, a caracterizacdo da toxicidade das GNP constitui
um desafio. Assim, ¢ necessaria uma rigorosa compreensao da relacdo entre as propriedades
fisicas e quimicas da nanoestrutura e seu comportamento no sistema bioldgico (Fadeel &
Garcia-Bennett, 2010).

A biocompatibilidade por sua vez ¢ definida como “a capacidade de um material em
realizar uma resposta adequada do hospedeiro, em uma situagdo especifica” (Naahidi et al.,
2013) e corresponde a benignidade da relagdo entre um material e seu ambiente biologico
(Kohane & Langer, 2010). Quando as GNP sao utilizadas como carreadores de farmacos e em
plataformas vacinais, ¢ crucial avaliar a biocompatibilidade da GNP para garantir a liberagao
segura do farmaco e minimizar a toxicidade (Bhaskar & Lim, 2017, Ellis et al., 2017). Um alto
grau de biocompatibilidade ¢ alcangado quando o nanomaterial interage com o organismo sem
induzir respostas toxicas, imunogeénicas, trombogénicas e carcinogénicas (Naahidi et al., 2013).

O ouro metalico em escala visivel € considerado inerte e compativel quando inserido
em sistemas biologicos. O ouro coloidal encontrou uso precoce no tratamento da tuberculose
na década de 1920 e, atualmente, ¢ aprovado para aplicagdes clinicas no tratamento de doengas
reumaticas, onde os sais de ouro sao considerados importantes como agentes antirreumaticos
(Fadeel & Garcia-Bennett, 2010). Entretanto, na escala nanométrica, as solu¢des possuem em
sua composi¢ao sais, estabilizantes de superficie e produtos quimicos resultantes do processo
de sintese, os quais devem ser avaliados de forma criteriosa (Alkilany & Murphy, 2010, Ellis
etal., 2017).

Alkilany & Murphy (2009) demonstraram em seu estudo um efeito toxico no
sobrenadante da solu¢do de CTAB utilizada na sintese de GNR pelo método classico mediado

por semente, confirmando que a toxicidade aparente dos GNR seria proveniente do agente



60

surfactante. Também foi possivel observar que, apds realizada a purificagdo méaxima da
solucdo, o sobrenadante nao continha GNR. Dessa forma, o conhecimento da origem da
toxicidade permite a projecao de solu¢des para mitigar tal toxicidade. Assim, no caso das
GNP cobertas com CTAB, varias abordagens t€ém sido empregadas visando eliminar as
moléculas de CTAB livres em solugdes de GNP (Versiani et al., 2016).

No que diz respeito a biocompatibilidade, diversas células do organismo mostraram-se
capazes de internalizar as GNP sem apresentar efeitos citotoxicos, sendo relatado que, a
mudancga fundamental na resposta celular as particulas de ouro esta relacionada principalmente
ao tamanho das moléculas individuais (ou complexo molecular) e a faixa coloidal (Fadeel &
Garcia-Bennet, 2010, Versiani et al., 2016).

Ainda, se tratando da internalizacdo das GNPs, a eficiéncia da absorcao celular foi
encontrada por Xie e colaboradores (2017) na seguinte ordem do mais baixo ao mais alto:
nanoestrelas, nanobastdes e nanotriangulos de Ouro. Os possiveis mecanismos de absor¢dao
celular para os trés tipos de nanoparticulas de ouro também foram examinados nesse trabalho,
e verificou-se que as diferentes formas de GNPs tendiam a usar as vias de endocitose em

diferentes propor¢des, dentre elas: endocitose mediada por clatrina e caveolina.

1.3.5 Utilizacao de GNP na Medicina

As GNP sao uteis para aplicagdes biomédicas principalmente devido a sua facilidade na
preparacdo e conjugacdo, biocompatibilidade e propriedades Opticas dependentes de tamanho
(Li et al, 2016). No entanto, as GNP nus ndo possuem especificidade para alvos. E para que as
GNP estejam funcionalmente ativas € realizada a troca efetiva do agente de revestimento por
uma nova molécula, cuja liga¢do tende a ser mais forte, para isso pode recorrer-se a diversos
tipos de moléculas, varios autores propuseram a interagdo entre GNP e ligantes especificos
(Tallury et al., 2010). Atualmente, nanomateriais t€ém sido alvo de estudos em todo o mundo de
diferentes maneiras para melhorar os métodos diagndsticos existentes (McCarthy et al., 2021,
Medhi et al., 2020), no desenvolvimento de vacinas (Elia et al., 2021), métodos terapéuticos
(Rahaetal., 2021), desinfetantes (Bakkar et al., 2021), entrega de farmacos (Akbari et al., 2020)
e nanosensores de diagndstico (Pinals et al., 2021).

As GNPs tém inimeras vantagens para aplica¢des biomédicas, incluindo a facilidade de
adicionar biomoléculas funcionais e sua eficiéncia em penetrar células (Xie et al., 2017).

Assim, as GNP vem sendo utilizadas como portadores de moléculas multifuncionais, atuando
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na entrega de fairmacos, aminoacidos e peptideos carregados. Outros métodos incluem a
exploracdo da quimica ouro-tiol para conjugar materiais genéticos diretamente em GNP, bem
como na montagem para formar os nanocarreadores de genes (Loh et al., 2016).

Ainda, se tratando da capacidade fototérmica presente nas GNP, plataformas baseadas
em GNP tém facilitado avancos em relagdo a tratamentos ndo invasivos na medicina, através
da terapia-alvo. Assim, as GNP podem ser usadas para terapia térmica extremamente
localizada, no qual a absor¢ao de luz € convertida em calor através de um processo conhecido
como aquecimento plasmonico (Jeong et al., 2019). Uma vez que elas sdo aptas de aquecer uma
area mil vezes superior ao seu tamanho, elas se tornam capazes da destruicdo de virus e
bactérias, da desnaturacao de proteinas e acidos nucleicos, ¢ até mesmo eliminagdo de células
cancerigenas (figura 12) (Zharov et al., 2006).

Atualmente, uma das conjugacdes que apresenta numerosas aplicagdes ¢ a de GNP e
proteinas, uma vez que estas sdo capazes de reacdes precisas e devido a sua especificidade
funcional e capacidade de catalisar um vasto nimero de reagdes, ha muito interesse em
aproveitar suas habilidades. Devido a essas caracteristicas, acredita-se que nanoestruturas
baseadas em proteinas podem ser a chave para o desenvolvimento de materiais funcionais com
valida aplicagdo biotecnoldgica, apresentando numerosas possibilidades em detec¢ao, imagem,
distribuicao de farmacos e antigenos, terapia e controle da estrutura e atividade da proteina

(Versiani et al., 2016, Singh et al., 2017, Bostick et al., 2018).

AuNP q
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Figura 12. Nanoparticulas de ouro como nanocarreadores multifuncionais com conjugacao de farmacos
ou ligantes de direcionamento. Onde esferas laranja= nanoparticulas de ouro, firmacos= circulos azul escuro
e ligantes de direcionamento= tridngulo roxo (Adaptado de: Loh et al., 2016).
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As estratégias envolvidas na ligagdo de proteinas as nanoparticulas de ouro consistem
em quatro abordagens principais: (a) Adsor¢ao eletrostatica da proteina, (b) Ligac¢do covalente
a um ligante presente na GNP, (c) Ligacdo a um cofator presente na GNP, e (d) ligacao direta
de um aminoacido contendo grupamento tiol a GNP (figura 13) (Aubin-Tam & Hamad-

Schifferli, 2008).
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Figura 13. Estratégias de Funcionalizacio GNP-Proteina (a) adsorcao eletrostatica da proteina (b) Ligagdo
covalente a um ligante presente na GNP (¢) Ligacdo a um cofator presente na GNP (d) ligagdo direta de um
aminoacido contendo grupamento tiol a GNP (Aubin-Tam & Hamad-Schifferli, 2008).

Adsorcio eletrostatica: E a abordagem de ligagio mais amplamente utilizada devido a
sua simplicidade e inespecificidade, uma vez que nio requer reagdo quimica. E rotineiramente
utilizada como marcador elétron denso em preparacdes histologicas. As proteinas sdo
imobilizadas por adsor¢ao passiva na superficie da GNP, o que acontece quando o pH do meio
esta proximo do ponto isoelétrico (pI) do peptideo (figura 13a). A interagdao pode ser modulada
pela alterag@o de pH ou forca i6nica do meio, na tentativa de direcionar uma face especifica da

proteina para adsorcdo na superficie da GNP (Aubin-Tam & Hamad-Schifferli, 2008).

Ligacao covalente: Envolve a ligacdo covalente de uma proteina ao ligante GNP (figura
13b). Se a nanoparticula tiver multiplos ligantes que podem reagir com a proteina, isso pode
resultar em uma distribui¢do no numero de proteinas na GNP, tornando a estequiometria da
ligagdo controlavel e a propor¢do de GNP-Proteina conjugada conhecida. Envolve
intermediarios quimicos com a finalidade de favorecer a interacdo covalente requerida. Entre

0s quais estdo compostos contendo grupamentos tiol (&cido lipoico), sulfo-N-
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hidroxissuccinimida (sulfo-NHS) e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC), que
interagem entre si e favorecem a interacdo covalente requerida (Aubin-Tam & Hamad-
Schifferli, 2008). Compostos contendo grupos tiol podem melhorar eficientemente a
estabilidade e a dispersao de GNP em solugdo aquosa, uma vez que esses compostos podem se
ligar covalentemente a superficie das GNP através de uma ligagdo ouro-tiol (Gao et al., 2012,

Conde et al., 2014).

Ligacao a um cofator: Estratégia onde um cofator especifico € utilizado para revestir
a GNP e assim garantir a especificidade da ligacao (figura 13¢). Um caminho atrativo para ligar
uma GNP a uma proteina especifica utiliza de anticorpos, pois estes podem se ligar
especificamente a uma proteina alvo. Os conjugados GNP-anticorpo sdo uteis para visualizar a
presenca de proteinas e receptores especificos nas células. Assim, essa conjugacdo geralmente
adota uma estratégia de marcagao global, onde a GNP ¢ primeiramente ligada ao anticorpo ¢ o
conjugado GNP-anticorpo pode entdo se ligar a uma proteina especifica (Aubin-Tam & Hamad-

Schifferli, 2008).

Ligacao direta com atomos na superficie da GNP: A ultima das estratégias classicas
de conjugacao envolve a interagdo direta de um aminoacido contendo grupamento tiol, que
ocorre sem o uso de um ligante, isto pode ser conseguido pela quimica de ouro-thiol, onde uma
proteina com uma cisteina se liga covalentemente a uma GNP (figura 13d). Este tipo de ligagao
¢ desejado se esta particula for utilizada como biosensor, onde a transferéncia de elétrons ¢ um
processo essencial. Diante disso, como a proteina adsorvida esta fortemente ligada, sdo
necessarias concentragdes de proteina muito menores, onde a proteina se liga reversivelmente

a superficie (Aubin-Tam & Hamad-Schifferli, 2008).

Embora a conjugagao de proteinas a superficie das GNP seja uma alternativa atraente,
uma vez que estas sao reconhecidas por serem altamente seletivas e eficazes, a ligagcdo GNP-
proteinas pode apresentar limitagcdes na interacdo e estabilidade da ligacdo, que precisam ser
resolvidos antes que todo o seu potencial seja alcancado. As preocupagdes envolvidas nessa
interacao incluem a dificuldade de o residuo alvo atingir a superficie da GNP se o ligante da
mesma estiver interagindo densamente na superficie ou por um longo periodo de tempo. Além
disso, pode ser necessario um grande excesso de proteina na reagdo, principalmente se a forca

de interagdo do ligante com a superficie da GNP for semelhante ou maior do que a ligacdo de
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proteinas a GNP, competindo com a proteina pela ligacdo (Aubin-Tam & Hamad-Schifferli,
2008, Conde et al., 2014).

De maneira especial, apos a conjugacao de particulas na superficie dos GNR ¢ possivel
observar um deslocamento no espectro de absorcdo referente ao eixo longitudinal, que
apresenta alta sensibilidade as mudancas da superficie dielétrica, tornando tais particulas
responsivas as caracteristicas dielétricas do ambiente circundante. Portanto, as modificagdes ao
redor da nanoparticula, incluindo alteracdes em sua superficie, a agregacao de solventes e
particulas, determinarao mudancas nas propriedades eletronicas da superficie da nanoparticula,

resultando em alteragdes nos padrdes do espectro de absor¢do (Versiani et al, 2020).

1.3.6 Potencial imunogénico das GNP

Desde as primeiras décadas do século XX, as propriedades imunoldgicas dos metais
coloidais ¢ interesse de pesquisadores. Esse interesse deve-se principalmente a teoria da
imunidade fisico-quimica (ndo especifica) proposta pelo imunologista Jules Bordet, que
postulou que a imunogenicidade, juntamente com a especificidade antigénica, depende
predominantemente das propriedades fisico-quimicas dos antigenos. Além disso, foi
demonstrado em estudos que a introducao de um antigeno, juntamente com os metais coloidais
¢ capaz de estimular a producgdo de anticorpos (Dykman & Khlebtsov, 2017).

Em 1996, Demenev e colaboradores mostraram pela primeira vez a possibilidade de
usar particulas de ouro coloidais como parte de uma vacina para o virus da encefalite
transmitida pelo carrapato. A vacina experimental oferecida apresentava propriedades
protetoras mais elevadas do que seus analogos comerciais, mesmo sem adjuvantes. Atualmente,
mais de 40 publica¢des demonstraram a aplicagdo bem-sucedida de GNP funcionalizadas para
obter anticorpos contra diferentes antigenos (Dykman & Khlebtsov, 2017). De modo geral,
GNP testadas como carreadores vacinais nao apresentaram indu¢ao da formacao de anticorpos
anti-GNP, além de se mostraram capazes de modular a resposta imune, promover a penetragao
celular e direcionar a entrega de moléculas. Mais importante ainda, se mostraram inertes e
ndo toxicas, caracteristicas estas essenciais para serem utilizadas como carreadores (Bhaskar
& Lim, 2017).

Também vem sendo demonstrado que as GNP podem estimular e/ou suprimir as
respostas imunes, alguns estudos in vitro e in vivo revelaram que varias células imunes,

incluindo macrofagos, células dendriticas e linfocitos, sdo estimuladas por GNP que levam a
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producdo de citocinas pro-inflamatdrias (ou seja, IL-1p e TNF-a) e citocinas Th1 (IFN-y e IL-
2) (Dykman & Khlebtsov, 2017).

Quando as nanoparticulas adentram a corrente sanguinea, encontram um ambiente
complexo de proteinas do plasma e células do sistema imune. A penetragdao das nanoparticulas
nestas células pode ocorrer tanto no fluxo sanguineo, como por mondcitos, plaquetas, leucdcitos
e células dendriticas, quanto nos tecidos, por meio dos fagdcitos residentes. A interagcdo de uma
nanoparticula com proteinas plasmaticas (opsoninas) e componentes do sangue (via hemdlise,
trombogenicidade e ativacdo do complemento) pode influenciar a captagdo e assim afetar
potencialmente a distribui¢do e fornecimento do nanomaterial para os locais-alvo pretendidos
(Dobrovolskaia et al, 2008, Dykman & Khlebtsov, 2011).

Embora muitos esfor¢os do uso de GNP nas ciéncias biomédicas tenham se concentrado
no uso de GNP para fornecer drogas anticancer, explorar o uso desse nanomaterial conjugado
a proteinas virais para modular a resposta imune ¢ uma area emergente de pesquisa e
potencialmente atraente (Bhaskar & Lim, 2017). Além das variaveis citadas, o tamanho ¢ a
forma das nanoparticulas sdo importantes varidveis a serem ajustadas, uma vez que estas
caracteristicas se mostraram receptivas para atender a fungdes especificas e influenciar o
comportamento das particulas in vivo (Lobatto et al., 2011).

Devido as caracteristicas controlaveis de crescimento, propriedades Opticas uUnicas,
possibilidade de funcionalizagdo com biomoléculas, aliada a facilidade de identificacdo dessas
modifica¢des, os nanobastdes foram selecionados como o material de interesse para utilizagao

neste trabalho.
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2. Justificativa

As vacinas previnem milhdes de doengas e sdo responsaveis por salvar inimeras vidas
a cada ano, além de ter revolucionado a qualidade de vida das pessoas. Com o lancamento do
Programa Expandido de Imuniza¢ao da OMS em 1974 e da Alianga Global para Vacinagao e
Imunizagdo em 2000, a variola (causada pelo Orthopoxvirus variolae) foi completamente
erradicada e a incidéncia de poliomielite, sarampo e outras doencas infantis foi drasticamente
reduzida em todo o mundo. No Brasil, ¢ inegavel que a emergéncia e/ou re-emergéncia de
diversas arboviroses representam grave problema de saude publica. A febre causada pelo Zika
virus (ZIKV) é um bom exemplo de uma arbovirose emergente em diversas partes do mundo,
onde graves complica¢des como a sindrome de Guillain-Barré e a Sindrome congénita do Zika
foram associadas a esta infeccao.

Embora o ZIKV tenha sido associado no passado a surtos esporadicos na Asia e na
Oceania, em 2015 o ZIKV reemergiu e causou a maior epidemia ja registrada para este virus,
com milhdes de casos relatados, principalmente na Africa e Américas do Sul e Central. Além
disso, estudos recentes de vigilancia alertaram para a circulacdo de uma linhagem africana do
virus Zika em duas regides brasileiras em 2019, alertando sobre um possivel novo surto
epidémico no Brasil.

Abordagens vacinais convencionais, como virus vivos atenuados e inativados, vacinas
de DNA e mRNA, e vacinas de subunidades tem se mostrados capazes de fornecer prote¢ao
duravel contra uma variedade de patogenos. Plataformas vacinais foram desenvolvidas para
outros flavivirus, incluindo o virus da febre amarela, o virus da encefalite japonesa, o virus da
encefalite transmitida pelo carrapato e o virus da dengue, mas atualmente, ndo h4a uma vacina
clinicamente aprovada e licenciada para o ZIKV.

Apesar do longo histdrico e sucesso das campanhas de vacinagdo, o desenvolvimento
de vacinas eficazes e seguras ¢ semiempirico, € permanecem grandes obstaculos ao
desenvolvimento de vacinas contra uma variedade de patogenos infecciosos. Além disso, para
a maioria das vacinas contra virus emergentes, o principal obstadculo ndo ¢ a eficicia das
abordagens convencionais, mas a necessidade de desenvolvimento rapido e implantacdo em
larga escala afim de pausar o avango do agente viral.

Dentre as areas que surgem de forma atrativa e com grande potencial de utilizagdo no
desenvolvimento de plataformas vacinais eficientes, a nanotecnologia tem ganhado destaque,
em especial as nanoparticulas de ouro, devido a suas propriedades Opticas e quimicas unicas

que permite sua ligacdo a moléculas organicas como proteinas, incluindo sua utilizacdo como
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carreadores vacinais. Adicionalmente, as nanoparticulas de ouro s3o inertes e atoxicas em
sistemas bioldgicos, o que as torna carreadoras ideais de antigenos e farmacos.

Nosso grupo de pesquisa tem utilizado o potencial de aplicacdo das nanoparticulas nas
ciéncias biomédicas com resultados surpreendentemente positivos. No trabalho conduzido por
Alice Versiani (2020), foi desenvolvido um teste diagndstico sensivel e especifico baseado em
nanobastdes de ouro funcionalizados com proteinas de DENV. Os sensores foram capazes de
detectar apenas um picograma de anticorpos monoclonais anti-DENV e soros humanos
altamente diluidos positivos para DENV, além disso, os sensores foram capazes de distinguir
os pacientes positivos para DENV de outros pacientes infectados pelo flavivirus, incluindo o
ZIKV, e até mesmo de distinguir o sorotipo de DENV.

Recentemente, também desenvolvemos um sensor diagndstico para SARS-CoV-2,
utilizando GNR funcionalizados com a proteina do N (nucleocapsideo) recombinante do agente
causador da Covid-19. O sensor se mostrou capaz de identificar anticorpos anti-SARS-CoV-2
em soros de pacientes positivos de forma eficiente e sensivel. Mostrando a exceléncia e
expertice da técnica estabelecida por nosso grupo.

Em se tratando do potencial de carreamento antigénico das nanoparticulas. Os GNR, se
mostraram capazes de carrear eficientemente proteinas do DENV-3 gerando respostas
imunologicas intensas e protetoras em modelos de infeccdo murino (Versiani, 2014).
Utilizando-se da experiéncia de excelente performance alcangada com os dados para o DENV,
o presente trabalho propde a utilizacdo de Nanobastdes de Ouro, um promissor nanomaterial
com potencial de utilizagdo bioldgica, no desenvolvimento de um protdtipo vacinal contra o
ZIKV utilizando a proteina do envelope recombinante funcionalizada a superficie dos

nanobastoes de ouro.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma vacina de subunidade recombinante contra o Zika virus, utilizando a proteina

E recombinante funcionalizada a Nanobastdes de Ouro.

3.2 Objetivos especificos

e Obter sequéncias nucleotidicas do gene codificador da proteina E de Zika virus e
modelar a proteina utilizando ferramentas de bioinformatica,

e Expressar e purificar a sequéncia de acido nucleico codificadora da proteina E de Zika
virus, utilizando sistema de Expressao em bactérias (Escherichia coli),

e Funcionalizar Nanobastdes de Ouro comercialmente obtidos através da sua ligacdo as
proteinas E produzidas,

e Avaliar a antigenicidade e imunogenicidade da vacina experimental produzida

(Nanobastao de ouro ligado a proteina E) utilizando modelos in vitro ¢ in vivo.
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4.2 Analises de Bioinformitica e Construcio da sequéncia sintética de ZIKV-E

As analises de Bioinformatica envolvidas na constru¢ao de ZIKV-E apresentadas nesse
topico foram realizadas por Flavia Fonseca Bagno pertencente ao nosso grupo de pesquisa, €
estao descritas detalhadamente em Bagno, 2018. A metodologia descrita ¢ apresentada aqui,
embora de forma sucinta, uma vez que a constru¢do e andlise da sequéncia sintética de ZIKV-

E ¢ de fundamental importancia para realiza¢do e compreensdo do trabalho.

4.2.1 Desenho, sintese e subclonagem do gene de interesse

Para o desenho do gene da proteina do envelope de ZIKV, genomas virais depositados
no banco de dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) até novembro de 2016
foram alinhados no software MEGA7. Os critérios de selecdo das sequéncias foram: anotagao
completa do gene e auséncia de nucleotideos indefinidos na sequéncia. Foram selecionadas
sequencias de virus Zika isoladas mundialmente, num total de 148. A sequéncia utilizada como
referéncia foi a de ntimero de acesso KU940228, isolada da Bahia, sendo que, apds o

alinhamento multiplo e delimitacdo da por¢ao codificadora da proteina E, uma sequéncia

consenso foi gerada a partir do software cons (EMBOSS - http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/cons).

Apo6s determinacao do genoma modelo, a sequéncia final codificadora de ZIKV-E foi

coddon-otimizada para a expressdo em E. coli pelos softwares Atgme (http://atgme.org/) e

OptimumGene™ - Codon Optimization (Genescript). Apds a traducdo da sequéncia pelo

Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/) a sequéncia foi analisada pelo algoritmo

Blast-P (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) para verificar a similaridade

da sequéncia construida com sequéncias de proteinas ja depositadas.
Em seguida, foi realizada andlises de por¢do transmembrana e hibrofobilicade pelos

softwares TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) e Protscale -Expasy

(http://web.expasy.org/Protscale/, op¢des Transmembrane tendency e Hphob. -Kyte &

Doolittle). A partir dessas predi¢des, a sequéncia foi truncada para remog¢do das porcdes
transmembranas, de forma a diminuir sua hidrofobicidade e facilitar o processo de purificagdo.
A proteina E truncada em 20%, com a eliminagdo de sua porg¢ao transmembrana, ¢ considerada
como sendo mais imunogénica do que a proteina total integra, sendo, portanto, mantida nesta

forma no presente trabalho, a fim de ter sua imunogenicidade aumentada. Adicionalmente, a
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remocdo da por¢do transmembrana aumenta o potencial de expressdo da proteina em vetor
procarioto, aumentando sua hidrofilicidade (Men, 1991, Huabin, 2018).

Por fim, a sequéncia construida foi sintetizada comercialmente pela empresa Fastbio
(Ribeirao Preto, SP), novamente otimizada e subclonadas em vetor de expressdao pET-21a (+)
entre os sitios de Ndel e Xhol, adicionando uma metionina inicial € uma cauda de histidina. As
sequéncias antes e apds a otimizagdo e corte da porg¢do transmembrana foram alinhadas pela

ferramenta online Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ clustalo/).

4.2.2 Analises in silico de ZIKV-E

Apos as modificacdes para inser¢do do gene da proteina de interesse no plasmideo de
expressao, sua estrutura foi estudada in silico. Em primeiro momento, para avaliar as
propriedades fisico-quimicas utilizou-se a ferramenta Protparam (Gasteiger, 2005) e a estrutura
secundaria foi analisada pelo BepiPred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/).

O software I-TASSER (Interative Threading ASSEmbly Refinement -

http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER) foi usado para a previsdo da estrutura terciaria

proteica da sequéncia de aminoacidos. O I-Tasser ¢ uma plataforma que gera modelos de
estruturas tridimensionais de proteinas por meio de uma abordagem denominada threading.
Threading refere-se a um procedimento de bioinformatica para identificar proteinas a partir de
modelos de bancos de dados de estrutura j4 resolvidos que tenham uma estrutura semelhante
ou motivo estrutural similar a da sequéncia consultada. A fun¢ao da proteina ¢ entdo inferida
pela correspondéncia estrutural dos modelos 3D com outras proteinas conhecidas (Roy et al.,
2010). Apos as predicdes pelo I-Tasser foi selecionado o melhor modelo baseando-se no valor
obtido de C-score indicado pelo programa.

A qualidade do modelo tridimensional gerado foi validada através das plataformas
ProSA-web e RAMPAGE. O ProSA-web € uma ferramenta utilizada para verificar possiveis
erros em modelos 3D de estruturas de proteinas. Seu indice de qualidade (Z-score) é fornecido
a partir de um grafico que mostra pontuagdes de todas as cadeias de proteinas determinadas
experimentalmente (por raio-X ou RMN), disponiveis no PDB (Protein data bank),
relacionando-as com a pontuacao do modelo proposto (Wiederstein & Sippl, 2007).

O RAMPAGE ¢ uma ferramenta para gerar graficos de Ramachandran, uma forma de
visualizar a distribuicdo da tor¢do dos dngulos em uma proteina. Para isso, ele descreve as
rotagdes da cadeia principal em torno das ligagdes entre N-Ca (chamada Phi, ¢) e Ca-C

(chamada Psi, y). Com ele, € possivel ter uma visao geral dos angulos das regides permitidas e
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ndo permitidas, sendo importante na validacdo da qualidade de estruturas tridimensionais

(Lovell et al., 2002).

4.3 Producio da proteina Recombinante ZIKV-E

4.3.2 Preparo de células competentes

Células competentes de E. coli das linhagens XL10 e BL21(DE3) foram obtidas
segundo procedimento de quimiocompeténcia, para serem utilizadas nos ensaios de
transformagdo para clonagem e expressao do plasmideo sintetico. Para tal, células sementes
foram descongeladas no gelo e transferidas para tubos de centrifuga de 50 mL com 5 mL de
meio LB liquido (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl, pH 7,0)
acrescido de MgSO4 10mM e Glicose 0,2%, e crescidas durante 18 horas a 37 °C em agitador
orbital a 200 rpm (Thermo Scientific, EUA). Apos periodo de incubacdo, as culturas foram
inoculadas em erlenmeyers de 1 L contendo 200 mL de meio LB suplementado e incubadas a
37 °C em agitador orbital a 200 rpm sob agitagdo, até atingir a DOegoo desejada (0,6).
Posteriormente, as culturas foram transferidas para tubos, incubadas no gelo por 20 min e
centrifugadas (Jouan, 2700 g, 4 °C, 15 min). O precipitado formado foi ressuspenso em meio
LB para congelamento (Glicerol 36 %, MgSO4 10 mM, PEG 7500). As células competentes
foram aliquotadas em aliquotas de 100 uL e estas foram estocadas a -80 °C. Apos a preparagdo
das células, a competéncia foi avaliada por transformacdo com pUC18 (controle positivo), por

choque térmico, assim como descrito acima.

4.3.3 Clonagem em bactérias Escherichia coli XL-10 quimiocompetentes

O plasmideo contendo o gene sintetizado comercialmente (pET21-ZIKV-E) foi
ressuspendido em agua livre de nucleasse, em uma concentracao final de 100 ng/uL, de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Células competentes de E. coli da linhagem XL10 foram
utilizadas para produ¢do do estoque do plasmideo.

Para realizar o processo de clonagem, 100 pL de bactérias E. coli linhagem XL-10 foram
transformadas com 1 pL de plasmideo através de incubacdo em gelo por 30 min, sendo
realizado em seguida o choque térmico em banho-seco a 42 °C por 40 seg e incubado
novamente no gelo por mais 2 min. Adicionou-se 900 pL de meio LB liquido no tubo de

trabalho, sendo o volume total transferido para um tubo de 50 mL e incubados por 90 min a
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37°C a 200 rpm em agitador orbital (Thermo Scientific, EUA). Paralelamente, foi realizado um
controle celular, no qual seguiu-se os mesmos passos, em excecdo a adicdo do plasmideo. Por
fim, as células transformadas foram plaqueadas (30 pL e 100 uL) em placas de Petri contendo
meio LB solido suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas overnight a 37°C em

estufa (Thermo Scientific, EUA).

4.3.4 Extracdo de DNA plasmidial (Mini prep)

Para confirmar a transformagao realizada e¢ o tamanho do inserto foi realizada uma
extracdo por “miniprep” seguida por uma reagao de restricdo. Assim, bactérias transformadas
contendo o plasmideo pET21-ZIKV-E, foram crescidas em meio LB semi-sélido seletivo (100
pg/mL ampicilina), coletadas e ressuspendidas em 5 mL de meio LB liquido seletivo (100
pg/mL ampicilina) em tubos de 50 mL e submetidos a incubag@o overnight em agitador orbital
(37 °C, 200 rpm). Apds incubagdo, as células foram recolhidas por centrifugagdo (1000 g, 10
min a 25 °C) e ressuspensas em 200 uL de solu¢ao GET (Glicose, EDTA, Tris-HCI, pH 8,0) e
400 pL de solucdo de lise (SDS 20%, NaOH 10 N, pH 8,0), com homogeneiza¢do suave por 3
minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi adicionada uma solugdo de
neutralizagdo (Acetato de Potéassio em pH 4,8) e homogeneizou-se por inversdo e incubada em
gelo por 30 minutos, para precipitacdo de proteinas, RNAs de alto peso molecular e DNA
cromossomal. Apds periodo de incubagdo, a mistura foi centrifugada (10.000 g, 4 °C, 15 min)
e o sobrenadante transferido para tubos contendo isopropanol gelado, com posterior
homogeneizacao por inversdo. O tubo foi novamente centrifugado (10.000 g, 4 °C, 15 min),
sendo o sobrenadante descartado e o sedimento lavado com 500 pL de etanol 70%. Apds uma
nova centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e apds secagem, o precipitado foi
ressuspendido em 20 pL de dgua nuclease-free e quantificado em espectrofotdometro (NanoVue
Plus, GE Healthcare Life Sciences), utilizando os comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm

(UV).

4.3.5 Digestio do DNA plasmidial

O DNA plasmidial extraido foi digerido com as enzimas de restricdo Xbal e Xhol afim
de verificar se a sintese comercial do gene gerou inserto do tamanho esperado. O procedimento
foi realizado com enzimas Xbal e Xhol e tampao da empresa Promega (EUA), seguindo as

recomendacdes do fabricante. Para a reacdo foram adicionados 2 pL do tampao D (10x), 0,2



74

uL de albumina sérica bovina acetilada (BSA, 10 mg/mL), 0,5 pL de Xbal e 0,5 pL de Xhol
(ambas a 10 U/uL), ddH>O 15,8 uL e 1 pL. de DNA, sendo o volume total da reagdo de 20 pL.
A mistura foi incubada por 3 horas, em banho-maria a 37 °C. O produto da digestdo foi
analisado em gel de agarose 1% com brometo de etideo (0.5 pg/mL) e comparado aos padroes
Quick-Load 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs) e EZ Load 1 kb Molecular Ruler (Bio-
rad).

4.3.6 Transformacao de bactérias Escherichia coli BL-21 quimiocompetentes

Para expressao da proteina recombinante, foram utilizadas células competentes de E.
coli da linhagem BL21(DE3). O protocolo de transformagao seguiu os mesmos passos descritos

em 4.3.2.

4.3.7 Padronizacio das condi¢oes ideais de producio de ZIKV-E

Ap0s as células bacterianas estarem transformadas contendo o plasmideo de interesse.
A primeira etapa envolvida na produgado de proteinas € a indugdo, que consiste na adigdo de um
substrato especifico no meio para que a transcri¢ao de genes estruturais de um operon aumente.
Isso se deve ao fato de a sintese proteica requerer grandes quantidades de energia e recursos,
tornando invidvel para a célula a expressio de todos os genes presentes em seu DNA.
Inicialmente, o procedimento de inducao da expressao foi realizado em pequena escala, com a
finalidade da padronizagdo das condi¢des ideais de produgdo.

Na primeira etapa de padronizagdo, a indugdo da proteina de ZIKV-E foi iniciada com
o crescimento de quatro clones de E. coli linhagem BL21(DE3) em 5 mL de meio LB (Luria
Bertani) rico pH 7,5, o qual ¢ composto por 25 mg/mL de triptona, 15 mg/mL extrato de
levedura, 5 mg/mL NaCl e suplementado com ampicilina (100 pg/mL) sob agitacdo a 200 rpm,
a 37 °C overnight. No dia seguinte, 0,5mL de cada pré-inoculo foi adicionado em SmL de meio
LB suplementado com ampicilina e mantido sob agitacao a 200 rpm, 37°C até atingir a DOeoo
= 0,6. Posteriormente, foi adicionado o indutor isopropil-b-D-galactosideo (IPTG, 1 mM) e a
cultura foi levada a incubagdo por 3 horas a 37 °C no agitador. Apds 3 horas, as amostras foram
centrifugadas em centrifuga Multifuge X3R (Thermo Scientific) a 13000 rpm, 20 °C por 1 min.
O sedimento celular e o sobrenadante resultante da centrifugacdo foram avaliados por

eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % para avaliar a inducdo da proteina de interesse.
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A préxima etapa de padronizagdo consistiu na avaliagdo do melhor tempo de indugado
(3 horas ou overnight). Assim, o clone com a indu¢ao mais significativa da proteina de interesse
foi selecionado e utilizado para o preparo de pré-inoculos, que apos crescimento overnight a
37°C, foi adicionado a dois erlenmeyers contendo em cada um 250 mL de meio LB
suplementado, ap0s atingir a DOsoo desejada (0,6) o meio contendo o inoculo foi induzido com
0 IPTG (1mM). Apds 3 horas de indugdo, o primeiro inoculo induzido foi centrifugado a 8000
rpm, 20°C por 10 min. O pellet resultante foi armazenado a -20 °C. O segundo inoculo induzido
foi mantido em agitagao a 200 rpm a 20 °C overnight, quando posteriormente foi centrifugado
a 8000 rpm 20 °C por 10 min. Os sedimentos celulares resultantes foram ressuspendidos em
tampao de lise (20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5mM DTT, 1 mM PMSF, 5 mM Benzamidina)
e lisados em homogeneizador de alta pressdo Emulsiflex C3 (Avestin, Canad4) de 15.000 a
20.000 pst repetindo o processo por trés vezes. Em seguida, os extratos celulares resultantes da
lise no homogeneizador foram novamente centrifugados (40000g, 4°C por 30min) e os pellets
ressuspendidos em 25mL de H,O milli-Q. As fracdes soliveis e insoliveis resultantes da Lise
foram avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % para determinacdo do melhor
tempo e temperatura de inducao.

Apbs avaliacdo dos géis, determinacdo do melhor tempo de indugdo e observacao da
presenca da proteina de interesse na fragdo insolivel da amostra, a proéxima etapa da
padronizagdo consistiu em determinar qual molaridade de Ureia seria necessaria para
solubilizacdo da proteina. Para esse teste, foram utilizadas as fragdes insoliveis lisadas no
homonegenizador estocadas a -20 °C. Assim, quatros amostras de 100 pL de cada uma das
fragdes insoluveis foram centrifugadas (15.000 rpm, 4 °C por 5 min) e os sobrenadantes foram
descartados. Os pellets foram ressuspendidos em tampao de purificagdo (30 mM de NaH,POs4,
500 mM de NaCl e 30 mM de Imidazol), em cada tampao foi adicionada diferentes quantidades
de Ureia sejam elas 2M, 4M, 6M e 8M. As amostras foram novamente centrifugadas nas
mesmas condicdes, € as fragdes soluveis e insoluveis resultantes foram avaliadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %.

Conhecidas as condig¢des ideais de producdo, o procedimento de inducdo foi realizado

em volumes maiores para obter as proteinas recombinantes em grandes quantidades.



76

4.3.8 Producao e Purificacdo da proteina ZIKV-E recombinante

O clone anteriormente selecionado foi utilizado para o preparo do pré-inoculo, que apos
crescimento a 200 rpm overnight a 37 °C, foram adicionados a 2 L de meio LB suplementado
com ampicilina. Apos atingir a DOgoo desejada (0,6) foi realizada a indugao pela adi¢ao de ImM
de IPTG seguido da incubagdo por 3 horas a 37 °C no agitador 200 rpm. Apos o periodo de
inducdo da expressao da proteina recombinante, a cultura foi centrifugada a 8.000 rpm a 4 °C
por 10 min em centrifuga Multifuge X3R (Thermo Scientific), sendo o sobrenadante descartado
e o extrato celular ressuspendido em 200 mL de tampao de lise. A mistura contendo o extrato
celular foi rompida no Homogeneizador Emulsiflex C3 de 15.000 a 20.000 psi repetindo o
processo por trés vezes, a amostra lisada foi centrifugada a 4000 rpm, 4 °C por 30 min ¢ o pellet
resultante ressuspendido em 25 mL de tampao de lavagem dos corpusculos de inclusdo e
armazenado em frezzer a -20 °C.

A mistura (pellet em tampao de lavagem de corptisculos de inclusdo) foi submetida a 3
ciclos de lavagem e centrifugacdo a 4.000 g a 4 °C por 30 min. Ao final do processo de lavagem,
o pellet resultante foi ressuspendido em tampao de purificagdo (30 mM NaH>PO4, 500 mM
NaCl, 30 mM Imidazol, 4 M Ureia) e deixado na geladeira overnight sob agitacao.
Posteriormente, o lisado foi clareado por centrifugacdo (40.000 g, 4 °C por 15 min) e o
sobrenadante foi purificado por cromatografia de afinidade.

A purificacdo foi realizada utilizando o sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare,
EUA), com a coluna de afinidade HisTrap HP System (GE Healthcare Life Sciences), pelo
comando “Method Run”, aba “Template” e opgdo “Affinity step gradiente”, seguindo as
instrucdes do fabricante. Inicialmente, a coluna foi lavada com agua Milli-Q por 5 vezes o
volume da coluna. A etapa seguinte, consistiu na lavagem da coluna com tampao de ligacao
(30 mM de NaH;PO4, 500 mM de NaCl e 30 mM de Imidazol, 4 M de ureia) por 5 vezes o
volume da coluna. Em seguida, houve a inje¢do da amostra no aparelho. Novamente, foi
realizada mais uma lavagem da coluna com tampao de ligagdo. E a eluicdo da proteina
purificada foi realizada com gradiente do tampao de eluicao (30mM de NaH>PO4, 500mM de
NaCl e 500 mM de Imidazol, 4 M de ureia) — de 0 a 100 % — sendo coletadas aliquotas de 1,0
mL e armazenadas a 4 °C. As amostras referentes ao pico de eluicdo foram avaliadas por

eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %.
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4.3.8.1 Verificagdo da eficiéncia da purificacio

As amostras resultantes dos ensaios de expressdo, avaliagdo da solubilidade e
purificagdao da proteina recombinante ZIKV-E foram submetidas a técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida. Os géis de poliacrilamida de 1,5 mm de espessura corados por Comassie
Blue® (BioRad, EUA) sdo compostos por dois polimeros diferentes, acrilamida e bisacrilamida
em duas fases, superior e inferior que variam entre si na concentracao dos reagentes utilizados.
Os géis foram preparados a partir de uma solug¢do estoque 40% acrilamida/bis, APS 10%,
TEMED e tampao Tris-HCI 1,5 M - SDS 0,4%.

A fase superior, denominada gel de empilhamento, ¢ utilizada para o alinhamento das
proteinas em um mesmo nivel no gel de eletroforese. Este consistiu em uma concentracao final
de 4 % de acrilamida/bis, 12,5 % Tris-HC1 0,5 M pH 6,8+ SDS, 0,5 % de APS, ¢ 0,1 % TEMED.
Ja na fase inferior (gel de separagdo), as proteinas se separaram de acordo com o seu peso
molecular. O gel de separagdo foi preparado para uma concentragdo final de 12,5 % de
acrilamida/bis, 40 % Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8 + SDS, 0,5 % de APS e 0,05 % de TEMED. Foi
utilizado o marcador MWSDS 70L (14 kDa - 70 kDa) (Sigma, EUA). As amostras a serem
analisadas foram aquecidas a 95°C por 10 minutos e aplicadas no gel juntamente com o tampao
de amostra (240 mM Tris-HCI; pH 6,8; 0,8% SDS; 200 mM Beta-mercaptoetanol; 4 % glicerol;
0,02 % azul de bromofenol).

Posteriormente, os géis foram colocados na cuba do kit em tampao de corrida (25 mM
Tris-HCI; 192 mM Glicina; 0,1 % SDS), e o gel foi submetido a uma voltagem de 60 V até
passagem das amostras pelo gel de empilhamento sendo entdo aplicada a voltagem de 120 V
para o restante da eletroforese. Apos a eletroforese, os géis foram transferidos para uma cuba
contendo solucao corante [1% de Azul de Coomassie (BioRad, EUA), 45 % de etanol ¢ 10%
de 4cido acético] por 30 min e descorados com solugdo descorante [10% de etanol e 7% de
acido acético]. Por fim, a visualizagdo das bandas foi realizada por comparacao com o padrao

de peso molecular para proteinas.

4.3.9 Quantificacao Proteica

A proteina purificada foi quantificada pelos métodos de Bradford e pelo Kit Randox. O

método de Bradford, proposto em 1976 ¢ considerado, um dos mais sensiveis e rapidos para a

determinag¢do de proteinas totais. Este método ¢ baseado na interag¢@o entre as macromoléculas
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de proteina e o corante BG-250 (Coomassie brilliant blue). No pH da reagdo, a interagdo entre
a proteina de alta massa molar e o corante BG-250, provoca o deslocamento do equilibrio do
corante para a forma anidnica, que faz com que esse corante absorva fortemente luz no
comprimento de onda de 595nm (Zaia et al., 1998). Neste método, a concentragao da proteina
da amostra desconhecida ¢ calculada com base em uma curva padrdo de uma proteina
conhecida.

O procedimento foi realizado em microplacas de 96 pocgos, no qual em cada pogo foram
adicionados 148 pL de H,Odd (agua destilada e deionizada), 40 uL do Reagente de Bradford e
2 puL de amostra ou dos padrdes. A absorbancia foi medida em espectrofotdometro UV-VIS
Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific, EUA) a 595 nm. A quantificagdo foi estabelecida em
funcao do padrio da proteina BSA, de concentracdo conhecida (Img/mL), considerando-se os
resultados obtidos para cada amostra.

Em paralelo, as proteinas foram quantificadas pelo kit Randox Monza Up 1570
(Randox, RU). O procedimento foi realizado em microplacas de 96 pogos de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A absorbancia foi mensurada em espectrofotometro de
microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, EUA) a 600 nm. A quantifica¢do foi
estabelecida em funcdo do padrdo fornecido pelo kit, considerando-se os resultados obtidos
para cada amostra. As proteinas foram quantificadas apos os processos de purificacao e dialise
e sempre antes de qualquer experimento envolvendo quantidades exatas do produto, como

Western Blot, Funcionalizagcdo dos Nanobastdes, Imunizagdo dos Camundongos e ELISA.

4.3.10 Dialise e Concentraciio das proteinas

Apbs o processo de purificagdo, a proteina estava dissolvida em um tampao contendo
altas concentragdes de sais como Ureia e Imidazol. Nesse contexto, o objetivo do processo de
dialise consistiu em retirar o tampao no qual a proteina se encontrava, uma vez que a ureia pode
interferir nos processos de funcionalizagdo dos nanobastdes de ouro, além do seu uso ser
improprio para experimentos utilizando modelos animais (Zuniga et al., 2003). Assim, em um
tubo de centrifuga revestido por membrana de didlise, submerso em um béquer contendo
tampao foi realizado um processo de troca subsequente de tampdes, onde cada tampao
permaneceu sob agitagdo constante a 4 °C por 3 h. Ao final do processo, a proteina se
encontrava em tampao fosfato-salino (PBS 1x pH 7.4).

O proximo passo foi concentrar a proteina produzida. Para tal, foram utilizados tubos

de policarbonato VivaSpin® (GE Healthcare, EUA), VivaSpin® com membrana
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semipermeavel de peso molecular 10kDa. As amostras foram adicionadas ao tubo e submetidas
a centrifugacdo (1000 rpm a 4 °C) para que os componentes indesejados passem pela membrana
e sejam descartados. No final dos processos de dialise a proteina foi novamente quantificada e

sua integridade avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida.

4.3.11 Western blot

O Western Blot ¢ uma técnica simples e eficiente, introduzida por Burnette (1981) que
emprega a eletroforese em gel para separar proteinas nativas pela sua estrutura tridimensional
ou proteinas desnaturalizadas pelo comprimento da sua cadeia polipeptidica através da ligagao
de anticorpos especificos. Assim, apos o processo de purificacdo uma amostra de ZIKV-E foi
submetida a um ensaio de Western Blot, de forma a confirmar a imunogenicidade da proteina
recombinante produzida. Para tal, foi utilizado um anticorpo especifico para o Zika virus, ¢ um
anticorpo especifico para a regido c-terminal da proteina ZIKV-E que possui uma cadeia de
histidina, de forma a confirmar a expressao da proteina recombinante.

Para a realizagdo do Western Blot uma amostra da proteina purificada foi primeiramente
desnaturada por aquecimento a 95 °C por 5 min e, juntamente com um marcador de massa
molecular (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder - Thermo Scientific) foram submetidos
a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) submetidos a um potencial
elétrico. Apds o fracionamento eletroforético, as amostras foram transferidas para membranas
de PVDF (Polyvinylidene difluoride - GE Healthcare, HybondTM-P) por 75 min a 0,35 A, no
aparelho Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Apds o periodo de
transferéncia, as membranas foram submetidas a solu¢do bloqueadora [2,5 % (p/v) de leite
desnatado em p6 em PBS-T (PBS 1X + 0,1 % de Tween 20)] overnight a4 °C, a fim de impedir
as interacdes ndo especificas entre a membrana e o anticorpo usado para a detec¢do da proteina
alvo. Apos esse periodo as membranas foram lavadas com tampao de lavagem PBS-T por trés
vezes, sendo trocado a cada 5 min. A reagdo foi feita com anticorpo comercial anti-histidina
(anti-his 1:1.000, Sigma Aldrich) e anticorpo antiflavivirus (4 G2, 1:2.500, gentilmente cedido
pela Profa. Dra Vivian Vasconcelos Costa, Departamento de Morfologia, ICB, UFMG, MG,
Brasil), os quais foram colocados em contato com as membranas durante 1 h, a temperatura
ambiente. Entdo, as membranas foram novamente lavadas com tampdo de lavagem para
remover os anticorpos ndo ligados. Apos a lavagem, as membranas foram expostas ao anticorpo
secundario (anti-mouse 1:6.000, Sigma Aldrich) responsavel por se ligar nos anticorpos

primdrios e emitir um sinal revelador, essa reagdo também ocorreu durante 1 h a temperatura
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ambiente, seguida de um novo processo de lavagem. Apos essa tltima lavagem, as membranas
foram reveladas com a adi¢do de 1 mL do reagente Luminata Classico Western HRP subtrate

(Millipore) sobre a membrana.

4.4 Nanobastoes de Ouro (“GoldNanorods™)

Nanobastdes de ouro (GNR) certificados e purificados foram obtidos comercialmente
da empresa Nanopartz™, US/Canada. Os GNR adquiridos comercialmente possuem alto grau
de pureza e homogeneidade, além de ser um material homogéneo, garantindo a
reprodutibilidade do trabalho. Como pode ser observado na tabela de especificagdes dos
Nanobastdes de ouro, as particulas apresentam pico plasmonico de 780 nm e tamanho de 38 nm
de comprimento x 10 nm de didmetro. Além disso, os GNR sdo caracterizados por
espectroscopia de UV-visivel e microscopia eletronica de transmissao (MET) (tabela 2, figura

14).

Tabela 2. Especificacdes dos Nanobastoes de Ouro comerciais (Nanopartz™)

Caracteristica Valor Técnica de avaliacao
Didmetro 10 nm MET
Comprimento 38 nm MET
pH 7 Mensurado
Concentracao (nps/mL) 7.3E+11 Calculada
Concentraciao (mg/mL) 0,039 Calculada
Pico transversal — SPR (nm) 511 UV/Vis
Pico longitudinal - LSPR (nm) 785 UV/Vis
Razio de espectro 3,8 Calculada
CTAB (mM) 5 Mensurado
a) b)
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Figura 14. Caracterizacio dos GNR comerciais (Nanopartz) a) Espectroscopia de UV-VIS-NIR b)
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) dos GNR.
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4.4.2 Funcionalizacio dos Nanobastoes de Ouro (GNR)

4.4.2.1 Metodologia

Antes dos nanobastdes serem adicionados a solucao contendo as proteinas ZIKV-E, eles
devem ser previamente preparados para que esta ligacdo se dé de forma eficiente. Para tanto,
as Nanoparticulas foram tratadas em duas etapas.

Primeiramente, adicionou-se as Nanoparticulas o acido a-lipdico (CgHi402S2, LA,
Sigma-Aldrich, EUA) (figura 15), seguido do tratamento com os agentes acoplante cloridrato
de N-etil-N’-(3-dimetil-aminopropil) carbodiimida (EDC, Thermo Fisher Scientific, EUA) e
estabilizante N-hidroxisuccinimida (NHS, Thermo Fisher Scientific, EUA), para que
finalmente a proteina fosse adicionada de forma eficaz.

O éacido o-lipdico ou acido lipdico ¢ um composto naturalmente sintetizado no figado,
que atua como um importante cofator para importantes enzimas do corpo. A ligagdo do acido
lip6éico as nanoparticulas de ouro permite a interagdo deste composto com as moléculas
biologicas e sua utilizagdo como carreador antigénico. O 4cido lipdico foi utilizado, uma vez
que possui uma extremidade livre com um grupamento carboxila e outra extremidade composta
por dois grupos tiol (-SH). Assim, o grupo tiol de uma das extremidades do reagente se liga ao
ouro, formando uma ligagao forte. Ja o grupo carboxila (-COOH) disponivel ¢ utilizado como

alvo para o tratamento intermedidrio com EDC e NHS para a liga¢ao covalente da proteina.

Figura 15. Estrutura quimica globular do acido lipoico. Em azul estdo representados os atomos de carbono, em
vermelho de oxigénio, em amarelo de enxofre e por tltimo, em branco, os 4&tomos de hidrogénio (Adaptado de:
Machado et al., 2014).

Para que ocorra a ligagdo entre o grupo carboxila presente na extremidade do acido
lipoico (j& associado a superficie dos nanobastdes) e os radicais aminicos das proteinas ZIKV-
E, foram utilizados um agente acoplante cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-
aminopropil)carbodiimida (EDC), e um agente estabilizante N-hidroxisuccinimida (NHS), este

por sua vez evita a formagdo de possiveis ligacdes intermoleculares indesejadas entre as
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proteinas, causadas pelo agente acoplante. Por fim, a solu¢do contento as proteinas ZIKV-E sao
adicionadas. A ligacdo de cada um dos reagentes a superficie do GNR faz com que ocorra um
deslocamento no espectro UV/Vis, conforme mencionado anteriormente.

A metodologia aqui proposta foi realizada segundo Versiani et al, 2020 com algumas
modificacdes. A figura 16 demonstra de forma esquematica a metodologia de funcionaliza¢ao

dos GNR.
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Figura 16. Esquema do processo de funcionaliza¢do das Nanoparticulas a proteina ZIKV-E a) O Agente de
crescimento presente na superficie dos nanobastdes de ouro sdo substituidos pelo acido lipdico b) Os reagentes
acoplante (EDC) e estabilizante (NHS) foram inseridos para estabilizar a ligagdo do acido lipdico, permitindo uma
reacdo de substituicdo quando adicionada a proteina ¢) Alteragdo observada no espectro plasmonico quando os
reagentes sdo ligados a superficie do Nanobastao, que ¢ mensurado por seu deslocamento (espectro em vermelho).
LA: Acido Lipoico. EDAC: 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide. NHS: NHydroxysuccinimide
(fonte: Versiani et al., 2020).

4.4.2.2 Padronizac¢io do processo de funcionaliza¢io dos GNR

Afim de verificar a quantidade ideal de 4cido lipdico que deveria ser adicionada a
solucdo de GNR, foi realizada uma curva com diferentes concentragdes de acido lipoico. Para
cada solucdo contendo 250 pL de GNR foi adicionado volume suficiente para uma
concentrac¢do final na solu¢do de 6 mM, 8§ mM, 10 mM, 12 mM e 14 mM de 4cido lipoico. Para
tal, 250 uL de GNR foram incubados com as diferentes concentragdes de 4cido lipdico por 30
min a 55 °C sob ultrasonicagdo, para desestabilizagdo do CTAB presente na superficie das

nanoparticulas. Posteriormente, as nanoparticulas foram transferidas para um banho térmico de
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30 °C por 1 h sob ultrasonicagdo, para promover a ligagdo da funcionalidade desejada. As
amostras foram armazenadas overnight a 4 °C para estabilizacdo da reacao.

Apos periodo de incubagdo, os GNR funcionalizados com dacido lipdico foram
submetidos a dois ciclos de centrifugagdo a 3.000 g por 10 min a 20 °C em centrifuga Micro
CL17R (Thermo Electron Corporation), para que fossem retirados os agentes que ndo se
ligaram as nanoparticulas.

ApOs a centrifugacdo, os GNR foram redispersos no volume inicial de trabalho, a uma
solucao tampao fosfato (10 mM) contendo 0,4 M de EDC e 0,1 M de NHS, e deixados em
incubagdo por 60 min, em banho de gelo, e sob ultrassonicagao.

Por fim, apos a ligacdo dos reagentes intermediarios, a proteina de ZIKV-E foi colocada
em contato com os GNR funcionalizados, em banho de gelo por 1 hora, e sob ultrassonicacao.
Novamente, foi realizado uma curva com diferentes quantidades da proteina ZIKV-E
adicionada, para avaliar uma possivel saturag¢do do sistema. Assim, foi adicionada a solu¢ao de
nanobatdes, diferentes volumes contendo de 0,125 pg até 12 ug de ZIKV-E. Apo6s periodo de
incubagdo, os GNR funcionalizados com ZIKV-E foram submetidos a dois ciclos de
centrifugacdo a 3.000 g por 10 min a 20 °C, para que fossem retirados os reagentes que ndo se
ligaram as nanoparticulas. Apos centrifugacdo, a solug¢do foi redispersa no volume inicial de

trabalho e os espectros foram avaliados.

4.4.2.3 Verificacao da eficiéncia da funcionalizaciao

Para avaliar a eficiéncia da funcionaliza¢do realizada, foram realizadas medidas de
espectroscopia UV-Vis antes e depois da adicdo de cada um dos reagentes, uma vez que,
conforme relatado anteriormente neste trabalho, devido as propriedades Opticas das
nanoparticulas, a interacdo de moléculas em sua superficie leva a alteracdes especificas de
ressondncia plasmonica. Assim, espera-se observar um deslocamento (“shiff”) da curva de
ressonancia apos a ligacao de cada reagente intermedidrio. Para as medidas, 100 uL de cada
solugdo foram adicionados aos pogos de uma placa de 96 pogos com fundo chato de quartzo
(Greiner), os espectros foram medidos em um espectrometro de varredura UV-VIS multiskan
Go (Thermo Fisher Scientific, EUA) em comprimentos de onde de 400-1000nm. Os dados
foram analisados pelo software Skanlt. As absorbancias obtidas foram convertidas em graficos

e analisadas pelo programa Origin 8.1 (Origin Lab®, EUA).
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4.4.3 Caracterizacao da ferramenta GNR-ZIKV-E

Ap6s a padronizagdo das condigdes ideais de funcionalizagdo, a ferramenta construida
(GNR-ZIKV-E) foi submetida a diferentes técnicas de caracterizacao, afim de confirmar a
ligagdo da Proteina na superficie do GNR. Sendo elas: Espectroscopia UV-VIS-NIR,

Espectroscopia de Correlagao de Fotons (PCS) e Ensaio de Fluorometria.

4.4.3.1 Espectroscopia UV-Vis-NIR

Devido as propriedades o6ticas dos GNR, a principal forma de caracterizagdo ¢ por meio
da avaliag¢do do espectro de absorc¢ao de luz visivel/UV. Conforme relatado anteriormente, este
espectro ¢ variavel de acordo com tamanho, forma, solucao dispersante e constante dielétrica
do meio circundante. Dessa forma, os espectros foram medidos conforme item 4.2.2.3. Para
calcular o deslocamento de plasmon correto, as curvas foram plotadas com o calculo

correspondente da interceptagdo do eixo X da derivada do pico gaussiano (Versiani et al., 2020).

4.4.3.2 Espectroscopia de Correlacio de Fotons (PCS)

Para esta caracterizacdo, 800 pL. de uma solu¢dao contendo GNR, GNR ligado ao 4cido
lipdico e da ferramenta completa GNR-ZIKV-E foram submetidos a analise de tamanho do raio
hidrodindmico, indice de polidispersdao e potencial zeta em solugdo, através da técnica de
espalhamento dinamico da luz (Dynamic Light Scattering - DLS) em um analisador de tamanho
de particulas Litesizer 500 tipo BM10 (Anton Paar, EUA). As amostras foram testadas em
pentaplicada. Os graficos e dados estatisticos foram analisados pelo programa GraphPad Prism

8.

4.4.3.3 Deteccido da formacao do complexo GNR-ZIKV-E por fluorimetria

Este método de caracterizagao foi realizado conforme descrito em Andrade et al., 2020
com algumas modifica¢des. Para tal, 2 pL de anticorpo antiflavivirus 4G2 (1:300) foram
adicionados em 600 pL de GNR-ZIKV-E. A solu¢do foi incubada por 60 min em temperatura
ambiente e em shaker orbital (Ionlab, BR). Para bloquear anticorpos primarios nao ligados,
foram adicionados 10 uL. de BSA 1% na amostra. A solugdo foi submetida a agitagdo em shaker

axial por 30 min. Em seguida a amostra foi centrifugada por 5 min a 5.000 rpm em centrifuga
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centrifuga Micro CL17R (Thermo Electron Corporation, EUA). O sobrenadante foi descartado
e o pellet ressuspendido em 600 pl. de 4dgua Mili-Q. Para a marcagao fluorescente foi
adicionado 1 pL de Fitc Anti-Mouse Clone (BD, EUA) em 300 uL de amostra que foi deixada
em incubacao em shaker axial, ao abrigo da luz, por 30 min. Apo6s a marcagao fluorescente, as
amostras foram colocadas em triplicata em placa 6tica na seguinte disposi¢ao: 100 uL. de GNR-
ZIKV-E marcado somente com o anticorpo primario por pogo ¢ 100 pL. de GNR-ZIKV-E
marcado com os anticorpos primario ¢ secundario por pogo. As amostras foram lidas no
equipamento Varioskan Flash spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific, EUA)

usando os comprimentos de onda de excitacao de 491 nm e emissao de 516 nm.

4.5 Avalia¢do da imunogenicidade da vacina experimental GNR-ZIKV-E

4.5.2 Estratégia de imunizacio

O potencial imunogénico da vacina experimental produzida (GNR-ZIKV-E), foi
avaliado através da resposta imune desenvolvida por camundongos BALB/c fémeas. Nesse
contexto, os animais experimentais de 6 semanas foram obtidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), mantidos em gaiolas plasticas no Biotério do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (UFMGQG), devidamente
manipulados e eutanaziados de acordo com as normas do Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA), sob protocolo aprovado 23/2022. A imunizac¢do seguiu um protocolo homoélogo de 3
doses (dose-reforgo-reforco) (figura 17), e os camundongos foram divididos em 7 grupos
experimentais com 5 animais em cada (tabela 3).

Cada animal recebeu por via subcutdnea 50ul. do composto especifico de cada grupo.
O intervalo entre as doses foi de 14 dias. No 14° dia ap6s a terceira imuniza¢do os animais
foram anestesiados com injecdo intraperitonial de solu¢do quetamina/xilazina, o sangue foi
coletado pelo plexo braquial e em seguida sofreram eutanasia por deslocamento cervical para
remoc¢do do bago. Para avaliacdo da resposta imune celular foi realizada a Marcacdo de
Citocinas Intracitoplasmaticas (ICS) produzidas pelos esplendcitos estimulados com a proteina
recombinante ZIKV-E. A resposta imune humoral foi avaliada através da técnica de ELISA e

PRNT.
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Figura 17. Estratégia de avaliacio da resposta imune de camundongos Balb/c imunizados com ZIKV-E. A
imunizagdo seguiu um protocolo homdlogo de 3 doses com intervalo de 14 dias, os camundongos divididos em 7
grupos experimentais com 5 animais em cada. A resposta imune celular dos animais imunizados foi realizada
através da Marcacdo de Citocinas Intracitoplasmaticas (ICS) produzidas pelos esplendcitos estimulados com a
proteina recombinante ZIKV-E. A resposta imune humoral foi avaliada com os soros dos animais imunizados
através das técnicas de ELISA e PRNT. Onde: ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR= nanobastao de
ouro comerciais Nanopartz, mo= combina¢do de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alumen.

Tabela 3. Grupos experimentais utilizados para avaliacio da Imunogenicidade

Grupo Nome do grupo Solucdes
experimental (n°) experimental

1 PBS Solugdo Salina (PBS 1X)

2 ZIKV-E + ma 10 pg de ZIKV-E purificada acrescida de 4 pg de MPLA e 2
ug de 7DW8-5

3 ZIKV-E + al 10 pg de ZIKV-E purificada acrescida 30% v/v de Alimen

4 GNR + ma 10 pg de GNR purificados acrescidos de 4 ug de MPLA ¢ 2
ug de 7DW8-5

5 GNR + al 10 pg de GNR purificados acrescidos 30% v/v de Alumen

6 ZIKV-E+GNR + ma 10 pgde ZIKV-E e 10 pg de GNR purificados acrescidos de

4 pg de MPLA e 2 pg de 7DWS-5
7 ZIKV-E + GNR + al 10 pg de ZIKV-E e 10 pg e GNR purificados acrescidos

30% v/v de Alimen
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4.5.3 Avaliacido da Resposta Imune Celular

Quatorze dias apos a ultima imunizacao, os animais foram eutanaziados e o bago de
cada animal foi extraido e armazenado em tubos de 50mL contendo SmL de meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich, EUA) completo suplementado com 1% de aminoacidos nao essenciais, 4 mM
de L-glutamina, e um coquetel dos antibioticos penicilina potassica [ 100 U/mL], estreptomicina
[100 pg/mL] e anfotericina B [2,5 pug/mL] (Sigma-Aldrich, EUA). Os bagos foram transferidos
para uma placa de 6 pocos em 3mL de solu¢do PBS (pH 7,4) e macerados com o auxilio do
embolo de uma seringa de 3mL para a obtencdo de uma suspencdo celular homogénea.
Posteriormente, a solugao macerada foi filtrada em filtro de cultura de células Cell Strainer
(Merk, Alemanha) com poro de 30 uM e as células sedimentadas em centrifuga Nuve NF 800R
a 1350 rpm, 20°C por 5 min. Foi adicionado SmL de tampao de lise de eritrocitos, ACK (NH4Cl,
EDTA, NaHCO3) ao sedimento celular resultante da centrifugagdo e mantido em contato com
as células por 5 min, a reac¢do de lise foi parada com 20 mL de PBS. Novamente, as células
foram sedimentadas a 1350 rpm, 20°C por 5 min e o sobrenadante descartado.

As células sedimentadas foram ressuspendidas em meio RPMI completo 20 % SFB para
a concentracio final de 107 células/mL e posteriormente transferidas para placas de cultura de
96 pogos com fundo em “U” na concentragio final de 10° células/pogo. As células foram
estimuladas com 10 pg/mL de ZIKV-E e incubadas em estufa a 37 °C, 5 % de CO2 por 1 he
30min. Em paralelo foram incluidos no ensaio o controle positivo do experimento (células
estimuladas com 5 pg/mL de ConA) e os controles negativos (células ndo estimuladas e células
ndo estimuladas utilizadas para compensagdo do aparelho).

Apos periodo de estimulacdo, foi adicionada as células 20 pL/pogo de RPMI contendo
Brefeldina na concentragao final de 5 pg/pogo. Ainda, na placa referente ao painel de ativacao,
as cé¢lulas foram marcadas com Fitc Anti-Mouse CD107a Clone 1D4B (RUO) (BD, EUA)
diluido 1/50. As placas foram incubadas por mais 5h a 37°C, 5% de CO., e posteriormente
armazenadas a 4 °C overnight.

No dia seguinte, as células foram centrifugadas em centrifuga NUVE NF 800R a 1500
rpm, 20 °C por 5 min, e o sobrenadante descartado. Para lavagem, foi adicionado 200 pL/pogo
de PBS e as células submetidas a uma nova centrifugacdo a 2000 rpm, 20 °C por 5 min. O
sobrenadante foi descartado. Posteriormente foi adicionada as placas 50 uL/pogo da solucao de
Bloqueio (PBS 1 % BSA, 2 % soro de camundongo naive). As placas foram incubadas por 5

min e submetidas a um novo ciclo de centrifugagdo a 1.500 rpm, 20 °C por 5 min.



88

As células foram marcadas com os anticorpos seguindo os painéis avaliados. As células
na placa referente ao painel de ativacao foram marcadas com Alexa Fluor 405 Anti-Mouse CD3
Clone 17A2 (RUO) (BD, EUA) diluido 1/100, PercP Anti-Mouse CD4 Clone RM4.5 (RUO)
(BD, EUA) diluido 1/100, Alexa Fluor 700 Anti-Mouse CD8 Clone
YTS156.7.7 (RUO) (Biolegend, EUA) diluido 1/100, PE Anti-Mouse CD69 Clone H1.2F3
(Invitrogen, EUA) diluido 1/30. A mistura de anticorpos foi reunida e diluida em PBS 1 %
BSA, adicionadas 50 uL/poco e as placas incubadas por 30 min a 4 °C. As cé¢lulas na placa
referente ao painel de memoria foram marcadas com Alexa Fluor 405 Anti-Mouse CD3 Clone
17A2 (RUO) (BD, EUA) diluido 1/100, Fitc Anti-Mouse CD4 Clone GK1.5 (RUO) (BD, EUA)
diluido 1/50, PE-Cy5 Anti-Mouse CD44 Clone IM7 (RUO) (BD, EUA) diluido 1/100, APC
Anti-Mouse CD127 Clone (SB/199) (Biolegend, EUA) diluido 1/100.

As placas foram lavadas com 200 pL/pogo de solucao (PBS 1% de BSA) e centrifugadas
a2.000 rpm por 2 min. Posteriormente, foi adicionado 50 pL/pogo de solugdo de Fixacao (PBS,
1 % de Paraformaldeido) e as placas incubadas a 4 °C por 20 min. Foi adicionado 200 uL/pogo
de solucdo (PBS 1 % de BSA) e as placas foram novamente centrifugadas a 2000 rpm, 20 °C
por 5 min. O sobrenadante foi descartado e adicionada 200 pL/pogco de solucdo de
permeabilizacdo (PBS, 1 % BSA, 0,1 % Saponina). As placas foram novamente incubadas a 4
°C por 20 min, e posteriormente centrifugadas nas condi¢des anteriormente citadas.
Novamente, foi adicionada as placas 50 pL/pogo da solu¢do de bloqueio (PBS 1% BSA, 2%
soro de camundongo naive), seguida por nova incubagdo a 4°C por 5 min e submetidas a um
novo ciclo de centrifugacio a 1500 rpm, 20°C por 5 min.

As células foram marcadas com anticorpos intracelulares, sendo adicionado a placa
referente ao painel de memoria PE-Cy7 Anti-Mouse TNF Clone MP6-XT22 (RUO) (BD, EUA)
na dilui¢do de 1/280 e na placa referente ao painel de ativagdo APC Anti-Mouse IFN-y Clone
XMG1.2 (RUO) (BD, EUA) na diluicao de 1/100. Os anticorpos foram diluidos em PBS 1%
BSA, 50 puL da solugdo contendo os anticorpos foram adicionadas nos pogos e as placas
incubadas por 30 min a 4°C. As placas foram lavadas com 200 pL/poco de solugao (PBS 1%
BSA) e centrifugadas a 2.000 rpm por 2 min por duas vezes. As células foram ressuspendidas
em 200 pL de PBS 1% BSA para a aquisi¢ao em citdometro de fluxo (LSRFortessa, BD, EUA).
As andlises foram realizadas utilizando o programa FlowJo (Tree Star Inc., EUA). Os gréficos

e dados estatisticos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 8.
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4.5.2.1 Estratégias de Avaliacio da Resposta Imune Celular por Citometria de Fluxo

As andlises de resposta imune celular dos camundongos imunizados foram realizadas
utilizando o programa FlowJo (Tree Star Inc., EUA), e as estratégias utilizadas estao ilustradas
nas figuras 17-22. Primeiramente foram selecionados linfocitos T CD4+ e CD8+ que expressam
o marcador precoce de ativagdo de linfocitos CD69 (figura 18).

As células do bago dos animais imunizados também foram avaliadas para a produgao
de IFN-y. Para tal, foram avaliados linfécitos T CD3+ CD4+ / CD3+ CD8+ / CD3+ CD8+
CD107+, na producao de IFN-y apos estimulagao (figura 19).

CD69 MFI (CD4)

(cD8)

CDBY MFI (CD8)
8.9

CD69 MFI
]
.

Figura 18. Estratégia de gate painel de ativacido para avaliar ativaciao de linfocitos T CD4+ e CD8+ com
expressio de CD69 de camundongos BALB/c imunizados apés estimulacio com ZIKV-E. As células T
(linfécitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. Em seguida, as células T foram selecionadas por CD3 versus
SSC, seguido por CD8 versus CD4. Por fim, células T CD4 + e CD8 + foram avaliadas para expressao de CD69.
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Figura 19. Estratégia de avaliacdo da capacidade dos linfocitos T produzirem de IFN-y apés estimulacido
com ZIKV-E. As células T (linfocitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. Em seguida, as células T foram
selecionadas por CD3 versus SSC, seguido por CD8 versus CD4. Células T CD4 +, CD8 + ¢ células TCD8+
CD107 + foram avaliadas para expressao de [FN-y.

Em seguida, avaliamos as porcentagens de subconjuntos de células T que expressam
marcadores de memoria (CD44 e CD62L). Os subconjuntos de células T CD44- CD62L-/+,
CD44+ CD62L+ e CD44+ CD62L- foram definidos como células de memoria “naive”, células
de memoria central e células de memoria efetora, respectivamente e sdo demostrados na figura

20.

Meméria Central

Meméria Efetora

cD4 cD44

Figura 20. Estrategia de avalicdo do fenétipo de memoria de células T de camundongos BALB/c imunizados
apos estimulagdo com ZIKV-E. As células T (linfocitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. Em seguida,
as células T foram selecionadas por CD3 versus SSC, seguido por CD4 versus CD3. Células T CD4 + versus CD3
+ foram avaliadas para expressdo de CD62L versus CD44. Os subconjuntos CD44 — CD62L -/ +, CD44 + CD62L
+ e CD44 + CD62L— foram definidos como células T CD4 + e CDS8 + naives, de memoria central € memoria
efetora, respectivamente.
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Na sequéncia, as subpopulagdes de células de memoria central e memoria efetora foram

avaliadas pela capacidade de producao da citocina TNF-a (figura 21).

2 g L
FSC cD3 l

TNF

Figura 21. Estrategia de avaliacdo da capacidade de secrecio de TNF-a por células T de camundongos
BALB/c imunizados apo6s estimulacdo com ZIKV-E. As células T (linfocitos) foram selecionadas por FSC
versus SSC. Em seguida, as células T foram selecionadas por CD3 versus SSC, seguido por CD4 versus CD3.
Células T CD4 + versus CD3 + foram avaliadas para expressdo de CD62L versus CD44. Os subconjuntos CD44
— CD62L -/ +, CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L— foram definidos como células T CD4 + e CD8 + naives, de
memoria central ¢ memoria efetora, respectivamente. Por fim, as subpopula¢des definidas como células de
memoria central e memoria efetora foram avaliadas para secre¢do de TNF-a.

Por fim, as subpopulacdes de células de memoria central € memoria efetora foram

avaliadas pela expressdo do marcador de memoria CD127 (figura 22).
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Figura 22. Estrategia de avaliacio da expressio de CD127 em células T de camundongos BALB/c
imunizados apés estimulacio com ZIKV-E. As células T (linfocitos) foram selecionadas por FSC versus SSC.
Em seguida, as células T foram selecionadas por CD3 versus SSC, seguido por CD4 versus CD3. Células T CD4
+ versus CD3 + foram avaliadas para expressdo de CD62L versus CD44. Os subconjuntos CD44 — CD62L -/ +,
CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L— foram definidos como células T CD4 + e CDS8 + naives, de memoria central
e memoria efetora, respectivamente. Por fim, as subpopulagdes definidas como células de memoria central e
memoria efetora foram avaliadas para expressdao de CD127.

4.5.4 Avaliaciao da Resposta Imune Humoral por Ensaio Imunoenzimatico Indireto

(ELISA)

Os niveis de anticorpos especificos contra a proteina ZIKV-E produzidos pelos
camundongos imunizados foram avaliados através do ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA), o qual apresenta grande especificidade e sensibilidade. O ensaio foi realizado
conforme descrito por Bagno et al., (2020) com algumas modificagdes.

Placas de ELISA 96 pogos (Costar, EUA) foram sensibilizadas com a proteina ZIKV-E
diluida em tampao carbonato (Na;COs 0,16 %, NaHCO3 0,24% e pH 9,6). Apds ensaios de
padronizagdo, optou-se por adicionar 400 ng/po¢o de ZIKV-E as quais permaneceram
incubadas a 4°C overnight, para fixagdo das proteinas na superficie do poco. Apods a
sensibilizacdo as placas foram lavadas com 300 puL/pogo de PBS-T (PBS 1X + 0,05 % de Tween
20) por 4 vezes. Em seguida, foi realizada a adi¢ao da solucao de bloqueio (leite em p6 5 %,
dissolvido em PBS) para impedir ligagdes ndo-especificas dos anticorpos. As placas contendo

solucdo de bloqueio foram mantidas por 2 horas, a temperatura ambiente. Em seguida, as placas
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foram novamente lavadas por 4 vezes com PBS-T. Posteriormente, foram adicionados os soros
dos animais na dilui¢@o de 1:100 em solug@o de PBS-T + 0,5 % leite em po, seguido por uma
nova incubagdo por mais 1 ha 37 °C. Em seguida as placas foram novamente lavadas 4 vezes
com 300 uL/pogo de PBS-T solugao de lavagem para adi¢ao do anticorpo secundario antimouse
IgG (Sigma Aldrich) conjugado a enzima peroxidase na dilui¢ao de 1:5.000. As placas foram
novamente incubadas por 1 h a 37 °C com posterior lavagem.

Nas etapas finais de revelagdo, aplicou-se 100 puL/pogo do reagente de visualizagao
tetrametilbenzidina (TMB — Sigma Aldrich, USA), e as placas foram incubadas ao abrigo de
luz por 10 min. Onde a mudanga de cor, indica a presenca de anticorpos capazes de se ligar a
proteina ZIK'V-E, no qual a intensidade se relaciona diretamente com a quantidade de antigeno
conjugado. Por fim, a reacdo foi parada com solugdo de H>SO4 0,5 M (50 uL/pogo) e a
absorbancia medida em espectrofotdmetro de microplacas em comprimento de onda 450 nm no
aparelho Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific). Os graficos e dados estatisticos foram

analisados pelo programa GraphPad Prism 8.

4.5.5 Avaliacio da Resposta Imune Humoral por Teste de reducdo de placas por

neutralizacao (PRNT)

4.5.5.1 Células e virus

4.5.5.1.1 Células C6/36 (Aedes albopictus) e Vero (Cercopithecus aethiops)

As células derivadas de Aedes albopictus (C6/36), e as células de mamifero Vero CCL-
81 derivadas de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), foram obtidas
originalmente da American Type Culture Collection (ATCC, EUA).

Para a multiplicacdo de ZIKV e obtencdo de estoques virais foram utilizadas células
C6/36, cultivadas e mantidas em frascos de 25 cm? utilizando meio Leibowitz, L-15 (Cultilab,
Brasil), contendo 5% de SFB (Cultilab, Brasil) e um coquetel dos antibidticos estreptomicina
(Sigma-Aldrich, EUA [100 pg/mL]), penicilina potéassica (Sigma-Aldrich, EUA [100 U/mL])
e anfotericina B (Bristol-Myers Squibb, Brasil, [2,5 pg/mL]). Essas células foram mantidas a
28°C, sendo repicadas semanalmente. Para os repiques, a monocamada celular era desprendida
do frasco por pipetagem vigorosa. Em seguida, a suspensao celular era transferida para outro

frasco estéril e adicionada quantidade necessaria de meio de cultura. Para a obtencdo de estoque
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de células, garrafas confluentes foram submetidas a pipetagem como no repique, adicionados
de 10% de DMSO, 20% de SFB e 70% de meio L-15. Em seguida, as células eram distribuidas
em criotubos contendo 107 células e os estoques congelados em nitrogénio liquido.

Para os ensaios de titulacdo do estoque viral, foram utilizadas as células Vero (ATCC
CCL-81), cultivadas e mantidas em frascos de 25 cm? utilizando meio Minimo Essencial de
Eagle modificado por Dulbecco-DMEM (Sigma-Aldrich, EUA), contendo 5% de SFB e os
antibioticos citados acima. As culturas foram incubadas em estufa de atmosfera umidificada, a
5% de CO; e 37°C, sendo repicadas a cada 3 dias. Para os repiques, a monocamada celular era
previamente lavada com tampao salina fosfato (PBS 1x: 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2POq,
140 mM NaCl, 3 mM KCl, pH 7,2) e, posteriormente, desprendida do frasco com tripsina-
EDTA 0,05% (gibco, USA) e homogeneizada. Em seguida, a suspensao celular era transferida
para outro frasco estéril e adicionada quantidade necessaria de meio de cultura. Para a obtengao
de estoque de células, garrafas confluentes foram submetidas as mesmas etapas para o repique
celular, adicionados de 10% de DMSO, 20% de SFB e 70% de DMEM. Em seguida os estoques

eram congelados em nitrogénio liquido, com pelo menos 107 células/criotubo.

4.5.5.1.2 Origem dos virus e producio de estoque trabalho

A amostra de ZIKV isolada no Brasil (PE-243/2015, nimero de acesso no Genbank
KX197192) foi gentilmente cedida pelo Professor Dr Claudio Bonjardim (Universidade Federal
de Minas Gerais/UFMG). Para produgdo do estoque de trabalho, o virus foi multiplicado em
garrafas (75 cm?) de células C6/36 semiconfluentes a uma multiplicidade de infec¢io (moi) de
0,01, sendo as culturas infectadas incubadas em estufa a 28°C, por 1 hora para adsor¢ao do
virus, com agitacdo a cada 10 minutos. Em seguida, o in6culo de virus foi removido,
adicionados 7 mL de meio L-15 contendo 2% SFB e as culturas novamente incubadas. Apos 7
dias de incubacgdo, o sobrenadante das culturas foi centrifugado em centrifuga Nuve NF 800R
(4°C) a 3000 rpm por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante, clarificado, foi aliquotado e
mantido em freezer -80°C para posterior titulacdo. Como controle, o0 mesmo procedimento foi
feito, porém, com a adi¢@o apenas de meio de cultura, sem infec¢do viral (Adaptado de Moraes

et al., 2021).

4.5.5.1.2 Titulacio do estoque viral
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O procedimento de titulacdo do virus amplificado foi realizado pelo método de
contagem de placas de Dulbecco com algumas modificagdes (Dulbecco, 1952). Para tal, células
Vero foram implantadas em placa de seis pogos (3x10° células/poco) e incubadas em estufa a
37°C overnight. Apos atingirem 90% de confluéncia, foram adicionados 400 pL de dilui¢des
seriadas dos virus em 5 pogos, mantendo-se um como controle negativo da infec¢dao. Apos 1
hora de adsor¢dao, com agitacdo a cada 10 minutos, o inoculo de virus foi removido, e
adicionados a cada poco 2,0 mL de meio DMEM (Sigma-Aldrich) semissélido, acrescido de
1,25% de carboximetilcelulose-CMC (Synth, Brasil) e 1,25% de SFB, seguido de nova
incubagdo nas condi¢des acima. Apds 6 dias, o meio foi desprezado e as células foram fixadas
em solucao formol 10% por 1 hora. Por fim, a monocamada foi corada com solugao de cristal
violeta 1% por 30 minutos. O titulo do virus foi expresso pelo nimero de unidades formadoras
de placas (UFP), obtido nos pogos cuja diluicdo apresentou entre 30 e 300 placas de lise viral,
multiplicado pelo inverso da diluicdo, e convertido para UFP/mL, como demonstrado na

equagao (1).
Titulo viral (UFP/mL) =N x FC x 10* 1)

Onde, N ¢ o numero de placas de lise contadas, FC ¢ o fator de corre¢do para mL e * € o inverso

da dilui¢ao no qual foram contadas as placas de lise.

4.5.4.2 Teste de reducao de placas por neutralizacao (PRNT)

O teste de reducdo de placas por neutralizacdo (PRNT), ou ensaio de soroneutralizacao,
tem o objetivo de analisar os niveis de anticorpos neutralizantes contra o ZIKV produzidos
pelos animais imunizados.

O ensaio foi realizado conforme descrito por Almeida et al., 2020, com algumas
modificacdes. Para tal foram utilizadas células Vero (7,5x10* células/pogo), previamente
distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO» por 18 horas,
para que as células pudessem alcangar confluéncia de 80%. Posteriormente, as amostras de soro
dos camundongos foram diluidas nas concentragdes de 1: 10, 1:20, 1:40 e 1:80 e colocadas em
contato com 70 pfu de ZIKV, a mistura (virus e soro) foi incubada por uma hora a 37°C para
que a reacao de neutralizagdo ocorresse. Apos esse tempo, 200uL. dessa mistura foi adicionada
a cultura celular e deixada por 1 hora, para que a reagdo de adsorcdo da mistura com os

receptores celulares fosse realizada. Em paralelo, a mesma quantidade de virus foi adicionada
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em meio sem SFB e sem adi¢do de soro, mantida como controle negativo. Ainda, foi realizado
controle de célula. Apos esse periodo, a mistura foi retirada das placas e adicionado meio
DMEM acrescido de 1,25% de SFB e 1,25% de carboximetilcelulose (CMC). As placas foram
novamente incubadas a 37°C com 5% de CO: por 2 dias. Apods 5 dias, o meio foi desprezado e
as células fixadas em solucao formol 10% por 60 minutos. Por fim, a monocamada fixada foi
corada com solucdo de cristal violeta 1% por 30 minutos.

O indice PRNT7 foi determinado como a maior diluicdo do soro capaz de neutralizar
70% dos virus, detectada pela inibicdo da formacdo das placas nas culturas celulares. Os

graficos e dados estatisticos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 8.
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5. Resultados

5.1 Analises de Bioinformatica e Construcio da sequéncia sintética de ZIKV-E

Para o desenho do gene da proteina do envelope de ZIKV, foram selecionadas
sequencias de virus Zika de circulagdo mundial descritos no banco de dados do NCBI
(GenBank). A tabela 4 relaciona a identificacao da amostra e seu respectivo numero de depdsito

na plataforma de banco de dados.

Tabela 4. Sequéncia otimizada do gene codificador de ZIKV-E
Gene para clonagem Sequéncia otimizada do gene codificador de ZIKV-E

Isolado Zika virus MIRCIGVSNRDFVEGMSGGTWVDVVLEHGGCVTVMAQDKPTVDIEL
BR/BAHIA/Salvador/ VITTVSNMAEVRSYCYEASISDMASDSRCPTQGEAYLDKQSDTQYVC
07/2016, genoma KRTLVDRGWGNGCGLFGKGSLVTCAKFACSKKMTGKSIQPENLEYRI
parcial KU940228.1 MLSVHGSQHSGMIVNDTGHETDENRAKVEITPNSPRAEATLGGFGSL
GLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLVHKEWFHDIPLPWHAGADTG
TPHWNNKEALVEFKDAHAKRQTVVVLGSQEGAVHTALAGALEAEM
DGAKGRLSSGHLKCRLKMDKLRLKGVSYSLCTAAFTFTKIPAETLHG
TVTVEVQYAGTDGPCKVPAQMAVDMQTLTPVGRLITANPVITESTEN
SKMMLELDPPFGDSYIVIGVGEKKITHHWHRSGSTIGKAFEATVRGAK
RMAVLGDTAWDFGSVGGALNSLGKGIHQILEHHHHHH

5.1.1 Analises de por¢io transmembrana, hidrofobicidade e desordem estrutural

Apos a definicao da sequéncia de proteina a ser produzida, esta foi adaptada para uma
melhor expressdo em vetor procarioto. Para isso, a sequéncia foi cédon otimizada e teve sua
por¢do transmembrana removida. A predi¢do da por¢do transmembrana realizada pela
ferramenta TMHMM 2.0 indicou a presenca de regides transmembranas a partir do residuo de
aa 456 (com 60 % de probabilidade deste residuo pertencer a por¢ao transmembrana). Analises
de tendéncia a por¢do transmembrana e hidrofobicidade pelo Protscale (Expasy, scale Hphob.
/ Kyte & Doolittle), apresentaram diferentes pontos de corte provaveis. Enquanto o primeiro
mostrou uma tendéncia a TM a partir do aa 459, a andlise de hidrofobicidade mostrou picos
estreitos acima de score=1 ao longo de quase toda a extensdo da proteina, apresentando um pico

mais amplo apds o aa 449 (tabela 5, figura 23).
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As predicdes de tendéncia a desordem estrutural pelo IUPRED mostraram que a

proteina possui desordem intermediaria ao longo de sua estrutura (figura 23). Nesse tipo de

analise, valores proximos a 1 indicam auséncia de estrutura terciaria ou uma maior linearidade.

Tabela 5. Analises de porcio transmembrana e hidrofobicidade de ZIKV-E

TMHMM Protscale (Expasy)
# aa Interna Membrana Externa Hidrofobicidade Transmembrana
445 0,028 0,005 0,967 0,467 0,069
446 0,028 0,006 0,965 0,000 -0,154
447 0,028 0,009 0,962 0,244 -0,091
448 0,028 0,015 0,957 0,878 0,336
449 0,028 0,017 0,955 1,233 0,577
450 0,028 0,020 0,953 0,300 -0,027
451 0,027 0,022 0,951 0,567 0,074
452 0,026 0,027 0,947 1,378 0,481
453 0,025 0,038 0,936 1,189 0,482
454 0,025 0,043 0,931 0,833 0,241
455 0,007 0,368 0,625 0,833 0,241
456 0,003 0,596 0,402 0,844 0,354
457 0,002 0,668 0,330 0,556 0,253
458 0,001 0,832 0,167 0,144 0,203
459 0,001 0,918 0,081 0,889 0,808
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Figura 23. Analise in silico de hidrofobicidade (Protscale), tendéncia a porc¢io transmembrana (TMHMM
Server) e tendéncia a desordem estrutural (IUPRED) para ZIKV-E (Fonte: Bagno, 2018).

Apo6s a remocdo das porgdes transmembrana, os genes foram codon-otimizados para
uma melhor expressdo em sistema procarioto. Como pode ser visto na figura 24, a comparagado
entre as sequéncias antes e apds a otimizacao revela que este processo ndo alterou a sequéncia

de aminoacidos.
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Figura 24. Alinhamento, pelo Clustal Omega, comparando a sequéncia de ZIKV-E antes e apds a otimizacao
e remocao das porcdes transmembrana (Fonte: Bagno, 2018).

5.1.2 Analises fisico-quimicas e estruturais de ZIKV-E

Para avaliar as propriedades fisico-quimicas de ZIKV-E, utilizou-se a ferramenta

Protparam (Expasy) capaz de estimar o peso molecular da proteina com base em sua sequéncia

de aminoacidos (tabela 6).

Tabela 6. Propriedades fisico-quimicas de ZIKV-E

Nimero de aminoacidos 457
Peso Molecular (kDa) 50
Ponto isoelétrico (pI) 6,36

Para predi¢do da estrutura tridimensional utilizou-se a plataforma /-Tasser sendo

selecionado, o modelo de maior C-score, parametro que indica a qualidade do modelo predito.

Valores de C-score giram em torno de -5 a 2, sendo que valores mais elevados indicam maior
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confiabilidade. O valor encontrado para C-score foi de 1,73 e a estrutura tridimensional ¢
apresentada na figura 25.

Em seguida, o modelo gerado pelo /-Tasser foi validado utilizando os programas
ProSA-web e RAMPAGE. No primeiro caso, o Z-score indica a qualidade geral da estrutura
tridimensional. Seu valor ¢ exibido em um grafico que contém os Z-scores de todas as cadeias
de proteinas determinadas experimentalmente (por raio-X ou RMN) no PDB. As anélises pelo
ProSA-web, indicaram que o modelo esta dentro da gama de pontuagdo tipicamente encontrada
para proteinas nativas de tamanhos similares (figura 24B), com Z-score de -7,52.

O grafico de Ramachandran obtido pelo RAMPAGE apresentou 80,9 % de residuos na

regido favoravel, 14,3 % na regido permitida e 4.8 % na regido ndo permitida (figura 25C).
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Figura 25. Predicio da estrutura tridimensional para ZIKV-E. A) Representagdo em cartoon do modelo com
maior C-score obtido pelo programa I-Tasser, B) Grafico gerado pelo programa ProSA-web. C) Diagrama de
Ramachandran gerado pelo RAMPAGE (Fonte: Bagno, 2018).

A sequéncia nucleotidica codificadora da proteina construida para a realizacdo deste
trabalho foi sintetizada comercialmente pela empresa Fastbio (Ribeirdo Preto, SP), otimizada e
subclonada em vetor de expressao pET-21a (+), entre os sitios de Ndel e Xhol, adicionando uma

metionina inicial e uma cauda de histidina (figura 26).
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Figura 26. Mapa do plasmideo sintético desenvolvido contendo a sequéncia do gene de interesse. Figura
gerada a partir do programa SnapGene (GSL Biotech) (Fonte: Bagno, 2018).

5.3 Expressao e purificacdo da proteina recombinante ZIKV-E

Para a obtengao da proteina ZIKV-E foi utilizado sistema de expressdo procarioto, onde
o gene de interesse foi clonado em vetor de expressao pET21a e produzido em E. coli. Para
confirmagao do inserto sintético, bactérias E. coli da linhagem BL-21 foram transformadas com
o plasmideo pet-21a_ZIKV-E. Apods a transformacdo foi feita extragdo de DNA plasmidial dos
clones que cresceram em meio seletivo. Em sequéncia, foi realizada uma digestao dupla com
as enzimas Xbal e Xhol. Os produtos da digestdo foram analisados por gel de agarose (figura

27), onde foi observado um fragmento linear de 1389 pb, conforme esperado.
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Figura 27. Restricdo enzimatica do DNA plasmidial para a confirmacfo da presenca do gene de interesse
no vetor pET-21a. O DNA plasmidial foi extraido por minipreparagdo plasmidial de suspensdo bacteriana lisada
e a restri¢do enzimatica deu-se pela utilizagdo das enzimas Xhol/Ndel. Onde: M ;= Marcador de peso molecular
100 pb, ND= plasmideo ndo digerido, D= plasmideo digerido, M,= Marcador de peso molecular 1 Kb.

Para avaliar a expressdo de ZIKV-E, primeiramente, bactérias E. coli da linhagem BL-
21 foram transformadas com o plasmideo peT21-a ZIKV-E. Apés crescimento em meio
seletivo, 4 colonias foram selecionadas para realizacdo do teste de inducdo. No teste inicial
(37°C, 3h, ImM IPTG) os quatro clones coletados de ZIKV-E apresentaram banda diferencial
entre as fragcdes induzidas (I) quando comparadas as fragdes nao induzidas (NI) (figura 28a). A
proteina ZIKV-E apresentou peso molecular esperado conforme o predito pelo ProtParam
(Expasy) de 50 kDa (ZIKV-E).

A proxima etapa da padronizagdo consistiu na avaliacdo do melhor periodo de inducdo,
para isso foram realizados dois protocolos de expressdo de ZIKV-E. Assim, foi realizada a
inducdo por 3h a 37°C e overnight a 20°C, ambos com 1 mM de IPTG (figura 28b). Ainda, foi
possivel observar a presenga da proteina de interesse na fracdo insoluvel, sendo necessario a

realizacdo de um protocolo adicional para avaliar a solubilidade em ureia.
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Figura 28. SDS-Page das etapas envolvidas na padronizaciio da expressio proteica de ZIKV-E (50 kDa). a)
Primeira etapa da padronizagdo= triagem inicial de 4 clones (1-4) b) Segunda etapa da padronizagdo= variacdo do
tempo e temperatura de inducdo do clone selecionado na etapa anterior (20°C e 37°C), e avaliacdo da solubilidade
de ZIKV-E apos lise celular. Onde, M= Marcador de peso molecular, NI= Fragao ndo induzida coletada no tempo

inicial (ap6s DO ideal), I = fragdo coletada no tempo final apds indugdo com 1mM de IPTG, Ins = fracdo coletada
no tempo final ap6s indugdo com 1mM de IPTG.

Em sequéncia, foi realizado o teste de solubilidade em diferentes concentra¢des de ureia,
variando-se as molaridades de 2, 4, 6 ¢ 8 M. Como pode ser visto na figura 29, a partir de 4 M
de ureia ja foi possivel obter uma quantidade significativa da proteina ZIKV-E em fragao

soluvel. Entretanto, em 8 M de ureia, uma quantidade ainda maior de proteina € obtida na fragao

solavel.
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Figura 29. SDS-Page da avaliacdo da solubilidade da proteina ZIKV-E em ureia (2M, 4M, 6M e 8M). Onde,
M= Marcador de peso molecular, NI= Fra¢do ndo induzida coletada no tempo inicial (apds DO ideal), I = fracdo
coletada no tempo final apds indugdo com 1mM de IPTG.
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Para a realizacdo deste trabalho, em primeiro momento foi escolhida a concentracao de
4 M de ureia para prosseguir com os experimentos e produzir a proteina ZIKV-E em larga
escala. Entretanto, o rendimento obtido ndo foi o suficiente para todos os ensaios, sendo
necessaria uma nova producao. Para esta segunda produgdo, foi escolhida a concentracao de
8M de ureia, afim de obter um rendimento maior de ZIKV-E. As imagens que se seguem sao
referentes a produgdo do segundo lote de ZIKV-E.

Apos a producdo em larga escala, as culturas foram centrifugadas e o sedimento celular
ressuspendido em tampao com ureia (4M e 8M). Estas amostras foram submetidas a purificagao
por cromatografia de afinidade em coluna HisTrap no aparelho AKTA Prime Plus (GE
Healthcare Life Sciences). Na figura 30 observa-se o grafico de purificagdo da proteina, onde a
curva azul representa a leitura da absorc¢ao de luz UV da proteina ZIKV-E. Apenas as aliquotas
de saida do pico das proteinas foram coletadas. Para examinar a qualidade da purificagdo, as

fragdes purificadas foram submetidas a fracionamento em SDS-PAGE (figura 31).
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Figura 30. Processo de purificacio da proteina recombinante ZIKV-E. O grafico foi gerado pelo software
Prime View 5.0. A curvas em azul representa a eluicao da proteina recombinante ZIK'V-E da coluna de purificagao.
As aliquotas de 15-21 representam as aliquotas nas quais a proteina foi eluida da coluna.
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Figura 31. SDS-Page da Purificacido de ZIKV-E. Onde, M= Marcador de peso molecular, Ext= Extrato apos a
lise celular, FT= Fracdo ndo adsorvida, 15-21= Fragdes coletadas correspondentes ao pico de eluicao.

Apobs o processo de purificagdo, a concentragio proteica de cada lote de ZIKV-E foi
dosada pelo método de Bradford e pelo kit Randox. Os resultados obtidos foram 78 ng/uL para
o primeiro lote, e 1400 ng/uL (figura 32) para o segundo lote de ZIKV-E produzido. O
rendimento total de cada lote de proteina recombinante produzida foi de 3 mg (4M Ureia) e

21,5 mg (8M ureia).
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Figura 32. SDS-Page de ZIKV-E apos quantificacdo. Onde, M= Marcador de peso molecular.

Por fim, apds os métodos de purificagdo, foi necessaria a troca do tampao de purificacao,
para realizacdo da ligacdo com as nanoparticulas. Assim, para continuacdo do trabalho, a
proteina ZIKV-E foi dialisada e novamente quantificada. A proteina foi novamente

quantificada, e a qualidade da proteina de trabalho foi novamente verificada por SDS-PAGE

(figura 33).
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Figura 33. SDS-Page de ZIKV-E apés o processo de dialise. Onde, M= Marcador de peso molecular, ZIKV-E=
Fracdo de ZIKV-E coletada apds a passagem da proteina ZIKV-E pelos tampdes 8M, 4M, 2M e OM de ureia.

5.3.1 Verificacdo da antigenicidade de ZIKV-E

Para verificagdo da antigenicidade de ZIKV-E, uma aliquota de cada lote produzido foi
submetida a um ensaio de Western Blot, de forma a confirmar a antigenicidade da proteina
recombinante produzida. Para tal, foram utilizados dois anticorpos: um anticorpo comercial
especifico para a regido C-terminal que possui uma cadeia de histidina e um anticorpo
monoclonal especifico para o Flavivirus (4G2). ZIKV-E mostrou-se capaz de ser reconhecida

pelo anticorpo comercial anti-histidina e pelo anticorpo monoclonal 4G2 (figura 34).
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100kDa
75kDa we : £
. 1.
50kDa s u Y o
37kDa s -
- |
o , ‘ 5
— l ’

Figura 34. Western-blot mostrando a reagio entre a proteina ZIKV-E e os anticorpos comerciais Anti-His
e Panflavi 4G2. Onde M= Marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad) corado com Luminata
(Millipore), CP = Proteina de CHIKV-E utilizada como controle positivo do experimento.
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5.4 Nanobastoes de ouro (GNR)

5.4.1 Funcionalizacio dos Nanobastoes de ouro (GNR)

O primeiro passo no processo de funcionalizagdo consiste na substitui¢do do agente
estabilizante (CTAB) pelo 4cido lipdico (LA) a superficie dos nanobastdes, para que dessa
forma, seja adicionado um grupo carboxila ao qual a proteina ird se ligar. Para fins de
padronizacao, foi realizada uma curva de saturacdo de LA, onde a concentragdo do mesmo
variou de 6 a 14mM, para 250ulL de GNR. A liga¢ao do LA a superficie dos GNR ocorreu de
forma eficiente e pode ser comprovada pela espectroscopia UV-Vis, devido a ressonancia de
plasmon de superficie localizada (LSPR). Na figura 35a € possivel observar o deslocamento a
direita (“red shift”’) no pico longitudinal em todas as concentracaos de LA.

Para o calculo do deslocamento de plasmon correto, as curvas correspondentes foram
derivadas e plotadas com o calculo correspondente da derivada do pico gaussiano, onde a
interceptacdo do eixo X corresponde ao pico longitudinal (figura 35b). Considerando o espectro
do GNR puro como referéncia, na figura 35¢ temos os deslocamentos relativos das curvas no
pico longitudinal do espectro calculados apds a reacdo com cada concentracdo de LA.
Conforme observado (figura 35¢), quanto maior a concentracdo de LA, maior o deslocamento
observado. Foi possivel acrescentar at¢ 14 mM de LA para preencher a superficie dos GNR,
esse valor resultou em um deslocamento do pico longitudinal de 20 nm. Comparativamente
maior que as concentragdes de 10 e 12 mM de LA, que resultaram em um deslocamento de 15
e 16 nm respectivamente. Dessa forma, para os proximos passos da padronizagdo, a
concentracao de trabalho de LA foi fixada em 14mM.

O préximo passo, envolve a ligagdo do agente acoplante 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e do agente estabilizante  sulfo-N-
hidroxissuccinimida (sulfo-NHS) a fim de favorecer a interacdo covalente requerida entre os
grupos carboxilas presentes no LA e os radicais aminicos da proteina ZIKV-E. Apos a ligagdo
dos agentes intermedidrios EDC e NHS foi possivel observar um deslocamento do pico
longitudinal a esquerda (“blue shift”) do pico observado para o LA (figura 36b). Com um

deslocamento de 10nm em relacao ao pico do GNR puro (figura 36¢).
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Figura 35. Espectro de absorbincia na regido de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas com LA. a)
absorbancia relativa normalizada b) Célculo derivativo do sinal UV-Vis medido a partir das amostras, onde a
regido de zero (eixo derivativo) representa o pico do modo longitudinal ¢) deslocamentos relativos das curvas no
pico longitudinal do espectro calculados apds a reacdo com cada concentragdo de LA. Onde: GNR= nanobastdo
de ouro comerciais Nanopartz, LA= 4cido lipdico.
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Figura 36. Espectro de absorbancia na regiio de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas EDC-NHS.
a) absorbancia relativa normalizada b) Calculo derivativo do sinal UV-Vis medido a partir das amostras, onde a
regido de zero (eixo derivativo) representa o pico longitudinal c) deslocamentos relativos das curvas no pico
longitudinal do espectro calculados apds a reagdo com LA e EDC. Onde: GNR= nanobastdo de ouro comerciais
Nanopartz, LA= acido lipoico. EDC= N-etil-N - (3-dimetil-aminopropil)carbodiimida e N-hidroxisuccinimida.

Por fim, a proteina ZIKV-E foi adicionada a solu¢do de GNR-LA-EDC-NHS em
concentragdes de 0,125 pg a 12 pg (figura 37). Em todas as concentracdes de ZIKV-E
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adicionadas, houve um deslocamento significativo a direita do espectro. Como esperado, esse
deslocamento se torna maior a medida que aumenta a concentra¢do de ZIKV-E. Na figura 38 ¢
possivel observar a absorbancia relativa, o calculo derivativo e deslocamento para as
concentragdes de ZIKV-E de 8 ug, 10 ug e 12 pg. Para os quais obtivemos um deslocamento

de 24, 27 e 32 nm respectivamente.
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Figura 37. Espectro de absorbincia na regido de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas
covalentemente com ZIKV-E. Absorbancia relativa normalizada. Onde: GNR= nanobastdo de ouro comerciais
Nanopartz, Z= proteina recombinante produzida.
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Figura 38. Espectro de absorbiancia na regido de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas
covalentemente com ZIKV-E. a) absorbancia relativa normalizada b) Calculo derivativo do sinal UV-Vis medido
a partir das amostras, onde a regido de zero (eixo derivativo) representa o pico do modo longitudinal c)
Deslocamentos relativos das curvas no pico longitudinal do espectro calculados apés a reagdo com cada



111

concentragdo da proteina ZIKV-E. Onde: GNR= nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, Z= proteina
recombinante produzida.

Como estratégia de imunizagdo optamos por trabalhar com concentragdes de 14mM de
acido lipoico e 10 pg de ZIKV-E para 250 pL de GNR. Na figura 39 ¢ possivel observar os
espectros de absorbancia, o céalculo derivativo e o deslocamento apos a ligagdo com LA (linha

vermelha), os intermediarios EDC e NHS (linha azul), e ZIKV-E (linha verde).
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Figura 39. Espectro de absorbincia na regido de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas
covalentemente com LA, EDC-NHS e ZIKV-E a) Absorbancia relativa normalizada b) Calculo derivativo do
sinal UV-Vis medido a partir das amostras, onde a regido de zero (eixo derivativo) representa o pico do modo
longitudinal ¢) Deslocamentos relativos das curvas no pico longitudinal do espectro calculados apos a reagcdo com
LA, EDC e ZIKV-E. Onde: GNR= nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, EDC= N-efil-N’-(3-dimetil-
aminopropil)carbodiimida e N-hidroxisuccinimida, Z= proteina recombinante produzida.

5.4.2 Caracterizacdo da ferramenta GNR-ZIKV-E

A ferramenta construida ainda foi analisada para verificagdao da ligagdao por analise de

potencial Zeta, andlise do raio hidrodinamico e por fluorometria.
5.4.2.1 Potencial Zeta
Em uma solucao i6nica, GNPs com carga liquida terdo uma camada de ions (de carga

oposta) fortemente ligada a sua superficie. Uma segunda camada externa difusa € composta por

ions fracamente associados. Essas duas camadas sdo chamadas coletivamente de camada dupla
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elétrica. Conforme a particula se move (devido a difusdo browniana ou forga aplicada), uma
distin¢do ¢ criada entre os ions na camada difusa que se movem com a GNP e os ions que
permanecem com o dispersante em massa. O potencial eletrostatico neste limite do “plano” ¢
chamado de potencial zeta e esta relacionado a carga superficial da GNP e estabilidade da
suspensao (Clogston & Patri, 2010).

Nas medi¢des de potencial zeta, um campo elétrico € aplicado em toda a amostra e o
movimento das GNP (mobilidade eletroforética) ¢ medido. GNPs com potencial de zeta entre -
10 e +10 mV sdo consideradas neutras, GNP com potencial de zeta superior a +30 mV sao
consideradas fortemente catidnicas ou menos de -30 mV fortemente anidnicas (Clogston &
Patri, 2010).

Assim, foi realizada a medida do potencial zeta dos GNR sozinhos em suspensdo, dos
GNR funcionalizados com LA, e posteriormente da ferramenta final, ou seja, GNR
funcionalizados com LA e com a proteina ZIKV-E. A carga total da proteina ZIKV-E ¢
negativa, portanto, com a adesdo de ZIKV-E na superficie dos GNR, a carga total reduz
significativamente, modificando a carga de ~50 mV (GNR-LA) para ~20 mV (GNR-ZIKV-)
(figura 40), sendo essa diferenca estatisticamente signficativa. Essa mudanca da carga total apos

a interacdo ¢ um indicativo da intera¢do de ZIKV-E na superficie dos GNR.
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Figura 40. Medida do Potencial Zeta. Medida do Potencial Zeta da suspensdo de GNR puro, GNR ligados ao
acido lipoico (GNR - LA) e por ultimo da ferramenta completa (GNR-LA-ZIKV-E). Os resultados foram lidos em
um analisador de tamanho de particulas Litesizer 500 tipo BM10 e a analise estatistica realizada no software
GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA e pos-teste de Tukey, com uma diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras para a variavel avaliada com *** p <0.001 e **** p <(0.0001.
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5.4.2.2 Raio hidrodinamico

Devido ao movimento browniano, € possivel estimar o tamanho de um nanocomplexo
por meio de medidas hidrodinamicas do raio, estimado pela medida do espalhamento dindmico
de luz (DLS). A figura 41 mostra que o raio hidrodinamico da amostra contendo GNR puro ¢ 9
nm, o0 GNR ligado ao LA 61 nm, ja raio hidrodindmico do nanocomplexo contendo GNR, LA
e ZIKV-E aumenta consideravelmente para 1467 nm, indicando a presenca de moléculas

adsorvidas na superficie dos nanobastdes, ¢ portanto, confirmando a ligagao desejada.
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Figura 41. Medida do raio hidrodindmico. Medida do Raio hidrodindmico da ferramenta GNR-LA-ZIKV-E
indicando a formagdo da ferramenta GNR-ZIKV-E. Os resultados foram lidos em um analisador de tamanho de
particulas Litesizer 500 tipo BM10 e a analise estatistica realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o
teste One-way ANOVA e pds-teste de Tukey, onde as letras iguais indicam diferenga estatisticamente significativa
entre as amostras para a variavel avaliada com p < 0.0001.

5.4.2.3 Marcacao fluorométrica

Por fim, foi realizada a caracterizacdo da ferramenta GNR-ZIKV-E por marcacao
fluorométrica, que também fornece uma ferramenta Util para caracterizar a funcionalizacdo de
GNPs (Andrade et al., 2020). Para tal, a solu¢do contendo GNR-ZIKV-E foi ligada ao anticorpo
monoclonal especifico de Flavivirus (4G2). Apds a ligacdo, a solucdo foi bloqueada com
albumina de soro bovino (BSA). Em seguida, as moléculas nao ligadas e livres disponiveis no
meio foram removidas por centrifugacgao. Por fim, a ferramenta GNR-ZIKV-E foi marcada com
anticorpo anti-mouse conjugado a Fitc, um anticorpo secundario fluorescente e medida por

espectroscopia fluorométrica, indicando a formagao eficiente da ferramenta GNR-ZIKV-E,
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evidenciado pelo forte sinal emitido em contraste com a ferramenta ndo marcada com anticorpo
secundario. Como os anticorpos primarios nao ligados foram bloqueados com BSA 1%, apenas
GNR-ZIKV-E foi marcado com Fitc. Juntos, esses resultados mostram a funcionaliza¢ao da

proteina do envelope a superficie do GNR (figura 42).
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Figura 42. Medida da fluorescéncia da ferramenta GNR-ZIKV-E apés marcacio com FITC. Marcagio
fluorometrica da ferramenta GNR-LA-ZIKV-E ligada ao anticorpo 4g2, ndo marcada e marcada com o anticorpo
secundario Fitc, indicando a formagdo da ferramenta GNR-ZIKV-E. Os resultados foram lidos em Varioskan Flash
spectral scanning multimode reader e a analise estatistica realizada no software GraphPad Prism 8§, utilizando o
teste T, com diferenga estatisticamente significativa entre as amostras para a variavel avaliada e p < 0.05.

5.5 Analise da resposta imune frente a imunizacdo com a vacina experimental GNR-

ZIKV-E

Os animais foram vacinados em regime dose/reforco/refor¢o, onde juntamente com as
vacinas experimentais compostas pela proteina recombinante produzida (ZIKV-E) e pelos
nanobastdes funcionalizados com ZIKV-E (GNR-ZIKV-E) foram testadas duas combinagdes
de adjuvantes: monofosforil A lipidio (andlogo de LPS) acrescido de 7DW8-5 (andlogo a-
GalCer) e alumen (30% v/v). A caracterizagdo da resposta imune celular frente a imunizagao
de camundongos BALB/c com a proteina recombinante ZIKV-E, com os GNR comerciais e a
vacina experimental ZIKV-E-GNR completa foi avaliada ex vivo pela estimulagdo de
esplendcitos destes animais com a proteina recombinante ZIKV-E e a resposta celular e
producao de citocinas pelas células imunes desses animais foi medida por Citometria de fluxo.

A resposta imune humoral frente a imunizagao foi avaliada por ELISA e PRNT.
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5.5.1 Analise da resposta imune celular

As células provenientes do bago dos animais imunizados foram tratadas com tampao
amonio-cloro-potassio e cultivadas em microplacas de 96 pogos com estimulo de 10 pug/mL de
ZIKV-E. Apos estimulo de 18 horas, as células foram marcadas para receptores de superficie e
citocinas intracitoplasmaticas e analisadas em citometro de fluxo. Para avaliacdo da resposta
celular, primeiramente foram selecionados linfocitos T CD4+ e CD8+ que expressam o
marcador precoce de ativagao de linfocitos CD69.

Os esplendcitos dos animais imunizados com as vacinas experimentais compostas por:
ZIKV-E + ma (grupo 2) e ZIKV-E + GNR + ma (grupo 6), apresentaram expressao positiva de
CD69 pelas células T CD4+ e CD8+. Como pode ser observado pela razdo geométrica
apresentada na figura 43, onde as razdes entre os esplenocitos de animais que foram estimulados
com ZIKV-E e de esplenocitos de animais pertencentes ao grupo controle (PBS) estimulados
com ZIKV-E possui valor superior a 1, indicando estado de ativacao destas células apos o
estimulo realizado.

Nessa abordagem de avaliagdo, foi observado que o estado de ativagdo de células T
CD8+ das células de animais imunizados com as vacinas experimentais associadas a
combinagdo de adjuvantes MPLA e 7DWS8-5 (grupos 2, 4 e 6) € superior quando comparadas
as células de animais imunizados com as respectivas vacinas experimentais associadas ao
adjuvante aliimen (grupos 3, 5 e 7). E esse aumento ¢ estatisticamente significativo.

As células do bago dos animais imunizados também foram avaliadas para a producao
de IFN-y. As células T CD4+ estimuladas apresentaram expressao de IFN-y baixa ou ausente
(figura 44), com um aumento discreto na média dos grupos 2, 4, 5 e 6. Aumento esse
relacionado a produgao de IFN-y por um ou dois animais pertencentes a cada grupo vacinal. As
células T CD8+ por sua vez apresentaram um aumento moderado na porcentagem de IFN-y
pelos animais dos grupos 2, 6 € 7. Esses grupos correspondem a animais imunizados com as
vacinas experimentais: ZIKV-E + ma (grupo 2), ZIKV-E + GNR + ma (grupo 6), e por ultimo
ZIKV-E + GNR + al (grupo 7). Nos grupos citados, embora tenha sido observada uma tendéncia

ao aumento da produgdo dessa citocina, esse aumento ndo foi estatisticamente significativo.
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Figura 43. Ativacdo de linfécitos TCD4+ CD69+ ¢ TCD8+ CD69+ de camundongos BALB/c imunizados
apos estimulaciio com ZIKV-E. a) razo entre culturas estimuladas com ZIKV-E e média das culturas de animais
PBS estimuladas de linfécitos TCD3+ CD4+ com expressdo de CD69+ e b) razdo entre culturas estimuladas com
ZIKV-E e média das culturas de animais PBS estimuladas, de linfocitos TCD3+ CD8+ com fendtipo CD69+.
Camundongos BALB/c foram imunizados em regime de dose-refor¢o-reforco e 14 dias apos o ultimo reforco a
expressdo de CD69 foi avaliada in vitro por cultura de esplendcitos estimulados com 10 pg/mL de ZIKV-E e
dosada por Citometria de fluxo. Os resultados foram lidos em Citometro de fluxo e a analise estatistica realizada
no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, para o qual (*) indica
diferenca estatisticamente significativa entre as amostras para a variavel avaliada com p < 0.05. Onde: ZIKV-E=
proteina recombinante produzida, GNR= nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, mo= combinacdo de
adjuvantes MPLA e 7DWS8-5, al= alimen.

As células do bago dos animais imunizados também foram avaliadas para a producao
de IFN-y. As células T CD4+ estimuladas apresentaram expressao de IFN-y baixa ou ausente
(figura 44), com um aumento discreto na média dos grupos 2, 4, 5 e 6. Aumento esse
relacionado a producdo de IFN- y por um ou dois animais pertencentes a cada grupo vacinal.
As células T CD8+ por sua vez apresentaram um aumento moderado na porcentagem de IFN-
v pelos animais dos grupos 2, 6 e 7. Esses grupos correspondem a animais imunizados com as
vacinas experimentais: ZIKV-E + ma (grupo 2), ZIKV-E + GNR + ma (grupo 6), e por altimo
ZIKV-E + GNR + al (grupo 7). Nos grupos citados, embora tenha sido observada uma tendéncia

ao aumento da produgdo dessa citocina, esse aumento ndo foi estatisticamente significativo.
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Figura 44. Dosagem de IFN-y secretados por linfécitos TCD4+ e TCD8+ de camundongos BALB/c
imunizados apés estimulacido com ZIKV-E. a) % de linfocitos TCD3+ CD4+ com expressdo de citocinas IFN-
v e b) % de linfocitos TCD8+ com expressdo de citocinas IFN-y. Camundongos BALB/c foram imunizados em
regime de dose-refor¢o-reforco e 14 dias apos o ultimo reforgo a producdo de IFN-y foi avaliada in vitro por cultura
de esplendcitos estimulados com 10 pg/mL de ZIKV-E ¢ dosada por Citometria de fluxo. Os resultados foram
lidos em Citometro de fluxo e a analise estatistica realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-
way ANOVA e pos-teste de Dunnett, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos para a
citocina avaliada. Onde: ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR= nanobastdo de ouro comerciais
Nanopartz, ma= combina¢do de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alumen

Posteriormente, foi dosada a produgdo de IFN-y por linfocitos TCD8+ com marcador
de superficie CD107a dos camundongos imunizados. Os animais imunizados com as vacinas
15 experimentais composta por ZIKV-E combinada com os adjuvantes ma (MPLA e 7DWS-5)
(grupos 2 e 6) apresentaram a maior producdo dessa citocina. Entretanto, apenas o grupo
imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + GNR + ma (grupo 6) apresentou
um aumento estatisticamente significativo da produgdo de IFN-y dentre todos as vacinas

experimentais avaliadas (figura 45).
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Figura 45. Dosagem de IFN-y secretados por linfocitos TCD8+ com marcador de superficie CD107a de
camundongos BALB/c imunizados apoés estimulagdo com ZIKV-E. Porcentagem de linfécitos TCD3+ CD8+
com marcador de superficie CD107a com expressao de citocinas IFN-y. Camundongos BALB/c foram imunizados
em regime de dose-refor¢o-reforco e 14 dias apds o ultimo reforgo a producao de IFN-y foi avaliada in vitro por
cultura de esplenocitos estimulados com 10 pg / mL de ZIKV-E e dosada por Citometria de fluxo. Os resultados
foram lidos em Citometro de fluxo e a analise estatistica realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o
teste One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, para o qual (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre
as amostras para a variavel avaliada com p < 0.05. Onde: ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR=
nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, mo= combinag¢do de adjuvantes MPLA ¢ 7DW8-5, al= alumen.

5.5.2 Avaliacido da resposta de memoria de células T

Em seguida, avaliamos as porcentagens de subconjuntos de células T que expressam
marcadores de memoria (CD44 e CD62L). Os subconjuntos de células T CD44- CD62L-/+,
CD44+ CD62L+ e CD44+ CD62L- definidos como células de memoria “naive”, células de

memoria central e células de memoria efetora, respectivamente e sdo demostrados na figura 46.
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Figura 46. Fendtipo de memoria representativos de células T de camundongos BALB/c imunizados apos
estimula¢ao com ZIKV-E. a) fendtipo de memoria de células T CD4+, b) fenotipo de memoria de células T CD4-
. As células T (linfocitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. Em seguida, as células T foram selecionadas
por CD3 versus SSC, seguido por CD4 versus CD3. Células T CD4 + versus CD3 + foram avaliadas para expressido
de CD62L versus CD44. Os subconjuntos CD44 — CD62L - / +, CD44 + CD62L + ¢ CD44 + CD62L— foram
definidos como células T CD4 + ¢ CD8 + naives, de memoria central ¢ memoria efetora, respectivamente. Onde:
ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR= nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, mo= combinacao
de adjuvantes MPLA e 7DWS8-5, al= alimen.

As porcentagens de cada um desses subconjuntos que expressam marcadores de
memoria (CD44 e CD62L) foram avaliadas por Citometria de fluxo e estdo representadas na
figura 47. A partir dos dados apresentados, ¢ possivel observar, em ambas populagdes uma
predominancia da popula¢do de células de memoria central (CD62L+, CD44+), seguida da
populacdo de memdria efetora (CD44+).

Em relagdo as subpopulagdes celulares, foi possivel observar que nos camundongos
imunizados com a combinacdo de adjuvantes MPLA e 7DWS8-5 (grupos 2, 4 e 6), as
porcentagens de células T CD3+/CD4- “naives” diminui de maneira acentuada, com diferenga
estatisticamente significativa desses grupos, em relagdo ao grupo controle (grupo 1). Por sua
vez, as subpopulacdes de memoria central CD3+/CD4- aumenta, com diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle.

Nos grupos 3 e 7 por sua vez, referentes aos animais imunizados com as vacinas
experimentais compostas respectivamente por ZIKV-E + alimen e ZIKV-E + GNR + aliimen,
as porcentagens de células T, tanto CD3+/CD4+ quanto CD3+/CD4- de “memoria efetora” tem
uma reducdo com diferenga estatisticamente significativa desses grupos, em relagao ao grupo
controle (grupo 1). Por sua vez, as células CD3+/CD4+ quanto CD3+/CD4- de “memoria

central” tem um aumento, também estatisticamente significativo, em relacao ao grupo controle.
M
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Figura 47. Fenotipos de memodria de células T CD4+ e CD4- de camundongos BALB/c imunizados apods
estimulag¢ao com ZIKV-E. a) fendtipo de memoria de células T CD4+ ¢ b) células T CD4- definidas como células
naive, células de memoria central e células de memoria efetora. Camundongos BALB/c foram imunizados em
regime de dose-refor¢o-reforco e 14 dias ap6s o ultimo reforco a producdo de IFN-y foi avaliada in vitro por cultura
de esplendcitos estimulados com 10 pg / mL de ZIKV-E e dosada por Citometria de fluxo. Os subconjuntos CD44
— CD62L -/ +, CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L— foram definidos como células T CD4 + e CD4 - naives, de
memoria central e memoria efetora, respectivamente. Os resultados foram lidos em Citometro de fluxo e a analise
estatistica realizada no software GraphPad Prism 8§, utilizando o teste One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett,
para o qual (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre as amostras para a variavel avaliada com p <
0.05. Onde: ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR= nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, ma=
combinag¢do de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alimen.

Na sequéncia, as subpopulacdes de células de memoria central e memoria efetora foram
avaliadas pela capacidade de produgdo da citocina TNF-a. Na figura 48a ¢ possivel observar
que todos as vacinas experimentais testadas com fenotipo T CD3+ CD4+ de memoria central e
efetora induziram a secrecdo de TNF-a apds estimulagdo, em niveis variados nos grupos
vacinais testados, indicando secre¢do ndo especifica dessa citocina. Na figura 48b € possivel
observar que a secrecdo dessa citocina foi baixa ou ausente nas populacdes de células com
fendtipo de memoria central, em todos os grupos vacinais analisados. Entretanto, a secrecao de
TNF-a nas células com fendtipo de memoria efetora, mostrou diferenga estatisticamente
significativa, entre o grupo imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + ma
(grupo 6) e o grupo controle (grupo 1). A secre¢do dessa citocina também foi observada no
grupo imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + GNR + alimen (grupo

7), embora sem diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle.
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Figura 48. Andlise de TNF-a secretados por células T CD3+ CD4+ e CD3+ CD4- com fenétipo de memoria
central e efetora de camundongos BALB/c imunizados apds estimula¢cdo com ZIKV-E. a) porcentagem de
células T CD4+ e b) células T CD4- definidas como células de memoria central e células de memoria efetora com
marcador CD127. Camundongos BALB/c foram imunizados em regime de dose-refor¢o-refor¢o e 14 dias apds o
ultimo reforgo a producdo de IFN-y foi avaliada in vitro por cultura de esplendcitos estimulados com 10 pg/mL
de ZIKV-E e dosada por Citometria de fluxo. Os subconjuntos CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L— foram
definidos como células T CD4 + e CD4 - de memoria central e memoria efetora, respectivamente. Os resultados
foram lidos em Citometro de fluxo e a analise estatistica realizada no software GraphPad Prism 8§, utilizando o
teste One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, para o qual (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre
as amostras para a variavel avaliada com p < 0.05. Onde: ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR=
nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, mo= combinagdo de adjuvantes MPLA e 7DW8&-5, al= alumen.

Por fim, as subpopulacdes de células de memoria central € memoria efetora foram
avaliadas pela expressdo do marcador de memoria CD127 (figura 49). Para o marcador de
memoria CD127, é possivel observar um aumento da expressdo desse marcador nos grupos
experimentais imunizados com as vacinas compostas por ZIKV-E + al, ZIKV-E + GNR + ma
e ZIKV-E + GNR + al, embora em niveis variados (figura 48). Entretanto, um aumento
estatistiscamente significativo € observado apenas no grupo imunizado com a vacina
experimental composta por ZIKV-E + al na populagdo CD3+ CD4- com fen6tipo de memoria
efetora, e no grupo imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + GNR + al,
nas populagdes CD3+ CD4+ com fenotipo de memoria efetora e CD3+ CD4- com fenotipo de

memoria central.
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Figura 49. Avaliacido de células T CD3+ CD4+ e CD3+ CD4- de camundongos BALB/c com fenétipo de
memoria central e efetora com marcador de memoria CD127. a) porcentagem de células T CD4+ e b) células
T CD4- definidas como células de memoria central e células de memoria efetora com marcador CD127.
Camundongos BALB/c foram imunizados em regime de dose-refor¢o-reforco e 14 dias apos o ultimo reforco a
producdo de IFN-y foi avaliada in vitro por cultura de esplendcitos estimulados com 10 pg / mL de ZIKV-E e
dosada por Citometria de fluxo. Os subconjuntos CD44 + CD62L + ¢ CD44 + CD62L— foram definidos como
células T CD4 + e CD4 - de memoria central e memoria efetora, respectivamente. Os resultados foram lidos em
Citometro de fluxo e a analise estatistica realizada no software GraphPad Prism. 7, utilizando o teste One-way
ANOVA e pos-teste de Dunnett, para o qual (*) e (¥**) indicam diferenca estatisticamente significativa entre as
amostras para a variavel avaliada com p < 0.05 ¢ p < 0.0001, respectivamente. Onde: ZIKV-E= proteina
recombinante produzida, GNR=nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, ma= combinagdo de adjuvantes MPLA
e 7DW8-5, al= alumen.

5.5.3 Analise da Resposta Imune Humoral por Ensaio Imunoenzimatico Indireto

(ELISA)

A técnica de ELISA foi utilizada para mensurar a produgdo de anticorpos contra a
proteina ZIKV-E. Para tal, um protocolo de ELISA indireto foi previamente padronizado em
nosso laboratério afim de determinar uma melhor concentracdo de ZIKV-E na etapa de
sensibiliza¢do, bem como a diluigao dos soros dos camundongos e a titulagdo do anticorpo

secundario anti-IgG.
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Na figura 50 € possivel observar que, conforme esperado, os animais inoculados apenas
com solug¢do salina (PBS) e com as nanoparticulas combinadas com os adjuvantes (GNR + ma
e GNR + al), ndo apresentaram titulos de anticorpos detectaveis. Por sua vez, os grupos
imunizados com as vacinas experimentais, compostas por ZIKV-E associada aos adjuvantes
vacinais testados ZIKV-E-ma e ZIKV-E-al (grupos 2 e 3), produziram as maiores doses de
anticorpos IgG anti-ZIKV. Os animais pertencentes aos grupos imunizados com as vacinas
experimentais compostas pelos nanobastdes funcionalizados com a ZIKV-E e associadas aos
adjuvantes testados ZIKV-E-GNR-ma ¢ ZIKV-E-GNR-al (grupos 6 ¢ 7), também produziram
anticorpos contra o ZIKV, embora os titulos de anticorpos detectados nesses testes tenham sido

menores, quando comparados aos grupos 2 e 3.
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Figura 50. Resultados do ELISA anti-IgG ZIKV-E com soros dos animais imunizados. Camundongos
BALB/c foram imunizados em regime de dose-reforgo-reforco e 14 dias apds o ultimo reforco o sangue dos
animais foi testado por ELISA. Os soros dos animais imunizados com ZIKV-E apresentaram titulos de anticorpos
detectaveis, e sdo significativos em relacdo aos animais dos grupos PBS ¢ GNR + ma e GNR + al. Analise
estatistica feita no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA e p6s-teste de Dunnett’s, com
diferenca estatisticamente significativa na variavel avaliada, onde (**) = p< 0,001 e (****) p<0.0001. Onde:
ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR= nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, mo= combinagao
de adjuvantes MPLA e 7DWS-5, al= alimen.

5.5.4 Analise da Resposta Imune Humoral por Teste de reducio de placas por

neutralizacio (PRNT)

Por fim, foi realizado um segundo teste sorologico, através do método de redugao de

placas por neutralizacdo (do inglés, “plaque reduction neutralization test”, PRNT). O principio
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da reacdo de neutralizacdo € que, quando uma particula viral entra em contato com o anticorpo
especifico, ela fica neutralizada, deixando de ser infecciosa. Nessa técnica, soro suspeito e virus
sao colocados em contato, incubados em condigdes apropriadas para que haja ligacao/reagao, e
a mistura ¢ inoculada em culturas celulares. Se os anticorpos forem especificos para o virus, a
reacdo de neutraliza¢ao ocorre e ndo se observam placas de lise viral na monocamada de células,
caso contrario o virus continuard infectivo e o efeito citopatico ¢ observado nas células.
Portanto, o ensaio avalia se os anticorpos sao capazes de neutralizar o virus in vitro, inibindo a
sua infeccdo em cultura de células e assim reduzindo o numero de placas de lise formadas
(Kroon et al., 2016).

Na figura 51 ¢é possivel observar que, conforme esperado, os soros dos animais
inoculados apenas com solucdo salina (PBS) e com as nanoparticulas combinadas com os
adjuvantes (GNR + ma e GNR + al), ndo foram capazes de neutralizar o virus em nenhuma das
dilui¢des testadas. Por outro lado, os soros dos animais imunizados com ZIKV-E foram capazes
de neutralizar o virus em diluigdes séricas de até 1/80. Dentre os grupos vacinais, os soros dos
animais imunizados com ZIKV-E-al e ZIKV-E-GNR-al foram os grupos com menor
desempenho no teste, uma vez que os soros ndo foram capazes de neutralizar 70% do virus
inoculados, mesmo na menor diluicdo do soro testada (1/10) (figura 51). Em contrapartida, ¢
notavel a maior producdo de anticorpos nos soros dos animais imunizados com a proteina
recombinante combinada com os adjuvantes ma (ZIKV-E-ma e ZIKV-E-GNR-ma). Em
relacdo a este Ultimo imunizante, ainda € possivel observar que mesmo na maior diluicdo do

soro, este ¢ capaz de neutralizar 70% das unidades de ZIKV presentes (figuras 51d).
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Figura 51. Resultados do Teste de Reduc¢io de Placas por Neutralizacio (PRNT) com soros dos animais
imunizados. Camundongos BALB/c foram imunizados em regime de dose-refor¢o-reforco e 14 dias ap6s o tltimo
refor¢o, o sangue dos animais foi testado por PRNT. Os soros dos animais imunizados com ZIKV-E apresentaram
anticorpos capazes de neutralizar o ZIKV e séo significativos em relagdo aos animais dos grupos PBS e GNR +
ma ¢ GNR + al. A analise estatistica foi feita no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA
e pos-teste de Dunnett’s, com diferencga estatisticamente significativa na variavel avaliada, onde (**) = p< 0,01
(*¥*%), p<0.001 e (****) p<0.0001. Onde: ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR= nanobastdo de ouro
comerciais Nanopartz, mo= combinagdo de adjuvantes MPLA ¢ 7DW8-5, al= alimen.

A tabela 7 apresenta o resumo da avaliagdo da resposta imune das vacinas experimentais
contra o ZIKV avaliadas no presente trabalho, onde as respostas imunes celulares e humorais
obtidas com diferenca estatisticamente significativa sao detalhadas. O simbolo + representa a
diferenga estatistica encontrada, sendo (+) = p< 0,05 (++) = p< 0,01, (+++) p<0.001 e (++++)

p<0.0001.
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Tabela 7. Resumo da avaliacio da resposta imune de camundongos Balb/c imunizados com ZIKV-E

ZIKV-E+ ma ZIKV-E+al ZIKV-E+GNR+ma ZIKV-E + GNR + al

[ CD8+ CD69+ + +
IFN-y+ +
CD44+ CD62L+ + + + +
TNF-o+ +
CD127+ + +++
Ig anti-ZIKV-E ++++ ++++ ++ +H++
Elisa
Ig anti-ZIKV +++ ++ +++ ++
PRNT

Onde: ZIKV-E= proteina recombinante produzida, GNR= nanobastdo de ouro comerciais Nanopartz, mo=
combinag¢do de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= aliimen. O simbolo + representa a diferenga estatistica no ensaio
realizado, onde (+) = p< 0,05, (++) = p< 0,01, (+++) p<0.001 e (++++) p<0.0001.
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6. Discussao

Os virus transmitidos por artrépodes (arbovirus) contribuem significativamente para a
mortalidade global e a morbidade em humanos e animais e por isso tornaram-se uma ameaga
séria e significativa a saude humana e animal devido a aglomeragao urbana, mobilidade
internacional e falta de programas eficientes de controle de vetores (Round et al., 2017).
Possuindo grande carga sanitaria e socioecondmica para paises localizados principalmente em
regides tropicais e subtropicais. Dentre os arbovirus que contribuem significativamente para
surtos de doengas e epidemias em populacdes humanas e animais estdo os flavivirus, como o
virus da dengue (DENYV), o virus zika (ZIKV) e o virus da febre amarela (YFV) (Araujo et al.,
2020, Gomez et al., 2022).

Atualmente, o DENV infecta cerca de 390 milhdes de pessoas anualmente. O surto de
ZIKV na ultima década alarmou o mundo devido a sindrome congénita do Zika. Apesar da
existéncia de uma vacina potente, o YFV reemergiu como uma ameaga a saude publica nos
ultimos anos. Fatores como mudangas climaticas, aumento da migragdo humana e disseminagao
de vetores de mosquitos levantaram preocupagdes sobre a introducao desses virus em novos
ambientes (Araujo et al., 2020, Gomez et al., 2022).

Além disso, os recentes surtos de diversas doencas infecciosas enfatizaram a
necessidade social para o rapido desenvolvimento das vacinas. Nesse contexto, a Organizagao
Mundial da Satde selecionou nove doengas prioritarias que sao projetadas para causar o maior
risco a satide publica e anunciou que a pesquisa e o desenvolvimento devem ser acompanhados
intensamente para estarem preparados para futuros surtos, dentre as quais esta a febre causada
pelo ZIKV (Kim et al., 2021). Portanto, ¢ urgente o desenvolvimento de novas vacinas e/ou
novas técnicas de fabricagdo para produzir rapidamente grandes quantidades de antigenos desse
virus.

Alguns dos aspectos importantes de qualquer vacina ideal incluem seguranca,
estabilidade e a capacidade de obter resposta imune durdvel e adequada com um nimero
minimo de doses (Pati et al.,, 2018). Os recentes avancos na vacinacao levaram ao
desenvolvimento de vacinas de subunidades, em substitui¢ao as vacinas tradicionais atenuadas
ou inativadas, afim de facilitar e acelerar a fabricacdo e maximizar a seguranca (Laliberté-
Gagné et al., 2019).

Entretanto, como citado anteriormente, uma desvantagem dessa estratégia ¢ que
normalmente as vacinas de subunidades apresentam uma menor imunogenicidade, necessitando

de multiplas doses necessérias para atingir uma resposta imune protetora (Laliberté-Gagné et
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al., 2019). Com a finalidade de minimizar esse problema, a combinacdo de adjuvantes € novos
sistemas de entrega que impulsionam a imunogenicidade sdo cada vez mais necessarios a
medida que avancamos para a era das vacinas modernas, de forma a aumentar tanto a
imunogenicidade do antigeno quanto a sua estabilidade (Zhao et al., 2014).

Nesse contexto, o potencial uso de nanoparticulas (NPs) como carreadores vacinais tem
aumentado exponencialmente nas ultimas décadas. As NPs, devido a sua semelhanca de
tamanho com os componentes celulares, podem entrar em células vivas usando o mecanismo de
endocitose celular (Zhao et al., 2014). A inclusao de NPs nas formula¢des vacinais tem sido
relatada para aumentar a estabilidade do antigeno, promover sua entrega direcionada, e ajudar
na liberagdo lenta do antigeno, buscando eliminar a necessidade de doses adicionais (Versiani
etal., 2016, Khalaj-Hedayati et al., 2019). Para melhorar a efic4cia da vacina, essas NPs devem
proteger os antigenos da degradacdo proteolitica prematura, facilitar a absor¢do e o
processamento de antigenos por células, além de serem seguros para o uso humano (Pati et al.,
2018).

O uso de NPs como base terapéutica ¢ aplicada principalmente para o tratamento do
cancer, e ¢ cada vez mais explorada para tratar outras doengas como Alzheimer, hipertensao e
doengas hepaticas. Por outro lado, de forma profilatica, as NPs tém sido aplicadas em vacinas
para a prevencdo de diferentes doengas como cancer € a covid-19, onde uma série de
nanoplataformas vem aprovadas para uso humano e/ou estao em ensaios clinicos ou pré-clinicos
(Mitchell et al., 2020).

Nosso grupo de pesquisa vem acumulando resultados importantes envolvendo NPs
funcionalizadas com proteinas recombinantes, em candidatos vacinais e novas plataformas
diagnosticas para DENV, ZIKV e SARS-CoV-2. No presente manuscrito, nossa proposta de
associagdo da proteina do envelope de ZIKV a nanobastdes de ouro comerciais, se apresentou
como uma estratégia importante na geracdo dos dados aqui apresentados.

O presente trabalho se iniciou com a construg¢do in silico da proteina recombinante, etapa
esta realizada em colaboragdo com Flavia Fonseca Bagno, em sua dissertacdo de mestrado.
Entretanto, por se tratar de uma etapa consideravelmente importante para o desenvolvimento
subsequente deste trabalho, os resultados obtidos na constru¢do in silico de ZIKV-E foram
brevemente apresentados. Assim, foram apresentadas a construcdo e modelagem do gene
correspondente a ZIKV-E. Além disso, foram realizadas analises de hidrofobicidade, remocgao

da porg¢ao transmembrana da proteina, otimizagao de codon e ensaios adicionais de predigdo de
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epitopos e verificagdo do potencial antigénico, os quais indicaram a possibilidade da utilizacao
da proteina recombinante construida como vacina experimental para ZIKV.

As etapas descritas envolvidas na padronizacao da producao de ZIKV-E foram
realizadas no Centro de Tecnologias de Vacinas da UFMG, localizado no Parque Tecnologico
de Belo Horizonte (BH-Tec). Para obtencdo da proteina ZIKV-E foi utilizado sistema de
expressdo procarioto, onde o gene sintético foi clonado em vetor de expressdo pET-21a e
expresso em E. coli BL21. Nas ultimas décadas, a E. coli provou ser um hospedeiro atraente
para expressao ¢ purificagdo de um vasto conjunto de proteinas recombinantes, por uma série
de razdes. Em primeiro lugar, décadas de trabalho levaram a obten¢do de células bem
caracterizadas e de rapido crescimento, as quais foram otimizadas para a expressao proteica,
incluindo cepas especificas para produzir proteinas de membrana. Além disso, E. coli pode ser
facilmente cultivada em uma gama de escalas permitindo que a fermentacao produza grandes
quantidades de proteina, embora deva ser observado que nem sempre hd uma relacao linear
entre o volume da cultura e o rendimento do produto. Entretanto, a falta de modificagdes pos-
traducionais, ¢ um limitante desse sistema de expressao (Wisemam et al., 2020).

Para induzir a expressdo de ZIKV-E pelo clone bacteriano foi utilizado um ativador
de transcricio do operon lac, o Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), um tio-
galactosideo que inibe a acao do repressor de lactose, um dos indutores mais usados em biologia
molecular e biotecnologia. Primeiramente, foi realizado um processo de inducao, adicionando-
se 1 mM de IPTG e as bactérias foram incubadas a 37°C por 3 horas, de forma a apresentar alta
taxa metabolica e expressdo dos genes lac. A andlise por SDS-PAGE (figura 27a) mostrou um
aumento pronunciado da expressdo da proteina recombinante ao se comparar o perfil de clones
antes e apods a indu¢ao com IPTG, indicando a eficiéncia do promotor utilizado.

Na sequéncia, foram avaliados o melhor tempo e temperatura de indugao. Para tal, foram
realizados dois processos de inducao, sendo o primeiro realizado a 37°C por 3 horas e o segundo
a 20°C overnight (figura 27b). Como a proteina de interesse se encontrava insoluvel em corpos
de inclusao, foi ainda avaliada a menor concentracao de ureia na qual ZIKV-E estaria presente
na fracdo soluvel (figura 28). Assim, apos os ensaios de padronizagdo das condi¢des ideais,
optou-se por realizar um cultivo em maior escala com indugao a 37°C por 3 horas e utilizando-
se 4M de ureia para solubilizar os corpos de inclusao.

Apos o cultivo em maior escala, os corpos de inclusao foram solubilizados em tampao
contendo ureia e a proteina recombinante foi purificada por afinidade em coluna HisTrap. Estas

colunas sdo pré-empacotadas com resina de sefarose carregada com niquel, que se liga de forma
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eficiente aos residuos de histidina em condi¢des adequadas providas pelo tampdo. Para
realizacdo do presente trabalho foram necessarios a producdo de dois lotes de ZIKV-E, dentre
0s quais, a Unica alteragdo no protocolo incluiu a solubilizagdo dos corpos de inclusdo em
tampao contendo 4 mol/L de ureia e 8 mol/L de ureia. Para cada lote de proteina purificada o
rendimento final foi de 1,5 mg de ZIKV-E /litro de cultivo e 7,5 mg de ZIKV-E /litro de cultivo,
respectivamente. Observando conforme esperado pelo teste de solubilidade (figura 28), um
maior rendimento, quanto maior a concentragao de ureia utilizada.

A proteina foi purificada com sucesso com tamanho de 50 kDa, correspondente ao
tamanho previsto, onde o pico de purificagdo (figura 29) foi confirmado por SDS-Page (figura
30). Apds o processo de purificagdo, a proteina recombinante foi submetida ao ensaio de
western blot apresentando reatividade contra o anticorpo comercial anti-His e anti-flavivirus
(figura 33), inferindo que os passos anteriores foram bem-sucedidos.

Os proximos passos no desenvolvimento deste trabalho envolveram a padronizacao do
processo de funcionalizacdo de Nanobastdes de ouro com a proteina produzida, ¢ a
caracterizacdo da funcionalidade desejada. Para tal, Nanobastdes de ouro comerciais foram
adquiridos da empresa Nanopartz™ (USA). A estratégia de funcionalizacdo dos Nanobastdes
com a proteina recombinante realizada nesse trabalho se baseia na indug¢do de uma interagao
covalente entre as moléculas envolvidas, para que dessa forma ao penetrar as células no
organismo a ligacao ndo se dissociasse.

Para tal, um protocolo previamente estabelecido em nosso laboratorio foi seguido,
onde primeiramente, foi realizada a troca do surfactante (CTAB) presente na superficie dos
nanobastdes pelo 4cido lipoico, através do aumento seguido da queda de temperatura do banho
utrassonico. Na sequéncia foi realizada a adicdo dos agentes acoplante (EDC) e estabilizante
(NHS), seguida da adicao da proteina recombinante (ZIKV-E). Apds a adi¢do de cada reagente
foi realizada a leitura do espectro UV-Vis, onde foi possivel inferir se houve ou ndo a ligacao
na superficie dos nanobastoes através do deslocamento (“shift”) no espectro UV-Vis da amostra
(Rodriguez-Quijada et al., 2018). Como ¢ possivel observar na figura 37 mesmo as menores
concentragdes de proteina apresentaram um deslocamento do espectro UV-Vis. Apods o
processo de padronizacdo da ligacdo o sistema foi avaliado por UV-Vis, que quantificou o
deslocamento (“shift”) no espectro, obtendo ao final do processo um deslocamento de 27 nm
(figura 38).

Para realiza¢do dos ensaios em modelo animal foi utilizada a dose de 10 pg de GNR

purificados funcionalizados com 10 pg de proteina recombinante por animal (totalizando um
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volume méximo de 50 pL). Este valor foi determinado seguindo experimentos anteriores
realizados por nosso grupo de pesquisa, onde uma vacina experimental para DENV-3 utilizando
nanobastdes de ouro funcionalizados com a proteina do Envelope viral de DENV3
recombinante mostrou resultados promissores. Além da andlise do espectro UV-Vis das
amostras, foram realizados ensaios de avaliagdo do potencial zeta (figura 39), analise do raio
hidrodinamico (figura 40) e por fim um ensaio de fluorometria (figura 41), que confirmaram a
ligagdo da proteina a superficie dos nanobastdes.

ApOs a construcao e caracterizacao da ligacao desejada entre os GNR e a proteina
recombinante ZIKV-E (GNR-ZIKV-E), a imunogenicidade da vacina experimental foi avaliada
em modelo animal, utilizando camundongos da linhagem BALB/c. Nosso protocolo de
imunizag¢do dose — reforco — refor¢co com um intervalo de 14 dias entre os reforcos, foi
estabelecido através de estudos previamente realizados em nosso laboratério, no qual o regime
de imunizagao foi suficiente para gerar resposta celulares e humorais.

Os animais foram separados em grupo controle PBS (grupo 1: solucdo salina, PBS),
ZIKV-E-ma (grupo 2: proteina recombinante produzida associada a combinagao de adjuvantes
MPLA e 7DWS8-5), ZIKV-E-al (grupo 3: proteina recombinante produzida associada ao
adjuvante alimen), GNR-ma (grupo 4: Nanobastoes de ouro comerciais Nanopartz associados
a combinagdo de adjuvantes MPLA e 7DWS8-5), GNR-al (grupo 5: Nanobastdes de ouro
comerciais Nanopartz associados ao adjuvante alimen), ZIKV-E-GNR-ma (grupo 6:
Nanobastdes de ouro comerciais Nanopartz funcionalizados com a proteina recombinante
produzida, associados a combinacao de adjuvantes MPLA e 7DWS-5), ZIKV-E-GNR-al (grupo
7: Nanobastdes de ouro comerciais Nanopartz funcionalizados com a proteina recombinante
produzida, associados ao adjuvante alumen).

A andlise de resposta celular foi realizada por Citometria de fluxo. Este teste foi
realizado com esplendcitos estimulados com a proteina ZIKV-E, por 18 horas. Este trabalho
utilizou como controle positivo o mitdogeno concanavalina A (ConA), uma lectina com poderosa
atividade mitogénica para células T, que tem sido usada em diferentes modelos experimentais
de pesquisa devido a sua capacidade de modular a resposta imune contra diversas infecgdes
(Zanluqui et al., 2020).

No contexto das infec¢des virais as respostas das células T representam um aspecto
crucial da resposta imune. As células T auxiliares CD4+ s3o de grande importincia para o
sistema imunoldgico. Apds o contato com células apresentadoras de antigeno (APC) e

vinculagdo a moléculas do complexo histocompatibilidade celular, as células T CD4+ se
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transformam de um estado de repouso para expansao clonal e sdo diferenciadas em diferentes
subtipos celulares apos estimulacao (Trinchieri, 2003, Trinchieri et al., 2003). As células T CDS8
(chamadas também de células T citotoxicas) eliminam virus através de dois mecanismos
primarios: citotoxicidade direta de células infectadas e através da producdo de multiplas
citocinas para induzir respostas antivirais locais ou sistémicas, o que as torna cruciais para o
controle de infecgdes virais (Hashimoto et al., 2019). Além disso, ambas populacdes de células
T sdo capazes de gerar populagdes de células de memoria de longa duracao, a fim de responder
rapidamente a reininfec¢do e proporcionar maior prote¢ao (Pardy & Richer, 2019).

Um dos importantes reguladores de respostas imunolédgicas ¢ o CD69. O CD69 ¢ um
marcador classico precoce de ativacdo de linfécitos devido a seu rapido surgimento na
superficie da membrana plasmatica apds a estimulagdo, possuindo valor intrinseco como
marcador de ativagdo celular. O CD69 ¢ expresso por varios subconjuntos de células imunes
residentes em tecidos. Especificamente, o CD69 regula a diferenciagdo das células T (Treg)
regulatorias, bem como a secre¢ao de IFN-y, IL-17 e IL-22 (Cibrian & Sanchez-Madrid, 2017).

Neste trabalho, foi observado que o estado de ativagdo de células T CD8+ das células
de animais imunizados com as vacinas experimentais associadas aos adjuvantes ma
(combinacao de adjuvantes MPLA e 7DWS-5) ¢ superior quando comparadas as células de
animais imunizados com as respectivas vacinas experimentais associadas ao adjuvante alimen,
indicando um maior estado de ativagdo das células dos animais dos grupos 2 (ZIKV-E-ma), 4
(GNR-ma) e 6 (ZIKV-E-GNR-ma) apds o estimulo realizado.

Uma das principais citocinas proinflamatdrias que inicia sinais e ativa a diferenciagao
das células T ¢ o interferon gama (IFN-y). Os interferons (IFN) desempenham um papel crucial
na promocao da ativagdo das células T CD4 e T CDS8 e sao particularmente importantes para
aumentar o acumulo de células T CD8 e sensibilidade ao antigeno, se mostrando de grande
importancia para um contexto de infecc¢ao viral (Pardy & Richer, 2019).

A importancia dos IFN na resposta imune ndo se deve apenas a sua atividade antiviral,
mas também a sua capacidade de regular as funcdes das células da imunidade inata e adaptativa.
Em particular, o IFN-y ¢ um potente ativador das func¢des antimicrobianas dos fagocitos, e tem
um papel essencial na resisténcia a muitas bactérias patogénicas, fungos e parasitas
intracelulares. Embora o IFN-y tenha sido considerado originalmente um produto de células T
especificas de antigenos, durante as respostas inatas, ¢ produzido principalmente por células
natural killer NK e pela ativacdo de subconjuntos especificos de células T, incluindo células

NKT, células T CD8 e células expressando receptores de células T (TCR). Macréfagos, células


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cgi?l=3458

133

dendriticas (DC) e células B também podem produzir grandes quantidades de IFN-y (Trinchieri,
2003).

No presente trabalho, as vacinas experimentais compostas por ZIKV-E- ma (grupo 2) e
ZIKV-E-GNR-ma (grupo 6) foram capazes de gerar a ativagdo de células T CD4+ e T CD8+
de camundongos BALB/c, com capacidade produzir IFN-y (figura 43). Além disso, as mesmas
vacinas experimentais citadas se mostraram capazes de ativar células T CD8+ CD107+.
Entretanto, apenas as esplendcitos dos animais imunizados com a vacina expeirmental
composta por ZIKV-E-GNR-ma (grupo 6) teve um aumento dessa citocina de forma
estatisticamente significativa (figura 44).

A expressao de CD107 na superficie celular € um importante marcador de ativagdo de
células imunes. Este foi descrito como um marcador de degranulacao de células T citotdxicas
(CD8+) e mostrou-se fortemente regulada na superficie celular apos a estimula¢do. O marcador
CD107 se correlaciona fortemente com a secre¢do de citocinas, significativamente associada a
IFN-y, e a lise mediada por células NK das células-alvo, demonstrando que este marcador ¢
uma ferramenta util para avaliar o nivel de atividade celular (Alter et al., 2004).

Em seguida, avaliamos o fendtipo de mémoria apresentado pelas células T através das
porcentagens de subconjuntos de células que expressam marcadores de memoria (CD44 e
CD62L). Os subconjuntos de células T foram chamados de células de memoria “naives”
(CD44- CD62L-/+), células de memoria central (CD44+ CD62L+) e células de memoria efetora
(CD44+ CD62L-). Foi observado uma grande variagcdo de fenotipo nas células T CD4- dos
animais imunizados com as vacinas experimentais associadas a combinagao de adjuvantes ma
(MPLA e 7DW8-5) (figura 46). Os resultados demonstram que o MPLA combinado com
7DWS8-5 potencializa a resposta de memoria central, aumentando os niveis de respostas
especificas de células T CD4 -, confirmando o potencial efeito dessa combinagdo de adjuvantes.
A mesma modula¢do de resposta de memoria foi observada por Coelho-dos-Reis e
colaboradores (2016), em uma vacina experimental contra maldria e cancer baseada em
peptideos associados a MPLA e 7DWS-5.

Na sequéncia avaliamos a secrecdo de fator de necrose tumoral (TNF-a) pelas
subpopulagdes de células de memoria apds o estimulo realizado. TNF-o ¢ uma citocina
inflamatoéria produzida por macroéfagos/mondcitos durante a inflamacao aguda e € responsavel
por uma variedade diversificada de eventos de sinalizacdo dentro das células, levando a necrose

ou apoptose (Idriss et al, 2000). A proteina também ¢é importante para a resisténcia a infecgdes,
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regulando o desenvolvimento do tecido linfoide e coordenando a diferenciacdo celular para se
defender contra patogenos intracelulares (Smyth & Johnstone, 2000).

A secre¢ao de TNF-a foi observada nas populagdes celulares com fenotipo de memoria
efetoras e centrais (nas células CD3+ CD4+) e na populagdao com fendtipo de memoria efetora
(CD3+ CD4-) das vacinas experimentais testadas. Essa citocina foi secretada com diferenca
estatisticamente significativa apenas nas populacdes celulares dos animais imunizados com a
vacina experimental composta por ZIKV-E + ma (grupo 2) (figura 47).

Ainda, avaliamos a expressao de CD127 nas populacdes celulares de memoria efetora e
memoria central. CD127 ¢é receptor de IL-7, uma citocina-chave para manter a memoria de
células T CDS8 a longo prazo de forma independente de antigenos. Embora o CD127 seja
altamente expresso em células T CD8 “naives”, sua expressdo ¢ uniformemente desregulada
apos a ativagao durante a fase inicial de infec¢des bacterianas virais e intracelulares. No entanto,
células T CDS efetoras, recuperam a expressdo CD127 no auge das respostas e se diferencia
em células de memoria de longa duracao, se tornando um marcador 1til para identificar células
T de memoria e efetoras (Hashimoto et al., 2019).

Os resultados associados a expressio de CDI127 demonstraram um aumento
estatistiscamente significativo nos grupos imunizados com a vacina experimental composta por
ZIKV-E + al (grupo 3) na populagdo CD3+ CD4- com fen6tipo de memoria efetora, € no grupo
imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + GNR + al (grupo 7), nas
populagdes CD3+ CD4+ com fendtipo de memoria efetora e CD3+ CD4- com fendtipo de
memoria central. A expressao aumentada de CD127 mostrou-se modulada principalmente pela
presenca do adjuvante alimen nas vacinas experimentais citadas, além disso, a presenga de
GNR na vacina experimental aumenta ainda mais essa expressao (figura 48).

Por fim, foram realizadas as analises de resposta humoral divididas em duas técnicas:
Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA) e Teste de Reducdo de Placas por Neutralizagao
(PRNT). O Elisa ¢ um ensaio relacionado a analise de titulos de anticorpos IgG anti ZIKV-E
presentes nos soros dos animais imunizados. Em relacdo aos resultados obtidos nesse ensaio,
os animais imunizados com ZIKV-E apresentaram altos titulos de anticorpos com diferenga
estatistica significativa. Os maiores titulos de anticorpos IgG anti ZIKV-E foram apresentados
pelos animais imunizados com ZIKV-E associada apenas aos adjuvantes (grupos 2 e 3).

Na andlise de anticorpos neutralizantes, o0 PRNT ¢ o padrao-ouro para medicao da
neutralizagdo de flavivirus, a recomendacdo da OMS para a analise de PRNT sugere que em

areas endémicas de diferentes flavivirus, um PRNT79ou PRNTyy ¢ preferivel ao PRNTs50, assim,
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varios estudos recentes tém usado uma reducao de 70 a 90% no titulo de virus como critério
para analise de anticorpos neutralizantes para o ZIKV (Hepburn et al., 2006, Johnson et al.,
2009, Richner et al., 2017, Lee et al., 2018, Koishi et al., 2018, Sornjai et al., 2018, Tebas et
al., 2021).

Observamos que os anticorpos presentes nos soros dos animais imunizados com ZIKV-
E sdo capazes de neutralizar o ZIKV em todas as dilui¢des dos soros testadas (figura 50). A
neutralizacao observada ¢ inversamente proporcional a dilui¢ao do soro, ou seja, quanto maior
a dilui¢do do soro, menor a neutralizagdo das particulas virais. Os soros dos animais imunizados
com as vacinas experimentais compostas por ZIKV-E-ma (grupo 3) e ZIKV-E-GNR-ma (grupo
6) foram os soros com a maior resposta de anticorpos neutralizantes, conferindo uma
neutralizagdo de até 70% das particulas de ZIKV na maior diluicdo sérica testada (1:80). Em
conjunto, os ensaios com os soros dos animais imunizados com ZIKV-E-GNR-ma (grupo 6)
mostram que embora os titulos de anticorpos detectados no Elisa tenham sido menores, estes
anticorpos sdo potencialmente neutralizantes.

No estudo conduzido por Versiani ¢ colaboradores (2014), a vacina experimental
composta por nanobastdes de ouro funcionalizados com a proteina do envelope de DENV-3
(DENV-3E) apresentou titulos de anticorpos IgG anti-DENV e anticorpos neutralizantes
significativamente superiores aos resultados do grupo contendo a proteina sem o carreador, fato
nao observado no presente estudo. A mesma proteina recombinante DENV-3E foi utilizada em
uma vacina experimental utilizando nanotubos de carbono como carreador vacinal. Foi visto,
que a imuniza¢do de camundongos induziu respostas de IgG anti-DENV3E igualmente altas
para os animais imunizados com a proteina de DENV-3E e para os animais imunizados com a
vacina experimental composta por nanotubos de carbono funcionalizados com DENV-3E, sem
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos imunizados. Entretanto, a mesma vacina
experimental composta por nanotubos de carbono e DENV-3E induziu um maior titulo de
anticorpos neutralizantes quando avaliados por PRNT quando comparadas a vacina
experimental sem o nanocarreador vacinal (Versiani et al., 2017).

Vale ressaltar que, a vacina experimental para DENV-3 utilizando nanobastdes de ouro
como carreador vacinal foi testada em camundongos C57BL/6, e em nosso trabalho, avaliamos
a resposta imune em camundongos BALB/c, o uso do modelo murino € um importante viés nas
caracteristicas apresentadas no desenvolvimento da resposta imune. Além disso, embora se trate
de proteinas do envelope de flavivirus relacionados, as proteinas virais podem apresentar

potenciais imunogénicos diferentes. Nao obstante, ¢ importante notar que quando anticorpos
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totais foram aferidos, as vacinas nanocarreadas em GNRs mostraram indug¢do de titulos muito
inferiores as proteinas isoladas (ndo-carreadas). No entanto, a adi¢do de GNRs fez com que os
titulos de anticorpos neutralizantes aumentassem e se equiparassem aos respectivos pares nao
carreados. Este resultado salienta o potencial dos nanocarreadores em aumentar a eficacia de
produtos vacinais.

No estudo de Han e colaboradores (2017) a imunizagdo de camundongos BALB/c com
50 pg de proteina do envelope de ZIKV recombinante produzida em E. coli associada a alimen
foi capaz de induzir resposta humoral especifica contra ZIKV, além disso a vacina experimental
conferiu protecdo total contra o desafio letal em um modelo de camundongos neonatais.
Indicando o potencial promissor da proteina E de ZIKV como vacina de subunidades. Vale
destacar que em nossos experimentos foi utilizada 10 pg de proteina recombinante do envelope
de ZIKV, e que a mesma gerou uma resposta imune mensuravel. A utilizacdo de uma menor
quantidade de antigenos em formulagdes vacinais ¢ uma variavel de grande importancia em um
contexto epidémico, onde a vacinagdo em massa da populagdo € necessaria.

Nos estudos realizados até o momento com plataformas vacinais de subunindade contra
ZIKV, foi comprovado que vacinas de subunidade recombinante sdo uma op¢ao segura e eficaz
para a prevengao da infec¢ao por ZIKV. No entanto, sua natureza menos imunogénica ¢ a maior
desvantagem, exigindo mais doses e adjuvantes apropriados (Zhou et al., 2021).

De maneira particular, neste trabalho, destaca-se a relevancia do conjunto de adjuvantes
testados, e sua capacidade de modular a resposta imune. Os resultados das vacinas
experimentais aqui avaliadas aliadas aos adjuvantes vacinais foram consistentes com o0s
resultados descritos em outros trabalhos. Os adjuvantes MPLA e 7DWS8-5 quando
coadministrados exibem um potente efeito adjuvante, capaz de promover os niveis de respostas
de células T CD8+ especificas e imunidade humoral (Coelho-dos-Reis et al., 2016). Por outro
lado, sabe-se que os adjuvantes a base de aluminio sdo potentes indutores de resposta humoral
mediadas principalmente por anticorpos especificos para o antigeno (He et al., 2015, Danielsson
& Eriksson, 2021).

Em conjunto, resultados importantes foram obtidos, os quais indicam que as vacinas
experimentais compostas pela proteina recombinante ZIKV-E associadas aos adjuvantes ZIKV-
E-ma e ZIKV-E-al se mostraram capazes de induzir uma resposta humoral robusta e
significativa. Nesse estudo, a vacina experimental para ZIKV composta por ZIKV-GNR- ma

se mostrou a vacina experimental com maior potencial de aplicacdo, demonstrando a



137

capacidade de abordagens vacinais alternativas que sejam capazes de gerar respostas imunes
celulares e humorais significativas.

No que se refere as diferentes respostas obtidas com as vacinas experimentais aqui
testadas, também pode se sugerir a utilizacdo de um regime de imunizacdo dose-reforco
heterdlogo que vem sendo utilizado por diferentes grupos de pesquisa e tem contribuido
fortemente para a obtengdo de respostas imunes mais robustas e eficazes contra diferentes
patogenos (Reyes Sandoval et al., 2010).

Embora tenha sido isolado pela primeira vez em 1947, pesquisas significativas sobre o
ZIKV s6 comegaram recentemente, devido a uma série de surtos nas duas tltimas décadas que
demonstraram a capacidade epidémica de ZIKV (Pardy & Richer, 2019). Entretanto, ainda ha
muito o que ser feito. Em particular, como se pode ver com a atual pandemia do COVID-19, a
maior crise sanitaria vivenciada pela humanidade nos 100 tGltimos anos, € mais recentemente,
com a emergéncia e ameaga potencial da Nova Variola, prevenir a disseminagdo repentina de
doengas infecciosas e a intervengdo através do desenvolvimento de vacinas adequadas ¢
essencial para a saiide humana avangar (Kim et al., 2021, Bunge et al., 2022).

A despeito da pandemia de COVID-19, as arboviroses continuam fazendo vitimas.
Destaca-se aqui, a importancia epidemioldgica de tais infec¢des, devido a sua gravidade clinica
e elevado potencial de disseminacdo em areas urbanas. Entretanto, grande parte dos recursos
de pesquisa se encontram mobilizados para COVID-19, dificultando a viabilizagao de projetos
relacionados a outras doengas infecto-contagiosas. A busca pelo desenvolvimento de estratégias
nao classicas de vacinagao contra o SARS-CoV-2 mostra a necessidade do desenvolvimento de
diferentes estrategias vacinais contra outras viroses, empregando por exemplo a estratégia
abordada no presente trabalho. Dessa forma, destaca-se a importancia desse estudo e de outros
voltados a novas abordagens vacinais, visando aumentar a eficicia das estratégias vacinais ja

existentes, bem como a seguranga e a produgdo em larga escala das mesmas.
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7. Conclusoes

A proteina do envelope de ZIKV, objeto de estudo deste trabalho foi expressa em
sistema procarioto, eficientemente purificada e caracterizada por western blot. Além disso, foi
possivel a funcionaliza¢ao de nanobastdes de ouro com a proteina recombinante produzida, e a
caracterizacdo da vacina experimental construida em ensaios comparativos aos realizados para
os nanobastdes puros.

As vacinas experimentais se mostraram capazes de induzir a ativagdo de células do
sistema imune dos animais imunizados com atividade polifuncional de secrecao de importantes
citocinas em um contexto de infec¢ao viral e ativagdo de células de memoria, além de
desenvolverem uma resposta humoral com altos niveis de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV.

Embora seja necessario testar o comportamento da resposta imune dessas vacinas contra
um desafio viral, foi demonstrado que os estudos mostraram bons resultados de
imunogenicidade e novos experimetos podem ser levados adiante no intuito de obter uma nova

vacina para ZIKV.
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8. Perspectivas

e Avaliar a resposta imune celular e humoral em modelo murino C57BL/6;
e Avaliar a resposta imune protetora dessa vacina experimental frente a um desafio de
camundongas gravidas previamente imunizadas, afim de identificar possiveis alteragdes

do neurodesenvolvimento pré-natal de fetos advindos de maes infectadas com ZIKV.

O potencial imunogénico da vacina experimental produzida (GNR-ZIKV-E) e a
protegdo frente a um desafio com o ZIKV sera avaliado em camundongos C57BL/6 fémeas. Os
procedimentos experimentais serdo realizados em colabora¢do com a Professora Dra. Danielle
da Gloria de Souza. Para tal, os animais experimentais serdo devidamente manipulados e
eutanaziados de acordo com as normas do Comité de Etica em Uso Animal (CEUA), sob

protocolo aprovado 168/2022.
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(e) Artigo original publicado em 2020 (co-autora)

VIruses fnﬁw

Article

Chikungunya E2 Protein Produced in E. coli and
HEK293-T Cells—Comparison of Their Performances
in ELISA

Flivia Fonseca Bagno 20, Lara Carvalhe Godai -*0, Maria Marta Figueireda !,
Sarah Aparecida Rodrigues Sérgio !, Thais de Fitima Silva Moraes -2, Natilia de Castro Salazar®,
Young Chan Kim *, Arturo Reyes-Sandoval * and Flivie Guimaries da Fonseca -

U Centro de Tacnnln-gjaem Vacinas (CT-Vacinas), Parque Tﬂcnnll':-gim da UFMG (BH-Tec), Universidade
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(f) Artigo original publicado em 2020 (co-autora)
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Original Article

Lack of Activity of Rutin Isolated from Tontelea micrantha
Leaves against Vero and BHK, Fungi, Bacteria and Mayaro
virus and its in silico Activity
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(g) Short communication publicado em 2019 (co-autora)

At virml Research 168 (2019) 76-81
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Trabalhos apresentados em congressos durante o doutorado (2019-2022)

(a) XXXII Congresso Brasileiro de Virologia (2021)

3110/2021 20:26 Certificado

XXXII CONGRESSO
BRASILEIRO DE

VIROLOGIA o##%s~ CERTIFICADO

19 a 23 de outubro de 2021 — ON-LINE

CERTIFICADO
Certificamos que o trabalho intitulado Construction and ion of the i ofa
subunit vaccine for Zika virus posed of gold n ds fu ionalized with binant

viral envelope protein de autoria de Thais De Fitima Silva Moraes, Raissa Prado Rocha, Alice Freitas
Versiani, Flavia Fonseca Bagno, Samille Henrigues, LIDIA MARIA DE ANDRADE, Maria Marta
Figueiredo, Jordana Grazziela Alves Coelho dos Reis e Fldvio Guimarées da Fonseca, foi apresentado como
E-Péster no XXXII Congresso Brasileiro de Virologia - Virelogia em Casa, realizado em

19/10/2021a 23/10/2021.

Realizagio
e
Siga Eventos

SBV =5

com. ir ir2i=197 A396286.265051.8.3 1 DS5-TFEB-46BF-BFAZ-A3F4477TBEF2F

Primeira Secretaria

o H L e
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31M0/2021 2022 Centificado

XXX CONGRESSO
BRASILEIRO DE

VIROLOGlA B CERTIFICADO

de outubro de 2021 — ON-LINE

CERTIFICADO
Certificamos que o trabalho intitulado Production of Zika virus heterologous chimeric proteins

for use in logical di

de autoria de Samille Henriques, Flavia Fonseca Bagno,
‘Thais De Fatima Silva Moraes, Agata Lopes Ribeiro e Flivio Guimaries da Fonseca, foi apresentado como
E-Péster no XXXI1I Congresso Brasileiro de Virologia - Virologia em Casa, realizado em

19/10/2021 a 23/10/2021.

Realizacso # Flavic
SBV == |

Organizagdo
@9 ~

Siga Eventos

Pr\mewa Secretarla

com ? 8398286 232036.8 37839364 ID5-7FEB-4GBF-BFA2-AIF447TBEF2F

(b) VIII Simposio de Microbiologia da UFMG (2021)

1913227 .8398286.265135.5.

o conectq
VIII SIMPOSIO DE MICROBIOLOGIA DA UFMG —

CONECTA SIM 2021

Certificado de Submissao

Certificamos que o trabalho CONSTRUGAO E AVALIAGAO DA RESPOSTA IMUNE DE UMA VACINA DE
SUBUNIDADE PARA O Zika virus COMPOSTA POR NANOBASTOES DE OURO FUNCIONALIZADOS
COM A PROTEINA DO ENVELOPE VIRAL com autoria de Thais De Fatima Silva Moraes, Raissa Prado
Rocha, Alice Freitas Versiani, Flavia Fonseca Bagno, Samille Henriques Pereira, LIDIA MARIA DE
ANDRADE, Maria Marta Figueiredo, Jordana Grazziela Alves Coelho dos Reis e Flavio Guimaraes da
Fonseca foi submetido e aprovado na modalidade de Resumo no “VIil Simpdsio de Microbiologia da UFMG
— CONECTA SIM 2021, promovido pelo Programa de Pés Graduagdo em Microbiologia, do Departamento
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas Gerais, entre os
dias 16 e 19 de novembro de 2021.

Belo Horizonte, 19 de novembro de 2021

(I | |
D o il
Dr. Daniel de Assis Santos Dra. Danielle da Glériade Souza
Coordenador do Conecta SIM 2021 Coordenadora do Programa de Pos-Graduagéo em Microbiologia - UFMG
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o de autenticidade umz:r 8398286.286755.8. em

o cone a

VIII SIMPOSIO DE MICROBIOLOGIA DA UFMG -

CONECTA SIM 2021

Certificado de Submissao

Certificamos que o trabalho AVALIAGAO DA PRODUGAO DE PROTEINAS QUIMERICAS DE Zika virus
PARA USO EM TESTES SOROLOGICO com autoria de Samille Henriques, Flavia Fonseca Bagno, Thais

De Fatima Silva Moraes, Agata Lopes Ribeiro e Flavio Guimardes da Fonseca foi submetido e aprovado na
modalidade de Resumo no “VIII Simpésio de Microbiologia da UFMG — CONECTA SIM 2021", promovido
pelo Programa de Pés Graduag&io em Microbiologia, do Departamento de Microbiologia do Instituto de

Ciéncias Biol6gicas, da Universidade Federal de Minas Gerais, entre os dias 16 e 19 de novembro de

2021.

Belo Horizonte, 19 de novembro de 2021

Nl |
Wt Widal e ’%JM i

Dr. Daniel de Assis Santos Dra. Danielle da Gloriade Souza

Coordenador do Conecta SIM 2021 Coordenadora do Programa de Pos-Graduagdo em Microbiologia - UFMG

(c) XXXI Congresso Brasileiro de Virologia (2021)

=
T
=
=
—
==
e
-

Verifique o cadigo de autenticidade 4506781.2557552.837743.5.

XXXI BRAZILIAN CONGRESS OF VIROLOGY

& XV MERCOSUR VIROLOGY MEETING
NOVEMBER 23 to 28, 2020

Certificate of Resumo presentation

This certifies that the work entited PRODUCTION OF RECOMBINANT PROTEINS FROM
CHIKUNGUNYA, DENGUE AND ZIKA IN BACULOVIRUS EXPRESSION SYSTEM FOR IN
VITRO DIAGNOSTIC APPLICATION, authored by Sarah Aparecida Rodrigues Sérgio,
Flavia Fonseca Bagno, Thais Fatima Silva Moraes, Flavio Guimarées da Fonseca and Lara
Carvalho Godoi was presented by during the Resumo session of the XXXI Congresso
Brasileiro de Virologia & XV Encontro de Virologia do Mercosul held online, between 11-23-
2020 - 11-28-2020.

November 29, 2020.

-

Prof, Dr/ I/ a fdoRosado Spilki Prof.& Prof. Jénatas Santos Abrahdo
'of SBV First Secretary of SBV
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(d) IV FAMERP-UTMB (2019)

ERP-UTMEB

buns in the Americas

common intesests and collaboration
- between Beasil and USA

comm at3 ation
- begween Bexil and USA

Disember 470, 2019
-~ FAMERP Capvention Center
Bl

Tioraibes 4:74h, 2015
FAMERY Camveaticn Canter
S o o i Prcts, S8 Bl * 3 St o s B P, S8

g/ fasbovirology fumerp.be

x

hitpe/farbovirology.famerp.br

CERTIFICATE CERTIFICATE

We certificate that the work entitled EVALUATION OF ANTIVIRAL We certificate that the work entitled PRODUCTION OF ZIKA VIRUS

ACTIVITY OF EXTRACT AND ISOLATES OF PSYCHOTRIA SP RECOMBINANT PROTEIN E, USING E. COLI EXPRESSION

AGAINST MAYARO VIRUS, authored by Moraes, T. F. §.; Ferraz, A. C.; SYSTEM AND EVALUATION OF ITS ANTIGENICITY, authored by

Cruz, W. S. ; Vieira Filho, S. A.; de Brito Magalhdes, C.L. ; Magalhdes, J. Moracs, T. F. S. ; Bagno, F. F. ; Sergio, S. A. R. ; Salazar, N. ; Figueiredo,

C., was presented in the Poster Session during the IV FAMERP-UTMB by M. M; Fonscoa, M. 8. P. ; Versiani, A. F.; Fonseca, F. G., was presented in

Thais de Fitima Silva Moraes, held from December 4th to Tth, 2019, in the Poster Session during the IV FAMERP-UTMB by Thais de Fitima

. B Silva Moraes. held from December 4th 1o Tth, 2019, in Sdo José do Rio
Sdo José do Rio Preto, SP, Brazil.

Preto, SP, Brazil.

Sdo José do Rio Preto/SP, December 10th, 2019
Sio José do Rio Preto/SP, December 10th, 2019

Prof. Dr. mmgue[m WT’
Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira

Event Coordinator
Event Coordinator

IV FAMERP-UTMEB
Emerging infections in the Americas
common interests and collaboration

between Braeil and USA
Dcember 4-Tih, 2019

FAMERT Casvesticn Comier

S Joné o i Press, 5% Brasil

nttps/farbovirology famerp.br

CERTIFICATE

We  certificate  that the work entitled PRODUCTION OF A
RECOMBINANT PROTEIN OF ZIKA VIRUS IN BACULOVIRUS
EXPRESSION SYSTEM, authored by SERGIO, S.A.R.; BAGNO, F. F;
MORAES, T. F. S. ; FONSECA, M.S.P. ; DA, FONSECA, F. G.; GODOI,
L. C., was presented in the Poster Session during the IV FAMERP-UTMB
by Sarah Aparecida Rodrigues Sergio, held from December 4th o Tth,

2019, in 8o José do Rio Preto, SP, Brazil.

Sdo José do Rio Preto/SP, December 10th, 2019

Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira
Ewvent Coordinator
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(e) VIII Simposio de Microbiologia da UFMG (2019)

2. conecta
52 771 VI SIMPOSIO DE MICROBIOLOGIA DA UFMG

. (TR BA

Certificamos que MORAES, T.F. S.; BAGNO, F. F.; SERGIO, S. A. R.; SALAZAR, N.; FIGUEIREDO, M.
M.; FONSECA, M. S. P.; VERSIANI, A. F.; FONSECA, F. G.; teve o seu trabalho “PRODUGAO DA
PROTEINA E RECOMBINANTE DE ZIKA VIRUS, USANDO SISTEMA DE EXPRESSAO EM E. COLI E
AVALIAGAO DE SUA ANTIGENICIDADE”, apresentado no formato de poster no “VI Simpdsio de
Microbiologia da UFMG — CONECTA SIM: Microbiologia Interligada”, promovido pelo Programa de Pés
Graduagéo em Microbiologia do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, nos dias 03 e 04 de setembro de 2019.

JM&wm Foiar Dismorol_ 7(%43““%/
Profa. Dra. Betania Paiva Drummond Prof. Dr. Flavio Guimaraes da Fonseca
Coordenadora do Conecta SIM Ce do Programa de Po: em b
B . conecta
1771 VvISIMPOSIO DE MICROBIOLOGIA DA UFMG

FERSRBA

Certificamos que BAGNO, F.F.; SERGIO, S.A.R.; FIGUEIREDO, M.M.; MORAES, T.F.S.; FONSECA,
M.S.P.; GODOI, L.C.; DA FONSECA, F.G.; teve o seu trabalho “DO PROTOTIPO AO PRODUTO:
DESENVOLVIMENTO DE UM KIT DE ELISA PARA DETECGAO E SOROVIGILANCIA DE INFECGOES
PELO ViRUS CHIKUNGUNYA'", apresentado no formato de pdster no “VI Simpésio de Microbiologia da
UFMG — CONECTA SIM: Microbiologia Interligada”, promovido pelo Programa de Pés Graduagdo em
Microbiologia do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, nos dias 03 e 04 de setembro de 2019.

%m ity Drsn-onel_ ;%W

Profa. Dra. Beténia Paiva Drummond Prof. Dr. Flavio Guimarédes da Fonseca
Coordenadora do Conecta SIM C do Programa de Po: em
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. conecta
1771 v POSIO DE MICROBIOLOGIA DA UFMG
|

(TR RBA

Certificamos que SERGIO, S.A.R.; BAGNO, F.F.; MORAES, T.F.S.; FONSECA, M.S.P.; DA FONSECA,
F.G.; GODOI, L.C.; teve o seu trabalho “GERAGAO DE UM BACMIDEO RECOMBINANTE CONTENDO
O GENE DA PROTEINA E DO ZIKA VIRUS PARA EXPRESSAO EM SISTEMA BACULOVIRUS’,
apresentado no formato de pdster no “VI Simposio de Microbiologia da UFMG - CONECTA SIM:
Microbiologia Interligada”, promovido pelo Programa de Pés Graduagdo em Microbiologia do Departamento
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais, nos dias 03
e 04 de setembro de 2019.

\3&4&“@, Vm A _Dyuh-ohoL ;%W%/

Profa. Dra. Betania Paiva Drummond Prof. Dr. Flavio Guimarées da Fonseca
Coordenadora do Conecta SIM C do Programa de Po: em
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Comissao Organizadora do Simposio de Microbiologia da UFMG durante o doutorado (2019-
2022)

conecta

O : .
1771 VISIMPOSIO DE MICROBIOLOGIA DA UFMG
==

TERLIGADA

CERTIFICADO

Certificamos que Thais Fatima Silva Morais participou da comissdao organizadora do ‘VI Simposio de
Microbiologia da UFMG - CONECTA SIM: Microbiologia Interligada”, promovido pelo Programa de Pés Graduagdo em
Microbiologia do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais,
nos dias 03 e 04 de setembro de 2019 com duragéo total de 16h.

Mw Posas Dpomorel %W

Profa. Dra. Beténia Paiva Drumond Prof. Dr. Flavio Guimardes da Fonseca
Coordenadora do Conecta SIM Coordenador do Programa de Pos-Graduagdo em Micrabiologia
7 . conecta
1 711 SIMPOSIO DE MICROBIOLOGIA DA UFMG
CONECTA SIM 2021

Certificado de Organizacao de Evento

Certificamos que Thais de Fatima Silva Moraes participou da comisséo organizadora do “VIIl Simpésio de Microbiologia da UFMG -
CONECTA SIM 2021, promovido pelo Programa de Pos Graduacéo em Microbiologia, do Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas Gerais, realizado entre os dias 16 e 19 de novembro de 2021.

Belo Horizonte — MG, 19 de novembro de 2021.

Lt fpo ot bl i

Dr. Daniel de Assis Santos Dra. Danielle da Gléria de Souza
Coordenador do Conecta SIM 2021 Coordenadora do Programa de Pos-Graduagéo em Microbiologia - UFMG




